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Transferrinrezeptor-vermittelte Transzytose eines TNFR2 Agonisten iiber die Blut-Hirn-
Schranken (BrainAim)

Teil 1 - Kurzbericht Unversitit Stuttgart
Urspriingliche Aufgabenstellung, wissenschaftlicher und technischer Stand:

TNFR2-selektive Agonisten wie ARTOS, ein hexavalentes TNF-Fc Fusionsprotein, sind in der Lage,
immunmodulierende Aktivititen auszuldsen, mit moglichen Anwendungen zur Behandlung u.a. von
neurodegenerativen Erkrankungen. Im innovativen BrainAim-Ansatz sollten diese Agonisten zur
Vermeidung einer systemischen Aktivierung in eine Prodrug-Form iiberfiihrt werden, die des Weiteren
einen Transferrin-Rezeptor-vermittelten Transport durch die Blut-Hirnschranke erméglicht zudem
durch selektive Bindung an eine Zielstruktur (TREM2) eine lokale Aktivierung durch Clustering der
Molekiile auf Mikrogliazellen vermittelt (proARTOS-TB).

Das wissenschaftlich-technische Ziel dieses Teilvorhabens bestand zum einen in der Entwicklung und
Herstellung dieser komplexen Antikorper-Fusionsproteins (proARTOS-TB) und verschiedener
Kontrollvarianten davon, und deren biochemischen und funktionellen Charakterisierung. Des Weiteren
sollte eine Evaluierung der Bioaktivitit von proARTOS-TB im Vergleich zu ARTOS und weiteren
Kontrollproteinen im Maus-Modell von Parkison durchgefiihrt werden. Gleichzeitig sollte ein
raumliches PK-PD Modell entwickelt werden, um besser zu verstehen, wie biochemische Eigenschaften
von proARTOS-Varianten die Funktion in Bezug auf ZNS-Permeation und Bioaktivitit beeinflussen.
Dieses Modell sollte im Weiteren angewandt werden, um die Eigenschaften der proARTOS-Varianten
im Hinblick auf eine verbesserte Freisetzung und Vor-Ort-Aktivitdt zu optimieren.

Ziel sollte es sein, dass (1) therapeutisch wirksame Konzentrationen von proARTOS-TB im ZNS
ankommen, (2) die Target-vermittelte Aktivierung von proARTOS-TB in vivo funktioniert und (3) die
lokale Aktivierung von TNFR2 im ZNS therapeutisch wirksam ist.

Die Kernaufgaben des Teilvorhabens umfassten damit:

1) Herstellung von TNFR2-Agonist Prodrug-Formen

2) Entwicklung eines rdumlichen PK-PD-Modells fiir ZNS-gerichtete TNFR2-Agonisten

3) In silico-Optimierung eines Lead-Kandidaten fiir einen TNFR2-Agonisten fiir maximale
Gehirnbarrieren-Permeation und Target-vermittelte Aktivierung

4) In vivo Bioaktivitét in einem Parkinson-Mausmodell

Die nachfolgenden Abschnitte enthalten Passagen, die als vertraulich einzustufen und nicht fiir
die Veroffentlichung vorgesehen sind, da eine Publikation und Patentanmeldung noch ausstehen.
Der entsprechende Text und zugehorige Daten wurden entfernt.

1) Herstellung von TNFR2-Agonist Prodrug-Formen

Die TNFR2-Agonist Produg-Formen bestehen aus unterschiedlichen modularen Komponenten. Sie
enthalten ein bereits etabliertes einzelkettiges TNF mit Selektivitdt fiir TNFR2 (scTNFr»), ein Fab-
Fragment gegen Transferrin-Rezeptor (TfR) (B-Komponente), ein Fab-Fragment gegen TREM2 (T-
Komponente), sowie einen heterodimerisierenden Fc-Teil, der alle Komponenten verbindet. Neben
einem bereits klinisch verwendeten TfR-Antikorper, der als Kontrolle diente, wurden neue TfR und
TREM2 Antikorper von der Firma Yumab isoliert und zur Verfiigung gestellt und im Rahmen dieses
Teilprojekts fiir die Herstellung der verschiedenen Fusionsproteine sowie IgG und Fab Molekiile fiir
eine initiale Charakterisierung verwendet. Sowohl fiir die TfR als auch TREM2 Antikorper konnten in



Zusammenarbeit mit den Kooperationspartnern geeignete Antikorper identifiziert werden und fiir die
Herstellung der Prodrug-Formen verwendet werden. Die komplexe Struktur erforderte dabei
Anpassungen an die Produktion und Reinigung, um ausreichende Mengen mit akzeptabler Reinheit zu
erhalten, die insbesondere durch die Prisenz der scTNFr» Struktur bedingt war. Die verschiedenen
Fusionsproteine wurden den Partnern fiir weitere Untersuchungen zum Transport durch
Bluthirnschrankenmodelle zur Verfiigung gestellt. Des Weiteren wurden funktionelle Untersuchungen
zur selektiven Aktivierung in Abhéngigkeit von TREM2-exprimierenden Zellen durchgefiihrt.

2) Entwicklung eines riumlichen PK-PD-Modells fiir ZNS-gerichtete TNFR2-Agonisten

Ein préadiktives rdumliches mechanistisches Modell der rezeptorvermittelten Transzytose (RMT) wurde
erstellt und anhand von Daten aller Partnerorganisationen parametrisiert. Die priadiktive Kapazitét des
Modells wurde durch die erfolgreiche Vorhersage der Transzytose-Effizienz von positiven (dem
monovalenten Format des Brainshuttle) und negativen Kontrollproteinen (dem bivalenten Format des
Brainshuttle) validiert. Gleichzeitig wurde ein pharmakokinetisches Modell des anti-TfR-Antikorpers
basierend auf verdffentlichten Pharmakokinetiken erstellt. Wir konnten eine perfekte log-log-Beziehung
zwischen Affinitit und spezifischer Clearance (zielvermittelte Wirkstoftbeseitigung) feststellen, die es
ermoglichte, die Pharmakokinetik von anti-TfR-Antikorpern basierend auf ihrer Affinitét
vorherzusagen. Dies wurde genutzt, um die pharmakokinetischen Eigenschaften unseres Lead-CNS-
targeting- Antikorpers vorherzusagen.

3) In silico-Optimierung eines Lead-Kandidaten fiir einen TNFR2-Agonisten fiir maximale
Gehirnbarrieren-Permeation und Target-vermittelte Aktivierung

Das validierte Vorhersagemodell zur Transzytose wurde zur Bewertung der fiir eine optimale ZNS-
Freisetzung erforderlichen Antikorpereigenschaften (In-silico-Optimierung) eingesetzt. Eine
anschlieBende In-silico-Analyse bestitigte, dass die hohe Bindung notwendig war, um eine hohe
Transzytosekapazitit (fmol/h) zu gewéhrleisten, wihrend eine hohe Dissoziationsrate notwendig war,
um eine maximale Transzytoseeffizienz (in %) zu gewdhrleisten, wobei die absolut transzytierten
Mengen der KapazitdtxEffizienz entsprechen.

4) In vivo Bioaktivitit in einem Parkinson-Mausmodell

Die Untersuchungen zur Pharmakinetik und Pharmakodynamik der TNFR2-Agonist Prodrug erfordert
eine Interaktion bzw. Kreuzreaktion des Leadkandidaten mit murinem TfR und TREM2. Solche
Antikorper standen nicht zur Verfiigung, sodass diese Untersuchungen im Rahmen des Teilprojekts
zuriickgestellt werden mussten.



Teil 2 — Ausfiithrlicher Bericht — Universitat Stuttgart

Einige nachfolgende Abschnitte sind als vertraulich einzustufen und nicht fiir die
Veroffentlichung vorgesehen, da eine Publikation und Patentanmeldung noch ausstehen.
Die entsprechenden Unterkapitel sind nochmals markiert mit "vertraulich".
Entsprechende Textstellen und Daten wurden entfernt.

Arbeitspaket 2: Maflgeschneiderte Biologika fiir BBB/BCSFB-Delivery und
Anti-TNFR2

Antikorper und Antikorper-Fusionsproteine des BrainAim-Projekts

Ziel des BrainAim-Projekts war die Entwicklung von TNFR2-agonistischen Prodrug-Fusionsproteinen,
die durch die Blut-Hirn-Schranke transportiert und durch Bindung an Mikroglia-Zellen aktiviert werden
konnen, was zur Clusterbildung und Transaktivierung von TNFR2 auf Neuronen fiihrt. Das endgiiltige
Molekiil, pro-ARTOS-TB, besteht somit aus einer Bindungsstelle (B) fiir den Transferrinrezeptor (TfR)
fiir die Transzytose durch die BHS/BCSFB, einer TREM2-Bindungsstelle (T) fiir die Bindung an
Mikrogliazellen, einem einzelkettigen TNFR2-selektiven TNF-Anteil (scTNFR2), der nur als
multivalenter Cluster aktiv ist, d.h. als l6sliches Protein inaktiv ist, und einem heterodimerisierenden Fc
als Fusionsanteil der die drei Komponenten verbindet (siche Abb. 1). Als Kontrollproteine wurden am
IZ1 verschiedene pro-ARTOS-Derivate entworfen, d.h. pro-ARTOS (ohne TfR- und TREM2-
Bindungsstelle), pro-ARTOS-B (ohne TREMZ2-Bindungsstelle) und pro-ARTOS-T (ohne TfR-
Bindungsstelle). Dariiber hinaus wurden am IZI und bei Yumab TfR- und TREM2-selektive IgGs und
monovalente Derivate hergestellt, um die Bindungseigenschaften und die Transzytoseaktivitit zu
untersuchen.

anti-TfR anti-TREM2

Yumab ‘,’ Yumab
library selections —) | {3 library selections
(scFvs) ilE (scFvs)
(M) ®)
TREM2 TR
Fab arm Fab arm
‘¢ knob-into hole
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ARTOS pro-ARTOS pro-ARTOS-B pro-ARTOS-T pro-ARTOS-TB

Abb. 1: Uberblick iiber die Auswahl von Antikérpern und Antikdrper-Fusionsproteinen. Neuartige Antikdrper
gegen TfR und TREM2 wurden aus Phagenbibliotheken (Yumab) ausgewdhlt und in mono- und bivalente
Antikdrpermolekiile umgewandelt. Ausgewihlte Bindungsstellen wurden dann zur Herstellung verschiedener Fc-
scTNFR2-Fusionsproteine (proARTOS-Derivate) verwendet, die fiir die Verabreichung an das Gehirn durch



Transzytose (B), die Bindung an das von Mikrogliazellen exprimierte Zielmolekiill TREM2 (T) oder eine
Kombination davon (pro-ARTOS-TB) entwickelt wurden.

Neuartige TfR-spezifische Antikorper fiir die Transzytose (vertraulich)

Neue TREM2-spezifische Antikorper fiir das Mikroglia-Targeting

YUMARB stellte uns auflerdem verschiedene neuartige Antikorper zur Verfiigung, die auf TREM?2
abzielen. Wir untersuchten ihre Bindung mittels ELISA an immobilisierten Rezeptoren und
Durchflusszytometrie an relevanten Zelllinien (THP1, BV2) mit charakterisierten Rezeptorhdufigkeiten
(Abb. 3, WP2-2). Auf der Grundlage dieser Daten wihlten wir den Antikorperkandidaten (G04), der die
stirkste Bindung an TREM2 mit ECso-Werten im subnanomolaren Bereich auf menschlichem BV2

zeigte, zur Herstellung des proARTOS-TB-Fusionsproteins und der Kontrollmolekiile aus (siche Abb.
1).
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Abb. 3: (Links) FACS-Bindung von IgG-TREM2-Zielmolekiilen auf THP1- und BV2-Zellen und

Zusammenfassung der EC50-Werte (unten rechts). MAB17291 ist ein kommerziell erhiltlicher Anti-TREM2-

Antikorper, der hier als Referenz verwendet wurde. (oben rechts) TREM2-Expression in relevanten Zelllinien,
gemessen mit FACS.

Bispezifische TfR-/EGFRvIII-Antikorper als Proof-of-Concept (vertraulich)

proARTOS, proARTOS-T, proARTOS-B, und proARTOS-TB

Als néchstes entwickelten wir pro-ARTOS-TB-Varianten zusammen mit den entsprechenden Fc-
Kontrollfusionsproteinen pro-ARTOS, pro-ARTOS-T und (WP2-1). Fiir einen ersten Proof of Concept
wihlten wir die Variante 408 fiir die TfR-Bindung und die Variante G04 fiir die TREM2-Bindung. Nach
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der anfénglichen biochemischen Charakterisierung stieBen wir auf Produktionsprobleme, insbesondere
bei Molekiilen, die Fab auf dem Fc-Knob exprimieren (monovalentes G04 und proARTOS-T), aber auch
bei der Verkniipfung der TNFR2-Komponente mit dem Fc-Knob (pro-ARTOS). Nachdem wir die
Bedingungen wihrend der Reinigung (z. B. pH-Gradient) erfolglos geéndert hatten, beschlossen wir,
alternative heterodimerisierende Fc-Mutationen (DEKK) einzufiihren, die eine elektrostatische
Steuerung der Fc-Heterodimerisierung ermdglichten, wodurch wir bivalente bispezifische Molekiile
erhielten. Wir entwickelten und produzierten erfolgreich monovalente Anti-TREM?2 G04, pro-ARTOS-
T und pro-ARTOS mit guter Reinheit (Abb. 5).

Die Affinitdt aller TNFR2-haltigen Molekiile fiir die relevanten Rezeptoren wurde mit ELISA und
Durchflusszytometrie untersucht (Abb. 5). Dariiber hinaus haben wir eine Zelllinie entwickelt, die auf
Verianderungen der NfkB-Expression mit der Abgabe von Lumineszenz reagiert (HeLaR2-NfkB-RE-
luc-Zellen). Anhand dieser Zellen konnten wir die Fahigkeit der proARTOS-Molekiile zur Aktivierung
der TNFR2-Signaliibertragung iiber den NF#B-Signalweg (WP2-3) nachweisen. Diese
mafgeschneiderten Biologika wurden dann an die Partner (UHEID und UMANN) geliefert, um sie in
ihren in vitro BBB- und BCSFB-Modellen zu testen (WP3 und WP4). Im Allgemeinen zeigten die
Molekiile je nach ihrer Wertigkeit angemessene Bindungseigenschaften. Dennoch konnten wir die
ausschlieBliche Bindung von TREM2 an Zellen nicht testen, da THP1- oder BV2-Zellen hohe Mengen
an TfR exprimieren. Um die mogliche TfR-vermittelte Aktivierung von TNFR2 zu iiberwinden,
entwickelten wir TREM2-beschichtete Beads, die in WP2-3 verwendet werden sollten (siche nichster
Abschnitt).
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Abb. 5: (Links) Coomassie-Farbung der verschiedenen proARTOS-Varianten unter nicht-reduzierenden (NR,
oben) oder reduzierenden (R, unten) Bedingungen. (Mitte) ELISA-Bindung der proARTOS-Varianten an
immobilisierte Rezeptoren: TfR (oben), TNFR2 (Mitte) oder TREM2 (unten). (Rechts) FACS-Bindung von
proARTOS-Varianten an FaDu- (oben) oder HeLaR2-Zellen (Mitte). Expression von TfR-, TNFR2- und TREM2-
Rezeptoren auf THP1-Zellen, gemessen mittels FACS (unten). 100 nM eines fiir ein virales Spike-Protein (CB6)
spezifischen IgG wurde in allen Experimenten als Negativkontrolle verwendet. N=3, ein représentatives
Diagramm wird hier gezeigt.



Target-abhiingige Aktivierung von TNFR2 durch proARTOS-TB

Wir untersuchten verschiedene Methoden zur Messung der Target-vermittelten Aktivierung von TNFR2,
darunter Co-Kultursysteme mit HelLaR2- und THPI1-Zellen, HelLaR2-Zellen, die auf TREM2-
beschichteten Platten kultiviert wurden, und die Verwendung von Beads. Aufgrund der
Herausforderungen, die sich bei diesen Ansétzen ergeben, haben wir ein modifiziertes TREM2-Protein
entwickelt, das mit Maleimid (MAL)-Kiigelchen reagieren kann. Wie bereits erwahnt, war dieser Schritt
auch notwendig, um das Problem der TfR-Expression in TREM2-positiven Zellen zu 16sen. Als
Reporterzelllinie verwendeten wir HeLaR2-NfkB-RE-luc-Zellen, die auf NF # B Verdnderungen mit der
Abgabe von Lumineszenz reagieren und so die nachgeschaltete Signalisierung der TNFR2-Aktivierung
messen. Wir behandelten diese Zellen mit pro-ARTOS-Molekiilen in Anwesenheit von TREM2-MAL-
Perlen, MAL-Perlen oder in deren Abwesenheit (WP2-3). Im Vergleich zu den nicht zielgerichteten
dreiwertigen (pro-ARTOS) und sechswertigen (ARTOS) TNFR2-haltigen TREM2-Zielmolekiilen
zeigte sich eine verstirkte Aktivierung, was auf einen positiven Effekt und eine TNFR2-Aktivierung
aufgrund der Bindung an TREM?2 darstellende Beads hinweist (Abb. 6).
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Abb. 6: (Links) proARTOS-Varianten und der Assay zur zielabhingigen Aktivierung von TNFR2. HeLaR2-NfkB-
RE-luc-Zellen wurden mit 100 nM TNFR2-haltigen Molekiilen zusammen mit TREM2-ummantelten Maleimid
(MAL)-Perlen behandelt. Nach 6 Stunden wurde die NfKb-Translokation anhand der emittierten Lumineszenz
gemessen. (Rechts) Anstieg der relativen Lumineszenzeinheit (RLU) im Vergleich zu unstimulierten Zellen von
Zellen, die mit TNFR2-haltigen Molekiilen behandelt und mit TREM2-beschichteten MAL-Perlen, MAL-Perlen
oder keinen Perlen inkubiert wurden. n=3, eine reprisentative Grafik ist hier gezeigt.

Arbeitspaket 5: In silico-guided optimization of CNS-targeting and transport

Datengestiitztes mathematisches Vorhersagemodell der Transzytose (vertraulich)

Erstellung eines pradiktiven Modells fiir Anti-TfR-Antikorper

Antikorper gegen den TfR weisen sowohl unspezifische (z. B. Elimination und Gewebeverteilung) als
auch spezifische (TMDD) Blut-Clearance-Wege auf (Ovacik & Lin, 2018). Typischerweise zeigen
Antikorper ein zweiphasiges Blut-Clearance-Profil, wobei die erste Phase (die schnelle Phase) von der
Verteilung des Antikorpers in periphere Gewebe dominiert wird. Wahrend dieser Phase stellt sich schnell
ein Gleichgewicht zwischen Blut und Peripherie ein, was zur zweiten Phase fiihrt, die von spezifischen
und unspezifischen Clearance-Mechanismen geprigt ist. Um ein pharmakokinetisches Modell zu
erstellen, entwickelten wir ein auf Differentialgleichungen (ordinary differential equations, ODEs)
basierendes 3-Kompartiment-Modell, bestehend aus Blut-, Peripherie- und Clearance-Kompartimenten
(Fig. 2A). Die Kinetik des Blut-Peripherie-Austauschs (k' und k?) und der gesamten Clearance (k%)
4



wurde an die Clearance-Daten von BSMono aus Mausblut angepasst (Weber et al., 2018). Dies
ermoglichte uns, die Clearance von BSMono zu simulieren und die Clearance-Kinetik erfolgreich zu
reproduzieren, unabhédngig davon, ob die Anpassung an die Rohdaten oder an eine angepasste Gleichung
zweiten Grades zur Zerfallsrate erfolgte (Fig. 2B). Wichtig ist, dass unspezifische Clearance-
Mechanismen, wie z. B. liber Organrouten oder Pinozytose, bei Antikorpern dhnlicher GroB3e konstant
bleiben, wihrend spezifische Clearance-Mechanismen, insbesondere TMDD, von Affinitatseffekten
abhidngen. Daher untersuchten wir als Nichstes die unspezifischen und spezifischen Clearance-Raten
basierend auf der Clearance eines Kontroll-IgG und von fiinf Anti-TfR-Varianten in Méusen mit
bekannter Affinitdt (Couch et al., 2013; Gadkar et al., 2016). Wir identifizierten erfolgreich die gesamten
Clearance-Raten fiir diese Antikérper und konnten durch Abzug der Kontroll-IgG-Clearance-Raten als
unspezifische Clearance die TfR-spezifischen Clearance-Raten fiir alle diese Antikdrper berechnen
(Beispiele in Fig. 2C-E). Anschlielend bewerteten wir, ob es eine Beziehung zwischen den gemessenen
Affinititen (Kp) der Antikdrper und den spezifischen Clearance-Raten gab. Bemerkenswerterweise
beobachteten wir fiir 4 der 5 Punkte eine aulergewohnliche log-log-Beziehung, die als Referenz fiir die
erwartete spezifische Clearance-Rate basierend auf der TfR-Affinitit diente (Fig. 2F). Schlielich
validierten wir diesen Ansatz, indem wir die gemessene Affinitdt von BSMono (9,7E-8 M) nutzten, um
ein vorhergesagtes Clearance-Profil fir BSMono zu erstellen, und dieses mit den experimentell
bestimmten Clearance-Daten verglichen (Fig. 2G) (Weber et al., 2018). Dies zeigte eine hervorragende
Ubereinstimmung zwischen der affinitéitsbasierten pharmakokinetischen Vorhersage und den
experimentellen Daten. Zusammenfassend konnten wir ein 3-Kompartiment-pharmakokinetisches
Modell fiir Anti-TfR-Antikdrper parametrisieren, das es uns ermoglicht, in vivo-Clearance-Raten aus
den gemessenen Affinitidten von Antikorpern abzuschitzen.
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Fig. 2: Vorhersage der Pharmakokinetik von Anti-TfR-Antikdrpern in Mausen. Schematische Darstellung
des pharmakokinetischen Kompartimentmodells (A). Ergebnisse der Parameteranpassung im Vergleich zu den
Rohdaten aus (Niewoehner et al., 2014) und einer Anpassung der Rohdaten an eine Zerfallsgleichung zweiten
Grades (B). Extraktion spezifischer und unspezifischer Clearance-Raten aus den Gesamt-Clearance-Profilen (C-
E). Die Gesamt-Clearance-Profile wurden an experimentelle Daten angepasst, die aus (Couch et al., 2013)
stammen. Die Affinitat der Antikorper aus (Gadkar et al., 2016) wurde mit den spezifischen Clearance-Raten
verglichen, wie sie in den Panels C-E extrahiert wurden. Die Daten wurden an eine log-log-Kurve angepasst (F).
Das pharmakokinetische Modul wurde verwendet, um das Clearance-Profil von BSMono basierend auf dessen
gemessener Affinitadt (WP6) vorherzusagen, die Daten wurden mit den tatséchlichen experimentellen Daten zur
BSMono-Clearance aus (Niewoehner et al., 2014) verglichen (G).

Ein pharmakokinetisches Modell sagt die Blut-Clearance des CNS-gerichteten
Antikorperkandidaten voraus (vertraulich)



Ein validiertes Modell der Transzytose sagt optimale Affinitatseigenschaften fur effektive
Transzytose voraus

Wir haben das Modell aus Fig.1 mit und ohne das pharmakokinetische Modul in einer Reihe von
Screening-Experimenten angewendet, um die optimalen Eigenschaften eines CNS-gerichteten
Antikorpers zu identifizieren. In Fig. 4 wird die Beziehung zwischen kon und Kofr in Bezug auf die
vorhergesagte Transzytose-Effizienz in hCMEC/D3-Zellen untersucht. Im Allgemeinen wird
vorhergesagt, dass ein optimaler Transzytose-induzierender Antikdrper sowohl ein hohes ko, als auch
ein hohes ko aufweisen sollte. Das Ko, zeigt eine einfache Beziehung zur Transzytose, wobei im
Allgemeinen gilt: Je héher das ko, desto hoher das Potenzial fir Transzytose. Das Kos zeigt hingegen
ein komplexeres Muster, bei dem hohere kos-Werte ab einem bestimmten Punkt der Transzytose
abtraglich zu sein scheinen. Dies spiegelt wahrscheinlich das Timing des Disengagements vom Rezeptor
wider, wobei das ideale Disengagement erst nach der Internalisierung erfolgt. Wichtig ist, dass
Antikorper kon und Kosr eine breite Korrelation aufweisen, wobei ein hoheres kon typischerweise mit
einem niedrigeren Ko einhergeht. Ebenso hat die Aviditét einen Uberproportionalen Einfluss auf die
Verringerung des kot im Vergleich zum Kkon. Dies konnte erkléren, warum monovalente Binder in der
Literatur das bevorzugte Format flir Transzytose-induzierende Antikérper geworden sind.

kon (M-1'S-1)
Log (relative transcytosis after 5 h)

Kot (s7)

Fig. 4: Modellbasierte Screening-Analyse der kon-off-Effekte auf die Transzytose. Logarithmisch aufgeteilte
kon-Werte wurden zwischen 1E3 M™!-s™ und 1E6 M™!-s™! permutiert, und ko wurde zwischen 1E7® s und 1E™!
s~ permutiert. Die kon-Kof-Permutationen wurden unter Bedingungen simuliert, die ein Pulse-Chase-Experiment
in hCMEC/D3 widerspiegeln, und die Transzytose-Level nach 5 Stunden wurden als Heatmap dargestellt. Die
gemessenen kos- und kos-Werte von BSMono sind zur Referenz angegeben.

Arbeitspaket 7: Biodistribution and bioactivity of proARTOS-TB

Aufgrund von Verzégerungen im Projekt, die durch die Auswirkungen der COVID-19-Pandemie
verursacht wurden, war es nicht moglich, wihrend des Projekts eine ethische Genehmigung fiir eine in
vivo-Studie zu erhalten. Eine Reihe von in vitro CharakterisierungsmaBnahmen und in vitro zu in vivo
Extrapolationen wurde verwendet, um diesen Aspekt des Projekts zu ersetzen. Eine in vivo-Studie
basierend auf den besten Kandidatenmolekiilen konnte in naher Zukunft in Betracht gezogen werden.
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Wichtigste Positionen des zahlenméafligen Nachweises
Personal insgesamt: 478.005,26€

Sachmittel: 61.805,92€

Reisekosten: 5.508,37€

Investitionen: 2.987,88€

Der Forderbetrag wurde wie geplant fiir die Finanzierung von 2 wissenschaftlichen Mitarbeitern,
Verbrauchsmitteln fiir Reagenzien und die notwendigen Rechenkapazititen eingesetzt.

Notwendigkeit und Angemessenheit der geleisteten Projektarbeiten

Von Erkrankungen des zentralen Nervensystems (ZNS) sind weltweit 3,4 Milliarden Menschen
betroffen, wobei die Behandlungsmdglichkeiten aufgrund einer Kombination von Faktoren oft begrenzt
sind (Steinmetz et al., 2024). Ein wichtiger Faktor, der derzeit untersucht wird, ist das schlechte
Eindringen potenzieller Therapeutika ins zentrale Nervensystem aufgrund des Vorhandenseins von
Hirnschranken, einschlieBlich der Blut-Hirn-Schranke (BBB) und der Blut-Liquor-Schranke (BCSFB),
die den Eintritt von Molekiilen in das ZNS streng regulieren und daher einen Engpass bei der
Entwicklung wirksamer, auf das ZNS ausgerichteter Therapeutika darstellen (Banks, 2016; Pardridge,
2005). Die rezeptorvermittelte Transzytose (RMT) ist ein Prozess, der es ermdglicht, therapeutische
Wirkstoffe in das ZNS zu transportieren und so dieses grofle Hindernis bei der Entwicklung von ZNS-
aktiven Therapeutika zu iiberwinden. Solche Therapeutika stellen allerdings komplexe Molekiile dar,.
Dies trifft in besonderem MalBe auf die in diesem Projekt entwickelten TNFR2-Agonisten-Prodrug zu,
die neben dem ZNS-delivery unter Verwendung einer TfR-Bindeeinheit als eigentliche
Wirkkomponente einen TNFR2-selektiven Liganden zur Induktion einer immunsuppressiven Aktivitat
sowie einen TREM2-spezifische Bindeeinheit fiir eine Zielstrukturabhéingiges Clustering der Prodrug
auf Mikrogliazellen enthilt. Solche Molekiile wurden bisher nicht beschrieben und deren Herstellung
erforderte einen grofen Aufwand beziiglich der Auswahl der einzelnen Komponenten sowie der
Charakaterisierung der biochemischen und funktionellen Eigenschaften, insbesondere beziiglich des
Transports durch die Bluthirnschranke und verwandte Strukturen. In den letzten Jahren hat eine Vielzahl
von Studien gezeigt, dass die RMT viel komplexer ist als urspriinglich angenommen, wobei Faktoren
wie Affinitdt (Haqqgani et al., 2018; Yu et al., 2011), Aviditdat (Niewoehner et al., 2014; Villasefor,
Schilling, Sundaresan, Lutz, & Collin, 2017), pH-Empfindlichkeit (Sade et al., 2014) und sterische
Anordnung (Hultqvist, Syvdnen, Fang, Lannfelt, & Sehlin, 2017) die Wirksamkeit der RMT
beeinflussen. Insbesondere fiihrt das Targeting von RMT-Rezeptoren auch zu einer target-mediated drug
disposition (TMDD), einer pharmakokinetischen Eigenschaft, die die potenzielle Verfiigbarkeit des
Therapeutikums verringern kann. Die TMDD hingt auch von Affinitits-Aviditéts-Effekten ab, die sich
ebenfalls auf die RMT-Wirksamkeit auswirken. Die Erstellung eines ZNS-gerichteten Antikoérpers
einhergehend mit einem PK-PD-Modell fiir ZNS-Targeting bieten daher einen ganzheitlichen Ansatz
zur Entflechtung der relativen Beitrdge der biochemischen Eigenschaften von Antikérpern zu diesen
Effekten und ermdglicht eine bessere Vorhersage der Eigenschaften fiir eine optimale ZNS-
Bioverfiigbarkeit und Aktivitit. Da viele Antikorper, die auf bekannte RMT-Rezeptoren abzielen,
einschlieBlich des weithin untersuchten Transferrin-Rezeptors (TfR), nur eine geringe Kreuzreaktivitét
mit murinen Aquivalenten aufweisen, kann die PK-PD-Modellierung genutzt werden, um eine
verbesserte Extrapolation von in vitro nach in vivo (IVIVE) zu erméglichen.
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Voraussichtlicher Nutzen, insbesondere die Verwertbarkeit des Ergebnisses
— auch konkrete Planungen fiir die nihere Zukunft - im Sinne des
fortgeschriebenen Verwertungsplans

Im Rahmen des BRAINAIM-Projekts wurden bedeutende technologische Fortschritte erzielt, die das
Potenzial fiir eine Patentierung aufweisen und die Grundlage fiir zukiinftige Entwicklungen in der
biomedizinischen Forschung bilden. Die Identifikation und Optimierung eines Lead-Kandidaten, der
auf Antikorpertechnologie basiert, stellt einen zentralen Erfolg des Projekts dar. Dieser Kandidat
zeichnet sich durch ein innovatives Format und einen einzigartigen Wirkmechanismus aus, die ihn von
vergleichbaren Molekiilen auf dem Markt abheben. Trotz eines wettbewerbsintensiven Umfelds, in dem
zahlreiche Technologien bereits klinische oder fortgeschrittene praklinische Phasen erreicht haben,
bietet unser Ansatz ein vielversprechendes Differenzierungspotenzial. Ein zentraler Aspekt des Projekts
war die Entwicklung eines rdumlichen PK-PD-Modells (Pharmakokinetik-Pharmakodynamik), das
nicht nur die Wirkweise des Lead-Kandidaten detailliert beschreibt, sondern auch neue Einblicke in die
Transportmechanismen von Antikérpern ins Gehirn liefert. Dieses Modell ist ein vielseitiges Werkzeug,
das tiber die Grenzen des Projekts hinaus Anwendung finden wird. So ist geplant, das Modell innerhalb
der nichsten fiinf Jahre auf andere potenzielle Therapeutika anzuwenden. Diese Ubertragbarkeit
verspricht, zukiinftige Forderantrige und Kollaborationen mit akademischen sowie industriellen
Partnern zu fordern. Die rechtliche Sicherung der im Projekt entwickelten Technologien stellt einen
weiteren strategischen Schwerpunkt dar. Aktuell werden die Patentierbarkeit und mogliche Schutzrechte
in Abhingigkeit von der Patentlandschaft analysiert. Es ist vorgesehen, alle relevanten
Patentanmeldungen innerhalb der néchsten zwei Jahre abzuschlieBen. Sollte ein Patent erfolgreich
angemeldet werden, eroftnet dies dem Industriepartner die Moglichkeit, die Technologie innerhalb eines
Zeitraums von fiinf Jahren zu lizenzieren und kommerziell zu nutzen. Die wissenschaftlichen
Erkenntnisse aus dem BRAINAIM-Projekt bilden zudem eine solide Grundlage fiir weiterfiihrende
Forschungsarbeiten. Besonders die Ansétze zur Modellierung von PK-PD und der Optimierung des
Antikorpertransports ins Gehirn sollen in zukiinftigen Forschungsprogrammen aufgegriffen und
weiterentwickelt werden. Diese Arbeiten sind darauf ausgelegt, nicht nur das wissenschaftliche
Verstindnis zu vertiefen, sondern auch praktische Anwendungen in der Entwicklung neuartiger
Therapeutika voranzutreiben.

Wihrend der Durchfithrung des Vorhabens dem Zuwendungsempfinger
bekannt gewordener Fortschritt auf dem Gebiet des Vorhabens bei anderen
Stellen

Fortschritt an anderen Stellen zeigt, wie wichtig unsere Arbeit an CNS-Transportern ist. JCR
Pharmaceuticals in Japan erhielten wihrend des Projekts die erste Zulassung fiir einen CNS-Transporter
iiberhaupt (https://www.businesswire.com/news/home/20210323005577/en/JCR-Pharmaceuticals-
Announces-Approval-of-IZCARGO%C2%AE-Pabinafusp-Alfa-for-Treatment-of-MPS-II-Hunter-
Syndrome-in-Japan ). Ebenso wurden wihrend des Projekts positive Phase I/II-Daten fiir die DNL126-
und DNL310-Molekiile von Denali verdffentlicht; beide Molekiile basieren auf TfR-vermittelter CNS-
Freisetzung (https://curesanfilippofoundation.org/2024/11/denali-announces-dnl126-demonstrate-
robust-reduction-from-baseline-in-csf-heparan-sulfate-levels-including-normalization/ ) und
https://www.neurologylive.com/view/denali-dnl3 10-eyes-accelerated-fda-approval-encouraging-
phase-1-2-data-hunter-syndrome). Gleichzeitig wurden im Laufe des Projekts Daten der Phase I
(https://www.neurologylive.com/view/latest-brainshuttle-ad-study-interim-data-support-continued-
trontinemab-development-alzheimers) und einer préaklinischen Primatenstudie (Grimm et al., 2023) fiir
BSMono veroffentlicht. Dies zeigt, dass unsere Arbeit relevant und zeitgemal ist, da die ersten auf das
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CNS abzielenden Wirkstoffe der klinischen Zulassung immer néher kommen. Der Markt bietet jedoch
immer noch Raum fiir ein verbessertes CNS-Targeting und ein besseres mechanistisches Verstindnis der
PK-PD von CNS-gerichteten Therapeutika.

Erfolgte oder geplante Veroffentlichungen des Ergebnisses nach Nr. 5 der
NKBF/NABF

Die im Rahmen dieses Teilprojekts durchgefiihrten Arbeiten sollen zur Verdffentlichung von mindestens
3 wissenschaftlichen Artikeln beitragen. Zwei davon werden konsortiumstiibergreifend sein, wobei sich
eine auf den Hauptkandidaten, den gegen das ZNS gerichteten Antikorper, und die andere auf eine Proof-
of-Concept-Studie zu proARTOS-TB konzentriert. Ein drittes Papier ist iiber den in WP5 entwickelten
und validierten Modellierungsansatz geplant. Die Daten aus diesem Teilprojekt werden zusammen mit
anderen vom Konsortium generierten Daten ausgewertet, um festzustellen, ob ein Patent auf der
Grundlage der auf das ZNS abzielenden Technologie angemeldet werden wird. Diese
Veroffentlichungen und Patentanmeldung werden sowohl die wissenschaftliche Reputation stiarken als
auch neue Kooperationsmdglichkeiten eroffnen. Insgesamt zeichnet sich das Projekt durch eine
bemerkenswerte Kombination aus technologischem Fortschritt, wissenschaftlicher Exzellenz und
strategischem Weitblick aus, die es zu einer wertvollen Grundlage fiir zukiinftige Innovationen macht.

References

Banks, W. A. (2016). From blood-brain barrier to blood—brain interface: new opportunities for CNS
drug delivery. Nature Reviews Drug Discovery, 15(4), 275-292.
https://doi.org/10.1038/nrd.2015.21

Couch, J. A., Yu, Y. J., Zhang, Y., Tarrant, J. M., Fuji, R. N., Meilandt, W. J., ... Watts, R. J. (2013).
Addressing Safety Liabilities of TfR Bispecific Antibodies That Cross the Blood-Brain Barrier.
Science Translational Medicine, 5(183), 183ra57-183ra57.
https://doi.org/10.1126/scitransimed.3005338

Dautry-Varsat, A., Ciechanover, A., & Lodish, H. F. (1983). pH and the recycling of transferrin during
receptor-mediated endocytosis. Proceedings of the National Academy of Sciences, 80(8), 2258—
2262. https://doi.org/10.1073/pnas.80.8.2258

Gadkar, K., Yadav, D. B., Zuchero, J. Y., Couch, J. A., Kanodia, J., Kenrick, M. K., ... Ramanujan, S.
(2016). Mathematical PKPD and safety model of bispecific TFR/BACEL antibodies for the
optimization of antibody uptake in brain. European Journal of Pharmaceutics and
Biopharmaceutics, 101, 53-61. https://doi.org/http://dx.doi.org/10.1016/j.ejpb.2016.01.009

Grimm, H. P., Schumacher, V., Schafer, M., Imhof-Jung, S., Freskgard, P.-O., Brady, K., ... Janssen,
N. (2023). Delivery of the Brainshuttle™ amyloid-beta antibody fusion trontinemab to non-human
primate brain and projected efficacious dose regimens in humans. MAbs, 15(1), 22615009.
https://doi.org/10.1080/19420862.2023.2261509

Haqgani, A. S., Thom, G., Burrell, M., Delaney, C. E., Brunette, E., Baumann, E., ... Stanimirovic, D.
B. (2018). Intracellular sorting and transcytosis of the rat transferrin receptor antibody OX26
across the blood-brain barrier in vitro is dependent on its binding affinity. Journal of
Neurochemistry, 146(6), 735-752. https://doi.org/10.1111/jnc.14482

Hultqvist, G., Syvénen, S., Fang, X. T., Lannfelt, L., & Sehlin, D. (2017). Bivalent Brain Shuttle
Increases Antibody Uptake by Monovalent Binding to the Transferrin Receptor. Theranostics,
7(2), 308-318. https://doi.org/10.7150/thno.17155

Mayle, K. M., Le, A. M., & Kamei, D. T. (2012). The intracellular trafficking pathway of transferrin.
10



Biochimica et Biophysica Acta (BBA) - General Subjects, 1820(3), 264-281.
https://doi.org/https://doi.org/10.1016/j.bbagen.2011.09.009

Niewoehner, J., Bohrmann, B., Collin, L., Urich, E., Sade, H., Maier, P., ... Freskgard, P.-O. (2014).
Increased Brain Penetration and Potency of a Therapeutic Antibody Using a Monovalent
Molecular Shuttle. Neuron, 81(1), 49-60.
https://doi.org/https://doi.org/10.1016/j.neuron.2013.10.061

Ovacik, M., & Lin, K. (2018). Tutorial on Monoclonal Antibody Pharmacokinetics and Its
Considerations in Early Development. Clinical and Translational Science, 11(6), 540-552.
https://doi.org/https://doi.org/10.1111/cts.12567

Pardridge, W. M. (2005). The blood-brain barrier: Bottleneck in brain drug development. NeuroRX,
2(1), 3-14. https://doi.org/10.1602/neurorx.2.1.3

Sade, H., Baumgartner, C., Hugenmatter, A., Moessner, E., Freskgard, P.-O., & Niewoehner, J. (2014).
A human blood-brain barrier transcytosis assay reveals antibody transcytosis influenced by pH-
dependent receptor binding. PloS One, 9(4), €96340—96340.
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0096340

Steinmetz, J. D., Seeher, K. M., Schiess, N., Nichols, E., Cao, B., Servili, C., ... Dua, T. (2024). Global,
regional, and national burden of disorders affecting the nervous system, 1990&#x2013;2021: a
systematic analysis for the Global Burden of Disease Study 2021. The Lancet Neurology, 23(4),
344-381. https://doi.org/10.1016/S1474-4422(24)00038-3

Villasefior, R., Schilling, M., Sundaresan, J., Lutz, Y., & Collin, L. (2017). Sorting Tubules Regulate
Blood-Brain Barrier Transcytosis. Cell Reports, 21(11), 3256-3270.
https://doi.org/https://doi.org/10.1016/j.celrep.2017.11.055

Weber, F., Bohrmann, B., Niewoehner, J., Fischer, J. A. A, Rueger, P., Tiefenthaler, G., ... Freskgard,
P.-0. (2018). Brain Shuttle Antibody for Alzheimer’s Disease with Attenuated Peripheral Effector
Function due to an Inverted Binding Mode. Cell Reports, 22(1), 149-162.
https://doi.org/https://doi.org/10.1016/j.celrep.2017.12.019

Yu, Y.J., Zhang, Y., Kenrick, M., Hoyte, K., Luk, W., Lu, Y., ... Dennis, M. S. (2011). Boosting Brain
Uptake of a Therapeutic Antibody by Reducing Its Affinity for a Transcytosis Target. SCIENCE
TRANSLATIONAL MEDICINE, 3(84). https://doi.org/10.1126/scitransimed.3002230

11



