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Nekroptose ist eine neu entdeckte Form des lytischen Zelltods, die zur Freisetzung intrazellulérer
Inhalte fihrt und dadurch Entziindungen und Immunreaktionen auslost. Bleibt die Nekroptose
unkontrolliert, kann sie zu chronischen Entziindungen und der Pathophysiologie einer Vielzahl
von Krankheiten beitragen. Dazu gehdren beispielsweise Hautentzindungen, ischamische
Schlaganfélle, Myokardinfarkte, Aortenaneurysmen, Pankreatitis, entziindliche
Darmerkrankungen, Leber- und Nierenverletzungen sowie Infektionskrankheiten und bdsartige
Erkrankungen [1]. Trotz ihrer potenziellen Beteiligung an einer Vielzahl von Krankheiten gibt es
jedoch noch keine Therapien, die auf die Nekroptose abzielen. Dies liegt daran, dessen
Bedeutung in verschiedenen Krankheitsprozessen derzeit intensiv erforscht wird. Die
Durchfiihrung des letzten Schritts der Plasmamembran-Permeabilisierung in der Nekroptose
hangt von der Pseudokinase Mixed Lineage Kinase domain-Like (MLKL) ab. MLKL ist der einzige
Effektor, der ausschlief3lich an diesem Zelltodweg beteiligt ist, und daher ein attraktives Ziel fir
die Behandlung von Krankheiten, die mit Nekroptose zusammenh&ngen. Derzeit verfligbare
MLKL Inhibitoren bleiben auf Forschungsanwendungen im Labor beschrénkt, da sie nur eine
geringe Spezifitdt und Wirksamkeit aufweisen, sich nur bedingt fir Tiermodelle eignen, da sie nur
an menschliches MLKL binden, und haufig Off-Target-Effekte haben [2]. Folglich ist MLKL ein
neuartiges, noch wenig erforschtes Ziel zur Modulation des nekroptotischen Zelltods, das grol3es

Potenzial fur die Entwicklung neuer Medikamente gegen nekroptosebedingte Krankheiten bietet.

In diesem Szenario, wir haben eine hydrophobe Tasche in MLKL entdeckt und gezeigt, dass ein
Eingriff in diese Tasche die Nekroptose vollstandig blockiert. Auf der Grundlage dieser
Erkenntnisse wir eine neue Strategie entwickelt, um die Nekroptose gezielt zu stéren, indem wir
die Aktivitat von MLKL mit kleinen Molekulen, die mit dieser bisher noch nicht genutzten Tasche
interagieren, allosterisch Regulieren. Mit dieser neuen Strategie Uberwinden wir die Grenzen der
derzeit verfugbaren MLKL-Inhibitoren: diese neue Klasse von Inhibitoren hat ein hoheres
Potenzial, die Nekroptose in verschiedenen Krankheitssituationen spezifisch zu blockieren, da

sie mit einer ausschlief3lich in MLKL vorhandenen Bindungsstelle interagiert.

Unser Ubergeordnetes Ziel ist die Entwicklung neuer, speziell auf MLKL abzielender, Molekile
zur Behandlung von Entzindungskrankheiten. Wir erwarten, dass wir in den kommenden Jahren

einen innovativen Wirkstoff oder eine Wirkstofffamilie liefern konnen, die fur préklinische/klinische



Studien optimiert sind, um sie in unserem zuklnftigen eigenen Unternehmen oder in

Zusammenarbeit mit der Pharmaindustrie weiter zu verwerten.
Analyse des Technologiefeldes (Fto)

Aus der Bewertung geht hervor, dass in den letzten zehn Jahren die Zahl der angemeldeten
Patente fur Inhibitoren oder Modulatoren des Zelltods oder der Nekroptose, eingegrenzt auf die
Patentklasse der Kinasen, leicht gestiegen ist. Die Zahl der erteilten Patente ging jedoch im Laufe
der Zeit zurlck, was ein Hinweis auf Schwierigkeiten bei der erfolgreichen Entwicklung von
Kinaseinhibitoren fiir den Markt sein kdnnte. Die Nachfrage nach enzymbasierten Technologien
und Enzymbehandlungen ist seit 2011 gestiegen, im Gegensatz zu anderen Technologien, wie
z. B. solchen, die modifiziertes genetisches Material enthalten, die nur méRig gestiegen sind, und
anderen Technologien, die auf einem konstant niedrigen Niveau stagniert haben. Da das aktuelle
Projekt auf einer neuartigen Inhibitorenklasse mit einer wesentlich anderen Wirkungsweise auf
die Pseudokinase MLKL basiert, entwickeln wir eine Uberlegene und neue Wirkstoffklasse flr

Indikationen, die mit bisherigen Ansatzen zur MLKL-Hemmung nicht erreicht werden konnten.
Patentanmeldungen und Schutzrechtsstrategie

Vor der Sondierungsphase haben wir eine Patentanmeldung "Modulation of mixed lineage kinase
domain-like protein signaling” eingereicht (Anmeldenummer EP20173672.5, Prioritatsdatum 8.
Mai 2020). Die Patentrechte sind inzwischen von der Universitdt TUbingen als bisheriger
Inhaberin auf die Universitat zu Kéln (UzK) Gbertragen worden, um die volle Unabhéangigkeit flr
weitere strategische Entscheidungen im Patentierungsprozess zu haben. Die Erfindung basiert
auf einem Verfahren zur Modulation der Aktivierung oder Hemmung von MLKL oder Varianten
durch Modulation der intramolekularen Wechselwirkungen innerhalb der hydrophoben
Bindungstasche. Da das aktuelle Patent keine Verbindungen abdeckt, die zu einem zuklnftigen
therapeutischen Produkt weiterentwickelt werden, sondern vielmehr das MLKL Inhibitions
konzept und beispielhafte Verbindungen abdeckt, beschrankte sich die Nationalisierung des
Patents auf die EU (EP21723755.1) und die USA (US 17/924,066) als die beiden wichtigsten
Markte.

References

[1] Khoury, M.K., et al., Necroptosis in the Pathophysiology of Disease. Am J Pathol, 2020. 190(2): p. 272-
285.

[2] Gardner, C.R.,, et al., From (Tool)Bench to Bedside: The Potential of Necroptosis Inhibitors. ] Med Chem,
2023.66(4): p. 2361-2385



Eingehende Darstellung
Eine neue Klasse von Nekroptose-Inhibitoren zur Behandlung von Krankheiten (NEKIN)
Projektleiter: Dr. Uris Lianne Ros Quincoces
l. Ziele

Nekroptose ist eine neu entdeckte Form des lytischen Zelltods, die zur Freisetzung intrazellularer
Inhalte fihrt und dadurch Entzindungen und Immunreaktionen auslost. Bleibt die Nekroptose
unkontrolliert, kann sie zu chronischen Entziindungen und der Pathophysiologie einer Vielzahl von
Krankheiten beitragen. Dazu gehoren beispielsweise Hautentzindungen, ischamische
Schlaganfalle, Myokardinfarkte, Aortenaneurysmen, Pankreatitis, entziindliche Darmerkrankungen,
Leber- und Nierenverletzungen sowie Infektionskrankheiten und bosartige Erkrankungen [1]. Trotz
ihrer potenziellen Beteiligung an einer Vielzahl von Krankheiten gibt es jedoch noch keine Therapien,
die auf die Nekroptose abzielen. Dies liegt daran, dessen Bedeutung in verschiedenen
Krankheitsprozessen derzeit intensiv erforscht wird.

Die Durchfihrung des letzten Schritts der Plasmamembran-Permeabilisierung in der Nekroptose
hangt von der Pseudokinase Mixed Lineage Kinase domain-Like (MLKL) ab. MLKL ist der einzige
Effektor, der ausschlie3lich an diesem Zelltodweg beteiligt ist, und daher ein attraktives Ziel fir die
Behandlung von Krankheiten, die mit Nekroptose zusammenhangen. Derzeit verfigbare MLKL-
Inhibitoren bleiben auf Forschungsanwendungen im Labor beschrankt, da sie nur eine geringe
Spezifitat und Wirksamkeit aufweisen, sich nur bedingt fiir Tiermodelle eignen, da sie nur an
menschliches MLKL binden, und haufig Off-Target-Effekte haben [2]. Folglich ist MLKL ein
neuartiges, noch wenig erforschtes Ziel zur Modulation des nekroptotischen Zelltods, das grof3es

Potenzial fur die Entwicklung neuer Medikamente gegen nekroptosebedingte Krankheiten bietet.

In diesem Szenario, wir haben eine hydrophobe Tasche in MLKL entdeckt und gezeigt, dass ein
Eingriff in diese Tasche die Nekroptose vollstandig blockiert. Auf der Grundlage dieser Erkenntnisse
wir eine neue Strategie entwickelt, um die Nekroptose gezielt zu stéren, indem wir die Aktivitat von
MLKL mit kleinen Molekilen, die mit dieser bisher noch nicht genutzten Tasche interagieren,
allosterisch Regulieren. Mit dieser neuen Strategie Uberwinden wir die Grenzen der derzeit
verfugbaren MLKL-Inhibitoren: diese neue Klasse von Inhibitoren hat ein hoheres Potenzial, die
Nekroptose in verschiedenen Krankheitssituationen spezifisch zu blockieren, da sie mit einer

ausschlieB3lich in MLKL vorhandenen Bindungsstelle interagiert.

Unser Ubergeordnetes Ziel ist die Entwicklung neuer, speziell auf MLKL abzielender, Molektle
zur Behandlung von Entziindungskrankheiten. Wir erwarten, dass wir in den kommenden Jahren
einen innovativen Wirkstoff oder eine Wirkstofffamilie liefern konnen, die fir praklinische/klinische
Studien optimiert sind, um sie in unserem zukunftigen eigenen Unternehmen oder in

Zusammenarbeit mit der Pharmaindustrie weiter zu verwerten.



Il. Stand der Wissenschaft und Technik; bisherige Arbeiten

Nekroptose ist eine Form des Zelltods, die mit entzindlichen, kardiovaskularen,
neurodegenerativen, infektiosen und onkologischen Krankheiten in Verbindung gebracht wird. Der
NekroptoseSignalweg hangt von einer Vielzahl von Proteinen mit unterschiedlichen Funktionen ab.
Ein breites Spektrum von Todes- und Immunrezeptoren (z. B. Tumor-Nekrose-Faktor (TNF) und
Toll-Like-Rezeptoren (TLR)) sind die ersten Knotenpunkte, die Stress- oder Gefahrenreize in
intrazellulare Reaktionen umsetzen, wahrend eine Reihe von Proteinen mit Kinaseaktivitat (z. B.
Rezeptor-interagierende Proteinkinasen 1/3 (RIPK1/3)) fur die Signalweiterleitung Uber die
Aktivierung nachgeschalteter Molekule verantwortlich ist. Alle diese Schritte laufen im letzten Schritt
der Permeabilisierung der Plasmamembran zusammen, der spezifisch von MLKL (Mixed-Lineage

Kinase domain-Like) ausgefthrt wird [2].

Aufgrund dieser einzigartigen und zentralen Rolle bei der Nekroptose ist MLKL ein attraktives
Molekdl fur die gezielte Beeinflussung dieses Weges. Die Hemmung der Nekroptose durch die
gezielte Beeinflussung von MLKL hat mehrere Vorteile. Erstens handelt es sich um eine
Pseudokinase mit porenbildender Aktivitdt, so dass sich ihre Aktivitat von der in Zellen
vorkommenden promiskuitiven Kinaseaktivitat unterscheidet. Zweitens ist sie der am meisten
nachgeschaltete Effektor der Nekroptose und im Gegensatz zu anderen Komponenten des
Sighalweges nicht mit anderen zellularen Wegen wie Apoptose und Zelliiberlebenswegen
verbunden. In dieser Hinsicht kénnte die Hemmung von MLKL die Probleme umgehen, die bei der
Hemmung von RIPK1 (ebenfalls mit der Genexpression und dem Uberlebensweg verbunden) und

RIPK3 (Aktivierung der aberranten Apoptose) beobachtet wurden [3].

Aufgrund all dieser Vorteile und der zentralen Rolle der Nekroptose bei zahlreichen Erkrankungen
ist das Targeting von MLKL mit kleinen Molekulen in verschiedenen klinischen Umgebungen von
groBem Potenzial. Derzeit verfugbare MLKL-Inhibitoren leiden jedoch noch unter mehreren
Einschrankungen, darunter maRige Wirksamkeit, enge Struktur-Wirkungs-Beziehung oder
unerwinschte Off-Target-Effekte, die ihre Entwicklung als Arzneimittel einschranken. Dartber
hinaus sind viele von ihnen spezifisch fur menschliches MLKL, was zusammen mit dem Mangel an
humanisierten Tiermodellen der Nekroptose seine Anwendung in der Grundlagenforschung und
vorklinischen Studien mit Mausen verbietet (Tabelle 1). Sie sind alle auf frihe Stadien der

Arzneimittelentwicklung beschrankt und werden meist zu Forschungszwecken eingesetzt.

Tabelle 1: Derzeit verfugbare MLKL-Inhibitoren

Klasse Ziel (Modus) Beispiele Eigenschaften

+ Vorteile - Beschrankungen




Irreversible Cys86 von - Nekrosulfamid + Potenz (einige mit IC50 im nM-
Inhibitoren | menschlichem (NSA) Bereich)
[4-7] MLKL ) o .
- Liganden auf AusschliefZliche Bindung an
(kovalent und Xanthinbasis (z. B. humanes MLKL
allosterisch) TC13172 oder BI-8925) | - Off-Target-Effekte: binden an jedes
- Liganden auf Uracil reaktive Cys in der Zelle (z. B.
Basis (z. B. die bindet NSA an GSDMD, den
Verbindungen 56 und Ausléser der Pyroptose (eine
66) andere Form des Zelltods)
Kinase- ATP- - Aminopyrimidine (z. + Potenz (einige mit IC50 im nM-
Inhibitoren | Bindungsstelle | B. GW806742X oder Bereich)
[8-10] (nicht Verbindung 2) - Off-Target-Effekte: geringe Kinom-
kovalent) - AMG-47a Selektivitat. Da die ATP-
Bindungsstelle von MLKL
strukturelle Ahnlichkeiten mit
anderen (Pseudo-)Kinasen aufweist,
richten sie sich auch gegen RIPK1
und/oder RIPK3
Fragment- | 4HB-Doméne | - Verbindungen 1-7 - Geringe Affinitat (im mM-Bereich)
basierte (nicht kovalent - Nicht in Zellen getestet
Binder [11] und
- Keine Off-Target-Effekte getestet
allosterisch)

2.1. Wissenschaftliche Strategie

2.1.1 Vorlaufige Ergebnisse (vor der Sondierungsphase)

Auf der Grundlage der Analyse der Struktur-Funktions-Beziehungen verschiedener MLKL-Isoformen

haben wir einen neuen Bereich in MLKL gefunden, der so zentral fur die Funktion ist, dass eine

Storung dieser Bindungstasche die Nekroptose vollstéandig verhindert. Bei dieser Stelle handelt es

sich um eine hydrophobe Tasche, die sich auRBerhalb der ATP-bindenden Region von Kinasen und

Pseudokinasen befindet. Diese strukturellen Eigenschaften machen diesen Bereich zu einem

hervorragenden Kandidaten fur die spezifische Hemmung von MLKL und Nekroptose. Daher haben

wir eine Strategie entwickelt, um die Aktivitdt von MLKL durch allosterisches Targeting dieser Tasche

Uber nicht-kovalente Wechselwirkungen mit kleinen Molekilen zu modulieren. Mit dieser neuen

Strategie Uberwinden wir die Grenzen der derzeit verfigbaren MLKL-Inhibitoren (Tabelle 1).




Um unsere Strategie zu testen, fuhrten wir ein erstes in-silico-Screening nach kleinen Molekilen
durch, die auf diese neue Stelle von MLKL abzielen, und wahlten zwei Verbindungen aus (hier als
C2 und C4 bezeichnet). Bei ihrer Charakterisierung stellten wir fest, dass C4 die Nekroptose in
menschlichen HT-29-Zellen hemmt, wahrend C2 die Nekroptose in NIH-3T3-Zellen der Maus
hemmt. Die Wirkung der Inhibitoren war zeit- und dosisabhangig, und die fur eine 50%ige Hemmung
erforderliche Konzentration (IC50) lag im mikromolaren Konzentrationsbereich (~50 uM ftr C4 und
~10 uM fur C2). Bemerkenswerterweise konnten wir auch feststellen, dass C2 die MLKL-vermittelte
Dermatitis bei Mausen erheblich lindern konnte, was darauf hindeutet, dass es auch in vivo eine
starke Wirkung hat. Von Bedeutung ist, dass C2 in vivo nicht toxisch war (< 30 mg/kg). Aus dieser
vorlaufigen Studie ging C2 als neues Wirkstoffmolekilhervor, das es erstmals ermdglichte, die
Folgen einer chemischen Hemmung von MLKL in Mausmodellen zu untersuchen, was neue

Maoglichkeiten fur die Behandlung von mit Nekroptose verbundenen Krankheiten ermdglicht.

Nachdem wir unsere ersten Verbindungen getestet hatten, flihrten wir ein erweitertes in-silico-
Screening nach kleinen Molekilen durch, die potenziell an der selben allosterische Bindungsstelle
von MLKL angreifen. Diese Substanzbibliothek wurde auf der Grundlage ihrer Affinitat zu MLKL und
ihrer Wirksamkeit bei der Hemmung der Nekroptose charakterisiert. Dazu testeten wir die
Wechselwirkung der Substanzbibliotheken mit rekombinantem MLKL mittels
Oberflachenplasmonenresonanz (SPR) und ihre Wirkung auf die Nekroptose mit einem Zelltodtest.
Wir identifizierten C111 als optimierte Verbindung mit einer Affinitdt und Hemmwerten im niedrigen
mikromolaren Konzentrationsbereich (5 uM). Wichtig ist, dass C111 in der Lage war, sowohl auf die
menschliche als auch auf die Maus-MLKL abzuzielen und daher die Nekroptose in menschlichen
und Maus-Zelllinien zu hemmen. Dies stellt einen Vorteil gegentber vielen der derzeit
verfligbaren Inhibitoren dar, die nur auf menschliches MLKL abzielen, was ihre Anwendung

in préklinischen Versuchen ausschliel3t (Tabelle 1).
2.1.1 Ergebnisse aus der Sondierungsphase
i. Validierung von MLKL als Ziel einer neuen Klasse von Nekroptose-Hemmern

Wir haben eine Pipeline fiir die Validierung von MLKL als Ziel der Inhibitoren in vitro und in
kultivierten S&augetierzellen erstellt. Zunachst untersuchten wir die Spezifitat von C2 und C4, indem
wir ihre physikalische Interaktion mit rekombinantem MLKL quantifizierten. Mithilfe der mikroskaligen
Thermophorese (MST) schatzten wir, dass die Bindungsaffinitat zwischen MLKL und den Inhibitoren
(Kd) im niedrigen pM-Bereich liegt. Da C2 der erste uns bekannte Inhibitor von MLKL aus der Maus
ist, haben wir seine Wechselwirkung mit MLKL genauer charakterisiert. Mit Hilfe der Isothermalen
Titrationskalorimetrie bestatigten wir, dass seine Affinitat zu MLKL bei etwa 5 uM liegt. Mit Hilfe eines
zellularen thermischen Verschiebungstests (CETSA) in Kombination mit einer Western-Blot-Analyse
(WB) konnten wir bestatigen, dass MLKL ein Ziel des Inhibitors in der zellularen Umgebung ist.
AuBerdem begannen wir mit der Entwicklung einer Affinitatsanreicherungsstrategie zur Target-

Validierung und Off-Target-ldentifizierung der Inhibitoren. Zu diesem Zweck haben wir eine
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biotinylierte Version von C2 hergestellt. Nachdem wir bestatigt hatten, dass dieses Derivat die
gleiche hemmende Wirkung wie die urspriingliche Verbindung hat, fihrten wir einen Anti-
Streptavidin-Pulldown durch und analysierten die Proben mittels WB. In Ubereinstimmung mit
unseren friheren Ergebnissen haben wir bestatigt, dass MLKL ein Ziel von C2 in Zellen ist
(Abbildung 2D). Als Nachstes werden wir die Proben mittels Massenspektrometrie analysieren, um

die Off-Target-ldentifizierung weiter durchzufiihren.
ii. Identifizierung und Charakterisierung neuer Verbindungen mit optimierten Eigenschaften

Eine neue Bibliothek von Derivaten der optimierten Verbindung X wurde erworben und mit unseren
bereits etablierten Instrumenten in vitro charakterisiert. In einem ersten Screening identifizierten wir
vier neue Inhibitoren, die die Nekroptose in einer menschlichen Zelllinie hemmen konnten (Abbildung
3A). Diese Verbindungen zeichnen sich durch eine IC50 im niedrigen uM-Bereich aus, sowohl in
menschlichen als auch in Mausezellen (Abbildung 3B). Bei den meisten von ihnen blieb diese
Wirkung Uber lange Zeitrdume erhalten, was einen Vorteil gegeniber den ersten Proof-of-Principle-
Inhibitoren (C2 und C4) darstellt. Diese Verbindungen zeichnen sich durch eine IC50 im niedrigen
pMM-Bereich aus, sowohl in menschlichen als auch in Mausezellen. Die Affinitat inrer Wechselwirkung
mit rekombinantem MLKL lag ebenfalls in diesem Konzentrationsbereich, wie durch MST geschétzt.
Wir haben mit Hilfe eines CETSA-Ansatzes validiert, dass Verbindung tber einen On-Target-Effekt
in Zellen wirken, und fiihren derzeit zur Bestétigung einen alternativen affinitatsbasierten Pull-down-
Ansatz durch. Wir haben auch die Moglichkeit ausgeschlossen, dass sie stromaufwarts von MLKL
im Signalweg wirken, indem wir ihre Bindung an RIPK1/3 getestet haben. Die fehlende Bindung an
diese Kinasen ist ein Vorteil im Vergleich zu den ersten Proof-of-Principle-Inhibitoren (C2 und C4).
Derzeit arbeiten wir an der Charakterisierung der Toxizitdt und der Pharmakokinetik von das

Verbindung, wofir wir die Dienste von Eurofins in Anspruch genommen haben.

iii. Wirkung der Inhibitoren in verschiedenen Modellen von MLKL-vermittelten Krankheiten

(vertraulich)

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass unsere Forschungsideen in diesem Stadium von einer
formulierten Hypothese zu einer Proof-of-Principle-Validierung und Pre-Hit-ldentifizierung
weiterentwickelt wurden. Die ersten identifizierten Verbindungen (C2 und C4) wurden in vitro
charakterisiert und in Zellen getestet. Die Pharmakokinetik und Toxizitat von C2 wurde bewertet und
auch seine Wirksamkeit in zwei in vivo-Modellen von MLKL-vermittelten Krankheiten. Anschliel3end
fuhrten wir ein zweites erweitertes Screening durch, bei dem X als optimierte Verbindung identifiziert
wurde, die in der Lage ist, die Nekroptose sowohl in menschlichen als auch in Mausezellen zu
hemmen. Eine Bibliothek von X-Derivaten wurde ebenfalls getestet und neue optimierte
Verbindungen wurden charakterisiert. Wir bestatigten aul3erdem, dass MLKL ein Ziel dieser
Molekile in Zellen ist, und schlossen die Mdglichkeit aus, dass sie Uber das Targeting von

vorgelagerten RIP-Kinasen wirken. Wir sind nun bereit fur die Entwicklung und Charakterisierung



neuer kleiner Molektle, die auf MLKL abzielen und deren Eigenschaften als Arzneimittel optimiert

sind.
2.2. Perspektiven fur die ErschlieBung einer neuen Klasse von MLKL-Inhibitoren
2.2.1. Analyse des Technologiefeldes (Fto)

In einem von Provendis unterstiitzten Arbeitspaket wurden die IP-Landschaft und der potenzielle
Wettbewerb fur MLKL-Inhibitoren als Wirkstoffe flr die Therapie bewertet. Aus der Bewertung geht
hervor, dass in den letzten zehn Jahren die Zahl der angemeldeten Patente fUr Inhibitoren oder
Modulatoren des Zelltods oder der Nekroptose, eingegrenzt auf die Patentklasse der Kinasen, leicht
gestiegen ist. Die Zahl der erteilten Patente ging jedoch im Laufe der Zeit zurlick, was ein Hinweis
auf Schwierigkeiten bei der erfolgreichen Entwicklung von Kinaseinhibitoren fiir den Markt sein
konnte (Abbildung 1). Die Nachfrage nach enzymbasierten Technologien und Enzymbehandlungen
ist seit 2011 gestiegen, im Gegensatz zu anderen Technologien, wie z. B. solchen, die modifiziertes
genetisches Material enthalten,
die nur maRig gestiegen sind, und
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Inhibitorenklasse mit einer
wesentlich anderen Wirkungsweise auf die Pseudokinase MLKL basiert, entwickeln wir eine
Uberlegene und neue Wirkstoffklasse fUr Indikationen, die mit bisherigen Anséatzen zur MLKL-

Hemmung nicht erreicht werden konnten.

Abbildung 1: Patentanalyse in verschiedenen technischen Bereichen der Kinasehemmung

einschlieB3lich aller Arten von Hemmestoffen im Zusammenhang mit Zelltod oder Nekroptose.

Die Analyse ergab aufRerdem, dass drei Unternehmen derzeit an der Entwicklung von MLKL-
verwandten Verbindungen als Therapeutika arbeiten (Sironax Ltd aus China; Canthera Discovery
und Catalyst Therapeutics Pty Ltd, beide aus Australien). Alle diese Entwicklungsprogramme fir
MLKL befinden sich jedoch entweder in der frihen Entwicklungsphase oder sind sogar inaktiv. Daher
konnten wir keine MLKL-Inhibitoren ausfindig machen, die derzeit zugelassen sind oder sich in der
klinischen Erprobung befinden, und diejenigen, die Gegenstand anderer Patentanmeldungen sind,
Uiberschneiden sich nicht mit unserem neuartigen Ansatz fur MLKL als Ziel. Sie zielen zumeist auf
die ATP-Bindungsstelle von MLKL ab, die sie mit den RIPKs des Signalwegs und anderen Kinasen
in der Zelle gemeinsam haben und die sich als erfolglose Strategie erwiesen hat (Tabelle 1). Daher
ist die Platzierung neuer und spezifischerer Verbindungen, die allosterisch auf die MLKL-

Bindungsstelle abzielen, sehr vielversprechend.

2.2.2 Patentanmeldungen und Schutzrechtsstrategie



Vor der Sondierungsphase haben wir eine Patentanmeldung "Modulation of mixed lineage kinase
domain-like protein signaling" eingereicht (Anmeldenummer EP20173672.5, Prioritatsdatum 8. Mai
2020). Die Patentrechte sind inzwischen von der Universitat Tubingen als bisheriger Inhaberin auf
die Universitat zu Koéln (UzK) Ubertragen worden, um die volle Unabhéangigkeit flr weitere
strategische Entscheidungen im Patentierungsprozess zu haben. Die Erfindung basiert auf einem
Verfahren zur Modulation der Aktivierung oder Hemmung von MLKL oder Varianten durch
Modulation der intramolekularen Wechselwirkungen innerhalb der hydrophoben Bindungstasche.
Sie beinhaltet Methoden und kleine Molekiile (d.h. die ersten prinzipiellen Verbindungen C2 und C4
und Derivate), die erstmals auf die offenbarte intramolekulare Wechselwirkung abzielen. Die
Erfindung beinhaltet auch Anwendungen, einschlie3lich medizinischer Anwendungen wie
Behandlungen, von MLKL-gesteuerten Zustanden, einschlieBlich Nekroptose, Zell transport,
pathologische Immunreaktionen und/oder Entziindungen. Wahrend der Sondierungsphase trat die
Erfindung in die nationale Phase ein. Da das aktuelle Patent keine Verbindungen abdeckt, die zu
einem zukinftigen therapeutischen Produkt weiterentwickelt werden, sondern vielmehr das MLKL-
Inhibitionskonzept und beispielhafte Verbindungen abdeckt, beschrankte sich die Nationalisierung
des Patents auf die EU (EP21723755.1) und die USA (US 17/924,066) als die beiden wichtigsten
Markte. Da im Laufe des Projekts neuartige Molekdle identifiziert und optimiert werden, wird das
Potenzial fir neue Schutzrechte in Zusammenarbeit mit der Transferabteilung der UzK laufend
bewertet. Bei gegebener Neuheit und/oder strategischer Bedeutung fir das Projekt sollen

zusatzliche Patentanmeldungen realisiert werden.
2.2.3. Alternative Geschaftsmodelle fur die Verwertung der Inhibitoren

In einem vom Gateway Exzellenz Start-up Center (ESC) der UzK unterstitzten Arbeitspaket wurden
drei verschiedene Verwertungsoptionen in Betracht gezogen: (A) Lizenzierung eines Patents oder
einer Patentfamilie fur neue MLKL-Inhibitoren, (B) Fortsetzung der Entwicklung der Inhibitoren
entweder allein oder in Zusammenarbeit mit einem Partner aus der Industrie oder (C) Griindung
eines Spin-off-Unternehmens fiur die vollstandige Entwicklung unserer Inhibitoren. Wir halten die
Alternative C aufgrund der Kosten und der Komplexitat der fiir klinische Studien erforderlichen
Infrastruktur fir die am wenigsten praktikable. Daher werden wir uns auf die realistischeren

Alternativen (A und B) konzentrieren.
IV. Verwertungsplan
- Wirtschaftliche Erfolgsaussichten

Unsere neue Klasse von MLKL-Inhibitoren ist in der Forschung und auf dem Markt bereits jetzt von
groBem Interesse, da es bisher noch keinen Nekroptose-Inhibitor in der Klinik gibt. MLKL stellt
aulBerdem ein neues Target dar, das bisher noch nicht genutzt wurde. Kinasen und verwandte
Proteine sind als Zielmolekile fir die Modulation des Zelltods von grol3em Interesse, obwohl vielen

Ansatze zum Kinasetargeting in den letzten Jahre gescheitert sind. Unsere Strategie ist



vielversprechend, da sie sich auf den einzigen und nachgeschalteten Effektor in der Signalkette der
Nekroptose, MLKL, konzentriert. Da die erfolgreiche Entwicklung von Kinase-Inhibitoren fir den
Markt mit zahlreichen Schwierigkeiten verbunden ist, hat die Entwicklung einer neuen Strategie, die
auf einer allosterischen Stelle einer Pseudokinase basiert, ein hoheres Potenzial, sich auf dem Markt
durchzusetzen. Allerdings sind derzeit keine MLKL-Inhibitoren fur die Behandlung chronischer
Krankheiten zugelassen oder in der klinischen Prifung. Obwohl MLKL-Inhibitoren Gegenstand
anderer Patentanmeldungen sind, verfolgt die von uns vorgeschlagene neue Klasse von Inhibitoren
einen vollig neuen Ansatz, der auf eine exklusive Bindungsstelle in MLKL abzielt. Wir haben bereits
eine Patentanmeldung flr unseren Ansatz eingereicht, der ein groRes Potenzial hat. Derzeit werden
Patente fur MLKL-Inhibitoren in Europa nicht erteilt, so dass die Erlangung von

verwertungsrelevanten Schutzrechten vielversprechend erscheint.

Kurzfristig erwarten wir die Entwicklung neuer Molekiile, die MLKL mit hoher Affinitat angreifen und
die Nekroptose mit hoher Wirksamkeit hemmen. Da sich das Verstandnis der Rolle von MLKL bei
Krankheiten noch in einem frihen Stadium befindet, werden diese Molekile in verschiedenen
Tiermodellen getestet, aus denen wir die beste Indikation fur die weitere Verwertung bestimmen
werden. Unser mittelfristiges Ziel ist die préklinische Charakterisierung und Optimierung, um
Anschlussmoglichkeiten fur klinische Studien im Zusammenhang mit chronischen Krankheiten zu
schaffen. Unser langfristiges Ziel ist es, innovative allosterische Inhibitoren von MLKL als Wirkstoffe
mdoglichst weit, gunstigstenfalls bis in die klinische Phase zu entwickeln und mit der am besten
geeigneten Option, entweder in Kooperation, Lizenz oder durch die Griindung eines Start-ups, fur
eine Indikation mit hohem medizinischen Bedarf auf den Markt zu bringen. Dies wird den
akademischen Sektor (z.B. Universitat Koln, Universitat Tibingen) und die Industrie in Deutschland
zusammenbringen, um eine vollig neuartige Substanz fur die Behandlung chronischer Krankheiten

zu entwickeln.
Wissenschaftliche und/oder technische Erfolgsaussichten

Wir sind ein multidisziplindres wissenschaftliches Netzwerk, das sich aus Experten fir das in-silico-
Design von Arzneimitteln, medizinische Chemie, Biochemie, Zellbiologie und Krankheitsmodelle
zusammensetzt. Das Netzwerk verbindet Forschungsarbeiten der Universitdt zu Koln, der
Universitat Tubingen und des CSIC, Spanien. Unser Kernteam (Dr. Uris Ros und Prof. Ana Garcia)
verfugt Uber Expertise in Biochemie, Zellbiologie und Biophysik. In der Sondierungsphase haben
wir ein neues Teammitglied (Raed Shalaby) mit Fachkenntnissen in pharmazeutischer Chemie
eingestellt, das einen Teil des experimentellen Teils dieser Phase durchgefiihrt hat und die
experimentellen Arbeiten in der nachste phase fortfuhren wird. Wir arbeiten mit der Gruppe von
Prof. Antti Poso (Universitat Tubingen) beim in-silico-Screening der in dieser Phase getesteten
Inhibitoren zusammen, und er wird uns mit seinem Fachwissen beim In-silico-Design der neuen
Arzneimittel unterstitzen. Au3erdem arbeiten wir mit der Gruppe von Prof. Ana Martinez (CSIC,

Spanien) zusammen, die an der Entwicklung und Synthese des biotinylierten C2-Derivats gearbeitet
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hat und uns bei der Entwicklung und Synthese neuer molekularer Einheiten unterstitzen wird. Wir
haben auch eine Zusammenarbeit mit der Gruppe von Dr. John Weir (Friedrich Miescher Laboratory,
Tubingen) zur hochaufldsenden strukturellen Charakterisierung der Komplexe von MLKL-Inhibitoren
aufgenommen. Neben unserer bereits bestehenden Zusammenarbeit mit den Gruppen von Dr.
Nieves Peltzer und Prof. Manolis Pasparakis haben wir nun eine Kooperation mit der Gruppe von
Prof. Matti Adam zur in vivo Charakterisierung der Inhibitoren begonnen. Dariiber hinaus ist geplant,
die Lead Discovery Center GmbH als externen Experten zu kontaktieren, der uns im Prozess der
Medikamentenentwicklung unterstiitzen kann. Mit diesem multidisziplinaren Team, das sich aus
Experten fur Arzneimittelentwicklung, z.B. in silico Design, medizinische Chemie, Biochemie und
Krankheitsmodelle zusammensetzt, sind wir in einer hervorragenden Position, um die néchste

phase durchzufihren.
Wissenschaftliche und wirtschaftliche Anschlussfahigkeit

In der nachste phase werden wir neue Wirkstoffmolekile mit optimierten Eigenschaften zur Bindung
von MLKL und zur Hemmung der Nekroptose in Zellen erhalten und die beste Indikation fur ihre
weitere Charakterisierung in préklinischen und klinischen Studien definieren. Danach, werden wir
die Entwicklung eines optimierten Wirkstoffkandidaten fur die préklinische und klinische Prifung
vorantreiben, fir das wir uns um weitere Fordermittel (GoBio, EXIST, +VIP) oder um Kapitalgeber
bewerben wollen. Alternativ werden wir mit Partnern aus der Industrie wie ArgoBio Studio,
Boehringer Ingelheim oder The Lead Discovery Center GmbH zusammenarbeiten, die unsere
Expertise in der MLKL-Biologie und Nekroptose durch die Bereitstellung von Infrastruktur fir die
translationale Forschung und die Anbindung an den globalen Biotech- und Pharmamarkt erganzen

konnten.
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