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Transferrinrezeptor-vermittelte Transzytose eines TNFR2 Agonisten über die Blut-Hirn-

Schranken (BrainAim) 

Teil 1 - Kurzbericht Unversität Stuttgart 

Ursprüngliche Aufgabenstellung, wissenschaftlicher und technischer Stand: 

TNFR2-selektive Agonisten wie ARTOS, ein hexavalentes TNF-Fc Fusionsprotein, sind in der Lage, 

immunmodulierende Aktivitäten auszulösen, mit möglichen Anwendungen zur Behandlung u.a. von 

neurodegenerativen Erkrankungen. Im innovativen BrainAim-Ansatz sollten diese Agonisten zur 

Vermeidung einer systemischen Aktivierung in eine Prodrug-Form überführt werden, die des Weiteren 

einen Transferrin-Rezeptor-vermittelten Transport durch die Blut-Hirnschranke ermöglicht zudem 

durch selektive Bindung an eine Zielstruktur (TREM2) eine lokale Aktivierung durch Clustering der 

Moleküle auf Mikrogliazellen vermittelt (proARTOS-TB).  

Das wissenschaftlich-technische Ziel dieses Teilvorhabens bestand zum einen in der Entwicklung und 

Herstellung dieser komplexen Antikörper-Fusionsproteins (proARTOS-TB) und verschiedener 

Kontrollvarianten davon, und deren biochemischen und funktionellen Charakterisierung. Des Weiteren 

sollte eine Evaluierung der Bioaktivität von proARTOS-TB im Vergleich zu ARTOS und weiteren 

Kontrollproteinen im Maus-Modell von Parkison durchgeführt werden. Gleichzeitig sollte ein 

räumliches PK-PD Modell entwickelt werden, um besser zu verstehen, wie biochemische Eigenschaften 

von proARTOS-Varianten die Funktion in Bezug auf ZNS-Permeation und Bioaktivität beeinflussen. 

Dieses Modell sollte im Weiteren angewandt werden, um die Eigenschaften der proARTOS-Varianten 

im Hinblick auf eine verbesserte Freisetzung und Vor-Ort-Aktivität 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 räumlichen PK-PD-Modells für ZNS-gerichtete TNFR2-Agonisten  

3)  In silico-Optimierung eines Lead-Kandidaten für einen TNFR2-Agonisten für maximale 

Gehirnbarrieren-Permeation und Target-vermittelte Aktivierung  

4) In vivo Bioaktivität in einem Parkinson-Mausmodell 

 

Die nachfolgenden Abschnitte enthalten Passagen, die als vertraulich einzustufen und nicht für 

die Veröffentlichung vorgesehen sind, da eine Publikation und Patentanmeldung noch ausstehen. 

Der entsprechende Text und zugehörige 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 Selektivität für TNFR2 (scTNFR2), 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-Antikörper, der als Kontrolle diente, wurden neue TfR und 

TREM2 Antikörper von der Firma Yumab isoliert und zur Verfügung gestellt und im Rahmen dieses 

Teilprojekts für die Herstellung der verschiedenen Fusionsproteine sowie IgG und Fab Moleküle für 

eine initiale Charakterisierung verwendet. Sowohl für die TfR als auch TREM2 Antikörper konnten in 



Zusammenarbeit mit den Kooperationspartnern geeignete Antikörper identifiziert werden und für 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 Präsenz der scTNFR2 Struktur bedingt war. Die verschiedenen 

Fusionsproteine wurden den Partnern für weitere Untersuchungen zum Transport durch 

Bluthirnschrankenmodelle zur Verfügung gestellt. Des Weiteren wurden funktionelle Untersuchungen 

zur selektiven Aktivierung in Abhängigkeit von TREM2-exprimierenden Zellen durchgeführt.  

2) Entwicklung eines räumlichen PK-PD-Modells für ZNS-gerichtete TNFR2-Agonisten  

Ein prädiktives räumliches mechanistisches Modell der rezeptorvermittelten Transzytose (RMT) wurde 

erstellt und anhand von Daten aller Partnerorganisationen parametrisiert. Die prädiktive Kapazität 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-Antikörpers 

basierend auf veröffentlichten Pharmakokinetiken erstellt. Wir konnten eine perfekte log-log-Beziehung 

zwischen Affinität und spezifischer Clearance (zielvermittelte Wirkstoffbeseitigung) feststellen, die es 

ermöglichte, die Pharmakokinetik von anti-TfR-Antikörpern basierend auf ihrer Affinität 

vorherzusagen. Dies wurde genutzt, um die pharmakokinetischen Eigenschaften unseres Lead-CNS-

targeting-Antikörpers vorherzusagen. 

3) In silico-Optimierung eines Lead-Kandidaten für einen TNFR2-Agonisten für maximale 

Gehirnbarrieren-Permeation und Target-vermittelte Aktivierung 

Das validierte Vorhersagemodell zur Transzytose wurde zur Bewertung der für eine optimale ZNS-

Freisetzung erforderlichen Antikörpereigenschaften (In-silico-Optimierung) eingesetzt. Eine 

anschließende In-silico-Analyse bestätigte, dass die hohe Bindung notwendig war, um eine hohe 

Transzytosekapazität (fmol/h) zu gewährleisten, während eine hohe Dissoziationsrate notwendig war, 

um eine maximale Transzytoseeffizienz (in %) zu gewährleisten, wobei die absolut transzytierten 

Mengen der Kapazität×Effizienz entsprechen.  

4) In vivo Bioaktivität 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 

Antikörper standen nicht zur Verfügung, sodass diese Untersuchungen im Rahmen des Teilprojekts 

zurückgestellt werden mussten. 
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Teil 2 – Ausführlicher Bericht – Universität Stuttgart 

 

Einige nachfolgende Abschnitte sind als vertraulich einzustufen und nicht für die 

Veröffentlichung vorgesehen, da eine Publikation und Patentanmeldung noch ausstehen. 

Die entsprechenden Unterkapitel sind nochmals markiert mit "vertraulich". 

Entsprechende Textstellen und Daten wurden entfernt. 

 

Arbeitspaket 2: Maßgeschneiderte Biologika für BBB/BCSFB-Delivery und 

Anti-TNFR2 

Antikörper und Antikörper-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 

können, was zur Clusterbildung und Transaktivierung von TNFR2 auf Neuronen führt. Das endgültige 

Molekül, pro-ARTOS-TB, besteht somit aus einer Bindungsstelle (B) für den Transferrinrezeptor (TfR) 

für die Transzytose durch die BHS/BCSFB, einer TREM2-Bindungsstelle (T) für die Bindung an 

Mikrogliazellen, einem einzelkettigen TNFR2-selektiven TNF-Anteil (scTNFR2), der nur als 

multivalenter Cluster aktiv ist, d.h. als lösliches Protein inaktiv ist, und einem heterodimerisierenden Fc 

als Fusionsanteil der die drei Komponenten verbindet (siehe Abb. 1). Als Kontrollproteine wurden am 

IZI verschiedene pro-ARTOS-Derivate entworfen, d.h. pro-ARTOS (ohne TfR- und TREM2-

Bindungsstelle), pro-ARTOS-B (ohne TREM2-Bindungsstelle) und pro-ARTOS-T (ohne TfR-

Bindungsstelle). Darüber hinaus wurden am IZI und bei Yumab TfR- und TREM2-selektive IgGs und 

monovalente Derivate hergestellt, um die Bindungseigenschaften und die Transzytoseaktivität zu 

untersuchen. 

 

 

Abb. 1: Überblick über die Auswahl von Antikörpern und Antikörper-Fusionsproteinen. Neuartige Antikörper 

gegen TfR und TREM2 wurden aus Phagenbibliotheken (Yumab) ausgewählt und in mono- und bivalente 

Antikörpermoleküle umgewandelt. Ausgewählte Bindungsstellen wurden dann zur Herstellung verschiedener Fc-

scTNFR2-Fusionsproteine (proARTOS-Derivate) verwendet, die für die Verabreichung an das Gehirn durch 
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Transzytose (B), die Bindung an das von Mikrogliazellen exprimierte Zielmolekül TREM2 (T) oder eine 

Kombination davon (pro-ARTOS-TB) entwickelt wurden. 

 

Neuartige TfR-spezifische Antikörper für die Transzytose (vertraulich) 

 

 

Neue TREM2-spezifische Antikörper für das Mikroglia-Targeting 

YUMAB stellte uns außerdem verschiedene neuartige Antikörper zur Verfügung, die auf TREM2 

abzielen. Wir untersuchten ihre Bindung mittels ELISA an immobilisierten Rezeptoren und 

Durchflusszytometrie an relevanten Zelllinien (THP1, BV2) mit charakterisierten Rezeptorhäufigkeiten 

(Abb. 3, WP2-2). Auf der Grundlage dieser Daten wählten wir den Antikörperkandidaten (G04), der die 

stärkste Bindung an TREM2 mit EC50-Werten im subnanomolaren Bereich auf menschlichem BV2 

zeigte, zur Herstellung des proARTOS-TB-Fusionsproteins und der Kontrollmoleküle aus (siehe Abb. 

1). 

 

 

Abb. 3: (Links) FACS-Bindung von IgG-TREM2-Zielmolekülen auf THP1- und BV2-Zellen und 

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

Antikörper, der hier als Referenz verwendet wurde. (oben rechts) TREM2-Expression in relevanten Zelllinien, 

gemessen mit FACS. 

 

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

 

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

Als nächstes entwickelten wir pro-ARTOS-TB-Varianten zusammen mit den entsprechenden Fc-

Kontrollfusionsproteinen pro-ARTOS, pro-ARTOS-T und (WP2-1). Für einen ersten Proof of Concept 

wählten wir die Variante 408 für die TfR-Bindung und die Variante G04 für die TREM2-Bindung. Nach 
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der anfänglichen biochemischen Charakterisierung stießen wir auf Produktionsprobleme, insbesondere 

bei Molekülen, die Fab auf dem Fc-Knob exprimieren (monovalentes G04 und proARTOS-T), aber auch 

bei der Verknüpfung der TNFR2-Komponente mit dem Fc-Knob (pro-ARTOS). Nachdem wir die 

Bedingungen während der Reinigung (z. B. pH-Gradient) erfolglos geändert hatten, beschlossen wir, 

alternative heterodimerisierende Fc-Mutationen (DEKK) einzuführen, die eine elektrostatische 

Steuerung der Fc-Heterodimerisierung ermöglichten, wodurch wir bivalente bispezifische Moleküle 

erhielten. Wir entwickelten und produzierten erfolgreich monovalente Anti-TREM2 G04, pro-ARTOS-

T und pro-ARTOS mit guter Reinheit (Abb. 5). 

Die Affinität aller TNFR2-haltigen Moleküle für die relevanten Rezeptoren wurde mit ELISA und 

Durchflusszytometrie untersucht (Abb. 5). Darüber hinaus haben wir eine Zelllinie entwickelt, die auf 

Veränderungen der NfkB-Expression mit der Abgabe von Lumineszenz reagiert (HeLaR2-NfkB-RE-

luc-Zellen). Anhand dieser Zellen konnten wir die Fähigkeit der proARTOS-Moleküle zur Aktivierung 

der TNFR2-Signalübertragung über den NFB-Signalweg (WP2-3) nachweisen. Diese 

maßgeschneiderten 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 

Moleküle je nach ihrer Wertigkeit angemessene Bindungseigenschaften. Dennoch konnten wir die 

ausschließliche Bindung von TREM2 an Zellen nicht testen, da THP1- oder BV2-Zellen hohe Mengen 

an TfR exprimieren. Um die mögliche TfR-vermittelte Aktivierung von TNFR2 zu überwinden, 

entwickelten wir TREM2-beschichtete Beads, die in WP2-3 verwendet werden sollten (siehe nächster 

Abschnitt). 

 

Abb. 5: (Links) Coomassie-Färbung 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 für ein virales Spike-Protein (CB6) 

spezifischen IgG wurde in allen Experimenten als Negativkontrolle verwendet. N=3, ein repräsentatives 

Diagramm wird hier gezeigt.  
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Target-abhängige Aktivierung von TNFR2 durch proARTOS-TB 

Wir untersuchten verschiedene Methoden zur Messung der Target-vermittelten Aktivierung von TNFR2, 

darunter Co-Kultursysteme mit HeLaR2- und THP1-Zellen, HeLaR2-Zellen, die auf TREM2-

beschichteten Platten kultiviert wurden, und die Verwendung von Beads. Aufgrund der 

Herausforderungen, die sich bei diesen Ansätzen ergeben, haben wir ein modifiziertes TREM2-Protein 

entwickelt, das mit Maleimid (MAL)-Kügelchen reagieren kann. Wie bereits erwähnt, war dieser Schritt 

auch notwendig, um das Problem der TfR-Expression in TREM2-positiven Zellen zu lösen. Als 

Reporterzelllinie verwendeten wir HeLaR2-NfkB-RE-luc-Zellen, die auf NFB Veränderungen mit der 

Abgabe von Lumineszenz reagieren und so die nachgeschaltete Signalisierung der TNFR2-Aktivierung 

messen. Wir behandelten diese Zellen mit pro-ARTOS-Molekülen 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-Zielmolekülen 

zeigte sich eine verstärkte Aktivierung, was auf einen positiven Effekt und eine TNFR2-Aktivierung 

aufgrund der Bindung an TREM2 darstellende Beads hinweist (Abb. 6). 

 

 

Abb. 6: (Links) proARTOS-Varianten und der Assay zur zielabhängigen Aktivierung von TNFR2. HeLaR2-NfkB-

RE-luc-Zellen wurden mit 100 nM TNFR2-haltigen Molekülen 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 Molekülen behandelt und mit TREM2-beschichteten MAL-Perlen, MAL-Perlen 

oder keinen Perlen inkubiert wurden. n=3, eine repräsentative Grafik ist hier gezeigt. 

 

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

Datengestütztes mathematisches Vorhersagemodell der Transzytose (vertraulich) 

  

Erstellung eines prädiktiven Modells für Anti-TfR-Antikörper 

Antikörper gegen den TfR weisen sowohl unspezifische (z. B. Elimination und Gewebeverteilung) als 

auch spezifische (TMDD) Blut-Clearance-Wege auf (Ovacik & Lin, 2018). Typischerweise zeigen 

Antikörper ein zweiphasiges Blut-Clearance-Profil, wobei die erste Phase (die schnelle Phase) von der 

Verteilung des Antikörpers in periphere Gewebe dominiert wird. Während dieser Phase stellt sich schnell 

ein Gleichgewicht zwischen Blut und Peripherie ein, was zur zweiten Phase führt, die von spezifischen 

und unspezifischen Clearance-Mechanismen geprägt 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 (k1 und k2) und der gesamten Clearance (k3) 
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wurde an die Clearance-Daten von BSMono aus Mausblut angepasst (Weber et al., 2018). Dies 

ermöglichte uns, die Clearance von BSMono zu simulieren und die Clearance-Kinetik erfolgreich zu 

reproduzieren, unabhängig 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. über Organrouten oder Pinozytose, bei Antikörpern ähnlicher Größe konstant 

bleiben, während spezifische Clearance-Mechanismen, insbesondere TMDD, von Affinitätseffekten 

abhängen. Daher untersuchten wir als Nächstes die unspezifischen und spezifischen Clearance-Raten 

basierend auf der Clearance eines Kontroll-IgG und von fünf Anti-TfR-Varianten in Mäusen mit 

bekannter Affinität (Couch et al., 2013; Gadkar et al., 2016). Wir identifizierten erfolgreich die gesamten 

Clearance-Raten für diese Antikörper und konnten durch Abzug der Kontroll-IgG-Clearance-Raten als 

unspezifische Clearance die TfR-spezifischen Clearance-Raten für alle diese Antikörper berechnen 

(Beispiele in Fig. 2C-E). Anschließend bewerteten wir, ob es eine Beziehung zwischen den gemessenen 

Affinitäten (KD) der Antikörper und den spezifischen Clearance-Raten gab. Bemerkenswerterweise 

beobachteten wir für 4 der 5 Punkte eine außergewöhnliche log-log-Beziehung, die als Referenz für die 

erwartete spezifische Clearance-Rate basierend auf der TfR-Affinität diente (Fig. 2F). Schließlich 

validierten wir diesen Ansatz, indem wir die gemessene Affinität von BSMono (9,7E-8 M) nutzten, um 

ein vorhergesagtes Clearance-Profil für BSMono zu erstellen, und dieses mit den experimentell 

bestimmten Clearance-Daten verglichen (Fig. 2G) (Weber et al., 2018). Dies zeigte eine hervorragende 

Übereinstimmung zwischen der affinitätsbasierten pharmakokinetischen Vorhersage und den 

experimentellen Daten. Zusammenfassend konnten wir ein 3-Kompartiment-pharmakokinetisches 

Modell für Anti-TfR-Antikörper parametrisieren, das es uns ermöglicht, in vivo-Clearance-Raten aus 

den gemessenen Affinitäten von Antikörpern abzuschätzen. 
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Fig. 2: Vorhersage der Pharmakokinetik von Anti-TfR-Antikörpern in Mäusen. 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 Affinität der Antikörper 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 Affinität (WP6) vorherzusagen, die Daten wurden mit den tatsächlichen experimentellen Daten zur 

BSMono-Clearance aus (Niewoehner et al., 2014) verglichen (G). 

Ein pharmakokinetisches Modell sagt die Blut-Clearance des CNS-gerichteten 

Antikörperkandidaten voraus (vertraulich) 
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Ein validiertes Modell der Transzytose sagt optimale Affinitätseigenschaften für 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 

Antikörpers zu identifizieren. In Fig. 4 wird die Beziehung zwischen kon und koff in Bezug auf die 

vorhergesagte Transzytose-Effizienz in hCMEC/D3-Zellen untersucht. Im Allgemeinen wird 

vorhergesagt, dass ein optimaler Transzytose-induzierender Antikörper sowohl ein hohes kon als auch 

ein hohes koff aufweisen sollte. Das kon zeigt eine einfache Beziehung zur Transzytose, wobei im 

Allgemeinen gilt: Je höher das kon, desto höher das Potenzial für Transzytose. Das koff zeigt hingegen 

ein komplexeres Muster, bei dem höhere koff-Werte ab einem bestimmten Punkt der Transzytose 

abträglich 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 

Antikörper kon und koff eine breite Korrelation aufweisen, wobei ein höheres kon typischerweise mit 

einem niedrigeren koff einhergeht. Ebenso hat die Avidität einen überproportionalen Einfluss auf die 

Verringerung des koff im Vergleich zum kon. Dies könnte erklären, warum monovalente Binder in der 

Literatur das bevorzugte Format für Transzytose-induzierende Antikörper geworden sind.  

 

Fig. 4: Modellbasierte Screening-Analyse der kon-off-Effekte auf die Transzytose. Logarithmisch aufgeteilte 

kon-Werte wurden zwischen 1E3 M⁻¹·s⁻¹ und 1E6 M⁻¹·s⁻¹ permutiert, und koff wurde zwischen 1E⁻⁶ s⁻¹ und 1E⁻¹ 

s⁻¹ permutiert. Die kon-koff-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 kon- und koff-Werte von BSMono sind zur Referenz angegeben. 

 

Arbeitspaket 7: Biodistribution and bioactivity of proARTOS-TB 

Aufgrund von Verzögerungen im Projekt, die durch die Auswirkungen der COVID-19-Pandemie 

verursacht wurden, war es nicht möglich, während des Projekts eine ethische Genehmigung für eine in 

vivo-Studie zu erhalten. Eine Reihe von in vitro Charakterisierungsmaßnahmen und in vitro zu in vivo 

Extrapolationen wurde verwendet, um diesen Aspekt des Projekts zu ersetzen. Eine in vivo-Studie 

basierend auf den besten Kandidatenmolekülen könnte in naher Zukunft in Betracht gezogen werden. 
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Wichtigste Positionen des zahlenmäßigen Nachweises 

Personal insgesamt: 478.005,26€ 

Sachmittel: 61.805,92€ 

Reisekosten: 5.508,37€ 

Investitionen: 2.987,88€ 

Der Förderbetrag wurde wie geplant für die Finanzierung von 2 wissenschaftlichen Mitarbeitern, 

Verbrauchsmitteln für Reagenzien und die notwendigen Rechenkapazitäten eingesetzt. 

Notwendigkeit und Angemessenheit der geleisteten Projektarbeiten 

Von Erkrankungen des zentralen Nervensystems (ZNS) sind weltweit 3,4 Milliarden Menschen 

betroffen, wobei die Behandlungsmöglichkeiten 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, einschließlich der Blut-Hirn-Schranke (BBB) und der Blut-Liquor-Schranke (BCSFB), 

die den Eintritt von Molekülen 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 ermöglicht, therapeutische 

Wirkstoffe in das ZNS zu transportieren und so dieses große Hindernis bei der Entwicklung von ZNS-

aktiven Therapeutika zu überwinden. Solche Therapeutika stellen allerdings komplexe Moleküle dar,. 

Dies trifft in besonderem Maße 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 Aktivität 

sowie einen TREM2-spezifische Bindeeinheit für eine Zielstrukturabhängiges Clustering der Prodrug 

auf Mikrogliazellen enthält. Solche Moleküle wurden bisher nicht beschrieben und deren Herstellung 

erforderte einen großen Aufwand bezüglich der Auswahl der einzelnen Komponenten sowie der 

Charakaterisierung der biochemischen und funktionellen Eigenschaften, insbesondere bezüglich 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 ursprünglich angenommen, wobei Faktoren 

wie Affinität (Haqqani et al., 2018; Yu et al., 2011), Avidität (Niewoehner et al., 2014; Villaseñor, 

Schilling, Sundaresan, Lutz, & Collin, 2017), pH-Empfindlichkeit (Sade et al., 2014) und sterische 

Anordnung (Hultqvist, Syvänen, Fang, Lannfelt, & Sehlin, 2017) die Wirksamkeit der RMT 

beeinflussen. Insbesondere führt das Targeting von RMT-Rezeptoren auch zu einer target-mediated drug 

disposition (TMDD), einer pharmakokinetischen Eigenschaft, die die potenzielle Verfügbarkeit des 

Therapeutikums verringern kann. Die TMDD hängt auch von Affinitäts-Aviditäts-Effekten ab, die sich 

ebenfalls auf die RMT-Wirksamkeit auswirken. Die Erstellung eines ZNS-gerichteten Antikörpers 

einhergehend mit einem PK-PD-Modell für ZNS-Targeting bieten daher einen ganzheitlichen Ansatz 

zur Entflechtung der relativen Beiträge der biochemischen Eigenschaften von Antikörpern zu diesen 

Effekten und ermöglicht eine bessere Vorhersage der Eigenschaften für eine optimale ZNS-

Bioverfügbarkeit und Aktivität. Da viele Antikörper, die auf bekannte RMT-Rezeptoren abzielen, 

einschließlich des weithin untersuchten Transferrin-Rezeptors (TfR), nur eine geringe Kreuzreaktivität 

mit murinen Äquivalenten aufweisen, kann die PK-PD-Modellierung genutzt werden, um eine 

verbesserte Extrapolation von in vitro nach in vivo (IVIVE) zu ermöglichen. 
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Voraussichtlicher Nutzen, insbesondere die Verwertbarkeit des Ergebnisses 

– auch konkrete Planungen für die nähere Zukunft - im Sinne des 

fortgeschriebenen Verwertungsplans 

Im Rahmen des BRAINAIM-Projekts wurden bedeutende technologische Fortschritte erzielt, die das 

Potenzial für eine Patentierung aufweisen und die Grundlage für zukünftige Entwicklungen in der 

biomedizinischen Forschung bilden. Die Identifikation und Optimierung eines Lead-Kandidaten, der 

auf Antikörpertechnologie 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 Molekülen auf dem Markt abheben. Trotz eines wettbewerbsintensiven Umfelds, in dem 

zahlreiche Technologien bereits klinische oder fortgeschrittene präklinische Phasen erreicht haben, 

bietet unser Ansatz ein vielversprechendes Differenzierungspotenzial. Ein zentraler Aspekt des Projekts 

war die Entwicklung eines räumlichen PK-PD-Modells (Pharmakokinetik-Pharmakodynamik), das 

nicht nur die Wirkweise des Lead-Kandidaten detailliert beschreibt, sondern auch neue Einblicke in die 

Transportmechanismen von Antikörpern ins Gehirn liefert. Dieses Modell ist ein vielseitiges Werkzeug, 

das über die Grenzen des Projekts hinaus Anwendung finden wird. So ist geplant, das Modell innerhalb 

der nächsten fünf Jahre auf andere potenzielle Therapeutika anzuwenden. Diese Übertragbarkeit 

verspricht, zukünftige Förderanträge und Kollaborationen mit akademischen sowie industriellen 

Partnern zu fördern. Die rechtliche Sicherung der im Projekt entwickelten Technologien stellt einen 

weiteren strategischen Schwerpunkt dar. Aktuell werden die Patentierbarkeit und mögliche Schutzrechte 

in Abhängigkeit von der Patentlandschaft analysiert. Es ist vorgesehen, alle relevanten 

Patentanmeldungen innerhalb der nächsten zwei Jahre abzuschließen. Sollte ein Patent erfolgreich 

angemeldet werden, eröffnet dies dem Industriepartner die Möglichkeit, die Technologie innerhalb eines 

Zeitraums von fünf Jahren zu lizenzieren und kommerziell zu nutzen. Die wissenschaftlichen 

Erkenntnisse aus dem BRAINAIM-Projekt bilden zudem eine solide Grundlage für weiterführende 

Forschungsarbeiten. Besonders die Ansätze zur Modellierung von PK-PD und der Optimierung des 

Antikörpertransports ins Gehirn sollen in zukünftigen Forschungsprogrammen aufgegriffen und 

weiterentwickelt werden. Diese Arbeiten sind darauf ausgelegt, nicht nur das wissenschaftliche 

Verständnis zu vertiefen, sondern auch praktische Anwendungen in der Entwicklung neuartiger 

Therapeutika voranzutreiben. 

Während der Durchführung des Vorhabens dem Zuwendungsempfänger 

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 während des Projekts die erste Zulassung für einen CNS-Transporter 

überhaupt (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 während des Projekts positive Phase I/II-Daten für die DNL126- 

und DNL310-Moleküle von Denali veröffentlicht; beide Moleküle 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-dnl310-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 präklinischen Primatenstudie (Grimm et al., 2023) für 

BSMono veröffentlicht. Dies zeigt, dass unsere Arbeit relevant und zeitgemäß ist, da die ersten auf das 

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
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
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
https://curesanfilippofoundation.org/2024/11/denali-announces-dnl126-demonstrate-robust-reduction-from-baseline-in-csf-heparan-sulfate-levels-including-normalization/
https://curesanfilippofoundation.org/2024/11/denali-announces-dnl126-demonstrate-robust-reduction-from-baseline-in-csf-heparan-sulfate-levels-including-normalization/
https://www.neurologylive.com/view/denali-dnl310-eyes-accelerated-fda-approval-encouraging-phase-1-2-data-hunter-syndrome
https://www.neurologylive.com/view/denali-dnl310-eyes-accelerated-fda-approval-encouraging-phase-1-2-data-hunter-syndrome
https://www.neurologylive.com/view/latest-brainshuttle-ad-study-interim-data-support-continued-trontinemab-development-alzheimers
https://www.neurologylive.com/view/latest-brainshuttle-ad-study-interim-data-support-continued-trontinemab-development-alzheimers
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CNS abzielenden Wirkstoffe der klinischen Zulassung immer näher kommen. Der Markt bietet jedoch 

immer noch Raum für ein verbessertes CNS-Targeting und ein besseres mechanistisches Verständnis der 

PK-PD von CNS-gerichteten Therapeutika.  

Erfolgte oder geplante Veröffentlichungen des Ergebnisses nach Nr. 5 der 

NKBF/NABF 

Die im Rahmen dieses Teilprojekts durchgeführten Arbeiten sollen zur Veröffentlichung von mindestens 

3 wissenschaftlichen Artikeln beitragen. Zwei davon werden konsortiumsübergreifend sein, wobei sich 

eine auf den Hauptkandidaten, den gegen das ZNS gerichteten Antikörper, und die andere auf eine Proof-

of-Concept-Studie zu proARTOS-TB konzentriert. Ein drittes Papier ist über 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 

Veröffentlichungen und Patentanmeldung werden sowohl die wissenschaftliche Reputation stärken als 

auch neue Kooperationsmöglichkeiten eröffnen. Insgesamt zeichnet sich das Projekt durch eine 

bemerkenswerte Kombination aus technologischem Fortschritt, wissenschaftlicher Exzellenz und 

strategischem Weitblick aus, die es zu einer wertvollen Grundlage für zukünftige Innovationen macht.  
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