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Zielsetzung und AnlaR des Vorhabens

Biopharmazeutika sind hoch komplexe Proteinmedikamente, die von lebenden Zellen in Bioreaktoren pro-
duziert werden. Aufgrund des hohen Energiebedarfs im Fermentationsprozess, sowie des Verbrauchs an
Wasser und Reinigungsmitteln bietet die Erhéhung der Prozessproduktivitét ein grofles Potential zur Um-
weltentlastung. Ein effizienter Weg zur ressourcenschonenden Produktion stellt die Steigerung der Pro-
zesseffizienz durch Optimierung der Produktionszelllinie dar. Im aktuellen Projekt sollte eine neuartige Me-
thode zur genetischen Optimierung von Produktionszellen genutzt werden, in der mikroRNAs (miRNAs) als
.molekulare Werkzeuge® durch stabiles Einbringen in eukaryontische Produktionszellen prozessrelevante
zellulare Vorgénge wie Expression von Proteinen und zelluldres Wachstum verandern konnen. Zur Modu-
lation wurde ein neues humanes Zellsystem genutzt, die von primadren humanen Amniozyten abgeleiteten
immortalisierten CAP®-Zellen, welche in idealer Weise zur Produktion von Biopharmazeutika geeignet sind,
da sie in Suspension kultiviert werden kénnen und ein humanes Glykosylierungsmuster ermdglichen.

Darstellung der Arbeitsschritte und der angewandten Methoden

An der Hochschule Biberach wurden die in eigenen Vorarbeiten identifizierten, potentiell produktionsstei-
gernden miRNAs in modifizierte Expressionsvektoren subkloniert und zur Etablierung stabil miRNA-
Uberexprimierender CAP®-Produktionszellen verwendet, die bereits einen therapeutischen Antikbrper ex-
primierten (CAP-mAB). Nach Verfizierung der miRNA-Uberexpression wurden die resultierenden stabilen
miRNA-Produktionszellpools in verschiedenen ProduktionsmafRstdben auf prozessrelevante Parameter wie
Viabilitat, Wachstum und Antikorperproduktion untersucht. Anschliefend wurden die besten Produktions-
zelllinien zu CEVEC Pharmaceuticals transferiert, in einen miniaturisierten Produktionsprozess Uberfiihrt
und Prozessparameter unter Stressbedingungen vergleichend getestet. Zur Absicherung gegen uner-
wlinschte Nebenwirkung die Wirkmechanismen der miRNA-induzierten Produktionssteigerung erfolgte pa-
rallel eine Analyse der miRNA-Targetgene durch Transkriptionsanalyse und pPCR. Die Arbeiten wurden
von einer Okobilanzierung durch das ifu Institut fiir Umweltinformatik Hamburg begleitet.
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Ergebnisse und Diskussion

Basierend auf einem vorangegangenen transienten miRNA-Screening an der Hochschule Biberach wurden
11 pro-produktive miRNAs stabil in CAP-mAb Zellen (iberexprimiert. Signifikante Uberexpression konnte
fur 8 stabile Zellpools verifiziert werden, fehlende Uberexpression in 3 Zellpools wurde auf bereits hohe
Basalexpression in CAP Zellen oder fehlende Funktionalitdt der klonierten genomischen pre-miRNA Se-
quenz zurlckgefuhrt. Alle stabilen Zellpools wurden kultiviert und analysiert. In kleinem 12-well-
Kultivierungsmalfistab konnte eine Steigerung der Lebendzelldichte far CAP-mAb-miR-136, -3074, -370
und -219 detektiert werden, welche eine signifikant gesteigerte Produktivitadt von 6 — 15 % zeigten. Diese
Steigerung der Produktivitdt kann mdglicherweise durch die erhdhte Viabilitat erklart werden. Im nachfol-
genden Produktionsexperiment in vergréftertem MaRstab im 250mI-Schittelkolben zeigten wiederum CAP-
mAb-miR-3074, -miR-136 und miR-370 erhdhte Viabilitdt und Lebendzelldichte. Diese Verbesserungen
fuhrten mdglicherweise final zu signifikanter Steigerung im Antikdrpertiter von 5.7 % und 8.9 % fur CAP-
mAb-miR-136 und CAP-mAb-miR-3074 im Vergleich zur Negativkontrolle. Nach Transfer der Zellpools zu
CEVEC Pharmceuticals konnten die Daten bezliglich erhdhter Lebendzelldichte in den CAP-mAb-miR-
3074, miR-136 und miR-370 Zellpools im reguliertem Rihrbioreaktor verifiziert werden. Zusatzlich wurde
ein leicht protektiver Effekt unter Stressbedingungen (erhdhter oder abgesenkter DO) fur die miRNA Uber-
exprimierenden Zellpools becobachtet werden. Die Uberxpression von miR-136 und miR-3074 hatte dabei
keinen Einfluss auf die Glykosylierung und damit die Produktqualitét.

Die erzielten Produktivitdtssteigerungen von 10 — 15 % in CAP-Produktionszellen sind im Vergleich zu Stu-
dien mit transienter Expression der ausgewahlten miRNAs (Weis et al, submitted) sowie Optimierungen in
CHO Produktionszellen eher moderat. Im Gegensatz zu CHO Zellen, welche eine lange Kultivierungshisto-
rie sowie ein bekanntermaflen instabiles Genom besitzen, sind CAP-Zellen ein sehr junges Produktions-
system, welches unter kontrollierten Bedingungen etabliert wurde und mdoglicherweise genetisch stabiler
und somit weniger einfach genetisch zu modulieren sind. Die erzielten Daten zeigen jedoch, dass auch
CAP Zellen durch Einsatz der miRNA-Technologie genetisch optimiert werden kénnen.

Die zugrundeliegenden Mechanismen der Produktionssteigerung durch miR-136 und miR-3074 wurden
analysiert. So ist die Steigerung der Viabilitdt in durch miR-3074 méglicherweise auf die Hochregulation der
pro-proliferativen und onkogenen miR-24 zurickzufuhren. Zusatzlich hat die Herunterregulation der anti-
proliferativen miR-509 moglicherweise positiven Einfluss auf Wachstum und Viabilitdt der Produktionszel-
len. Die Herunterregulation von Histon-kodierenden Genen in miR-136 Uberexprimierenden Zellen kénnte
zum generellen Anstieg der Transkription filhren die Herunterregulation einer Peptidase zu vermindertem
Abbau des Antikorpers kdnnte.

Die Evaluierung mittels Okoeffizienzanalyse konnte durchgefiihrt werden. Dieses Arbeitspaket wurde durch
fehlende Informationen zu den Inhaltsstoffen des Mediums erschwert. Die Ergebnisse zeigen eine positive
Tendenz, die jedoch als nicht signifikant einzuordnen ist, da hierfur keine ausreichende ErhShung des Ti-
ters erreicht wurde. Es ist davon auszugehen, dass der Einsatz grofterer Reaktoren als bislang verwendet,
die sich abzeichnende Tendenz Richtung héherer Okoeffizienz noch deutlich verstarken wirde.

Offentlichkeitsarbeit und Prdsentation

Die Ergebnisse des Projekts wurden in Vorfrdgen auf den Konferenzen ,1st ESACT Frontiers Retreat” in
Lyon (2016), ,Cell line development (CLD) Europe” in Amsterdam (2016) und ,2nd International Advanced
Biomanufacturing Conference* in Sheffield (2016) vorgestellt. Als Poster wurden die Daten auf dem ,25%
ESACT Meeting" in Lausanne (2017) prasentiert. Die Ergebnisse flossen in die Publikation “Stable miRNA
overexpression in human CAP cells: Engineering alternative production systems for advanced manufactur-
ing of biologics using miR-136 and miR-3074". Benjamin L. Weis, Nadine Guth, Simon Fischer, Silke Wis-
sing, Nicole Faust, Karl-Heinz Holzmann, René Handrick, Kerstin Otte. Submitted, ein.

Fazit

Ziel des gemeinsamen Forschungsprojektes war die signifikante Produktivitdtssteigerung von humanen
Expressionszelllinien zur Ressourcenschonung bei der Herstellung von Biopharmaka. Hierzu sollte erst-
mals die noch junge und hoch innovative miRNA-Technologie flir humane CAP-Produktionszellen einge-
setzt werden, die vom Kooperationspartner CEVEC Pharmaceuticals GmbH zur Verfigung gestellt werden.
Die Uberexpression von miRNAs konnte erfolgreich fiir CAP-Zellen etabliert werden. Fiir miR-136 sowie
miR-3074 konnte in stabil Gberexprimierenden CAP-Zellpools eine signifikant gesteigerte Produktivitat und
verbessertes Wachstum erzielt werden. Zuséatzlich wurde ein leicht protektiver Effekt unter Stressbedin-
gungen erzielt. Die erzielte Produktivitdtssteigerung fiel eher moderat aus im Vergleich zu zuvor durchge-
fihrter transienter Uberexpression und war in der Starke abhangig von verwendeten Kultivierungsbedin-
gungen. Molekulare Wirkmechanismen fir die signifikante Produktivitdtssteigerung bedingt durch Uberex-
pression von miR-136 und miR-3074 konnten analysiert werden. Die Evaluierung mittels Okoeffizienzana-
lyse konnte durchgefiihrt werden. Dieses Arbeitspaket wurde durch fehlende Informationen zu den Inhalts-
stoffen des Mediums erschwert. Die Ergebnisse zeigen eine positive Tendenz.
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1 Aktuelle Problemstellung und Ziel des Projekts

Biopharmazeutika sind vielversprechende, hoch effiziente, aber auch hoch komplexe
Proteinmedikamente wie zum Beispiel monoklonale Antikdrper, Zytokine und Peptidhormone
fur medizinische Anwendungsgebiete wie immunologische Erkrankungen und Krebs,
Stoffwechsel, Hamatologie sowie Erkrankungen des zentralen Nervensystems. Derzeit haben
Biopharmazeutika bezogen auf den Umsatz einen Anteil von 19 Prozent am deutschen
Gesamtpharmamarkt, die Tendenz ist nach wie vor steigend. Der grof3te Teil entfallt auf
rekombinante Antikdrper, die derzeit auch ca. 30 % aller in der klinischen Priifung befindlichen
Biopharmazeutika ausmachen. Biopharmazeutische Wirkstoffe zahlen jedoch auch zu den
teuersten Arzneimitteln und die Produktion erfolgt mit groem technischem und
ressourcenaufwandigem Einsatz.

Die Herstellung komplexer Biopharmaka erfolgt mithilfe von tierischen Zelllinien, die
gentechnisch modifiziert und zur grofdtechnischen Produktion als Suspensionszellen in
Bioreaktoren  kultiviert werden (Wurm 2004). Die weltweite Gesamtkapazitat
pharmazeutischer Produktionsanlagen Ubersteigt inzwischen 1.000.000 Liter (L). Die
Zellkultivierung wird dabei entweder in Edelstahlfermentationsanlagen (Arbeitsvolumen bis
12.500 L) oder in Einwegbioreaktoren (Arbeitsvolumina bis 2.000 L) durchgefihrt. Der
notwendige Energiebedarf fiir beide Strategien ist sehr grof3 und liegt schon fiir eine Anlage
mit einem Arbeitsvolumen von 1.000 L pro Kultivierung zwischen 1,2 und 2,25 MWh (Abb. 1).
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Abbildung 1: Energiebedarf fur Sterilisation, Reinigung, Einwegmaterialien und Gesamtverbrauch zur
Zellkultivierung. Verglichen werden Kultivierung in einer 1.000 L Edelstahl-Fermentationsanlage im Vergleich zu
einem Einwegbioreaktor pro Kultivierung (Rawlings et al., 2009).

Uber den gesamten Lebenszyklus einer Fermentationsanlage mit einem Arbeitsvolumen von
2.000 L gerechnet liegt der kumulierte Energiebedarf bei 1.000-1.600 MWh, das global
warming  potential  (in  CO.-Aquivalenten) bei 200-350 Tonnen und der
Gesamtwasserverbrauch bei 600.000-800.000m® (Abb. 2). Weiterhin werden fir die
Reinigung von Edelstahlfermentern groRe Mengen Chemikalien wie Sduren und Basen sowie
hochreines Wasser (water for injection, WFI) benétigt.
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Abbildung 2: a) Kumulativer Energiebedarf und global warming potential und (b) Wasserverbrauch einer
2.000 L Fermentationsanlage zur Herstellung rekombinanter Proteine mit tierischen Zelllinien wahrend des
gesamten Anlagenlebenszyklus. ,single use' entspricht einer Anlage mit Einwegbioreaktoren, ,conventional‘
einer klassischen Edelstahl-Anlage; Quelle: Pietrzykowski et al., 2011).



Ein effektiver Weg zur Verringerung des Energiebedarfs, Wasserverbrauchs und Verbrauchs
an Reinigungsmaterial liegt in der Steigerung der Prozesseffizienz im Fermentationsprozess fir
Biopharmazeutika. Diese Effizienzsteigerung fuhrt zu einer Reduktion der bendtigten
Ressourcen und stellt damit eine wirkungsvolle Mdglichkeit zur Verringerung der
Umweltbelastung dar.

Zur Steigerung der Prozesseffizienz kommt der Optimierung der Produktionszelllinie neben der
Optimierung von Prozessparametern eine stetig wachsende Bedeutung zu (Kim et al., 2012).
Eine neuartige Methode zur genetischen Veranderung bietet die globale Modulation von
gesamten Signalwegen durch mikroRNA (miRNA)-Regulatoren, welche als ,molekulare
Werkzeuge* zur Modulierung von Genexpression in bereits etablierte Zelllinien eingebracht
werden kdnnen. miRNAs sind kleine nicht-kodierende RNA Molekile mit zentraler Bedeutung
fur viele biologische Prozesse. Diese nicht-kodierenden RNAs regulieren jeweils eine Vielzahl
verschiedener Gene und fungieren somit als zentrale Regulatoren der Genexpression
(Pasquinelli et al., 2012). Diese globale Genregulation macht sie zu einem vielversprechenden
Ansatzpunkt fir die Optimierung von Produktionszelllinien. Hierbei kénnen miRNAs als
.molekulare Werkzeuge" durch transientes oder stabiles Einbringen in eukaryontische
Produktionszellen prozessrelevante Vorgange wie Expression von Proteinen und zellulares
Wachstum optimiert und zur Etablierung von Hochproduktionszelllinien genutzt werden.

Zur Herstellung von therapeutischen Antikdrpern werden tberwiegend Chinese Hamster Ovary
(CHO)-Zellen genutzt (Wurm 2004, Fliedl et al., 2014). Fur diese Zellen wurde von uns und
anderen bereits gezeigt, dass distinkte miRNAs einen positiven Einfluss auf Proteinproduktion
und Zellwachstum haben und damit grundsétzlich als Werkzeuge fir die Zelllinienentwicklung
verwendet werden kdnnen (Barron et al., 2011, Druz et al., 2013, Jadhav et al., 2014, Fischer
et al., 2014). Fiur andere Zellen wie z. B. humane Zelllinien liegen jedoch noch keine Arbeiten
vor. Ein neues humanes Zellsystem zur stabilen Proteinexpression sind die von primaren
humanen Amniozyten abgeleiteten immortalisierten CAP®-Zellen (CEVEC’s Amniocyte
Production, CEVEC Pharmaceuticals GmbH, Schiedner et al., 2008). Diese Zellen sind in
idealer Weise zur Produktion von Biopharmazeutika geeignet, da sie in Suspension in gertihrten
Bioreaktoren kultiviert werden koénnen und ein humanes Glykosylierungsmuster der
produzierten Proteine zeigen.

Ziel des Forschungsprojektes war daher die signifikante Produktivitatssteigerung von CAP-
Expressionszelllinien zur Herstellung von Biopharmaka. Hierzu sollte erstmals die noch junge
und hoch innovative miRNA-Technologie fur humane CAP®-Produktionszellen eingesetzt
werden, die von CEVEC Pharmaceuticals GmbH zur Verfigung gestellt wurden. Dabei sollte
evaluiert werden, ob miRNAs als ,molekulare Werkzeuge" in humanen Produktionszellen
prozessrelevante zellulare Vorgénge wie Expression von Proteinen und zellulares Wachstum
optimieren konnen. Eine weitere Steigerung der Prozesseffizienz mit dem Ziel der
Ressourcenschonung sollte durch Anpassung der Prozessparameter nach Charakterisierung
der modifizierten Zelllinie evaluiert werden. Begleitend sollte eine Okobilanzierung durchgefiihrt
werden.

2 Arbeitspakete

Das Gesamtprojekt war in drei Arbeitspakete aufgeteilt. Im Arbeitspaket 1 mit Start am 15.
Januar 2016 wurden an der Hochschule Biberach (HBC) die in eigenen Vorarbeiten
identifizierten, potentiell produktionssteigernden miRNAs in Expressionsvektoren subkloniert
und zur Etablierung stabil Uberexprimierender CAP®-Produktionszellen (CAP-mAb) verwendet.
Die resultierenden stabilen Produktionszellpools wurden auf prozessrelevante Parameter
untersucht. Im Arbeitspaket 2a wurden die effizientesten Produktionszelllinien zu CEVEC




Pharmaceuticals transferiert, evaluiert sowie in einen miniaturisierten Produktionsprozess
Uberfuhrt. Parallel wurden im Arbeitspaket 2b zur Absicherung gegen unerwiinschte
Nebenwirkung die Wirkmechanismen der miRNA-induzierten Produktionssteigerung durch
Transkriptionsanalyse und pPCR an der Hochschule Biberach analysiert. Arbeitspaket 3
umfasste die begleitende Okobilanzierung durch das ifu Institut fur Umweltinformatik Hamburg.

3 Ergebnisse

3.1 Ergebnisse Arbeitspaket 1 - Stabile miRNA Expression und Validierung
(Hochschule Biberach)

Das initiale Kick-off Meeting mit allen Projektpartnern fand am 15. Februar 2016 in Koln bei
CEVEC Pharmaceuticals statt. Hier wurden initiale Schritte zur Etablierung von stabilen miRNA-
Zelllinien sowie die Rahmenbedingungen zur Aufnahme der relevanten Daten fir die
Okobilanzielle Bewertung des Ausgangsprozesses abgesprochen.

Zu Beginn der Arbeiten wurde die Liste der sechs beantragten miRNAs durch weitere, potentiell
pro-produktive miRNAs komplementiert, die in eigenen Vorarbeiten identifiziert wurden (Fischer
et al., 2014). Zur Etablierung von stabilen, miRNA Uberexprimierenden Zelllinien wurde ein
Expressionsvektor bendtigt, in den die genomischen Sequenzen sowie flankierende Regionen
der pre-miRNA kloniert werden konnten. Der von uns regelmalig verwendete
Expressionsvektor (miRNASelect™ pEGP-miR expression vector, Cell Biolabs Inc.) enthalt
jedoch eine Variante des EF-la Promotors (EF-la-long), welcher in CAP®-Zellen
madglicherweise nicht aktiv ist. Daher wurde der im Plasmid befindliche EF-1a-long-Promotor
durch eine kurze EF-1a Variante (EF1-short) und alternativ durch einen CMV-Promoter ersetzt.
Zur Testung der Expressionsvektoren wurden in die drei Ausgangsvektoren (pEGP-EF1short,
pEGP-EF1llong, pEGP-CMV) die genomische Precursorsequenz fir miR-136 kloniert. Nach
Transfektion der drei miRNA-Plasmide sowie der entsprechenden Kontrollplasmide ohne
miRNA (miR-NULL) konnte im Durchflusszytometer die Aktivitdit der Promotoren Uber
gekoppelte GFP-Expression analysiert werden (Abb. 3). Hierbei zeigte sich, dass Vektoren mit
CMV Promotor die mit Abstand hochste miRNA-Expression zeigten. Die durchschnittliche GFP-
Fluoreszenz nach Transfektion hier mehr als 30-fach erhoht gegeniber beiden EF1-
Promotoren. Im weiteren Verlauf des Projekts wurde der pEGP-CMV Vektor als
Ausgangsplasmid genutzt.
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Abbildung 3: Testung der Promotoraktivitét. Links: Transfektionseffizienz gezeigt durch GFP-positive Zellen. Bei
beiden EF-1 Promoter-Plasmiden ist anzunehmen, dass die eigentliche Transfektionseffizienz weitaus hoher ist, aber
durch die schlechte GFP-Expression lasst sich dies nicht korrekt messen. Rechts: Durchschnittliche GFP-
Fluoreszenz der kompletten Zellpopulation. Diese ist mehr als 30-fach héher fur den CMV-Promoter als bei beiden
Versionen des EF1-Promoters.




Zur Etablierung der finalen miRNA Expressionsplasmide wurde die genomische Sequenz aller
mMiRNAs plus flankierender genomischer Sequenz (pre-miRNAs) entweder kauflich erworben
(miRNA-1-1, -136, -219, -30a, -30e, -483 und -484) oder durch PCR aus genomischer DNA
amplifiziert (miRNA-370, -3074, -764 und -99b). Alle pre-miRNA Sequenzen wurden in den
pEGP-CMV Vektor kloniert und durch Sequenzierung verifiziert. Zur Etablierung stabil miRNA-
exprimierender CAP-Produktionszelllinien wurden alle miRNA-Expressionsplasmide sowie die
miR-NULL Kontrolle durch Elektroporation in eine CAP-Zelllinie transfiziert, welche einen
therapeutischen Antikérper exprimiert (CAP-mADb). Subsequente Antibiotikaselektion mittels
Puromycin und Kultivierung tber 40 Tage fuhrte bei allen miRNA-Expressionskonstrukten
sowie der Kontrolle zur stabilen Integration ins Genom und damit zu einem Uberleben unter
Selektionsdruck (Abb. 4).
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Abbildung 4: Etablierung stabiler Zellpools. Die Produktionszelllinie CAP-bmA wurde an Tag 0 mit den miRNA-
Expressions-plasmiden sowie einer Negativkontrolle oder H20 mittels Nucleofektion transfiziert. Am Tag 3 startete
die Selektion durch Zugabe von 2 pg/ml Puromycin. Nach Ansteigen der Viabilitit am Tag 13 wurde die
Puromycinkonzentration auf 10 pg/ml erhéht und die Zellen bis zum Erreichen einer stabilen und hohen Viabilitat
weiter kultiviert.

Die Negativkontrollen (H.O anstatt DNA und pEGFP-N3 (GFP-exprimierendes Plasmid ohne
Puromycinresistenz)) starben durch die Wirkung von Puromycin. AnschlieRend wurde von den
stabilen Zellpools mittels gPCR die Expression der jeweiligen maturen miRNA nachgewiesen
(Abb. 5A). Die meisten miRNAs konnten erfolgreich Gberexprimiert werden. Insbesondere fir
mMiRNA-1, -136, -483 und -3074 konnte die Expression um 500-10.000-fach gegeniber der
Kontrolllinie gesteigert werden. MiR-219, 370, -30e und 30a zeigten eine moderate
Uberexpression von 5 bis 40-fach. Fiir miRNA-329, -484 und -99b konnte keine Uberexpression
nachgewiesen werden und somit wurden diese Zellpools nicht weiter bearbeitet.

Um zu evaluieren, ob die miRNA-Uberexpression zu einer Steigerung der Produktivitat fihrt,
wurden alle miRNA-Uberexprimierenden, stabilen Zellpools in einem batch-Experiment im 12-
well Mal3stab kultiviert und zu verschiedenen Zeitpunkten die Zellkonzentration, Viabilitat und
der Antikorpertiter gemessen (Abb. 5B, C, D).
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Abbildung 5: Charakterisierung der stabilen Zellpools. (A) Die stabilen Zellpools wurden auf Uberxpression der
miRNAs analysiert. Am Tag 32 nach Transfektion wurde RNA isoliert, reverse Transkription und gPCR der miRNA
durchgefiihrt. Uberexprimierende Zelllinien wurden in einem batch-Experiment im 12-well MaRstab hinsichtlich
Zellkonzentration (B) und Viabilitat (C) mittels Trypanblauausschluss tberprift. Die Antikdrperkonzentration wurde
mittels Protein A HPLC von Tag 4 bis 8 analysiert und als fold-change gegentiber CAP-mAb-miR-NULL gezeigt (D).

Eine moderate Steigerung der viablen Zelldichte (VCD) konnte fur CAP-mAb-miR-136, -3074,
-370 und -219 detektiert werden, CAP-mAb-miR-1-1 zeigte hingegen eine starke Reduktion im
Zellwachstum und wurde daher verworfen (Abb. 5B). Die Viabilitat war fur alle Zellpools &hnlich,
nur CAP-mAb-miR-1-1 zeigte eine starke Reduktion (Abb. 5C). Bezlglich der Produktion
monoklonaler Antikdrper konnten vier Zellpools mit gesteigerter Produktivitat identifiziert
werden. Dazu gehérten CAP-mAb-miR-136, -miR-3074, -miR-219 und -miR-370 mit einer
Steigerung von 13%, 6%, 15% und 8% nach 192 Stunden.

Diese vier stabilen Zellpools mit Uberexpression von miR-136, -3074, -219 und -370 wurden in
einem vergroRRerten Produktionsmalstab in 250 ml Schiittelkolben untersucht (Abb. 6).
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Abbildung 6: Upscale batch-Experiment. Stabile CAP-mAb-miR Zellpools wurden in 250 ml Schiittelkolben fur 8
Tage kultiviert. Die Zellkonzentration (A) und Viabilitat (B) wurde ab Beginn des Experiments bestimmt. Die
Antikdrperkonzentration wurde ab Tag 3 gemessen (C). Das Glykosylierungsmuster wurde durch hydophilic
interaction liquid chromatography (HILIC) bestimmt (D).

CAP-mAb-miR-3074, -miR-136 und miR-370 zeigten leicht erhéhte VCD (Abb. 6A), CAP-mAb-
mMiR-136 und -miR-3074 leicht erhdhte Viabilitat (Abb. 6B). Diese Verbesserungen fihrten
maoglicherweise final zu einem signifikant erhéhten Antikorpertiter fir CAP-mAb-miR-136 und
CAP-mAb-miR-3074 von 5.7 % and 8.9 % im Vergleich zu CAP-mAb-miR-NULL nach 192h
(Abb. 6C). Fur miR-370 wurde in diesem Experiment nur eine schwach signifikante Erhéhung
der Produktivitét erreicht. Die nachfolgende Analyse der Glykanstruktur der produzierten
Antikorper zeigte, dass die Uberxpression von miR-136 und miR-3074 keinen Einfluss auf die
Glykosylierung und damit keinen Einfluss auf die Produktqualitat hat (Abb. 6D).

Die stabilen Zellpools der miR-NULL, miR-136, miR-370 und miR-3074 wurden an CEVEC
Pharmaceuticals tibergeben.

3.2  Arbeitspaket 2a - Analyse der stabilen Zelllinien und Uberfiihrung in den
Produktionsprozess (CEVEC Pharmaceuticals)

Frozen aliquots of the stable cell pools miR-NULL, miR-136, miR-370 and miR-3074 were
transferred to CEVEC Pharmaceuticals. After thawing, cells were expanded and a research
seed bank was prepared for each pool. Subsequently cells were tested negative for the
presence of mycoplasma and positive for sterility.
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To confirm the obtained antibody expression data from the University of Biberach a batch culture
under controlled conditions was performed. In addition, potential protective effects of miRNA
overexpression in cells that are stressed by e.g. physico-chemical stressing conditions were
tested due to earlier findings in CHO cells where the overall effect of miRNAs was higher in low
producer production cell lines compared to high producer cell lines (Fischer et al. 2014).
Therefore we transferred the cell lines to a bioreactor platform system (ambr® 15, Sartorius).
The ambr®15 system enables running 24 bioreactors in parallel (10 - 15 mL working volume)
under controlled conditions (stirring, temperature, pH, dissolved oxygen (DO), process mode)
and integrated cell counting. This allows screening of different cultivation conditions of selected
generated pools side-by-side in stirred-tank bioreactor environment. In addition to regular
cultivation conditions, three different stress conditions were tested, a decreased seeding cell
density of 3 x 10° cells/mL, pH7,5 instead of 7,1, oxygen stress (DO), and an increased
osmolarity of 350 mOsm/kg (see also Tabelle 1 for exact culture conditions). The cells were
cultured for 7 days in batch mode in CAP CDM medium.

Tabelle 2: Overview of the chosen cell culture conditions. Shifts from pH 7,1 to pH 7,5, from 40 % DO to 30 %
or 50 %, and osmolarity up to 350 mOsm/kg were performed on day 3 in order to support cell growth during the early
batch culture and apply stress conditions to cells at logarithmic growth.

"D Temp—| rpm | Seeding cel density | pH | DO | Osmolarity

(°C) (C/mL) (%) (mOsm/kg)
1 37 1300 1,00E+06 7,1 40 275-295
2 37 1300 3,00E+05 7,1 40 275-295
3 37 1300 1,00E+06 7,5 40 275-295
4 37 1300 1,00E+06 7,1 30 275-295
5 37 1300 1,00E+06 7,1 50 275-295
6 37 1300 1,00E+06 7,1 40 350

Abbildung 7 shows the viable cell densities and cell viabilities over the course of the batch
culture of CAP-mAb-miR-NULL, -miR-136, -miR-370 and -miR-307. Due to a failure of a cell
culture vessel, the CAP-mAb-miR-NULL culture for osmotic stress died post seeding.

Overall, some differences could be detected. In the cultures grown under standard conditions,
the CAP-mAb-miR-370 pool grew faster during the early exponential growth phase compared
to the other pools (Abb. 7A), resulting after 168 h batch culture in viable cell densities from 1,1
to 1,3 x107 cells/mL. While applying different stress conditions, a similar observation could be
made for low %DO stress with a shift from 40 % to 30 % at 72 h of culture. Here all miRNA
pools grew faster in the early exponential growth phase compared to the CAP-mAb-miR-NULL
(Abb. 7D), resulting after 168 h culture in batch in viable cell densities of 1 to 1,3 x107 cells/mL.
Finally, after applying high %DO stress with a shift from 40 % to 50 % at 72 h of culture, CAP-
mAb-miR-3074 reached a higher viable cell density than the other pools of approximately 2x10°
cells/mL higher than the other pools at 120 h of culture (Abb. 7E), with a decline at 168 h culture
resulting in a similar range of viable cell density for all pools (approximately 1,1x107 cells/mL).
None of the cellular stress tested in this experiment led to a lethal effect on the cell culture, also
not on the CAP-mAb-miR-NULL control. Average cell doubling time did not change after
applying the stress. In detail the average doubling time over the first five days of culture (taking
in account all the conditions per pool, n =5 for CAP-miR-Null and n = 6 for all the other pools)
were very similar with CAP-miR-136 = 35 + 1 h, CAP-miR-370 = 35 £ 2 h, CAP-miR-3074 = 35
+ 1 h, only the CAP-miR-NULL control had a slightly higher average cell doubling time with miR-
Null = 36 + 1 h. Cell viabilities were comparable for all cultures (Abb. 7G).

12



A) Control B) Low seeding cell density

1,48+07 1,4£407
1,26407 1,26407 “=-miR-NULL - low ¢
density
—+~miR-136 - low ¢ density
1,06+07 1,06407
- = ~+~miR-370 - low ¢ density
E  soei06 £ sorne
% 3 -#-miR-3074 - low ¢ density
=] &
5 GOE06 -=-miR-NULL - ctrl ) 6,0E406
=
> ~+-miR-136 - ctrl S
4,0E+06 4,0E+06
~-miR-370 - ctrl
2,06406 “#-miR-3074 - ctrl 2 DE206
0,06+00 0,0E+00
0 24 48 72 9% 120 144 168 192 192
Time (h) Time (h)
Q) pH 7,5 D) DO 30 %
1,48+07 1,4E+07
1,2€407 1,26407
1,0€407 1,06407
z i
_,E B8,0E+06 = 8,0E+06
z z
- | ~#-miR-NULL - pH 7,5 =l
3 6,0E+06 p 5 6,0E+06 e miR-RULL- DOS0%
= ~+~miR-136 - pH 7,5 s
4,06+06 4,0E+06 ~+-miR-136 - DO 30 %
~~miR-370 - pH 7,5
~+~miR-370 - DO 30 %
2,06+06 -#-miR-3074 -pH 7,5 2,0E+06
-#-miR-3074 - DO 30 %
0,0E400 0,0E+00
0 24 48 72 96 120 144 168 192 0 24 48 72 96 120 144 168 192
Time (h) Time (h)
E) DO 50 % F) Osmotic stress (350 mOsm/kg)
1,4E+07 1,46407
1,26407 1,2E407
1,06407 1,06407
= =
£ 50808 Es0e108
g g
o 6.0E+06 o 6.0E+06
g ~m=miR-NULL - DO 50 % g ~+-miR-136 - 350 Osm
4,06+06 ~$mik:138-00 S0 4,0E+06 - miR-370 - 350 Osm
~+miR-370 - DO 50 %
I 4B miR-3074 - 350 Osm
2)0Ev08 4% miR-3074 - DO 50 % 20E+08 !
0,0E+00 0,0E+00
0 24 a8 72 96 120 144 168 192 0 24 a8 72 96 120 144 168 192
Time (h) Time (h)

_. 80 -
g‘ ====miR-NULL - ctrl -++-miR-NULL - low ¢ density =-#-miR-NULL - pH 7,5
£ ~+-miR-NULL- DO 30% -x-miR-NULL - DO 50 % - miR-136 - ctr
2 70 -=-miR-136 - low ¢ density --miR-136 - pH 7,5 -miR-136 - DO 30 %
= -+-miR-136 - DO 50 % = -miR-136- 350 Osm - miR-370 - ctrl
~---miR-370- low ¢ density ~~--miR-370-pH 7,5 ~--miR-370 - DO 30 %
60 - -+ -miR-370 - DO 50 % -#-miR-370 - 350 Osm --~-miR-3074 - ctrl
-=--miR-3074-low ¢ density -=--miR-3074 -pH 7,5 --+-miR-3074 - DO 30 %
-+~ MiR-3074- DO 50 % =#-miR-3074 - 350 Osm
o] 24 48 72 96 120 144 168 192
Time (h)

Abbildung 7: ambr® 15 parallel cultivation. Stable miR expressing cell lines were cultivated for 7 days at 15
ml scale. Six different culture conditions were applied. Viable cell density (VCD, A-F) and cell viability (G) were
determined automatically daily.
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Abbildung 8: IgG titer from the ambr® 15 parallel cultivation. IgG titer at day 4, day 5, and day 7 were determined
by human IgG sandwich ELISA. Product titers are displayed for each of the six culture conditions tested depending
on the data available. The product titers are calculated based on duplicate per point and weighted average calculation
(BioRad ELISA device + software).

Abbildung 8 displays the mAb concentration obtained during the course of the parallel bioreactor
cultivation experiment. Under control conditions (ctrl), the pool CAP-mAb-miR-370 was
comparable to the CAP-mAb-miR-NULL control, whereas the pools CAP-mAb-miR-136 and
CAP-mAb-miR-3074 were lower, especially at day 7. When stress stimuli were applied there
were alterations between the different miRNA overexpressing CAP-mAb pools detectable. For
the CAP-mAb-miR-NULL pool and the -miR-370 pool all cellular stress conditions led to
decreased productivity compared to the respective non-stressed cultures. However, for CAP-
mAb-miR-136 all cellular stress applied, except low seeding density and higher %DO (50 %),
led to an increase in productivity most pronounced in samples in which either pH or osmolarity
was increased. In addition, CAP-mAb-miR-3074 displayed a similar pattern, all cellular stress
applied, except low seeding density and higher %DO (50 %), led to an increase in productivity
most pronounced in the osmotic shock sample.

In order to examine the positive effect on productivity in the CAP-mAb-miR-136 and -miR-3074
pools in more detail (especially including the missing -miR-Null control lost in this experiment)
a follow-up experiment was performed. For this, the CAP-mAb-miR-NULL, -miR-136, and -miR-
3074 were cultured in a larger scale at 125 mL shake flasks at standard cultivation conditions
(37 °C, 185 rpm, 5 % COg, seeding density 1x10° cells/mL, pH and DO uncontrolled). On day 3
cells were treated with sorbitol as before to induce an osmotic shock (Abbildung 9).
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Abbildung 9: Osmotic shock experiment.
Stable miR expressing cell lines were cultivated
for 7 days at 50 ml scale. Osmotic shock was
applied on day 3. Viable cell density (A) and
cell viability (B) were determined regularly. 1gG
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determined by human IgG sandwich ELISA (C).
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In this osmotic shock experiment performed in shake flasks, all three pools tested displayed
comparable cell growth performance, regardless if an osmotic stress was applied or not.

In contrast to the previous experiment, which was performed under controlled conditions in
micro culture vessels, during this shake flasks experiment no positive impact of the miRNAs
tested could be observed after applying osmotic shock conditions as mAb productivity was
comparable in all three cell pools tested.

3.3  Teilprojekt 2b - Aufklarung des zellularen Wirkmechanismus
(Hochschule Biberach)

mMiRNAs als kleine nicht-kodierende RNA Molekiile flihren ihre regulative Funktion in der Zelle
durch Bindung an Ziel-mRNAs aus, welche nachfolgend abgebaut oder deren Translation
inhibiert wird. Durch die nur unvollstandige Bindung an die Zielsequenz in der 3"untranslatierten
Region der Ziel-mRNA kénnen miRNAs eine Vielzahl an mRNAs regulieren und fungieren daher
als zentrale Netzwerkregulatoren in vielen zellularen Prozessen. Um zugrundeliegende
zellulare Mechanismen fiir erhéhte Proteinproduktion durch miRNA Uberexpression zu
analysieren, wurde die differentielle Genexpression in den Produktionszellen nach stabiler
Uberexpression von miR-3074 und miR-136 im Vergleich zur Negativkontrolle mittels Affimetrix
Microarray Technologie untersucht. In miR-136 Uberexprimierenden CAP-Zellen wurden
verglichen mit CAP-mAb-miR-NULL vierzig Gene als signifikant differentiell reguliert gefunden.
25 dieser Gene waren lange, nichtkodierende RNAs (IncRNAs), deren Funktion vollig
unbekannt ist (Daten nicht gezeigt), 11 Gene kodieren fir Proteine oder miRNAs (Tabelle 2).
Fur CAP-mAb-miR-3074 wurden 42 Gene als differentiell reguliert identifiziert, wovon 31 nicht-
kodierende RNAs mit unbekannter Funktion waren, proteinkodierende Gene und miRNAs sind
in Tabelle 2 aufgelistet.
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Tabelle 2: Ausgewahlte differentiell regulierte gene fir CAP-mAb-miR-136 und —miR-3074. Dargestellt ist der
fold-change im Vergleich zu CAP-mAb-miR-NULL nach Expressionsanalyse mittels Affimetrix Microarray
Technologie (Universitat Ulm, Core Facility Genomics).

CAP-mAb-miR-136

Gensymbol
USP17L15
MIR4311
USP32P2
HIST1H2A
LILRAG6

HIST1H2BB
IGIP
ALG10B

RTL1

Gensymbol
OR1E2
OR2M7
OR5R1
MIR509-3
MIR1205
MIR24

Genname

Ubiquitin specific peptidase
microRNA 4311

Ubiquitin specific peptidase
Histone Cluster 1, H2AA
Leukocyte immunoglobulin-
like receptor, subfamily A
Histone Cluster 1, H2BB
IgA-inducing protein
Alpha-1,2-
glucosyltransferase
Retrotransposon-like 1

Accession
NM_001256894
MI0015841
NR_003554
NM_170745
NR_104098

NM_021062
NM_001007189
NM_001013620

NM_001134888

CAP-mAb-miR-3074

Genname
Olfactory receptor
Olfactory receptor
Olfactory receptor
microRNA 509-3
microRNA 1205
microRNA 24

Accession
NM_003554
NM_001004691
NM_001004744
MIO005717
MIO006338
MI0000080

Fold-change
0.59
0.59
0.60
0.62
0.64

0.64
1.56
1.61

1.97

Fold-change
0.51

0.59

0.63

0.51

1.69

2.5

p-value
0.044
0.021
0.013
0.024
0.0089

0.0059
0.0060
0.039

0.012

p-value
0.029
0.008
0.025
0.047
0.032
0.0004

Die differentielle Genregulation im Microarrayexperiment durch Uberexpression von miR-3074
oder miR-136 im Vergleich zu miR-NULL ist in Abb. 10 A und B dargestellt, die Validierung
erfolgte durch gPCR Experimente. Fir CAP-mAb-miR-3074 wurde die Reduktion der
Expression fur zwei olfaktorische Rezeptoren (OR2M7 und OR5R1) und pre-miR-509-3 sowie
die Erhéhung der Expression von pre-und mature miR-24 bestétigt (Abb. 10C). Fiur CAP-mAb-
mMiR-136 Zellpools konnten USP17L15, HIST1H2AA und HIST1H2BB, sowie LIRA6 in gPCR

Experimenten validiert werden (Abb. 10D).
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Abbildung 10: Identifizierung zugrundeliegender zellularer Mechanismen. (A, B) Differentielle Genregulation
wurde mit Affymetrix human gene Chip 2.0 fir CAP-mAb-miR-NULL, CAP-mAb-miR-136, CAP-mAb-miR-3074
analysiert. (C, D) Differentiell regulierte Gene von A und B wurden mittels gPCR in technischen Triplikaten validiert
und als fold-change verglichen mit CAP-mAb-miR-NULL dargestellt.

3.4  Arbeitspaket 3 - Begleitende Okobilanzierung
(ifu Institut Hamburg)

Dieses Arbeitspaket umfasste die Analyse der Okoeffizienz der im Projekt erreichten
Ergebnisse. Eine Okobilanz ist eine ganzheitliche Umweltbewertung eines Produktes. Durch
die Einbeziehung aller Vorketten wird sichergestellt, dass Umweltauswirkungen nicht
unbemerkt in andere Lebenszyklusphasen verlagert werden. Wird diese Sichtweise erganzt
durch die 6konomische Perspektive, spricht man von Okoeffizienz. Das Ergebnis kann dann in
einer sogenannten Okoeffizienzmatrix dargestellt werden. Das Vorgehen in diesem
Arbeitspaket orientiert sich an den entsprechenden Normen fiir die Erstellung von Okobilanzen
(1ISO 14040/44) sowie die Erstellung von Okoeffizienzanalysen (ISO 14045).

Gegenstand der Analyse sind die im Projekt durchgefihrten Arbeiten. Es werden die folgenden
Szenarien bewertet:
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Kultivierung der folgenden Zellpools im Schittelkolben (50ml MaR3stab):

e CAP-mAb-miR-Null

e CAP-mAb-miR-136

e CAP-mAb-miR-219

e CAP-mAb-miR-370

e CAP-mAb-miR-3074
Kultivierung der folgenden Zellpools im Maf3stab 10 L:

e CAP-mAb-miR-Null
CAP-mAb-miR-136
CAP-mAb-miR-370
CAP-mAb-miR-3074
Um die Vergleichbarkeit herzustellen wird der Titer mit einbezogen. Die Ergebnisse beziehen
sich jeweils auf die gleiche Menge der Zielsubstanz (1 g Antikérper) im Medium. Die Ergebnisse
werden relativ zueinander dargestellt.
Zur Bewertung wurden Daten von der Hochschule Biberach sowie CEVEC Pharmaceuticals
genutzt. Fur die Kultivierung im Einweg-Erlenmeyerkolben (50 ml Medium im 250 ml Kolben)
stellte die Hochschule Biberach Daten zu Materialverbrauch, Vorgehen und erreichten Titern
zur Verfigung. CEVEC Pharmaceuticals stellte Daten zur Modellierung fur die Szenarien der
Kultivierung im 10 L-MaRstab zur Verfigung. Fur den Materialverbrauch wurden vornehmlich
Daten aus Arbeiten mit 1 L Arbeitsvolumen genutzt. Weiteres Material (Reaktor) wurde fir das
Modell ergdnzt. Die Versuche, wie die Zellpools auf verschiedene Bedingungen reagieren,
wurden von CEVEC im Schuttelkolben (50 mL Medium, n=3) durchgefiihrt. Es wurde jeweils
die Variante bewertet, bei dem der Titer den hochsten Durchschnittswert erreichte. 3 zeigt die
Titer fur alle Szenarien.

Tabelle 3: Titer fur die Szenarien im Erlenmeyerkolben sowie die Szenarien im 10 L-Maf3stab. Fir letztere ist
zusatzlich die Stressbedingung angegeben, bei der dieser Titer erreicht wurde.

Szenarien Szenarien 10 L
Erlenmeyerkolben

Titer (mg/L) Titer (mg/L) Stressbedingung
CAP-mAb-miR-NULL 241,39 230 ctrl
CAP-mAb-miR-136 254,61 234 pH 7,5
CAP-mAb-miR-219 232,25
CAP-mAb-miR-370 247,58 230 ctrl
CAP-mAb-miR-3074 258,27 258 Osm shock

Zur Bewertung wurden in der Stoffstromanalyse-Software Umberto NXT Universal v7.1 ein
Stoffstrommodell aufgebaut, dass Uber die Anpassung von Parametern alle Szenarien abbilden
kann. Die Systemgrenzen wurden so gewahlt, dass alle Vorketten der eingesetzten Materialien
(etwa Chemikalien, Gase und Verbrauchsmaterialien wie Schiittelkolben) und Energien
beinhaltet. Die Analytik wurde nicht mit einbezogen.

Das Hintergrundsystem, das die Lebenszyklusperspektive realisiert, wurde Uberwiegend mit
Datensatzen aus der Sachbilanzdatenbank ecoinvent v3.3 erstellt. Als geographische
Verortung wurde Europa gewahlt. Es wurde das System Model "Allocation, cut-off" genutzt. Als
Bewertungsmethode wurde Ecolndicator99 ausgewahlt. Dies ist ein sogenannter Single-Score-
Indicator. Durch die Nutzung einer solchen Methode wird die Darstellung in der
Okoeffizienzmatrix ermoglicht.
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Fir einige Materialien mussten Datensatze neu erstellt bzw. angepasst werden. Fir wenige
Materialien, die in kleineren Mengen vorhanden sind wurde eine Methode angewandt, bei der
Okologische Rucksack anhand von Molekulstrukturmerkmalen abgeschéatzt wird (entwickelt von
Wernet et al., 2009). Fur Energieverbrduche konnten lagen keine Messwerte vor, daher wurden
die Prozesse mit Hilfe von Literaturwerten (bspw. Biwer 2003) unter Berlcksichtigung ihrer
physikochemischen Eigenschaften modelliert. Aus Geheimhaltungsgriinden lagen fir das
genutzte Medium nur wenige Informationen vor. Die bekannten Inhaltsstoffe sind in den
entsprechenden Konzentrationen im Modell berticksichtigt.

Preise von Chemikalien und Verbrauchsmaterialien wurden grof3teils von CEVEC zur
Verfligung gestellt und durch eigene Recherchen erganzt. Als 6konomische Dimension werden
die Kosten von Materialien und Energie genutzt. Dieses Vorgehen ist zweckmafig fir den
gegebenen Entwicklungsstand des Prozesses. Diese Werte sind ebenfalls im Stoffstromnetz
enthalten. So ist die Berechnung von sowohl der 6kologischen als auch der 6konomischen
Dimension mittels des gleichen Stoffstrommaodells mdglich.

Abbildung 11 zeigt die Okoeffizienzmatrix. Eine solche Matrix ist jeweils geeignet, um
Ergebnisse untereinander zu vergleichen. Je weiter ein Datenpunkt im 90°-Winkel tber der
diagonalen Linie liegt, desto gréRer ist die Okoeffizienz im Vergleich zu den anderen bewerteten
Alternativen. Daraus folgt, dass sich die Punkte mit der gréRten Okoeffizienz in Richtung der
oberen rechten Ecke orientieren. Weiter folgt daraus, dass es immer zwei Moglichkeiten gibt,
die Okoeffizienz zu erhéhen: Die Verminderung der Umweltwirkung oder eine Reduzierung der
Kosten.

Szenarien Erlenmeyerkeolben
& mik-Mull

® mik-13a

® mik-219

& miR-370

Umwelt
[y

® mik-3074
Szenarien 10 L-Malkstab
A miR-Mull
! # miR-13a
2 T | A MIR-370
2 1 0

Okonomie

¢ miR-3074

Abbildung 11: Okoeffizienzmatrix zum Vergleich der verschiedenen Szenarien. Alle runden Datenpunkte
wurden an der HS Biberach in Schittelkolben-Experimenten erhoben. Alle eckigen Datenpunkte (Dreiecke und
Rauten) bilden die Kultivierung im gréReren Maf3stab bei CEVEC ab. Die Ergebnisse sind normalisiert dargestellt
und beziehen sich jeweils auf die gleiche Menge der Zielsubstanz.

Die Abbildung zeigt deutlich, dass sich die Ergebnisse in zwei Clustern gruppieren: Die
Szenarien im Einweg-Erlenmeyerkolben sind unter der schragen Linie zu finden, die Szenarien
im 10 L-MaRstab befinden sich Uber dieser Linie. Letztere sind also als Okoeffizienter zu
bewerten. Hierbei ist wichtig zu wissen, dass beide Gruppen jeweils vom Einsatz der nach der
Kultivierung entsorgten Behéltnissen (Erlenmeyerkolben aus Polykarbonat bzw. Single-Use-
Reactor) dominiert werden, deren Einfluss in den 10 L-Szenarien relativ geringer ausfallt.
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4 Diskussion

Ein effektiver Weg zur Verringerung des Energiebedarfs, Wasserverbrauchs und Verbrauchs
an Reinigungsmaterial liegt in der Steigerung der Prozesseffizienz im Fermentationsprozess fur
Biopharmaka. Im aktuellen Projekt sollte eine neuartige Methode zur genetischen Optimierung
von Produktionszellen genutzt werden, in der miRNAs als ,molekulare Werkzeuge" durch
stabiles Einbringen in eukaryontische Produktionszellen prozessrelevante zellulare Vorgange
wie Expression von Proteinen und zellulares Wachstum verandern kénnen. Zur Modulation
wurde ein neues humanes Zellsystem genutzt, die von primaren humanen Amniozyten
abgeleiteten immortalisierten CAP®-Zellen, welche in idealer Weise zur Produktion von
Biopharmazeutika geeignet sind, da sie in Suspension in gerlhrten Bioreaktoren kultiviert
werden kénnen und ein humanes Glykosylierungsmuster der produzierten Proteine zeigen.
Basierend auf einem vorangegangenen Screening wurden 11 miRNAs ausgesucht und stabil
in CAP-mADb Zellen liberexprimiert. Signifikante Uberexpression konnte fiir 8 stabile Zellpools
verifiziert werden, fehlende Uberexpression in 3 Zellpools kann auf bereits hohe
Basalexpression in CAP-Zellen oder fehlende Funktionalitat der klonierten genomischen pre-
MIiRNA Sequenz zurtickzufiihren sein.

Alle stabilen, miRNA Uberexprimierenden Zellpools wurden kultiviert und Produktionsparameter
gemessen. In einem kleinen Produktionsmalfistab konnte eine Steigerung der Lebendzelldichte
fur CAP-mAb-miR-136, -3074, -370 und -219 detektiert werden, welche auch gesteigerte
Produktivitat von 6 — 15 % nach 3 Tagen Kultivierungsdauer zeigten (Abb. 5). Diese Steigerung
der Produktivitat kann moglicherweise durch die erhdhte Viabilitat erklart werden.

Im nachfolgenden Produktionsexperiment in vergroRertem Maldstab von 250 ml im
Schiittelkolben zeigten wiederum CAP-mAb-miR-3074, -miR-136 und miR-370 leicht erhohte
Viabilitat und Lebendzelldichte (Abb. 6). Diese Verbesserungen fiihrten mdglicherweise final zu
signifikant erhéhtem Antikorpertiter fur CAP-mAb-miR-136 und CAP-mAb-miR-3074 vo n ca 6
und 9 %i. Die Uberxpression von miR-136 und miR-3074 hatte dabei keinen Einfluss auf die
Glykosylierung und damit die Produktqualitét.

Die in Biberach erzeugten Daten beziglich erhdhter Lebendzelldichte in den CAP-mAb-miR-
3074, miR-136 und miR-370 Zellpools im Vergleich zur NULL Kontrolle konnten von CEVEC
Pharmaceuticals im reguliertem Ruhrbioreaktor verifiziert werden. Zusatzlich wurde ein leicht
protektiver Effekt unter Stressbedingungen (erhohter oder abgesenkter DO) fur die miRNA
Uberexprimierenden Zellpools beobachtet werden.

Die unter Produktionsbedingungen an der Hochschule Biberach beobachteten
Produktivitatssteigerung von 10 — 15 % in CAP-Produktionszellen ist als eher moderat
anzsehen im Vergleich zu Optimierungen in CHO Produktionszellen (Fischer et al., 2017,
Strotbek et al., 2013). CHO Zellen haben eine lange Kultivierungsgeschichte und sowie ein
bekanntermassen instabiles Genom (Baik and Lee, 2017a, Baik and Lee, 2017b, Wurm, 2013).
Im Gegensatz hierzu sind CAP-Zellen ein sehr junges Produktionssystem, welches unter
kontrollierten Bedingungen etabliert wurde (Schiedner et al., 2008). Daher sind CAP-Zellen
moglicherweise genetisch stabiler und somit weniger einfach genetisch zu modulieren, welches
die eher moderaten Produktionssteigerungen erklaren kénnte. Auch im Vergleich zu frilheren
Studien mit transienter Expression der ausgewahlten miRNAs, in denen vielversprechende
Aktivitdten von bis zu 25 % Produktionssteigerung in CAP-Zellen erzielt wurden (Weis et al,
submitted), ist die stabile Expression als eher moderat anzusehen. Auch dieser Unterschied
mag in der eher erschwerten genomischen Modulation von CAP-Zellen begriindet sein.

Die moderate, aber signifikant Erhéhung der Antikorpertiter in den CAP-mAb-miR-136 und
CAP-mAb-miR-3074 Kulturen wurde allerdings unter Kultivierungsbedingungen im Bioreaktor
bei CEVEC Pharmaceuticals nicht verifiziert. Dies ist wahrscheinlich auf die unterschiedlich
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verwendeten 1gG Detektionsmethoden zurtickzufiihnren. Im Gegensatz zur Hochschule
Biberach, verfiigt CEVEC nicht Uber eine Moglichkeit zur Messung der AntikGrpertiter mittels
Protein A HPLC, aus diesem Grund wurde die Detektion mittels ELSIA durchfiihrte. Allerdings
weist diese Detektionsmethode eine inter- und intra- Assay Variabilitat auf, die deutlich Uber der
zur erwarteten Produktionssteigerungen liegt.

Die zugrundeliegenden Mechanismen der Produktionssteigerung durch miR-136 und miR-3074
bei gleichbleibender Glykosylierung der produzierten Antikérper konnten durch Microarray-
Experimente und qPCR analysiert werden. So ist die Steigerung der Viabilitat in durch miR-
3074 moglicherweise auf die Hochregulation von miR-24 zurlckzufuhren, die durch ihre
proliferative und onkogene Funktion zu erhohter Zelldichte und somit zu erhdhter Produktivitat
fihren konnte (Chen et al., 2016, Zhao et al., 2015, Zhang et al., 2016). Zuséatzlich hat
maoglicherweise die Herunterregulation von miR-509 durch ihre bekannte anti-proliferative
Funktion positiven Einfluss auf Wachstum und Viabilitat der Produktionszellen (Wang et al.,
2017, Wang et al., 2016). Die Herunterregulation von Histon-kodierenden Genen in miR-136
uberexprimierenden Zellen kénnte zum generellen Anstieg der Transkription fihren und damit
mehr mRNA fur die Produktion von Antikérpern liefern. Zusatzlich wurde eine Peptidase (wurde
USP17L15, Ubiquitin specific peptidase) herunterreguliert, was zu vermindertem Abbau des
Antikorpers fihren konnte.

Begleitend wurde eine Okobilanzierung durchgefiihrt. Abbildung 3 erweckt den Anschein, dass
im Projektverlauf eine Steigerung der Okoeffizienz erreicht wurde. SchlieRlich befinden sich die
Szenarien im 10 L-Maf3stab tuber der Diagonalen, wahrend die Szenarien mit 50 ml Volumen,
deren Daten aus Experimenten stammen, die zeitlich frilher im Projekt liegen, unter der
diagonalen Linie zu finden sind. Die Deutung der Matrix sollte jedoch sehr vorsichtig geschehen:
Die Ergebnisse der Okobilanz werden stark durch die einmalige Verwendung der Behaltnisse
dominiert. Rawlings et al. haben 2009 Arbeiten veroffentlicht, die unter den angenommenen
Bedingungen die Vorteilhaftigkeit von Einwegbioreaktoren aufzeigen. Alle Szenarien nutzen
ausschlieBlich Einweg-Behaltnisse. Bei groBeren Arbeitsvolumina tragen diese, relativ
gesehen, weniger zum Ergebnis bei als bei kleineren (wie den Szenarien im Erlenmeyerkolben).
So werden die Szenarien mit grofReren Arbeitsvolumina vorteilhaft bewertet, obwohl dort
niedrigere Titer erreicht werden (siehe Tabelle 2). Es ist davon auszugehen, dass der Einsatz
grolerer Reaktoren als bislang im Projekt verwendet, die sich abzeichnende Tendenz Richtung
hoherer Okoeffizienz noch deutlich verstarken kénnen.

Bei der Deutung der Ergebnisse sollte zudem beachtet werden, dass das Medium nicht
zufriedenstellend abgebildet wurde und damit sicherlich in dieser Analyse unterschéatzt wird. Mit
den vorliegenden Daten lasst sich beziiglich der Okoeffizienz keine signifikante Steigerung im
Projektzeitraum erkennen. Fir eine deutliche Steigerung der Okoeffizienz, wéare eine deutliche
Steigerung des erreichten Titers erforderlich. Dieser kann zudem eine Hebelwirkung fir einen
effizienteren Ablauf von Downstream-Prozessen entfalten. Optimal wéare dies bei gleichzeitiger
Verkirzung der Kultivierungsdauer. Der grof3ere Hebel liegt jedoch in einem hdheren Gehalt
der Zielsubstanz.

5 Offentlichkeitsarbeit und Prasentationen

Prasentationen und Vortrage

Benjamin Weis 1st ESACT Frontiers Retreat, Lyon, 2016
Titel: “Generation of high production cell lines for a sustainable production
of biopharmaceuticals”

Kerstin Otte Cell line development (CLD) Europe, Amsterdam, 2016
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Titel: “The latest research findings on engineering cell lines by using
microRNAS”

Kerstin Otte 2nd International Advanced Biomanufacturing Conference, Sheffield, 2016
Titel: "Effective MicroRNAs for Next-Generation CHO Cell Engineering”

Posterprasentation

Benjamin Weis 25" ESACT Meeting, Lausanne, 2017
Title: “Cell line engineering using miRNAs in a novel human production cell
line. Further Authors: Benjamin L. Weis, Nadine Guth, Silke Wissing, Nicole
Faust, Rene Handrick, Kerstin Otte

Publikation
Stable miR-3074 overexpression in human CAP cell lines: Engineering
alternative production systems for advanced manufacturing of biologics.
Benjamin L. Weis, Nadine Guth, Simon Fischer, Silke Wissing, Nicole
Faust, Karl-Heinz Holzmann, René Handrick, Kerstin Otte. Submitted to
Biotechnology and Bioengineering.

6 Gesamtfazit zum Projekt

Ziel des gemeinsamen Forschungsprojektes war die signifikante Produktivitatssteigerung von
humanen Expressionszelllinien zur Ressourcenschonung bei der Herstellung von
Biopharmaka. Hierzu sollte erstmals die noch junge und hoch innovative miRNA-Technologie
fur humane CAP-Produktionszellen eingesetzt werden, die vom Kooperationspartner CEVEC
Pharmaceuticals GmbH zur Verfligung gestellt werden.

Die Uberexpression von miRNAs konnte erfolgreich fur CAP-Zellen etabliert werden. Fur miR-
136 sowie miR-3074 konnte in stabil Uberexprimierenden CAP-Zellpools eine signifikant
gesteigerte Produktivitdt und verbessertes Wachstum erzielt werden. Zusétzlich wurde ein
leicht protektiver Effekt unter Stressbedingungen erzielt. Die erzielte Produktivitatssteigerung
fiel eher moderat aus im Vergleich zu zuvor durchgefiihrter transienter Uberexpression und war
in der Stérke abhangig von verwendeten Kultivierungsbedingungen. Die erzielten Daten zeigen
jedoch, dass auch CAP Zellen durch Einsatz der miRNA-Technologie genetisch optimiert
werden konnen. Molekulare Wirkmechanismen fir die signifikante Produktivitatssteigerung
bedingt durch Uberexpression von miR-136 und miR-3074 konnten analysiert werden.

Die Evaluierung mittels Okoeffizienzanalyse konnte durchgefiihrt werden. Dieses Arbeitspaket
wurde durch fehlende Informationen zu den Inhaltsstoffen des Mediums erschwert. Die
Ergebnisse zeigen eine positive Tendenz. Diese ist in einer GréRenordnung, die nicht als
signifikant einzuordnen ist. Mit den Zelllinien, die Gegenstand dieser Bewertung waren konnte
im Projektverlauf keine hierfiir ausreichende Erhéhung des Titers erreicht werden.
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8 Anhang

Kooperationsvertrag Hochschule Biberach / CEVEC Pharmaceuticals
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Kooperationsvereinbarung

zwischen

CEVEC Pharmaceuticals GmbH
Gottfried-Hagen-Str 62, 51105 Kéln

vertreten durch den Geschaftsfiihrer Herrn Frank Ubags
- nachfolgend ,,CEVEC* genannt -
und

Hochschule Biberach
far ihr Institut fiir Angewandte Biotechnologie (1AB)
KarlstraRe 11, 88400 Biberach

vertreten durch den Rektor Prof. Dr.-Ing. Thomas Vogel

- nachfolgend ,,HBC* genannt -

- nachfolgend einzeln und gemeinsam ,,Partner* genannt -

wird zur gemeinsamen Durchfiihrung des von der Deutschen Bundesstiftung Umwelt (nachfolgend
»DBU“ genannt) geférderten Kooperationsprojektes ,,Férderinitiative Nachhaltige Pharmazie 3:
Entwicklung von Hochproduktionszelllinien fiir die ressourcenschonende Herstellung von
Biopharmazeutika*“

- nachfolgend ,,Projekt“ genannt -

Folgendes vereinbart:

Praambel

Als Kooperationsprojekt sieht das Projekt eine arbeitsteilige Kooperation der Partner, namentlich
der HBC als Bewilligungsempfanger und CEVEC als Kooperationspartner, vor. Den von beiden
Partnern erstellten Forderantrag hat im Aufenverhaltnis die HBC als federfiihrender Projektkoordi-
nator bei der DBU gestellit.

Die Partner vereinbaren, im Rahmen dieses Projektes gemaR den nachfolgenden Bestimmungen
zusammenzuarbeiten.

1. Gegenstand der Vereinbarung / Férderbedingungen der DBU

11 Der Gegenstand der Vereinbarung ist die Zusammenarbeit der Partner bei der Durchfiih-
rung des von der DBU geférderten und im Rubrum bezeichneten Projekts.

1.2 Inhalt und Umfang der von den Partnern zu erbringenden Leistungen sowie der hierfiir
mafgebliche Zeitplan ergeben sich aus der Vorhabensbeschreibung sowie dem Arbeits-
und Zeitplan des beigefluigten Foérderantrags (Anlage 1) in der Fassung des ebenfalls bei-
geflgten Bewilligungsschreibens der DBU unter Aktenzeichen 32718/01-32 vom
06.07.2015 nebst Anlagen sowie den beigefiigten Verfahrensbestimmungen und der Hin-
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3.2
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weise und Erlduterungen aus dem Infoblatt ,Finanzielle Abwicklung und Verwendungs-
nachweis® (Anlage 2). Die Anlagen 1 und 2 sind Bestandteil dieser Vereinbarung.

Der Kooperationspartner CEVEC verpflichtet sich gegeniiber der HBC als Bewilligungs-
empfanger zur Einhaltung der Férderbedingungen der DBU, insbesondere der Verfahrens-
bestimmungen, etwaiger im Bewilligungsschreiben nebst Anlagen genannter Fordervo-
raussetzungen und Bewilligungsauflagen sowie der Hinweise und Erliuterungen aus dem
Infoblatt ,Finanzielle Abwicklung und Verwendungsnachweis* (Anlage 2). Eine ausdriickli-
che Erwahnung einzelner Férderbedingungen in den nachfolgenden Bestimmungen dient
lediglich der Klarstellung und Hervorhebung und bedeutet nicht, dass die Ubrigen Forder-
bedingungen keine Geltung beanspruchen sollen.

Durchfiihrung der Arbeiten

Die Partner verpflichten sich zur Erflllung der zur Durchfilhrung des Projekts notwendigen
und aufeinander abgestimmten Aufgaben und Teilaufgaben gemaR der Vorhabensbe-
schreibung und dem Arbeits- und Zeitplan einschlieBlich aller Aktualisierungen.

Im Ubrigen ist jeder Partner fiir die Durchfiihrung der von ihm gemaR dem Férderantrag
ubernommenen Forschungs- und Entwicklungsaufgaben selbst verantwortlich.

Entscheidungen (ber die Organisation oder Inhalte des Projektes sollen im Einvernehmen
getroffen werden.

Die Partner tauschen alle Informationen aus, die zur Durchfiihrung des Projekts notwendig
sind, und werden sich Gber die bei Durchfiihrung des Projekts erzielten Arbeitsergebnisse
gegenseitig informieren.

Auf Verlangen geben sich die Partner jederzeit Auskunft Giber den Stand des Projektes. Die
Partner erméglichen der DBU oder ihren Beauftragten die Besichtigung des Projektes.

Koordination

Projektkoordinator fir das Projekt ist die HBC; Ansprechpartner ist dort Prof. Dr. Kerstin
Otte.

Der Projektkoordinator hat insbesondere die Aufgabe, die Arbeiten der einzelnen Partner
sachlich und zeitlich zu koordinieren. Treten Abweichungen vom Arbeits- und Zeitplan auf,
wird er CEVEC und die DBU als Fordermittelgeber maoglichst friihzeitig darauf aufmerksam
machen und MaBnahmen zur Uberwindung eingetretener Schwierigkeiten vorschlagen.

CEVEC wird den Projektkoordinator unverziiglich Gber alle Umsténde informieren, die den
erfolgreichen Abschluss eines Teils oder des gesamten Projekts aus fachlichen, techni-
schen, wirtschaftlichen oder tatséchlichen Griinden nachhaltig geféahrden. Dies gilt auch fir
die Einhaltung der Termine. Der Projektkoordinator informiert sodann die DBU.

Der Projektkoordinator oder sein Beauftragter bereitet die zur Durchfiihrung des Arbeits-
und Zeitplans notwendigen Arbeitssitzungen (in der Regel einmal pro Halbjahr) vor, ladt
hierzu mit einer angemessenen Frist unter Beifligung der Tagesordnung ein, fihrt den
Vorsitz bei den Arbeitssitzungen und ist firr die Erstellung und den Versand der Sitzungs-
protokolle verantwortlich. An den Sitzungen nehmen Vertreter beider Partner teil.

Jeder Partner wird einen fur seine Arbeiten zusténdigen Ansprechpartner benennen (mit
Adresse, Rufnummer und E-Mail) (Teilprojektleiter). Ein Wechsel eines Teilprojektleiters ist
dem Projektkoordinator mitzuteilen. Die Partner werden sich hinsichtlich des von ihnen je-
weils benannten Teilprojektleiters um weitgehende Personalkontinuitat bemiihen.

D



3.6

4.2
4.3

4.4

4.5

4.6

Teilprojektleiter CEVEC: Dr. Nicole Faust
CEVEC Pharmaceuticals GmbH, Gottfried-Hagen-Str 62, 51105 KoIn
Telefon: 0221-46020801, E-Mail: faust@cevec.com

Teilprojektleiter HBC: Prof. Dr. Kerstin Otte

Hochschule Biberach, Institut fiir Angewandte Biotechnologie (IAB), Karlstraiie 10, 88400
Biberach

Telefon: 07351-582454, E-Mail: otte@hochschule-bc.de

Dem Projektkoordinator obliegt die Sammlung der Berichte von allen Partnern nach voran-
gegangener fachlicher Priifung und zusammenfassender Bewertung sowie die Erstellung
von Berichten Uber das gesamte Projekt gem&R den Férderbedingungen des Bewilligungs-
schreibens (Anlage 2). Die Berichte leitet der Projektkoordinator dem Projekttrager zu.
Hierfir missen dem Projektkoordinator die entsprechenden Berichte von CEVEC vorge-
legt werden, und zwar mindestens 4 Wochen vor Abgabetermin an die DBU gemaR den
Forderbedingungen des Bewilligungsschreibens.

Rechte am Ergebnis / Schutzrechte

Als Arbeitsergebnisse werden alle Ergebnisse einschlieBlich der erstellten Berichte und
Unterlagen bezeichnet, die von den Partnern bei Durchfiihrung ihrer Arbeit im Rahmen des
Projekts erzielt werden (z.B. Know-how, Erfindungen, urheberrechtlich geschiitzte Ergeb-
nisse, Software).

Jedem Partner gehéren die bei ihm entstehenden Arbeitsergebnisse.

Jeder Partner ist vorbehaltlich der Verpflichtungen der HBC gegeniiber der DBU aus dem
Bewilligungsschreiben und den zu Grunde liegenden Férderbedingungen, die insoweit
auch im Verhéltnis zwischen der HBC und CEVEC zur Anwendung gelangen, berechtigt, in
eigenem Namen und auf eigene Kosten Schutzrechte anzumelden, aber verpflichtet, den
jeweils anderen Partner Uber solche Anmeldungen im Rahmen dieses Projektes zu infor-
mieren.

Arbeitsergebnisse, an denen Mitarbeiter beider Partner beteiligt sind, gehéren den Partnern
gemeinsam.

Fir gemeinschaftliche Erfindungen werden sich die Partner innerhalb der vom Gesetz tiber
Arbeitnehmererfindungen (ArbnErfG) vorgegebenen Inanspruchnahmefristen tiber Anmel-
dung (einschlieRlich Federfiihrung im Einzelfall), Aufrechterhaltung und Verteidigung von
Schutzrechten und Kosten abstimmen und dariiber eine schriftliche Vereinbarung treffen,
wobei im Grundsatz die Kosten von den Partnern entsprechend ihren Erfindungsanteilen zu
tragen sind. Die Partner werden darauf hinwirken, dass Erfindungsanteile durch die Erfin-
der einvernehmlich festgelegt und protokolliert werden.

Soweit ein Partner kein Interesse hat, im Rahmen des Projekts entstandene Erfindungen
zum Schutz anzumelden, eine entsprechende Schutzrechtsanmeldung weiter zu verfolgen
oder ein im Rahmen des Projekts erteiltes aufrecht zu erhalten, hat er - soweit ihm das
rechtlich und tatséchlich moglich ist - seine Rechte dem anderen Partnern zur Ubernahme
anzubieten. Die Rechtslibertragung ist gesondert zu regeln. Das Angebot hat so rechtzeitig
zu erfolgen, dass der andere Partner die zur Rechtssicherung erforderlichen MaRRnahmen
innerhalb vorgegebener gesetzlicher Fristen, insbesondere innerhalb der fir Schutzrechts-
anmeldungen unter Inanspruchnahme von Prioritdten einzuhaltenden Jahresfrist, vorneh-
men kann. Das Optionsrecht muss innerhalb von 12 Wochen in Form einer schriftlich ver-
bindlichen Annahme ausgeiibt werden. Die Verpflichtung, Schutzrechte zur Ubernahme
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anzubieten, endet 12 Monate nach Ende dieser Vereinbarung. Der die Rechte anbietende
Partner hat bei der Rechtslibertragung mitzuwirken.

Die Regelungen in Ziffer 4.6 gelten entsprechend fiir Erfindungs- und Schutzrechtsanteile.

Nutzungsrechte

Bei der Nutzung der Arbeitsergebnisse verpflichten sich die Partner zur Einhaltung der
malfgeblichen Forderbedingungen der DBU, insbesondere Ziffer XIV. (3) der Verfahrens-
bestimmungen, wonach die Partner Dritten auf Verlangen an den Rechten am Ergebnis
und an urheberrechtlich geschiitzten Teilen des Ergebnisses zu brancheniiblichen Bedin-
gungen ein nichtausschlieliches und nichtiibertragbares Benutzungs- bzw. Nutzungsrecht
zu erteilen haben. Um der Klarheit willen, verpflichtet sich CEVEC jedoch zu keiner Ertei-
lung von Rechten an Dritte, die tber die Nutzung der in der im Projekt generierten und in
Anlage 1 genannten Produktionszelllinien hinausgehen. Im Ubrigen sind die Partner nach
MaRgabe der folgenden Bestimmungen zur Nutzung der Arbeitsergebnisse berechtigt.

Jeder Partner ist berechtigt, die bei ihm im Rahmen des Verbundprojektes entstandenen
Arbeitsergebnisse uneingeschrankt zu nutzen; Ziffer 4 dieser Vereinbarung bleibt unbe-
ruhrt.

Die Partner rdumen einander fiir die Zwecke und die Dauer der Durchfiihrung des Projek-
tes an Arbeitsergebnissen i. S. d. Ziffer 4.1 und an projektbezogenen Ergebnissen, die bei
Beginn des Projektes vorhanden sind (z.B. Know-how, Erfindungen, urheberrechtlich ge-
schitzte Ergebnisse, Software), ein nicht ausschlieBliches, nicht tibertragbares und unent-
geltliches Nutzungsrecht ein, soweit Vertrage mit Dritten nicht einer solchen Nutzungsein-
rdumung entgegenstehen.

Nach Ende und abhangig vom Erfolg des Projektes, d.h. im Falle einer beobachteten Stei-
gerung der Produktivitdt unter Nutzung der miRNA Technologie wie auf Seiten 10 und 11
der Anlage 1 vermerkt, werden sich die Partner weitere Nutzungsrechte an den Arbeitser-
gebnissen zu marktiblichen Bedingungen einrdumen. Bei der Bemessung der Lizenzge-
blhr im Falle einer Erfindung sollen die Rechtsinhaber Beitrdge des jeweils anderen Part-
ners bericksichtigen, die als notwendig, aber nicht hinreichende Voraussetzung fiir die Er-
findung zu werten sind. Uber den kommerziellen Gebrauch von Gemeinschaftserfindungen
und die Einrdumung von Nutzungsrechten an Gemeinschaftserfindungen werden sich die
beteiligten Partner einvernehmlich unter Beriicksichtigung ihrer Erfinderanteile abstimmen.
Dariber hinaus hat jeder Partner nach Beendigung des Verbundprojektes ein nicht aus-
schlieBliches, nicht Ubertragbares, nicht unterlizenzierbares und unentgeltliches Nutzungs-
recht an allen Arbeitsergebnissen fiir seine eigenen wissenschaftlichen Zwecke in For-
schung und Lehre.

Jeder Partner erkennt an, dass Benutzungshandlungen im Rahmen der Bearbeitung des
Projekts hinsichtlich der von den anderen Partnern erlangten Informationen und Gegen-
standen kein Vorbenutzungsrecht begriinden.

Ergeben sich unmittelbar aus dem Projekt wirtschaftliche Gewinne, so ist dieses der Ge-
schéaftsstelle der DBU iber den Projektkoordinator umgehend mitzuteilen. Die DBU kann
bei Projektférderung in Form eines Zuschusses aus solchen Gewinnen ganz oder teilweise
die Ruckzahlung der Férdersumme verlangen. Gewinne bis zu 50.000,00 € bleiben auler
Ansatz.
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Kostentragung / Abwicklung der Finanzierung

Jeder Partner hat seinen Teil des Projekts innerhalb seines eigenen Finanz- und Kosten-
plans (Anlage zum Bewilligungsschreiben) durchzufiihren und tragt die ihm im Rahmen der
Durchfiihrung dieser Vereinbarung entstehenden Kosten selbst (unter Verwendung der
Zuwendung der DBU).

Der Bewilligungsempfanger HBC ist als Projektkoordinator fiir die finanzielle Abwicklung
des Projekts gegeniiber der DBU verantwortlich. Neben den eigenen Mitteln ruft die HBC
auch die Mittel fiir CEVEC bei der DBU ab und leitet diese an CEVEC weiter.

CEVEC verpflichtet sich zur zweckgerichteten Verwendung der Mittel sowie zur Ubernah-
me des Eigenanteils in Héhe von 62.951 Euro.

CEVEC verpflichtet sich zur Freistellung der HBC gegeniiber der DBU aufgrund etwaiger
sich aus der Nichteinhaltung der Verpflichtung unter Ziffer 6.3 ergebender Nachteile sowie
etwaiger von der DBU gegeniiber der HBC geltend gemachter Ruckforderungen der von
der HBC an CEVEC weitergeleiteten Fordermittel.

CEVEC verpflichtet sich gegentiber der HBC zur Einhaltung der Hinweise und Erliuterun-
gen aus dem Infoblatt ,Finanzielle Abwicklung und Verwendungsnachweis® (Bestandteil
von Anlage 2), insbesondere zur Ubermittlung aller fur den Verwendungsnachweis gegen-
Uber der DBU notwendigen Kostennachweise und Belege.

Sonstige Zusammenarbeit

Die Partner erbringen jeweils die ihnen in der Vorhabensbeschreibung zugeordneten Leis-
tungen eigenverantwortlich und im eigenen Interesse. Rechtsgeschéfte eines Partners mit
Dritten im Zusammenhang mit der Durchfiihrung des Projekts erfolgen im eigenen Namen
und auf eigene Rechnung der jeweiligen Partei. Die Partner sind nicht berechtigt, rechts-
geschaftliche Erklarungen im Namen des anderen Partners abzugeben bzw. Vertrage im
Namen des anderen Partners abzuschlieRen. Jeder Partner stellt sicher, dass die Rege-
lungen dieses Vertrages auch durch die von ihm beauftragten Dritten entsprechend einge-
halten werden.

Vertraulichkeit / Veroffentlichungen

Die Partner werden die erkennbar vertraulichen Informationen, die ihnen im Rahmen die-
ser Vereinbarung vom jeweils anderen Partner Gibermittelt wurden, bis 3 Jahre nach Been-
digung dieser Vereinbarung vertraulich behandeln und Dritten gegeniiber nicht offenlegen.

Die Verpflichtungen gemaR Ziffer 8.1 gelten nicht firr solche Informationen, die nachweis-
lich

— durch Publikationen oder dergleichen allgemein bekannt sind oder
— ohne Verschulden des empfangenden Partners Gemeingut werden oder

— die ohne Verpflichtung zur Vertraulichkeit einem Partner durch Dritte (iberlassen wurden
oder

— vor Mitteilung durch einen anderen Partner dem empfangenden Partner bereits bekannt
waren oder

— das Ergebnis von Arbeiten von Mitarbeitern des empfangenden Partners sind, ohne
dass die betreffenden Mitarbeiter Zugang zu den Informationen hatten oder
/
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— auf Grund behérdlicher oder gerichtlicher Anordnung offengelegt werden missen.

Die Partner werden auch gegeniiber ihren Mitarbeitern im Hinblick auf die Vertraulichkeit
der Informationen nach diesen Vorschriften die {iblichen und zumutbaren MaRnahmen tref-
fen.

Die Ergebnisse des geforderten Vorhabens sind der Offentlichkeit zuganglich zu machen,
vorzugsweise durch Publikation in géangigen Fachorganen, durch geeignete Veranstaltun-
gen oder durch Aufnahme in Datenbanken. Die DBU ist im Rahmen ihrer Zwecksetzung
zur Verwertung (auch publizistisch) des jeweiligen Projektes und der Projektergebnisse
(auch auszugsweise) einschlieBlich der Bilder und eventueller Filme berechtigt (nichtaus-
schlieBliches Nutzungsrecht).

Jeder Partner kann seine eigenen Arbeitsergebnisse veroffentlichen. Dabei ist in geeigne-
ter Form auf das Projekt und die Férderung durch die DBU gemal Ziffer XII. 3. (3) der Ver-
fahrensbestimmungen (Bestandteil von Anlage 2) hinzuweisen.

Veréffentlichungen, die vertraulich zu behandelnde Informationen oder Arbeitsergebnisse
des anderen Partners enthalten, bediirfen der vorherigen schriftlichen Zustimmung des je-
weils betroffenen Partners. Der Projektkoordinator ist hieriiber ebenfalls zu informieren.
Kein Partner darf seine Zustimmung, ggfs. unter der Auflage von Anderungen oder Strei-
chungen, unbillig verweigern. Widerspricht er einer ihm vorgelegten Veréffentlichung (Ori-
ginaltext) nicht binnen vier Wochen nach Eingang der vollstdndigen Unterlagen, gilt seine
Zustimmung als erteilt.

Dauer der Kooperationsvereinbarung / Kiindigung

Diese Vereinbarung tritt zu Beginn der Laufzeit des Projektes am 01.01.2016 in Kraft und
endet mit Ablauf des Bewilligungszeitraums, soweit sie nicht vorher gekiindigt oder sonst
wie beendet wird. Ziffern 3.6, 4, 5, 6, 8, 10, und 11 gelten nach Beendigung der Vereinba-
rung weiter.

Jeder Partner ist berechtigt, diese Vereinbarung aus wichtigem Grund zu kindigen. Einen
wichtigen Grund stellt insbesondere die wesentliche Einschrankung oder Modifizierung der
Forderung, die Einstellung oder Reduzierung der Férderung gegeniiber einem oder beiden
Partnern dar oder der Umstand, dass die Ergebnisse zeigen, dass die Zielsetzung des
Verbundvorhabens nicht realisiert werden kann. Die Kiindigung ist schriftlich der DBU so-
wie dem anderen Partner mitzuteilen. Der kiindigende Partner wird einen Abschlussbericht
erstellen sowie auf Wunsch die vom anderen Partner erhaltenen Unterlagen, Dokumentati-
onen, Datentrager und Objekte zurlickgeben.

Im Falle des Ausscheidens eines Partners gemaR Ziffer 9.2

— beschrénken sich seine Rechte auf die ihm bis zum Zugang der Kiindigung mitgeteilten
Ergebnisse des anderen Partners;

~ bleiben die dem anderen Partner durch die vorliegende Vereinbarung eingerdumten
Nutzungs- und Benutzerrechte an seinen projektbezogenen Ergebnissen und Arbeits-
ergebnissen unberihrt;

- gelten Ziffern 3.6, 6, 8, 10 und 11 Uber das Vereinbarungsende hinaus.

Die Kiindigung eines Partners wird im Hinblick auf die Folgen fiir das Gesamtprojekt mit
der DBU abgestimmt.
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10. Gewdbhrleistung / Haftung

10.1 Die Partner werden die von ihnen im Rahmen des Projektes iibernommenen Arbeiten
sachgemal und nach bestem Wissen unter Beriicksichtigung des Standes von Wissen-
schaft und Technik ausfiihren. Die Haftung fiir die Richtigkeit der im Rahmen dieses Ver-
trages Ubermittelten Ergebnisse ist ausgeschlossen. Die Partner tibernehmen keine Ge-
wahr daflr, dass die von ihnen aufgrund dieser Zusammenarbeit erarbeiteten Arbeitser-
gebnisse frei von Schutzrechten Dritter sind und dass spezifische Arbeitsergebnisse er-
reicht werden. Sobald einem Partner jedoch solche Schutzrechte bekannt werden, wird er
die anderen Partner dariiber unterrichten.

10.2  Die Vertragspartner haften einander — gleich aus welchem Rechtsgrund — nur fir Vorsatz
und grobe Fahrlassigkeit. Dies gilt auch fiir ihre gesetzlichen Vertreter sowie ihre Erfiil-
lungs- und Verrichtungsgehilfen. Diese Haftungsbegrenzung findet keine Anwendung bei
Verletzungen des Lebens, des Kérpers oder der Gesundheit.

10.3  Dritten gegeniiber haftet nur jeweils der Vertragspartner, der den Schaden verursacht hat;
er hat die anderen Partner insoweit freizustellen.

1. Schlussbestimmungen

11.1  Sollte eine Bestimmung dieser Vereinbarung unwirksam sein oder werden, so beriihrt dies
die Wirksamkeit der (ibrigen Bestimmungen dieser Vereinbarung nicht. An die Stelle der
unwirksamen Bestimmung soll vielmehr riickwirkend eine Regelung treten, die rechtlich zu-
Iassig ist und dem Sinn und Zweck der urspriinglichen Bestimmung am nachsten kommt.

11.2  Kein Partner ist berechtigt, mit Wirkung fiir den anderen Partner ohne dessen vorherige
ausdriickliche schriftliche Zustimmung Verpflichtungen zu (ibernehmen.

11.3  Anderungen und Ergdnzungen dieser Vereinbarung bedirfen der Schriftform. Auf dieses
Formerfordernis kann nur schriftlich verzichtet werden.

11.4  Ein gesellschaftsrechtliches oder gesellschaftséhnliches Verhaltnis soll durch diese Ver-
einbarung nicht begriindet werden.

11.5  Evil. Meinungsverschiedenheiten aus dieser Vereinbarung, auch solche, die erst nach ihrer
Beendigung entstehen, versuchen die Partner gitlich beizulegen. Gelingt dies nicht, soll
zundchst die DBU gebeten werden, einen Meinungsausgleich herbeizufiihren.

11.6  Die Rechte der DBU bleiben von dieser Vereinbarung unberihrt und gehen dieser vor.

11.7  Anwendbares Recht ist deutsches Recht unter Ausschluss der Kollisionsregelungen des
internationalen Privatrechts.

Anlagen:
1: Forderantrag einschlieBlich Vorhabensbeschreibung sowie Arbeits- und Zeitplan
2. Bewilligungsschreibens der DBU unter Aktenzeichen 32718/01-32 vom 06.07.2015 nebst

Anlagen sowie den beigefugten Verfahrensbestimmungen und der Hinweise und Erlaute-
rungen aus dem Infoblatt ,Finanzielle Abwicklung und Verwendungsnachweis"
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Unterschriften

CEVEC Pharmaceuticals GmbH

Kéin, den 5/ j2. 20K

Herr Fran{Ubag&'ﬂ

Geschaftsfiihrer

Hochschule Biberach

Biberach, den Z1.72. 2045

7
i.V. Prof. Dr.-Ing. Annette 15chafmeister

Prorektorin fiir Forschung und Weiterbildung
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