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Aufgabenstellung & Stand der Technik

Ziel des Vorhabens war die Entwicklung einer Plattformtechnologie fur die fermentative
Produktion RNA-basierter Wirkstoffe, die z.B. als Biopestizide eingesetzt werden kon-
nen. Gegenuber herkdommlichen Technologien, mit denen RNA nur im Gram-Mafstab
zu Kosten von uber 1.000 € pro Gram produziert werden kann, sollte die zu entwi-
ckelnde Plattformtechnologie eine beliebig skalierbare Produktion im Kilogramm-Mal3-
stab ermoglichen und die Kosten auf unter 1 € pro Gram reduzieren. Diese Ziele konn-

ten erheblich Ubertroffen werden.

Ablauf des Vorhabens

Das Vorhaben wurde in 6 Arbeitspakete unterteilt, die in Kooperation mit der Universitat
Bielefeld, Center for Biotechnology (CeBiTec) durchgefuhrt wurden.

Wesentliche Ergebnisse

Mittels metabolic engineering und insbesondere Biosensor basierter natural evolution
Routinen konnte der Titer heterologer Ziel-RNAs auf bis zu 1,8 g/L Kulturbrihe gesteigert
werden (siehe Abbildung 1) und die maximale Lange heterologer Ziel-RNAs von wenigen
Hundert Nukleotiden auf bis zu 1,9 KB gesteigert werden. Dies ist in erster Linie auf die
Kombination starker Promotoren mit high-copy-number Plasmiden, gerichtetes und unge-
richtetes Ausschalten von RNase-Aktivitaten und die thermodynamische Stabilisierung
von RNA-Sekundarstrukturen (siehe Abbildung 2) zuruckzufuhren. Die Template-Se-
quenzstabilitat und damit Qualitat der synthetisierten RNAs konnte durch vollstandiges
Ausschalten von Rekombinaseaktivitaten maximiert werden. Damit ist es mdglich auch
hochrepetitive Template-Sequenzen wie PolyAso Tails stabil zu halten und fur die in vivo
Produktion entsprechender RNA-Molekule zu verwenden. Die in vivo Stabilitat polyade-
nylierter RNAs konnte durch nicht-endstandige Einbettung der PolyA-Tails erreicht wer-
den, die gleichzeitig eine Affinitatsaufreinigung mit folgender spurloser enzymatischer Ab-
spaltung der Endgruppe ermoglicht. Die im Rahmen des Vorhabens erzielten Ergebnisse

wurden in 3 Patentanmeldungen geschutzt.
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Abbildung 1: Elektroferrogramme zur qualitativen und quantitativen Analyse von Total-RNA-Extrakten dsRNA-expri-
mierender C. glutamicum Stdmme. Schwarz, C. glutamicum Wildtyp-Stamm; Blau, im Berichtszeitraum evolutiv opti-
mierter C. glutamicum RNA-Produktionsstamm. LM, Laufmarker; 5s, 5s rRNA; dsRNA, heterologe Ziel-dsRNA; 16s,
16s rRNA; 23s, 23s rRNA.
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Abbildung 2: Links, Chord Diagramme, MFE AG sowie lllustrationen der Sekundérstrukturen von hRIuc (Wildtyp), der
thermodynamisch stabilisierten sowie destabilisierten RNA-Sequenz. Rechts, Titer der entsprechenden Transkripte in
C. glutamicum Stdmmen, detektiert via DFHBI vermittelter Fluoreszenz bei 488/530nm.
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Aufgabenstellung & Stand der Technik

Ziel des Vorhabens war die Entwicklung einer Plattformtechnologie fur die fermentative
Produktion RNA-basierter Wirkstoffe. Diese werden als neue Wirkstoffklasse zuneh-
mend in landwirtschaftlichen, forstwirtschaftlichen und pharmazeutischen Anwendungen
eingesetzt und haben das Potential, Multi-Milliardenmarkte z.B. fur Biopestizide zu revo-
lutionieren. Diese stellen eine hochinteressante Alternative zu chemischen Pestiziden
dar, da sie ein sehr breites Anwendungsspektrum bieten und durch ihre aul3erordentlich
hohe Selektivitat okologisch unbedenklicher erscheinen. Es ist zu erwarten, dass die Be-
deutung RNA-basierter Biopestizide kiunftig drastisch zunehmen wird, da der chemische
Pflanzenschutz durch immer mehr Verbote und wenig neue Wirkstoffe immer problema-
tischer wird und gleichzeitig wirkungsvolle Pestizide dringend bendtigt werden, da durch
Pflanzenschadlinge bis zu 40% der weltweiten Agrarproduktion verloren gehen, was ei-

nem jahrlichen Schaden von ca. 100 Mrd. US-Dollar entspricht.

RNA-basierte Biopestizide greifen auf doppelstrangige RNA (dsRNA) zuruck, die in Zel-
len des Zielorganismus (dem Pflanzenschadling) zu kleinen einzelstrangigen RNA-Frag-
menten, der sogenannten RNA-interferenz (RNAi) gespalten wird. Diese RNAI fuhrt
dann durch Hybridisierung mit RNAs der Zielzellen zum silencing spezifischer Gene und
damit zur gezielten Eindammung der Schadlingsausbreitung. Fur landwirtschaftliche An-
wendungen werden grof3e Mengen dieser dsRNA bendtigt (bei grofl¥flachiger Nutzung
Hunderte Tonnen). Die Herstellung solch gro3er Mengen RNA-basierter Wirkstoffe ist
mit herkdbmmlichen Methoden jedoch sehr teuer bzw. nicht moglich (> 1.000 €/g RNA).

Die kommerzielle Produktion erfolgte bisher vorwiegend per in vitro Transkription (IVT),
bei der mehrere hochreine Enzyme, Nukleotide, Kofaktoren und weitere definierte Reak-
tionskomponenten in umfassend kontrollierter Umgebung reagieren. Damit kbnnen qua-
litativ alle Anspruche an das Produkt erflllt werden, quantitativ unterliegt man aber star-
ken Limitationen, da erstens alle Reaktionskomponenten sehr teuer sind und die in vitro
Synthese groflerer RNA-Mengen daher aul3erordentlich hohe Kosten verursacht und
zweitens, einer Skalierung der Reaktionen technisch enge Grenzen gesteckt sind. Eine
kostengunstigere, auf E. coli Rohextrakten basierende IVT wurde von der Firma Green-
light Biosciences (US) entwickelt und zur Produktion des weltweit ersten zugelassenen,
spruhbaren dsRNA-Produktes zur Kontrolle des Colorado Potato Beetle verwendet
(Calantha®, EPA-Zulassung in den USA am 4. Januar 2024). Der Produktionsprozess

ist im Vergleich zum SenseUP-Prozess jedoch erheblich aufwendiger und bedarf
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malfdgeschneiderter Produktionsanlagen, die eine unflexible, CAPEX- und zeitintensive
Skalierung mit sich bringen.

Die im Rahmen des Vorhabens zu entwickelnde Plattformtechnologie fur die fermenta-
tive Produktion RNA-basierter Wirkstoffe sollte eine beliebig skalierbare Produktion im
Kilogramm-Malstab ermoglichen und die Kosten signifikant reduzieren. Die in der ur-
sprunglichen Vorhabenbeschreibung genannten Ziele (RNA-Titer >1g/L, Produktions-
kosten <1 €/g und Produktionspotential im Kg-Mal3stab) konnten mit ~1,8 g/L, 0,29 €/g

und Produktionspotential im Hundert-Tonnen Malstab erheblich Ubertroffen werden.

ll. Planung und Ablauf des Vorhabens

Das Vorhaben wurde in 6 Arbeitspakete unterteilt, die in Kooperation mit der Universitat
Bielefeld, Center for Biotechnology (CeBiTec) durchgefuhrt wurden (siehe Tabelle 1).
Wahrend der Laufzeit des Vorhabens wurde das Ziel der Arbeitspakete 3.4 und 3.5 an-
gesichts neuer, vom Vorhaben unabhangiger technologischer und wirtschaftlicher Ent-
wicklungen angepasst (siehe detaillierte fachliche Begrindung auf Seite 10).

Tabelle 1: Arbeitsplan und Entwicklungsstand der Teilprojekte. Der SenseUp GmbH zugeordnete Arbeitspakete

sind in schwarzer Schrift, dem CeBiTec zugeordnete Arbeitspakete in blauer Schrift dargestellt.

v (erfolgreich), ™\ (angepasst)

Status |Beschreibung

AP1 Erhohung von RNA-Titer und -Lange

v 1. Promotor/Terminator-Optimierung (plasmidbasiert)

v 2. Konstruktion & Evaluation von ultra-high copy Plasmiden
v 3. Loci- & Cassetten-Optimierung (chromosomal)

N4 4. Einsatz von Antiterminationssequenzen

AP2 Erhohung der RNA-Stabilitat
v 1. Konstruktion & Evaluation von RNase Deletionsstammen

v 2. Sequenzspezifische Stabilisierung Uber anti-sense Oligonukleotide

AP3 RNA-Modifizierung (3-Polyadenlyierung & 5'-Capping)

v 1. Konstruktion & Evaluation von RecA-Deletionsstammen
v 2. Etablierung hochpraziser PolyA-Analytik
v 3. Untersuchung spezifischen Abbaus polyadenylierter Sequenzen
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- | Invitro Capping im.E : I
Produktion groRerer dsRNA-Mengen mittels Batch-Fermentation
- 5 In vivo Canoi ittols Dinucloosid-T I I
dsRNA-schutzende Inaktivierung der Biomasse

AP4 Evolutive Optimierung

v 1. RNA-Titer
v 2. RNA-Lange
v 3. RNAse-Aktivitat
v 4. PolyA-Homogenitat
APS Etablierung des down stream Prozess
v 1. Evaluation des down-stream Prozess
v 2. Affinitatsreinigung aus Fermentationsextrakt

APG Projektleitung

v 1. Projektkoordination & Management

Wesentliche Ergebnisse

AP1: Erhohung von RNA-Titer und -Lange

AP1.1 Promotor/Terminator-Optimierung (plasmidbasiert)

Im Zuge dieses Arbeitspaketes wurden verschiedene Promotor- und Terminator-Se-
quenzen mit dem Ziel verglichen, eine fur RNA-Titer und -Lange optimale Kombination
zu identifizieren. Zu Beginn des Projektes wurde ein Plasmid genutzt, das in etwa 30
Kopien pro Zelle vorliegt. Als Promotoren kamen der konstitutive F1 Promoter aus dem
Bakteriophagen BFK20, sowie der induzierbare Promotor des Bakteriophagen T7 (zzgl.
chromosomal- oder Plasmid-kodierter T7-Polymerase) und der konstitutive, synthetische
Promoter Tac zum Einsatz. Als exemplarische RNA-Sequenzen wurden ein Abschnitt
der humanen kleinen nuklearen RNA (u7a, 106 nt), das Strukturgen des Fluoreszenz-
proteins aus Aequorea victoria (egfp, 791 nt), das Strukturgens der Luciferase hrluc aus
Rhenilla reniformis (936 nt) sowie das Strukturgen der Luciferase luc2 aus Photinus py-

ralis (1653 nt) verwendet. Diese Zielsequenzen wurden mit einer Sensorsequenz (105
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nt) fusioniert. Das sogenannte Broccoli RNA-Aptamer (im Folgenden als Broccoli Apta-
mer bezeichnet) bindet das Fluorophor (Z)-4-(3,5-Difluoro-4-hydroxybenzylidene)-1,2-di-
methyl-1H-imidazol-5(4H)-one (DFHBI) und der so entstandene Komplex emittiert ein
Fluoreszenzsignal, das deutlich starker ist, als die Fluoreszenz von ungebundenem
DFHBI. Somit ermdglicht die Fusion der Zielsequenz mit der Sensorsequenz die nichtin-
vasive Detektion in vivo produzierter RNA-Molekule Uber gangige Fluoreszenzdetekti-
onsmethoden (s. Abb. 1).

Abbildung 1: Durchflusszy-
tometrische Aufnahmen
von C. glutamicum Arnc,
transformiert mit pSUT-
PT7-hrluc-TT7 (links) und
pSU1-PT7-hrluc F30::broc-
coli -TT7 (rechts). Jeweils
gemessen 10 min nach Zu-
gabe von 500 uM DFHBI.
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Die Fluoreszenzintensitat wurde durchflusszytometrisch in einem BD Biosciences,
FACSArialll untersucht. Nach erfolgter RNA-Totalisolation aus der Kulturbruhe wurde au-
Rerdem das RNA-Fragmentprofil mittels Kapillarelektrophore untersucht. Hierzu wurde

ein Agilent Fragment Analyzer verwendet.

Die Produktion der o.g. RNA Sequenzen konnte unter diesen Voraussetzungen nicht
nachgewiesen werden. Durch die chromosomale Deletion des Gens der Ribonuklease lll
(siehe AP 2.1) wurde die Produktion von U1A-Sensor RNA, ausgehend von
pJC2-PT7-U1A-Sensor-TBFK20, moglich.

AP1.2 Konstruktion und Evaluierung von ultra-high copy Plasmiden

Wie in AP1.1 beschrieben konnte auf Basis einer Plasmidkopienzahl von ca. 30 pro Zelle
keine ausreichende Gendosis erreicht werden. Das Plasmid tragt das pHM1519 Replikon
und repliziert mittels rolling-circle replication. Dieses in C. glutamicum hyperreplizierende
Replikon wurde mit dem pUC18 Replikationsursprung (ca. 600 Kopien in Escherichia coli)
kombiniert, woraus das Plasmid pSU1 resultierte. Fur die Klonierung sensibler templates
(beispielsweise homopolymerische Sequenzen wie PolyAso s. AP3.1) wurde der in C. glu-
tamicum hyperreplizierende Replikationsursprung mit dem pMB Replikationsursprung
(Ca. 20-30 Kopien in Escherichia coli) kombiniert, woraus pSU2 hervorging.
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AP1.3 Loci- & Cassetten-Optimierung (chromosomal)
Siehe Schlussbericht des CeBiTec.

AP1.4 Einsatz von Antiterminationssequenzen
Siehe Schlussbericht des CeBiTec.

Meilensteine:
Tabelle 2: Meilensteine Arbeitspaket 1

v (erreicht), " (angepasst)

Monat Meilenstein | Kriterien und Zielparameter
v 12 1.1 Erreichen eines Ziel-RNA*-Titers von >400 mg/L im fed-batch Pro-
zess
v 12 1.3 Erreichen einer Ziel-RNA*-Ldnge von >800 bp

AP2: Erhohung der RNA-Stabilitat

AP2.1 Konstruktion und Evaluation von RNase Deletionsstammen

Das Strukturgen der Ribonuklease Il (RNaseC) wurde in insgesamt 6 verschiedenen
C. glutamicum Wildtypen deletiert. Alle erstellten Stdmme wiesen die fur die Deletion des
rnc Gens typische Steigerung der RNA-Ausbeute bei RNA-Totalisolationen auf und er-
moglichen die Produktion der in AP1.1 beschriebenen RNAs. Darauf aufbauend wurden
im aktuellen Berichtszeitraum weitere RNase-Deletionen untersucht, namentlich RNaseR,
PNP und RNaseE. Die Deletion der RNaseE in Kombination mit Arnc war nicht moglich.
Es wird vermutet, dass diese Deletionskombination in einem letalen Phanotyp resultiert,
da moglicherweise essentielle Schritte der zellularen RNA-Prozessierung gestort sein
konnten. Die Deletion der RNaseR in Kombination mit Arnc wurde erfolgreich vorgenom-
men, es zeigten sich jedoch keine Vorteile im Sinne hoherer Ziel-RNA Titer. Die Deletion
der PNP zusatzlich zur RNaseC erschien theoretisch geeignet, insbesondere den Abbau
polyadenylierter RNA zu verhindern und wurde daher in zahlreichen Stammen untersucht.
Der vermutete Effekt konnte aber nicht bestatigt werden.

Die Ergebnisse boten jedoch Anlass zur Spekulation, dass ein Abbau polyadenylierter
Sequenzen insbesondere bei deren Endstandigkeit erfolgt. Im Umkehrschluss wurde er-
wogen, dass der Abbau bei nichtendstandiger Position reduziert werden konnte. Dies
wurde experimentell untersucht und bestatigt. Abbildung 2 illustriert die hohere relative
Abundanz polyadenylierter Ziel-RNAs fur PolyA1o und PolyAso-tails.
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Als abschlieRendes Ergebnis zeigt Abbildung 6 den Nachweis, in vivo produzierter RNA-
Molekile (Luziferase enkodierende Sequenz hRIuc) mit PolyA1o- bzw. PolyAso Tails. Es
wurde eine Patentanmeldung zur in vivo Produktion polyadenylierter RNA unter der Num-
mer EP23206560.7 angemeldet.

Abbildung 3: RT-PCR-Proben und Kontrollen
von polyadenylierten RNAs, die durch in-vivo-
Produktion in C. glutamicum Zellen erzeugt
wurden. 1) zeigt die DNasel-behandelten, RT-
PCR-ampilifizierten polyA-haltigen Fragmente
der angegebenen Template-Plasmide. 2) zeigt
die PCR-amplifizierte, DNasel-behandelte
RNA-Probe (Negativkontrolle; keine RT). 3)
zeigt das PCR-amplifizierte Template-Plasmid,
das fiir die RNA-In-vivo-Produktion verwendet
wurde (Kontrolle). M, Marker. A, hRluc-po-
lyA10-broccoli. B, hRluc-polyA80-broccoli

700 bp
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400 bp

300 bp

200 bp
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AP2.2 Sequenzspezifische Stabilisierung Uber anti-sense Oligonukleotide

Auch die in diesem Arbeitspaket geplanten Arbeiten nahmen, angesichts einer unerwar-
teten Entdeckung, einen sehr erfolgreichen, aber von der urspriinglichen ldee abweichen-
den, Verlauf. Anstelle sequenzspezifischer antisense Oligonukleotide werden bioinforma-
tische Methoden zur Optimierung von RNA-Sekundarstrukturen eingesetzt, um einzel-
strangige und damit verstarktem Abbau ausgesetzte Bereiche einer Ziel-RNA Sequenz

zu minimieren. Das antisense Konzept bleibt also erhalten, wird aber anstelle artifizieller

7
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Oligonukleotide durch interne Faltung der Ziel-RNA erreicht. Siehe dazu die Ausfuhrun-
gen zu AP4.3. Abbildung 4 illustriert zusammenfassend die Auswirkung sowohl stabilisier-
ter als auch destabilisierter Sekundarstrukturen am Beispiel der Luziferase enkodieren-
den Sequenz hRluc. Es wurde eine Patentanmeldung mit dem Titel ,Methods for RNA

production“ unter der Nummer EP23151835.8 angemeldet.

hRluc (Wildtyp) hRluc (stabilisiert) hRluc (destabilisiert) 25
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x 10000
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20

eyfp(488/530)-H/FSC-H Median [AU]

Abbildung 4: Links, Chord Diagramme, MFE AG sowie lllustrationen der Sekundérstrukturen von hRIluc (Wildtyp), der
thermodynamisch stabilisierten sowie destabilisierten RNA-Sequenz. Rechts, Titer der entsprechenden Transkripte in
C. glutamicum Stdmmen, detektiert via DFHBI vermittelter Fluoreszenz bei 488/530nm.

Meilensteine:
Tabelle 3: Meilensteine Arbeitspaket 2

V (erreicht), " (angepasst)

Monat Meilenstein | Kriterien und Zielparameter

24 2.1 Identifizierung der produktivsten RNase-Deletionskombination

24 2.2 Quantifizierung sequenzspezifischer Stabilisierung an zwei Ziel-RNAs

NS

AP3: RNA-Modifizierung

AP3.1 Konstruktion und Evaluation von RecA-Deletionsstammen

Dieses Arbeitspaket wurde entsprechend der Planung erfolgreich durchgefiihrt.
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Die in AP3.2 beschriebenen Konstrukte mit PolyAgo wurden genutzt um die erzeugten
DrecA Stamme zu transformieren. Nach selektiver Kultivierung auf Agaplatten wurden je
8 Kolonien gepickt und mittels Kolonie-PCR auf verkirzende Rekombination der PolyAgo
Sequenzen untersucht. Hierbei zeigte sich, dass recA-defiziente Stamme keine Verkur-
zung der PolyAso Sequenz des Template-Plasmides aufwiesen, wahrend in recA-Wildtyp
Stammen bereits nach einmaliger Kultivierung 25 % der Kolonien eine verkirzte PolyA-
Vorlagesequenz aufwiesen (s. Abb. 3). In E. coli Stammen mit bereits teilweiser Reduktion
der homologen Rekombinationsaktivitat erfolgte diese unerwinschte Verkirzung des Po-
lyA-Templates gar in fast 90% der Kolonien.

Abbildung 5: Einfluss der recA-De-
letion auf die Stabilitét von polyAso
Vorlageplasmiden in je acht Kolo-
nien von C. glutamicum Arnc
(Oberste Reihe), C. glutamicum
ArecA (Mittlere Reihe) und C. glu-
tamicum Arnc ArecA (unterste
Reihe). Die Stdmme wurden mit
dem Vorlageplasmid pSU2-Pk+-
U1a-PolyAsgoSensor-T,mg transfor-
miert. Nach selektiver Kultivierung
wurde mittels cPCR ein 297 bp
Fragment amplifiziert, das den po-
lyAso Bereich enthélt. Ein cPCR
Produkt mit verringerter Lénge
zeigt eine Verkiirzung der PolyAso
Sequenz an. Alle Reaktionen wur-
den als 2 uL und 8 uL Proben auf-
getragen, um mengenbedingte
Fehlinterpretationen auszu-
schlieOen. Abklirzungen: M, Gré-
Benmarker GeneRuler Low Range
DNA Ladder; C, Kontrollreaktion
bei der das Vorlageplasmid einge-
setzt wurde.

Eine finale Bestatigung der Stabilitat repetitiver Template-Sequenzen in diesen Stammen
erfolgte mittels Sanger-Sequenzierung (siehe Abbildung 6). Es wurde eine Patentanmel-
dung mit dem Titel ,Strains having reduced recombination activity® unter der Nummer
EP23206554.0 angemeldet.
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Abbildung 6: Nachweis der intakten PolyAso-Tails in den aus recA-Deletionsst&mmen erhaltenen Template-Plasmiden
mittels Sanger-Sequenzierung. Eine Abweichung der Analyseergebnisse vom Soll-Wert um wenige Nukleotide ist
technisch bedingt und wird regulatorisch akzeptiert.

AP3.2 Etablierung hochpraziser PolyA-Analytik
Siehe Schlussbericht des CeBiTec.

AP3.3 Untersuchung spezifischen Abbaus polyadenylierter Sequenzen in C. glu-
tamicum

Siehe Schlussbericht des CeBiTec.

AP3.4 In vitro Capping im Fermentationsextrakt / Produktion grof3erer dsRNA-
Mengen mittels Batch-Fermentation

Das ursprungliche Ziel dieses Arbeitspaketes (In vitro Capping im Fermentationsextrakt)
wurde — wie im zweiten Zwischenbericht angezeigt — angesichts veranderter technologi-

scher Anforderungen und reduzierter Verwertungsperspektiven nicht weiterverfolgt.

Angesichts der COVID19-Pandemie verliefen die globalen Entwicklungen zu mRNA-Wirk-
stoffen wahrend der Laufzeit des Vorhabens mit zuvor nie dagewesener Geschwindigkeit
und Dynamik, u.a. mit neuen Erkenntnissen zur Uberlegenheit modifizierter Basen ent-
haltender mRNA-Therapeutika (BioNtech vs. CureVac) sowie Bemuhungen flihrender
Hersteller phamazeutischer mRNA zur Entwicklung neuartiger Cap-Strukturen. Vor die-
sem Hintergrund erschien eine aufwendige Entwicklung von Technologien zur Produktion
einzelner, vermutlich in naher Zukunft Uberholter RNA-Modifikationen sowoh| wissen-
schaftlich als auch hinsichtlich IP und Verwertungsperspektiven im Rahmen dieses Vor-
habens nicht plausibel. Zeitgleich erfuhren nicht-pharmazeutischen RNA-Anwendungen

im Pflanzenschutz, Bienenschutz, der Fortwirtschaft, Lebensmittelkonservierung und
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Tiergesundheit, einerseits durch die prominente Rolle der RNA in der COVID-Pandemie
und andererseits durch den weltweit dringenden Bedarf an nachhaltigen Alternativen zu
herkdmmlich eingesetzten Pestiziden und Antibiotika sehr hohe Aufmerksamkeit. Die re-
sultierenden Marktbedurfnisse, die technologischen Vorteile der im Rahmen des Vorha-
bens entwickelten Produktionsplattform und deren Verwertungsperspektiven stellten und
stellen sich folglich hochattraktiv dar. Insbesondere die Verwendung von C. glutamicum
stellt in diesen Anwendungen einen einzigartigen Vorteil dar, da der GRAS und EFSA
QPS Status auf der einen Seite und das intrazellulare Produktionskonzept auf der ande-
ren Seite die Verwendung dsRNA-enthaltender Zellen als Postbiotikum ermoglichen und
auf diese Weise erhebliche Herausforderungen in der Formulierung und Zulassung von
RNA-basierten Wirkstoffen umgehen. Daher stand dieses Konzept im weiteren Verlauf
des Vorhabens im Fokus und es wurden darauf gerichtete, zusatzlich notwendige Ent-
wicklungsschritte bearbeitet.

Daher wurden unter AP3.4 Arbeiten zur Produktion gro3erer Mengen dsRNA-enthalten-
der Zellen mittels Batch-Fermentation durchgefuhrt. In zahlreichen Batch-Kultivierungen
wurden uber 20 verschiedene dsRNA-Sequenzen produziert und insgesamt Gramm-Men-
gen dsRNA erzeugt, die fur verschiedene Versuche zur Downstream-Prozessierung und
Stabilitat verwendet wurden. Durch Optimierung der Kultivierungsbedingungen wurden
dabei maximale Titer von 1,8 g/L erreicht. Damit wurde der in diesem Vorhaben anvisierte
Meilenstein 4.1 um 80% ubertroffen. Gegenuber alternativen in vivo Produktionsverfahren
fur dsRNA auf Grundlage anderer Organismen wie z.B. E. coli, entspricht dies einem 10-
fach hoheren Titer (maximal fur E. coli Dberichteter Titer ist ~180 mg/L,
doi: 10.1016/j.btre.2018.e00292). Abbildung 7 zeigt exemplarisch die Ergebnisse zweier
Batch-Produktionen.
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AP3.5 In vivo Capping mittels Dinucleosid-Tetraphosphaten / dsRNA-schiutzende
Inaktivierung der Biomasse

Das urspringliche Ziel dieses Arbeitspaketes (In vivo Capping mittels Dinucleosid-Tetra-
phosphaten) wurde — wie im zweiten Zwischenbericht angezeigt — angesichts veranderter
technologischer Anforderungen und reduzierter Verwertungsperspektiven nicht weiterver-
folgt (siehe die Ausfuhrungen zu AP 3.4). Stattdessen wurden Arbeiten zur dsRNA-schiit-
zenden Inaktivierung der Biomasse durchgefihrt, die fur den erfolgreichen Verlauf des

Vorhabens von hoherer Relevanz waren.

In diesen Versuchen konnte gezeigt werden, dass eine Erhitzung der Fermentationsbruhe
auf 60°C fur 5 Minuten zur vollstandigen Inaktivierung der Zellen fuhrt. Eine ausreichende
Stabilitat der enthaltenen dsRNA konnte bis zu einer Temperatur von 95°C Uber 15 Minu-
ten nachgewiesen werden (siehe Abbildung 8). Das so erhaltene, inaktivierte, getrocknete
Produkt wurde Uber einen Zeitverlauf von bisher 6 Monaten hinsichtlich der Stabilitat der
in der Biomasse eingeschlossenen dsRNA tUberwacht. Wie in Abbildung 9 gezeigt, konnte
bisher kein Abbau der dsRNA festgestellt werden.
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Abbildung 8: Elektroferrogramme von Total-RNA-
Extraktionen hitzeinaktivierter, dsRNA-exprimie-
render C. glutamicum Stdmme. dsRNA, hetero-
loge Ziel-dsRNA; 16s, 16s rRNA; 23s, 23s rRNA.

Meilensteine:

100

75 dsRNA product

~-16S rRNA
50

intacness [%]

23S rRNA

25

0 30  Time [days] 90 180

Abbildung 9: Ergebnisse zur Untersuchung der Lager-
stabilitét der in hitzeinaktivierten C. glutamicum Stédm-
men verkapselten RNA (ber 6 Monate (Temperatur
19-31°C, rel. Luftfeuchte 70-85%,).

Tabelle 4: Meilensteine Arbeitspaket 3

V (erreicht), "+ (angepasst)

Monat | Meilenstein | Kriterien und Zielparameter
v 6 3.1 Erfolgreiche Konstruktion von RecA-Deletionsstammen
v 18 3.2 Etablierung hochpraziser PolyA-Analytik
An 36 33 Erfolgreichesinvitro-CappingeinerZiel-RNA
v 36 Produktion gréRerer dsRNA-Mengen mittels Batch-Fermentation
An 36 3.4 Erfolgreichesinvivo-Capping-derZiel-RNA
v 36 dsRNA-schiitzende Inaktivierung der Biomasse

AP4: Evolutive Optimierung
AP4.1 RNA-Titer

Der Titer exemplarischer Ziel-RNAs konnte im Berichtszeitraum durch zahlreiche evolu-

tive Screening-Zyklen weiter erhoht werden. Es wurden Titer von bis zu 1,89 dsRNA pro
Liter Kulturbrihe erreicht. Dabei stellte die heterologe dsRNA am Ende der Batch-Kulti-
vierung Uber 60% der zellularen Gesamt-RNA dar (siehe Abbildung 10).

13

Schlussbericht 031B1114A Teil Il nach BMBF-Vordr. 0701/12.22




LM 5s dsRNA 16S 23S

85000
80000

75000

Fluorescence intensity [RFU]

200

000

1500
0
0
0

Fragment size [nt]

Abbildung 10: Elektroferrogramme zur qualitativen und quantitativen Analyse von Total-RNA-Extrakten dsRNA-expri-
mierender C. glutamicum Stdmme. Schwarz, C. glutamicum Wildtyp-Stamm; Blau, im Berichtszeitraum evolutiv opti-
mierter C. glutamicum RNA-Produktionsstamm. LM, Laufmarker; 5s, 5s rRNA; dsRNA, heterologe Ziel-dsRNA; 16s,
16s rRNA; 23s, 23s rRNA.

AP4.2 RNA-Lange

Die evolutive Erhdhung der maximal mittels in vivo Produktion darstellbaren RNA-Lange
verlief ebenfalls erfolgreich. Nach Erreichen einer Lange von 1 knt im letzten Berichtszeit-
raum, wurde im aktuellen Berichtszeitraum eine Lange von 1,9 knt realisiert. Hierbei
wurde eine 5°-untranslatierte Hilfssequenz mit der kodierenden Sequenz des Luziferase-
gens aus Photinus pyralis und einer RNA-Aptamer-Sequenz fusioniert (Gesamtlange 1,9
knt). Im Ausgangsstamm konnte keine Produktion der Ziel-RNA nachgewiesen werden.
Nach mehreren Zyklen biosensorbasierter naturlicher Evolution wurden zahlreiche
Stamme mit vielfach erhohtem Sensorsignal isoliert, in denen die produzierte 1,9 knt RNA
eindeutig detektiert werden konnte (siehe Abbildung 11).
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Abbildung 11: Signalintensitédten des RNA-Sensors in erfolgreich evolvierten C. glutamicum Stdmmen zur Produktion
einer 1,9 knt langen Ziel-RNA.

AP4.3 RNAse-Aktivitat

Die erfolgreiche evolutive Optimierung des C. glutamicum Plattformstammes ermdglicht
eine starke Akkumulation von Ziel-RNA Molekulen in der Zelle, wie unter AP4.1 beschrie-
ben. Diese Akkumulation ist mit hoher Wahrscheinlichkeit nicht nur auf eine verstarkte
Synthese, sondern auch auf reduzierten Abbau zurickzufuhren. Es ist davon auszuge-
hen, dass noch unbekannte Abbauwege und mittels gerichteter Verfahren nicht darstell-
bare Dosierungsaspekte von RNase-Aktivitaten durch das evolutive Vorgehen adressiert

wurden.

Zusatzlich wurde spekuliert, dass uber die evolutive Reduktion genereller RNase-Aktivitat
hinaus, eine verringerte Zuganglichkeit der Ziel-RNA fur RNasen einen erheblichen Ein-
fluss auf deren Stabilitat haben konnte. RNA-Molekule sind insbesondere dann anfallig
fur enzymatisch katalysierte Hydrolyse, wenn sie als Einzelstrang vorliegen oder lange
einzelstrangige Bereiche aufweisen. Intramolekulare Sekundarstrukturen stabilisieren die
RNA, sind jedoch Im Gegensatz zu hoch strukturierten tRNAs, rRNAs und sRNAs im Falle
von mMRNA-Molekulen schwacher ausgepragt und machen diese daher fir RNAsen bes-

ser zuganglich.

Die Sekundarstruktur von RNA-Molekulen kann mittels bioinformatischer Algorithmen zur

Beschreibung der minimalen freien Energie (AG) vorhergesagt werden. Diese
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Algorithmen konnen ebenfalls genutzt werden, um RNA-Sequenzen in silico so zu veran-
dern, dass die intramolekulare Basenpaarung maximiert wird und eine thermodynamisch
optimierte und stabilisierte RNA-Sekundarstruktur entsteht. Aufgrund der Redundanz des
Triplett-Codes ermdglicht dieses Vorgehen eine Senkung der freien Energie der mRNA-
Struktur, ohne die resultierende Aminosauresequenz und das Protein von Interesse zu
verandern. Dieses Konzept wurde fur zahlreiche Ziel-RNAs umgesetzt und experimentell
bestatigt. Angesichts der Vielzahl hier gezeigter Ergebnisse, sei an dieser Stelle auf Ab-

bildung 4 verwiesen.

AP4.4 PolyA-Homogenitat

Die erfolgreich verlaufene evolutive Optimierung des C. glutamicum Plattformstammes ist
notwendige Grundlage zur in vivo Synthese polyadenylierter Ziel-RNAs und die Erfolge in
AP2.1 zur Stabilisierung polyadenylierter Sequenzen gehen mit der stetigen evolutiven
Weiterentwicklung des Stammes einher.

Die Homogenitat von PolyA-tails wurde, anders als bei Antragstellung vorgesehen, nicht
primar durch die Aktivierung der Rho-abhangingen Termination fur polyadenylierte Ziel-
RNA adressiert, sondern wird in den Arbeiten zu AP5.2 im Downstream-Prozess gelost,
der die geplante affinitatschromatographische Reinigung mit einer enzymatischen Homo-
genisierung des PolyA-tails kombiniert. Damit wird konzeptionell sichergestellt, dass aus-
schlie8lich solche Sequenzen eluiert werden, die PolyA-tails mit korrekter und einheitli-
cher Lange aufweisen. Die Arbeiten wurden an exemplarischen PolyA1o- und PolyAsgo-
Tails durchgefuhrt und erfullen damit die angestrebte und technisch relevante Mindest-
lange von PolyAeo. Fur weitere Erlauterungen wird auf AP5.2 verwiesen.

Meilensteine:
Tabelle 5: Meilensteine Arbeitspaket 4

v (erreicht), " (angepasst)

Monat Meilenstein | Kriterien und Zielparameter
IV 12/18 4.1a/b Erreichen eines Ziel-RNA*-Titers von 500 / 1000 mg/L
NG 18/30 4.2a/b Produktion einer Ziel-RNA* von >1000 / ~2000 bp
v 36 4.3 Homogene Termination von mindestens PolyA60 Sequenzen
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APS: Etablierung des down stream Prozess

AP5.1 Evaluation des down-stream Prozess (Aufschluss, Stabilisierung)

Das Ziel dieses Arbeitspaketes wurde erreicht. Nach anfanglichen Herausforderungen bei
Zellaufschluss und Extraktion fermentativ erzeugter Ziel-RNA, hervorgerufen durch Ag-
gregatbildungen von stark akkumulierten Ziel-RNAs, die bei Verwendung ublicher RNA-
Extraktions-Kits gemeinsam mit Zelltrimmern entfernt wurden, konnte durch die Verwen-
dung eines enzymatischen Aufschlussverfahrens in Kombination mit einer anschlie3en-
den organischen Extraktion eine mehr als zehnfach erhohte Extraktionsausbeute erreicht
werden. Gleichzeitig ermoglicht die hohe RNA Quality number (Agilent Fragment Analyzer
RQN 8-10, kein vorhandener Hintergrund durch Verunreinigungen oder Abbau) der so

isolierten RNA eine exakte Bewertung der produzierten RNA Mengen.

AP5.2 Affinitatsreinigung via 3'-PolyA-tail aus Fermentationsextrakt

Das Ziel dieses Arbeitspaketes wurde erreicht. Es wurde ein grundlegend neues Konzept
zur Affinitatsreinigung polyadenylierter und nicht-polyadenylierter RNA mit integrierter Ho-
mogenisierung des 3‘-Endes (PolyA-tails) entwickelt. Das Konzept basiert auf einer Fu-
sion der Ziel-RNA mit einer endstandigen Bindesequenz, die spezifisch an immobilisierte
Desoyribonukleotidsequenzen bindet, deren Enden von 2-O-methylierten Ribonukleoti-
den flankiert sind. Die so erreichte Immobilisierung der Ziel-RNA erlaubt eine sehr effek-
tive Trennung von sonstigen Zellbestandteilen und unvollstandigen Ziel-RNA Molekulen.
Im Anschluss an die Reinigung wird RNaseH zugegeben, die eine nukleolytische Spaltung
des Riboserluckrades der Ziel-RNA im zur Desoyribonukleotidsequenz komplementaren
Bereich vollzieht. AbschlieRend erfolgt eine chromatografische Trennung der eluierten
Ziel-RNA von der RNAseH und der Bindesequenz. Die im Vergleich zu nicht-modifizierten
Ribonukleotidoligos drastisch erhohte Stabilitat der 2-O-methylierten Ribonukleotide er-
moglicht die wiederholte Nutzung der immobilisierten Desoyribonukleotidsequenzen.
Diese Ergebnisse wurden Teil der Patentanmeldung zur in vivo Produktion polyadenylier-
ter RNA (EP23206560.7).

Meilensteine:
Tabelle 6: Meilensteine Arbeitspaket 5

v (erreicht), " (angepasst)

Monat Meilenstein | Kriterien und Zielparameter
v 30 5.1 Aufschlusseffizienz >50% und Bestatigung der Ziel-RNA*-Qualitat
36 5.2 Affinitatschromatographische Reinigung fermentativ hergestellter
v Ziel-RNA
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IV. Wichtigste Positionen des zahlenmaRigen Nachweises

Der groidte Teil der Kosten ist mit 1.155.700,83 € durch Personalausgaben entstanden.
Den zweitgrofdten Teil stellen mit 132.583,37 € Ausgaben fur vorhabenspezifisches Ma-
terial, z.B. Enzyme, Material zur Nukleinsaureanalytik, Pipettier- und Kultivierungsge-
falle sowie Chemikalien dar. Sonstige unmittelbare Vorhabenkosten in Hohe von
45.633,32 € umfassen Kosten fur Schutzrechtanmeldungen. Die Kosten fur Abschrei-

bungen auf ein vorhabenspezifisches Gerat betragen 19.361,66 €.

V. Notwendigkeit und Angemessenheit der geleisteten Arbeit

Die Forderung des Vorhabens war notwendig, da aulRerst explorative Entwicklungsar-
beiten unternommen wurden und die Technologie komplexen Anwendungsszenarien
gerecht werden muss, was hohe Entwicklungsrisiken mit sich bringt, die eine alleinige

Finanzierung durch private Kapitalgeber unmoglich macht.

Die geleistete Arbeit und die daflr aufgewendeten Ressourcen waren angemessen, da
die anspruchsvollen, explorativen Ziele mit im Vergleich zu vergleichbaren Forschungs-
vorhaben anderer Marktteilnehmer sehr geringen Ressourcen nicht nur erreicht, son-

dern erheblich Ubertroffen wurden.

VI. Verwertbarkeit der Ergebnisse und Anschlussarbeiten

Mit kommerziell etablierten RNA-Synthese Technologien wie der IVT, die fur pharma-
zeutische Wirkstoffe zum Einsatz kommt, kostet die Herstellung eines Grams RNA Tau-
sende Euro und disqualifiziert sich damit fur viele Anwendungen, bei denen der RNA-
Wirkstoff im Kilogramm bis Tonnen Mal3stab bendtigt wird, wie z.B. im biologischen

Pflanzenschutz oder der Tiergesundheit.

Die SenseUP-Produktionsplattform ermdglicht die Herstellung von RNA im Hundert-Ton-
nenmalstab und eine Senkung der Produktionskosten um mehr als das 1000-fache. Da
der Fermentations- und Downstreamprozess keiner produktspezifischen Infrastruktur
bedarf, kann weltweit auf bestehende Anlagen zurtckgegriffen werden und so eine
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VII.

VIIl.

flexible und rasche Skalierung der Produktion erfolgen. Damit wurde eine disruptive
Technologie mit hohem Kommerzialisierungspotential entwickelt.

In diesem Zuge wurde ein KMUi-Antrag auf Forderung der Entwicklung eines dsRNA-

basierten nachhaltigen Pflanzenschutzmittels gestellt, der unmittelbar auf den Ergebnis-
sen und Erfolgen des Vorhabens aufbaut. Die privatwirtschaftlich gesicherte Kofinanzie-
rung dieses Vorhabens, vielversprechende Verhandlungen zur dartberhinausgehenden
Kommerzialisierung dsRNA-basierter Produkte, sowie zahlreiche Kooperationen mit pri-
vatwirtschaftlichen wie akademischen Partnern belegen das hohe Verwertungspotential

der entwickelten Technologie.

Wahrend der Durchfiihrung des Vorhabens dem ZE bekannt gewor-
dene Fortschritte auf dem Gebiet des Vorhabens bei anderen Stel-

len

Ein von der Firma Greenlight Biosciences (US) entwickeltes Produkt zur Kontrolle des
Colorado Potato Beetle, Calantha®, wurde am 4. Januar 2024 als weltweit erstes spruh-
bares dsRNA-Produkt von der EPA in den USA zugelassen. Dies ist ein wichtiger Meilen-
stein in der Kommerzialisierung von dsRNA-Produkten als nachhaltige Alternativen zu
herkdbmmlichen Wirkstoffen im Pflanzenschutz, erleichtert die regulatorische Perspektive
fur Produkte, die aufbauend auf der in diesem Vorhaben entwickelten Plattform entstehen
werden und reduziert das Risiko von Verzogerungen in spateren Zulassungsverfahren
erheblich, da hiermit ein Prazedenzfall besteht, der die geplante Zulassungsstrategie be-
statigt und Positionen der Behorden offengelegt hat.

Veroffentlichung der Ergebnisse

Kernergebnisse des Vorhabens wurden bzw. werden im Rahmen der Offenlegung o.g.
Patentanmeldungen veroffentlicht. Ausgewahlte Ergebnisse des Vorhabens wurden au-
Rerdem in wissenschaftlichen Vortragen prasentiert.
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