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Teil I — Kurzbericht Teilprojekt F — Technische Hochschule Mittelhessen

1. Ursprungliche Aufgabenstellung sowie wissenschaftlicher und technischer Stand, an
den angeknupft wurde

In den letzten Jahren haben Schadinsekten wie Drosophila suzukii und bodenbiurtige
FraRschadlinge wie der Gefurchte Dickmaulriissler und Junikafer erhebliche Schaden in
Beerenkulturen, und in der Folge erhebliche Ernteausfélle, verursacht. Hintergrund sind u. a.
zunehmende Verbote chemischer Insektizide sowie eine steigende Ablehnung derselben durch
Verbraucher.

Das Projekt HOPE konzentrierte sich auf die Entwicklung nachhaltiger Losungen, die sowohl im
konventionellen als auch im biologischen Anbau umweltfreundlich sind. Ziel war es, Landwirten
effektive Alternativen zu den derzeitigen chemischen Insektiziden zu bieten, die zum Teil nur
durch begrenzte Notfallzulassungen (Art. 53 der Verordnung (EG) Nr. 1107/2009) erlaubt sind.

Das Projektziel von HOPE war ein ganzheitlicher Schutz flr Beerenobst gegen Schadlinge wie D.
suzukii und bodenburtige Schadlinge, bei der zwei Hauptansatze verfolgt wurden: (1)
Oberirdischer Schutz: Entwicklung einer Spruhapplikation basierend auf Virusformulierungen,
die sich als wirkungsvoll gegen D. suzukii erwiesen sowie (2) Unterirdische Bekampfung:
Einflhrung einer Attract-and-Kill-Strategie mit entomo-pathogenen Pilzen zur Bekampfung

unterirdischer Schadlinge, kombiniert mit CO»..produzierenden Lockstoffen.

Zur Forderung innovativer und nachhaltiger Pflanzenschutzverfahren im Gartenbau wurde das
Vorhaben ,Entwicklung holistischer Formulierungsverfahren fir den biologischen Pflanzenschutz
von Beerenobst-HOPE®“ vom Bundesministerium fur Erndhrung und Landwirtschaft (BMEL)
bewilligt (Laufzeit 04/2021-12/2024), von der Bundesanstalt fiir Landwirtschaft und Erndhrung
(BLE) als Projekttrager betreut, und das Verbundprojekt von der Hochschule Bielefeld (HSBI)
koordiniert.

2. Ablauf des Vorhabens

Um das Teilvorhaben F der THM (AP 2) durchzufihren, erfolgte zunachst das Screening nach
Viren mit insektiziden Eigenschaften gegen D. suzukii (AP 1 - IME) und wurde mit der
Identifizierung zweier Viruskandidaten, Drosophila C Virus (DCV) und La Jolla Virus (LJV),

erfolgreich abgeschlossen.
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Die verfahrenstechnische Produktion (Massenvermehrung) der ausgewahlten
insektenpathogenen Viren wurde durch Etablierung eines robusten Kultivierungsverfahrens in
Schneider S2-Zelllinien im Labormalfistab realisiert (AP 2 - THM) und fiir den Scale-up erfolgreich
an den Industriepartner BIOCARE transferiert, ebenso wie die fiur die Prozessfihrung
entwickelten notwendigen analytischen Methoden zur Quantifizierung beider insektenpathogenen
Viren. Hierbei kamen jeweils gPCR-Methoden zum Einsatz. Die Raum-Zeit-Ausbeuten der
Produktionsprozesse konnten nach einer Prozessoptimierung mittels statistischer
Versuchsplanung durch die THM optimiert werden. Dabei wurden bei DCV 10° bis 10’
Viruspartikel/ml und bei LJV 10 bis 10 Viruspartikel/ml erreicht. Fir die initialen
Formulierungsversuche wurde ein Aufreinigungsprozess, basierend auf einer Klarung mittels
Filtration und einer Sterischen Exklusionschromatographie (SXC), erfolgreich etabliert, mit viralen
Ausbeuten von Uber 80%. Die SXC ist 6konomisch lediglich fir die Formulierungsstudien relevant,
nicht fir die Anwendung im Feld. Um ein robustes Ausgangsmaterial fur die Formulierungsstudien
sicherzustellen, wurde der Aufreinigungsprozess entwickelt und aufgereinigte Virusproben den
Kooperationspartnern FH Bielefeld und Fraunhofer Institut fur Molekularbiologie und angewandte
Okologie (IME) regelmaRig zur Verfugung gestellt.

Die weiteren Arbeitspakete wurden von den Kooperationspartnern bearbeitet und basierten auf
der Entwicklung kostenguinstiger technischer Formulierungsverfahren fir Insektenviren auf Basis
quervernetzter kationischer Polymere, bei der eine Uber mehrere Wochen formstabile Hulle fir

die Viren konstruiert wurde (AP3).

3. Wesentliche Ergebnisse sowie ggf. Zusammenarbeit mit anderen
Forschungseinrichtungen

Durch die Zusammenarbeit der Forschungseinrichtungen und Unternehmen konnten
vielversprechende Virusisolate wie das Drosophila C Virus (DCV) und das La Jolla Virus (LJV)
identifiziert, deren Massenproduktion erfolgreich etabliert, und das Know-how an den
Industriepartner BIOCARE transferiert werden. Verschiedene Formulierungen wurden entwickelt,
um die insektenpathogene Wirksamkeit und Stabilitdt dieser Viren zu maximieren und die

Anwendung im Freiland zu ermdglichen.

Die wissenschaftlichen Ergebnisse von Teilprojekt F wurden auf jeweils einer Fachtagung im
Inland und im Ausland vorgestellt und in der Forschung im Rahmen eines weiteren Projektes
vertieft sowie neue Erkenntnisse in der Lehre im Bachelor- und Masterstudiengang Biotechnologie

integriert.
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Teil Il — Eingehende Darstellung

1. Durchgefihrte Arbeiten insbesondere im Vergleich zur urspringlichen
Vorhabenbeschreibung (Verwendung der Zuwendung, erzielte Ergebnisse)

1.1 Problemstellung und Relevanz

Seit einigen Jahren sind besonders viele Beerenkulturen wie Heidel- oder Erdbeere durch das
vermehrte und immer frihzeitigere ober- und unterirdische Auftreten von Schadinsekten bedroht
[1-2]. In Kombination mit einem Verbot verschiedener chemischer Insektizide und einer
steigenden Ablehnung durch Handel und Endverbraucher sehen sich viele Anbauer von
Sonderkulturen mit steigenden Bekampfungsproblemen und hohen Verdienstausféllen
konfrontiert [3]. Zudem erhdhen steigende Temperaturen und neue Schadlinge Ernteausfalle [4].
Besonders mehrjahrige Kulturen wie die Heidelbeere, die erst ab 10 Jahren stabile Ertrage liefert
und Uber 35 Jahre im Bestand steht, sind betroffen, da Neuanpflanzungen mit erheblichen Kosten

verbunden sind.

Oberirdisch wurden dunkle Beerenfrichte in den letzten Jahren vermehrt von der
Kirschessigfliege, Drosophila suzukii, geschadigt [5]. Das Insektenweibchen legt ihre Eier in die
reifen Friichte, die dadurch unverkauflich und zu einer Brutstatte neuer Generationen werden. Da
ein Weibchen bis zu 400 Eier in ihrem Leben legen kann [6-7], potenziert sich das Problem schnell
bis hin zum Totalausfall der Ernte. Die Zahl dieses Schadinsektes stieg seit Mitte des Jahrzehnts
von einzelnen Sichtungen in Anlagen in Norddeutschland bis zu einem Maximum mit Uber 100
Tieren pro Einzelfall. Wahrenddessen blieb die Anzahl der mdglichen Gegenmalinahmen
gleichbleibend gering.

Durch gesteigerte Auflagen beim Einsatz chemischer Insektizide sowie dem Wegfall von PSM-
Zulassungen fehlen den Betreibern von Sonderkulturen langfristig die Planungsgrundlagen.

Notfallzulassungen stellen aufgrund ihrer Einschrénkungen keine langfristige Alternative dar.

Die Verwendung naturlicher Antagonisten wie wirtsspezifischer Viren hingegen verhindern eine
Resistenzbildung bei den Zielorganismen und sind nuitzlingschonend [8]. Die Verwendung von
rein biologischen Komponenten erlaubt eine Anwendung sowohl im konventionellen als auch im

biologischen Beerenanbau.
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1.2 Stand von Forschung und Praxis zu Projektbeginn

Insektenviren zahlen zu den wirtschaftlich bedeutendsten biologischen Pflanzenschutzmitteln in
Deutschland. Auf Basis von Granuloviren werden Obstschadlinge, insbesondere der Apfel- und
der Schalenwickler, auf Uber 30% der kommerziellen Apfelanbauflachen kontrolliert [11].
Problematisch bleibt jedoch die Ausbringung dieser Viren, da sie umformuliert schnell an Wirkung
verlieren. Eine ungeeignete Formulierung kann zudem die Wirkung reduzieren und muss prazise

an den Organismus angepasst werden.

Zur biologischen Kontrolle von Drosophila bieten sich entomopathogene Viren an [9], da diese in
der Regel nur eine Art befallen und damit fur alle Nichtzielorganismen ungeféhrlich sind. Die
vorwiegende Anzahl von Drosophila spezifischen Viren sind RNA-Viren [10]. Kirzlich wurden in
Deutschland naturliche Viren der Kirschessigfliege identifiziert, die insektizide Eigenschaften
haben. Neben dem bekannten Drosophila A Virus (DAV) und Drosophila C Virus (DCV) wurde ein

neues Virus aus der Familie der Iflaviridae aus Drosophila suzukii isoliert, das LJV [8].

1.3 Zielsetzungen des Projekts, Innovationsgehalt und erwarteter Nutzen

Das Gesamtziel des Projektes ist der ober- und unterirdische, somit holistische Schutz von
Beerenobst, besonders Heidelbeeren, gegen Drosophila suzukii und gegen Schaderreger wie
Dickmaulrissler und Scarabaeoidea. Dies sollte (1) mittels einer effektiven Spruhapplikation
basierend auf einer neuartigen Virusformulierung und (2) einer innovativen Bodenformulierung,
basierend auf dem Attract-and-Kill-Prinzip, mit einem entomopathogenen Nutzpilz als Kill-

Komponente realisiert werden.

Spezifisches Ziel von Teilprojekt F im Rahmen des AP 2 war die Etablierung robuster
Produktionsplattformen fur hoch schadlingsspezifische virale Wirkstoffkandidaten im
Labormalstab - auf der Basis der Auswahl geeigneter Wirkstoffkandidaten durch IME (AP
1) - sowie deren Charakterisierung und Aufreinigung fir Formulierungsversuche zum

Einsatz als biologische Insektizide zur Uberfiihrung in den ProduktionsmaRstab.

Aktuell basieren erste Optimierungen der Produktionsproplattformen auf Kklassischen
Insektenkulturmedien, die fir pharmazeutische Proteine entwickelt wurden. Diese Medien sind
jedoch fir die Herstellung viraler Insektizide wirtschaftlich nicht geeignet. Daher muissen
kostengtinstigere bio6konomische Alternativen entwickelt werden, was in diesem Projekt nicht
adressiert wurde, aber Gegenstand eines laufenden Forschungsprojekts an der THM ist. Dort

werden Insektenzellmedien, einschliellich solcher fir Schneider S2-Zellen, entwickelt, um
8
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biotechnologische Produkte aufRerhalb des pharmazeutischen Bereichs wirtschaftlich zu

produzieren.

Aus diesen Optimierungsversuchen der verfahrenstechnischen Produktionsprozesse wurde eine
kontinuierliche Bereitstellung von Virusproben fir die FH Bielefeld zur Entwicklung einer
wirksamen Formulierung fur den Virencocktail (AP 3) sowie fur Wirksamkeitstest im Labor (IME/
WIN) AP 6 und 7 (WIN) ermdglicht.

1.4 Projektstruktur, Arbeitspakete und Zeitplan

Das Projekt HOPE gliederte sich in sieben aufeinander abgestimmte Arbeitspakete (AP 1-AP 7),
die in zwei Phasen unterteilt und Uber die Projektlaufzeit hinweg sukzessive oder parallel
bearbeitet wurden. Die Planung sah eine initiale Laufzeit von drei Jahren vor (01/2021-12/2023).

Ubersicht Uiber die fiir Teilprojekt F relevanten Arbeitspakete:

AP 1 — Screening nach Viren gegen D. suzukii (IME):

In der Anfangsphase wurden potenziell wirksame insektenpathogene Viren identifiziert, die
spezifisch gegen Drosophila. suzukii wirken. Das Screening diente der Selektion hoch virulenter

Isolate als Grundlage fur weitere Entwicklungen.
AP 2 — Massenvermehrung ausgewahlter Viren (THM, IME, BIO):

AP 2.1 Entwicklung neuer Kultivierungsverfahren (THM / IME)

Verfahrenstechnische Entwicklung hinsichtlich hoher Raum-Zeit-Ausbeute einschlief3lich
bestmoglichem Infektions- & Erntezeitpunkt, Aufschlussmethoden, Klarung, Aufreinigung
sowie Etablierung und Validierung notwendiger Prozessanalytik zur

Produktquantifizierung (QPCR). Qualifizierung der Virusproben auf Infektiositat.

AP 2.2 Scale-up der Kultivierung (THM / BI1O)

Translation der Prozesstechnologie an den Kooperationspartner BIO fiir einen Scale-up
des Produktionsprozesses und Uberfilhrung der Produktkandidaten aus AP 2.1 von

kleinen Schittelkolben zu kontrollierten Prozessbedingungen im 200L bis 300L Mal3stab.

AP 3 — Entwicklung von Formulierungsverfahren fur Insektenviren (FHB, BIO):
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Neben der Entwicklung stabiler, sprihfahiger Formulierungen (AP 3.1) stand hier die
Prozessuberfihrung in eine praxistaugliche Pilotproduktion (AP 3.2) im Fokus. Die
Formulierungen sollten Lager- und UV-stabil sein und eine hohe biologische Wirksamkeit
erhalten.

AP 6 — Wirksamkeitstests (IME, WIN):

In Laborstudien und Topfversuchen wurde die Effektivitdit der entwickelten Virus- und
Pilzformulierungen gegen D. suzukii (AP6.1) sowie gegen bodenbiirtige Schadinsekten (AP 6.2)
untersucht. Diese Tests bildeten die Grundlage fiir die Auswahl geeigneter Kandidaten fur die

Freilandversuche.

AP 7 — Praxisnahe Versuche (alle Partner):

Im letzten Projektabschnitt wurden erfolgversprechende Formulierungen aus AP 3 und AP 5 in
Versuchen unter praxisnahen Bedingungen (Gewachshaus, Freiland) auf dem Gut Winkelmann

vor Ort getestet.

1.5 Zeitliche Umsetzung und Anpassungen

Der urspringliche Gantt-Plan sah eine klare Staffelung der Arbeitspakete mit mehreren
Meilensteinen vor. Aufgrund von Verzégerungen (v.a. durch Personalwechsel, und Corona
pandemiebedingte Engpasse) wurde die Projektlaufzeit kostenneutral bis 31.12.2024 verlangert.
Die Projektstruktur blieb weitgehend erhalten; einzelne Aktivitdten verschoben sich jedoch zeitlich.
Die praxisnahen Versuche (AP 7), urspringlich fir 2023 geplant, wurden im erweiterten

Projektzeitraum 2024 abgeschlossen.

Das Teilprojekt F (AP 2.1 Entwicklung neuer Kultivierungsverfahren) der Technischen

Hochschule Mittelhessen wurde erfolgreich planméaRig abgeschlossen.

Die Uberfuhrung in den technischen ProduktionsmaRstab musste aufgrund von
Personalveranderungen bei BIO auf die Jahre 2023-24 verschoben werden. Daraus resultierend
versorgte die THM die Projektpartner IME und FHB Uber den gesamten Projektzeitraum
kontinuierlich mit Wirkstoffmaterial fir Formulierungs- (AP 3) und Anwendungsversuche (AP 6,
AP 7), was die Prioritat der Entwicklung einer 0Okonomischen Alternative fur die
Kultivierungsmedien verschob. Die Medienentwicklung fir Insektenzellen ist jedoch aktuell in

einem Forschungsvorhaben in einem erweiterten Zusammenhang an der THM adressiert.

10
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Ubersicht tiber die Meilensteine:

Meilenstein 1 (Q2/2022): Identifikation eines hoch virulenten Virus-Isolats gegen Drosophila.
suzukii sowie eines wirksamen Pilzisolats gegen bodenbirtige Schadlinge im Labormal3stab.

Meilenstein 2 (Q3/2022): Entwicklung einer sprihfahigen Virusformulierung zur Uberfuhrung ins

Scale-up.

Meilenstein 3 (Q4/2022): Auswahl geeigneter Materialien und Verfahren zur Herstellung von

Granulaten/Kapseln auf Pilzbasis.
Meilenstein 4 (Q3/2023): Auswahl wirksamer Formulierungen fir praxisnahe Freilandversuche.

Meilenstein 5 (Q1/2024): Nachweis der Wirksamkeit beider Formulierungen unter

Freilandbedingungen.

1.6 Ergebnisse Teilprojekt F — Technische Hochschule Mittelhessen

Zusammenfassung AP 2:

Fur die viralen Wirkstoffkandidaten DCV und LJV konnten Zellkultur-Produktionsverfahren mittels
Schneider S2-Zelllinie im Labormaflistab mit hoher Raum-Zeit-Ausbeute in Standard-
Insektenzellmedien etabliert und charakterisiert werden [12 - 14]. Die Verwendung von SF9-Zellen
resultierte in signifikant reduzierten Produktausbeuten und wurde daher nicht weiterverfolgt. Der

hier angewandte Produktionsmalfistab umfasste 20 — 250 mL.

Die analytische Charakterisierung zur quantitativen Abschatzung der beiden Zielviren basierte auf
einer TagMan qPCR, wobei fur die Quantifizierung infektidser Viruspartikel TCIDso[12] und FACS-

Assays [13] eingesetzt wurden.

Der entwickelte Aufreinigungsprozess fir die Formulierungsversuche basierte auf einer Klarung
mittels sequenzieller Filtration (5um und 0.45um Porengré3e) und einer nachgeschalteten SXC,
die nach einer erfolgreichen Prozessoptimierung virale Ausbeuten im Bereich von 90 % erreichte.

Das quantitative Monitoring des Herstellungsprozesses erfolgte Uber etablierte gPCR-Assays.

Das Verfahren erbrachte robuste Titer infektioser Viren (DCV 10° bis 10/ L qPCR, FACS, TCIDsy,
LJV 10 L gPCR) bei einem weiten Bereich des kritischen Prozessparameters, der Multiplicity of
Infection (MOI, 0.01 - 10) sowohl bei Viren aus nativer Kultur als auch nach der Aufreinigung
(SXC). Uber primare Studien wurde die Infektiositat der per SXC aufgereinigten Proben verifiziert.

Es wurden nur geringe Verluste der Infektiositat (< 10%) verzeichnet.

11
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Materialien, die mittels Klarung und einer Kombination der Klarung mit SXC aufgereinigt wurden,
wurden den Kooperationspartnern von der THM regelméRig fur Formulierungs- und
Wirksamkeitsstudien zur Verfugung gestellt.

DCV und LJV unterscheiden sich im Laborversuch grundsatzlich in ihrer Wirkung auf die
Wirtszellen. Das gut untersuchte DCV bewirkt — im Gegensatz zum erst klrzlich beschriebenen
LJV — eine Lyse der S2-Zellen und ist ebenso hochvirulent gegeniber Drosophila-Fliegen. Eine
Bestimmung infektidser Titer mittels TCIDsq ist somit nur fir DCV nicht aber fur LIV anwendbar.
Fur LIV sind dartber hinaus bislang keine Antikdrper fur FACS erhdltlich. Bestimmungen zur
Infektiositat der Viren erfolgen aktuell mittels in vivo-Systemen an Drosophila suzukii Fliegen
(IME).

Die hohe Raum-Zeit-Ausbeute des Produktionssystems stellt eine vielversprechende
wirtschaftliche Ausgangsbasis fiir die Produktion dieser viralen Wirkstoffe dar, es besteht aber
weiterhin Optimierungsbedarf hinsichtlich der Kosten der eingesetzten Zellkulturmedien. Die
Okologischen Vorteile hinsichtlich ihrer biologischen Spezifitdt gegeniber Schadinsekten
rechtfertigen eine zukinftige Optimierung.

Zusammenfassend wurde zeitgerecht fir die wirksamen Virusisolate DCV und LJV eine
Produktions- und Aufreinigungsplattform auch fur grof3ere Produktionsformate in Zellkulturen
etabliert.

Verfahrensentwicklung

THM und IME wahlten zwei erfolgversprechende Virusisolate, das DCV und das LJV, als virale

Insektizide zur Kontrolle von D. suzukii aus.

Kultivierung/ Produktion von DCV

Nach initialen Vorversuchen mit Schneider 2 (S2)-Zellen und Spodoptera frugiperda 9
Insektenzellen (SF-9) wurden nachfolgende Kultivierungen im Labormalfistab in Schiittelkolben
(Arbeitsvolumen 20 — 250 mL) ausschliel3lich mit S2-Zellen fir die Etablierung einer kinftigen
technischen Produktion im Standardmedium (SF900Il) und unter fir S2-Zellen
Standardbedingungen (initiale Zelldichte 2x10%mL, 28°C) durchgefihrt (12).

DCV zeigt auf S2-Zellen zytopathogene Effekte, die zu einer Zelllyse fuhren, wobei die Viren im
Wesentlichen freigesetzt werden. Der dennoch anschlieRende Zellaufschluss zur Freisetzung
verbliebener intrazelluléarer Viruspartikel erfolgte im Labormalf3stab tiber eine Gefrier-Tau-Methode
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(-80°C, 22°C). Die Klarung zur Entfernung der Zelltrimmer und restlichen Zellen erfolgte tGber
eine Zentrifugation (25 min; 4°C und 5000g) und Filtration. Der Produktionsprozess von DCV
wurde mittels statistischer Versuchsplanung hinsichtlich Mol (Multiplicity of Infection), Tol (Time
of Infection) und ToH (Time of Harvest) mit Virusausbeuten von 10° - 10 /L (FACS, TCIDso,

gPCR, genomic copies equivalent, gce) optimiert.

Folgende weiteren Studien wurden durchgefiihrt:

(1) zur Unterstitzung der Formulierungsstudien wurden die produzierten Viren
chromatographisch mittels SXC aufgereinigt, und mehrere Chargen davon fur FHB und IME fur
modellhafte Formulierungen unter optimierten Bedingungen und Wirksamkeitsstudien zur

Verfligung gestellt.

(2) Fur die Erhebung von Referenzdaten der DCV-Virentiter flr die Entwicklung der
Quantifizierung mittels gPCR wurde ein Infektions-Assay (TCIDsg) im Labor etabliert (12).

(3) Zur fur die Anwendung der Viren als Insektizid notwendigen Differenzierung zwischen
Gesamtviruspartikeln und infektiosen Viruspartikeln wurde ein FACS-Assays als robustere
Quantifizierungsmethode etabliert (13).

Kultivierung/ Produktion von LJV

Die Produktion von LJV unterscheidet sich in Produktivitdt und Habitus fundamental zu der von
DCV. Aus analogen initialen Vorversuchen mit S2- und SF-9-Produktionssystemen wurden
wiederum S2-Zellen fur die Etablierung einer kinftigen technischen Produktion ausgewahlt
(Zwischenbericht Berichtszeitraum 2022, [14]), LIV ist voraussichtlich gegeniiber SF-9 Zellen
nicht virulent. Da bei LIV kein zytopathischer Effekte beobachtet wurde, ist ein Zellaufschluss vor
der Klarung zwingend notwendig.
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Abbildung 1: Lytische Effekte von DCV auf S2-Zellen (oben) bzw. chronische Infektion mit LIV
und Auswirkung auf Virenfreisetzung und Aufarbeitung (unten).
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Abbildung 2: Aufnahmen Licht-Mikroskop von nicht-infizierten (MOI 0) und mit LJV infizierten (MOI
0,01) S2 Zellen bei 400x VergrofRerung in Abhangigkeit von der Zeit.
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Der Produktionsprozess von LJV wurde hinsichtlich Multiplicity of Infection (MOI) und Time of
Harvest (TOH) optimiert.
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Abbildung 3: Exemplarische Prozessparameter fiir die Produktion von LJV in S2-Zellen in
Abhangigkeit der MOI

Das S2-LJV Produzentensystem war in einem weiten MOI-Bereich produktiver als das DCV-
System, wobei Virentiter von 10%* bis 10/ mL (TagMan gPCR, gce) erreicht wurden, was die
Erwartungen, basierend auf Literaturwerten, udbertraf. Diese wird sich positiv auf die

Wirtschaftlichkeit der geplanten Insektizide auswirken.
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Aufreinigungsmethode fir DCV und LIV

Die SXC-Methodik zur Aufreinigung lief3 sich aus anderen der AG bekannten umbhtillten Viren (z.B.
Influenza Virus, OrfV, MVA) ableiten und kritische Prozessparameter fir eine Ausbeute beider
Viren von Uber 90% anpassen. Auch fiihrte der Up-Scale im Labormalistab zur Bereitstellung
groRerer Virenmengen mit einer Ausbeute von ca. 90% Viruspartikel nach Aufreinigung mittels
SXC zu keiner Beeintrachtigung der Virusinfektiositat.
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Abbildung 4: Exemplarische Ergebnisse der Aufreinigung der Wirkstoffkandidaten mittels SXC fur
optimierte Formulierungsstudien (AP3, FHB)
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1.7 Vergleich mit Erwartungen / Zielerreichung

Beide Produktionssysteme zeigten eine erfreulich hohe Produktivitdit und die
Produktionsverfahren kénnen relativ robust betrieben werden. Die Aufreinigungsmethoden unter
den eingesetzten Versuchsbedingungen zeigten bei unseren Versuchen keine signifikante
Beeintrachtigung der viralen Infektiositat.

Fur das erst vor kurzen beschriebene LIV kdnnen die analytischen Methoden TCIDso und FACS
noch nicht eingesetzt werden, da das LJV in S2- und Sf-9-Zellen nicht lytisch amplifiziert wird, und
Antikdrper gegen Oberflachenproteine von LIV kommerziell nicht erhaltlich sind. Daher kénnen
derzeitig Assays, die eine Aussagekraft auf die Infektiositat der Viren erlauben, lediglich mittels in
vivo-Systemen (IME) uber D. suzukii Fliegen erfolgen. Alternativ erfolgte das Monitoring des
Herstellungsprozesses lber einen gPCR-Assay (genomische Kopien).

Zusammenfassend wurde fur die wirksamen Virusisolate DCV und LJV aus der Produktion in
Insektenzellen eine Plattform zur Aufreinigung mittels SXC auch fur gréRere Produktionsformate
etabliert. Die entwickelte primare Klarung ist ausreichend fur die Formulierung

agrarwirtschaftlicher Produkte.

1.8 Bewertung und Schlussfolgerungen

Beide Viren konnen in wirtschaftlich relevanten Ausbeuten produziert werden, so dass bei
Vorliegen erfolgreicher Anwendungsstudien eine hervorragende wirtschaftliche Grundlage
gegeben ist.

Die hohe Raum-Zeit-Ausbeute des Produktionssystems im Upstream ermdglicht so eine
vielversprechende wirtschaftliche Ausgangsbasis im Vergleich zu chemischen Insektiziden,
insbesondere unter der Berlcksichtigung der ©kologischen Vorteile, wie zum Beispiel der

biologischen Spezifitat beztglich der Schadinsekten.

Die Produktionsplattform besitzt hohes Potenzial zur Ubertragbarkeit auf weitere virale

Drosophila-spezifische Antagonisten.

Zur Verbesserung der wirtschaftlichen Konkurrenzfahigkeit am Markt besteht weiterfihrender
Optimierungsbedarf hinsichtlich der hohen Kosten fur die Zellkulturmedien bei der
Virusamplifikation, im Sinne eines biodkonomischen Ansatzes zur Medienentwicklung. Dies wird

aktuell Uber ein weiteres Forschungsprojekt adressiert.
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Fur eine Kkinftige Zulassung sind nahere Untersuchungen hinsichtlich Identitdt und
Mutationsdynamik der viralen Wirkstoffkandidaten notwendig.

Weiterer Forschungsbedarf besteht fir die unterschiedlichen zytopathologischen Effekte der

beiden Viren in Zellkultur und Ihre Auswirkungen auf in vivo Systeme.

Zur Quantifizierung infektidser Viruspartikel von LJV bedarf es langfristig der Entwicklung einer
analogen Labormethodik (z.B. FACS Assay/Antikorper), wofir  Antikérper der

Oberflachenproteine bendtigt werden.

2. Wichtigste Positionen des zahlenmafigen Nachweises

Im Teilprojekt wurden die Positionen F0838 (Verbrauchsmittel) sowie F0846 (Reisekosten)
gefordert, jedoch keine Personalkosten.

Die Verbrauchsmittel wurden fir Chemikalien, Medien und Labormaterial verausgabt. Die Mittel
fur Reisekosten fir die Teilnahme eines wissenschaftlichen Mitarbeiters (THM-finanziert) an einer

Inlandstagung und einer Auslandstagung verausgabt (siehe auch Punkt 6).

3. Notwendigkeit und Angemessenheit der geleisteten Projektarbeit

Die von der THM geleistete Projektarbeit (Arbeitspaket 2) war eine wesentliche, notwendige und
angemessene Voraussetzung, um die Ziele des Gesamt-Vorhabens erfolgreich umzusetzen. Die
von der THM geleisteten Arbeiten flhrten dazu, dass die in den obigen Abschnitten aufgefihrten
wissenschaftliche Erkenntnisse und technischen Ergebnisse erreicht wurden und kénnen fir die

nachfolgend angefiihrten Verwertungen genutzt werden.

4. Voraussichtlicher Nutzen, insbesondere der Verwertbarkeit des Ergebnisses - auch
konkrete Planungen fir die nédhere Zukunft - im Sinne des fortgeschriebenen
Verwertungsplans

Mit der Etablierung der dargestellten Produktions- und Aufreinigungsplattform sind die
Voraussetzungen fur die Entwicklung eines technischen Verfahrens fir wirksame Formulierungen
von Pflanzenschutzmitteln mit insektenpathogenen Viren geschaffen, um den Befall von
Beerenobst durch D. suzukii auf ein wirtschaftlich vertretbares MalR zu reduzieren. Der

Technologietransfer zu den am Forderprojekt beteiligten Industriepartnern ist erfolgreich erfolgt.
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Die hier vorliegende Expertise zur Kultivierung und Aufreinigung von Viren ist grundséatzlich auf
andere virale Wirkstoffkandidaten ubertragbar und somit universell fur weitere Projekte
anwendbar. Hierzu zdhlen auch moégliche Prozessoptimierungen bereits zugelassener und

vermarkteter Wirkstoffe.

Nach erfolgreichen Anwendungstests konnten fiir Bewirtschafter von Sonderkulturen, wie
beispielsweise Heidelbeerkulturen, in Zukunft biologische Alternativen zu chemisch-synthetischen
Pflanzenschutzmitteln verfligbar sein. Diese Alternativen weisen eine hohe virale Spezifitat

gegenuber Schadlingen auf.

Derartige virale Insektizide allein oder in Kombination mit anderen biologischen
Pflanzenschutzmitteln stellen eine dringend bendtigte insektenspezifische Alternative zur

Bekampfung von Drosophila suzukii dar.

5. Bekannt gewordener Fortschritts anderer Stellen auf dem Gebiet des Vorhabens
wéahrend der Durchfiihrung des Vorhabens

Fur virale Insektizide gegen Drosophila suzukii sind im Verlauf des Forderzeitraums von dritter

Seite keine Ergebnisse bekannt geworden, die fir die Verwertung der Projektergebnisse relevant

sind oder diese in Frage stellen.

6. Erfolgte oder geplante Veroffentlichungen des Ergebnisses gem. Nr. 5 NABF

Projektergebnisse wurden auf folgenden Konferenzen prasentiert:

K. Lothert, Y. Harsy, T., Grob, K.-Z.,Lee, M. W. Wolff, Development of cell culture-based
production processes for insect viruses to enable targeted insecticide applications, 2023
DECHEMA Himmelfahrtstagung on Bioprocess Engineering 2023 - Novel production routes and

processes for bio-pharmaceuticals and industrial bioeconomy.

K. Lothert, Y. Harsy, T., Grob, K.-Z. Lee, M. W. Wolff, Development of a cell culture-derived viral

insecticide to control the spread of Drosophila suzukii, 2023 AIChE Annual Meeting

Anlagen
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