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RTK-P5-ADC-Tubulis
Sachbericht zum Teilvorhaben
Teil 1: Kurzbericht

Antikorper-Wirkstoff-Konjugate (ADCs) zur gezielten Wirkstofffreisetzung stellen eine
vielversprechende Strategie dar, um die Selektivitdt zytotoxischer Substanzen zu
verbessern und dadurch die Nebenwirkungen konventioneller Krebstherapien deutlich zu
reduzieren. Trotz intensiver Forschungsanstrengungen erflillen die derzeit zugelassenen
ADCs die klinischen Erwartungen bislang nur unzureichend, da nur ein geringes
Repertoire an Wirkstoffen zu Verfugung stehen, die haufig Uber instabile Linker Strukturen
verknupft sind. Dies fuhrt zu vermeidbaren Nebenwirkungen, unglnstigen
pharmakokinetischen Eigenschaften und sich Einstellenden Resistenzen. Ziel des
vorliegenden Projekts war die Entwicklung eines neuartigen, hochwirksamen und
sicheren ADCs zur Behandlung der Akuten Myeloischen Leukamie (AML). Grundlage
hierfur sind kurzlich von den Antragstellenden identifizierte, hochselektive Antikorper
gegen die Rezeptor-Tyrosinkinase FLT3, ein validiertes und vielversprechendes
Zielmolekul bei AML. Im Rahmen des Projekts sollten diese Antikdrper gezielt
weiterentwickelt und in Kombination mit einem zellzyklusunabhangigen Wirkstoff
etabliert werden. Durch die Kombination mit einem zellzyklusunabhangigen Wirkstoff
sollten insbesondere auch leukdmische Stammzellen, die mit bisherigen Therapien
schwer zu erreichen sind, effektiv andressiert werden, um auftretende Resistenzen zu
vermeiden und eine langer anhaltende Therapie zu gewéahrleisten. Durch den Einsatz
chemoselektiver Konjugationstechnologien sollte die Stabilitdt und Wirksamkeit des
ADCs optimiert werden, um eine belastbare Plattform fur die Entwicklung eines neuen
Entwicklungskandidaten zu schaffen.

Die TU-Berlin (AG SiiBmuth) hat sich mit der Herstellung neuartiger Phalloidin-Derivate
befasst. Diese wurden vom FMP-Berlin (AG Hackenberger) auf Zytotoxizitat sowie die
Wirkung auf Aktin-Polymerisation untersucht sowie mithilfe des P5-labellings an
verschiedene Tumor-targetierende Antikorper konjugiert. Die LMU-Miinchen (AG
Leonhardt) hat die Antikdrper humanisiert und exprimierte Antikorper zur Konjugation zur
Verflgung gestellt. Die Tubulis hat Antikorper im groBeren MaBstab flr die in vivo Studien
Hergestellt und daraus ADCs mit verschiedenen Wirkstoffen (Phalloidin, Duocarmycin
und MMAF) hergestellt. Das LMU-Klinikum (AG Spiekermann) hat die Konjugate auf ihre
Wirksamkeit sowie insbesondere auf die Aktivitdt auf leukdmische Stammzellen
untersucht. Das Helmholtz-Zentrum Miinchen (AG Jeremias) hat die in vivo
Untersuchungen in Mausen durchgefuhrt. Es haben enge Abstimmungen zwischen den
Kollaborationspartnern stattgefunden um ein reibungsloses Ineinandergreifen der
verschiedenen Teilgebiete (Wirkstoffsynthese, Linkersynthese, Antikérper Expression,
Konjugation, in vitro- und in vivo- Untersuchungen), die alle bei verschiedenen
Projektpartnern durchgefuhrt wurden, zu gewahrleisten.



Das Projekt konnte auf verschiedenen Ebenen zur Innovation im Bereich der ADCs
beitragen:

1) Es konnte eine Reihe an neuartigen zytostatischen Verbindungen basierend auf
dem Wirkstoff Phalloidin hergestellt und charakterisiert werden. Weiterhin wurde
die Eignung dieser Derivate als neuartige Wirkstoffklasse fur ADCs eingehend
untersucht. Uberraschenderweise hat sich keines dieser Derivate als wirksam im
ADC-Kontext erwiesen, obwohl eine Wirkung auf Aktin als Zielprotein klar gezeigt
werden konnte.

2) Eswurde ein bestehender Antikorper gegen FLT3, ein bekannter tumorspezifischer
Oberflachenmarker in der AML, humanisiert um den Antikérper fur die Anwendung
im Menschen vorzubereiten. Humanisierung von Antikorpern sind fur die
Entwicklung von innovativen Therapien unabdinglich, um das Risiko von
unerwunschter Immunogenitat beim Einsatz im Menschen so weit wie moglich zu
verringern.

3) Es wurden zwei bekannte Wirkstoffklassen im ADC-Bereich (der Tubulin Inhibitor
MMAF und der DNA-bindende Wirkstoff Duocarmycin) auf ihre Wirksamkeit auf
Krebs-initiierende leukamische Stammzellen untersucht. Das Expressionsprofil
von FLT3 auf diesen Stammzellen war fur die Untersuchung von den FLT3
adressierenden ADCs gekoppelt an MMAF und Duocarmycin von besonderer
Bedeutung. Es wurde herausgefunden, dass DNA bindende Wirkstoffe eine
bessere Wirksamkeit auf leukdmische Stammzellen haben. Bei dem Tubulin
inhibierenden Wirkstoff konnte in den verschiedenen in vitro, ex vivo und in vivo
Studien eine schwachere Wirkung gezeigt werden. Diese Ergebnisse stehen im
Gegensatz zu der bisherigen Auffassung, dass Tubulin Inhibition keinen
wesentlichen Effekt auf ruhende, sich nicht teilende, Stammzellen hat. Die
Ergebnisse werden also bei zukunftigen Ansatzen Krebs initiierende Stammzellen
mit zielgerichteten Therapien zu adressieren eine entscheidende Rolle spielen.

Die Datensatze sind der Offentlichkeit durch die Publikation , Effective eradication of
acute myeloid leukemia stem cells with FLT3-directed antibody-drug conjugates®,
erschienen in der renomierten Fachzeitschrift ,Leukemia® zur Verfligung gestellt
worden. Weiterhin wurden die Ergebnisse in Zusammenhang auf der ASH Conference
(American Society for Hematology), einer der groBten Konferenzen fur hematologische
Erkrankungen im Rahmen einer Posterprasentation vorgestellt. Zusammenfassend kann
festgehalten werden, dass die grundlegende Untersuchung von zwei Wirkstoffklassen,
konjugiert an FLT3 Antikorper, auf lhre Eignung zur Eliminierung von leukamischen
Stammzellen, einen wertvollen Datensatz fur die Entwicklung von neuartigen Wirkstoffen,
insbesondere im Design von zielgerichteten Wirkstoffen in der Leukamie darstellt.



RTK-P5-ADC-Tubulis
Sachbericht zum Teilvorhaben
Teil 2: Eingehende Darstellung

Ausgangslage und allgemeine Ziele des Projekts

Das Ziel dieses Projektes zur Thematik des gerichteten Wirkstofftransport war es neue
Antikorper-Wirkstoff-Konjugate (ADCs) fur die gezielte Wirkstoffverabreichung zu
etablieren. ADCs haben die Aufgabe im Allgemeinen die Selektivitat von bioaktiven, dabei
meist zytotoxischen, kleinen Molekulen zu verbessern, um Nebenwirkungen, im
Besonderen in der konventionellen Krebstherapie, zu reduzieren. Trotz intensiver
Forschungsanstrengungen erflullen die derzeit zugelassenen ADCs die klinischen
Erwartungen bislang nur unzureichend, da nur ein geringes Repertoire an Wirkstoffen zu
Verflgung stehen, die haufig Gber instabile Linker Strukturen verknUpft sind. Dies fuhrt zu
vermeidbaren Nebenwirkungen, unglinstigen pharmakokinetischen Eigenschaften und
sich Einstellenden Resistenzen. ADCs flr die Tumortherapie bestehen, wie in Abbildung
1 gezeigt, aus einem Antikdrper und einem Toxinmolekul (,,Payload®), welches lGber einer
intrazellular spaltbaren Linker mit dem Antikorper verknUpft ist. Ziel des vorliegenden
Projekts war die Entwicklung eines neuartigen, hochwirksamen und sicheren ADCs zur
Behandlung der Akuten Myeloischen Leukdamie (AML). Grundlage hierfur sind kurzlich
von den Antragstellenden identifizierte, hochselektive Antikorper gegen die Rezeptor-
Tyrosinkinase FLT3 (feline McDonough sarcoma tyrosin kinase 3), ein validiertes und
vielversprechendes Zielmolekil bei AML. Im Rahmen des Projekts sollten diese
Antikdrper  gezielt  weiterentwickelt und in Kombination mit einem
zellzyklusunabhangigen Wirkstoff etabliert werden. Durch die Kombination mit einem
zellzyklusunabhangigen  Wirkstoff  sollten insbesondere auch leukdmische
Stammzellen, die mit bisherigen Therapien schwer zu erreichen sind, effektivandressiert
werden, um auftretende Resistenzen zu vermeiden und eine ldnger anhaltende Therapie
zu gewahrleisten.
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Abbildung 1: Prinzip der Konjugation eines Amin-haltigen Phalloidin-Derivats an das 20D9 unter
Verwendung des zuvor etablierten P5-VC-PAB-PNP-Bausteins gefolgt von einem zellbasierten
Viabilitdtsassay mit FLT3-positiven- und FLT3-negativen- Zelllinien.



Fur das Projekt wurde das von mehreren Projektpartnern etablierte P5-Labeling
eingesetzt — ein Verfahren, das sich durch hervorragende pharmakokinetische Stabilitat
auszeichnet. Auf dieser Basis wurden Antikorper-Wirkstoff-Konjugate (ADCs) generiert,
die ein zellzyklus-unabhangiges Wirkprinzip aufweisen und somit auch auf schwer
zugangliche leukdmische Stammzellen wirken konnen. Das Vorhaben wurde durch
umfassende in-vitro- und in-vivo-Studien flankiert, um das pharmakologische Potenzial
der entwickelten FLT3-gerichteten ADCs zu evaluieren.

Das Projektkonsortium vereint komplementare Expertisen aus verschiedenen Bereichen
der molekularen Lebenswissenschaften, um der hohen wissenschaftlichen und
technologischen Komplexitat des Vorhabens gerecht zu werden. Die beteiligten
Forschungseinrichtungen und ihre jeweiligen Beitrage im Uberblick:

Prof. Sissmuth (TU Berlin) — Expertise in der organischen Synthese pharmazeutisch
aktiver Wirkstoffe

Prof. Leonhardt (LMU Minchen) - Optimierung, Expression und Aufreinigung von
Antikorpern

Prof. Hackenberger (FMP Berlin) — Entwicklung und Anwendung der P5-Labeling-
Technologie zur chemoselektiven Konjugation

Prof. Jeremias (HMGU Miunchen) — Etablierung geeigneter praklinischer Tiermodelle zur
Wirksamkeits- und Sicherheitspriufung

Prof. Spiekermann (LMU Universitatsklinikum Munchen) — Klinische Erfahrung im Bereich
hamatologischer Erkrankungen und durchfihrung der Experimente zur Wirksamkeit auf
leukdmischen Stammzellen

Ergdnzt wurde das akademische Konsortium durch die Tubulis GmbH, ein
biopharmazeutisches Unternehmen mit ausgewiesener und langjahriger Erfahrungin der
Entwicklung von ADCs. Durch die Einbindung dieses starken industriellen Partners
wurden hohe Standards in der praklinischen Entwicklung sowie ein klarer Bezug zur
Anwendungspraxis gewahrleistet.

Wissenschaftliche und technische Ziele

Im Rahmen dieses Forschungsvorhabens war es das primare Ziel der Antragsteller, einen
neuartigen ADC fiur die Behandlung von AML zu entwickeln. Zu diesem Zweck wurden
anti-FLT3 monoklonale Antikdrper zunutze gemacht, die bereits in den Spiekermann- und
Leonhardt-Laboren gewonnen und charakterisiert wurden. In vorangegangenen
Experimenten wurden diese Antikorper im Hackenberger-Labor mit dem Toxin
Monomethylauristatin F (MMAF) konjugiert, wobei die zuvor erwahnte P5-Labeling
verwendet wurde, was ADCs mit antikorperahnlichen biophysikalischen Eigenschaften
und Langzeitstabilitat ermoglichte. Die generierten ADCs waren in vitro selektiv fur FLT3+-
Zelllinien und hochwirksam in einem in vivo AML-Mausmodell unter Verwendung von
FLT3+ AML-Zellen, die von der Jeremias-Gruppe etabliert wurden. '



Aufbauend auf diesen Untersuchungen sollten in WP1 die Antikérper zunachst
humanisiert und wiederum charakterisiert werden, um die Antikdrper-basierte
Immunogenitat und Toxizitat zu umgehen. In WP 2, sollte das MMAF-Toxin gegen
Phalloidin ausgetauscht werden, von dem bekannt ist, dass es stark an intrazellulare
Aktinfilamente bindet. ?

Neben der Synthese und Struktur-Wirkungsstudien war ein besonderes Ziel dieses
Arbeitspaketes konjugierbare Phalloidin-Bausteine herzustellen, die in Aktin-
Polymerisierungsassays auch weiterhin aktiv sind. Diese Bausteine sollten mittels der P5-
Labeling-Technologie an Antikorper konjugiert und funktional untersucht werden.
Aufgrund der Tatsache, dass fur einen Ruckfall bei AML durch konventionelle
Chemotherapie nicht adressierbare Leukamie-Stammzellen (LSC) verantwortlich
gemacht werden?® und dass LSCs den FLT3-Rezeptor Uiberexprimieren,* sollten die FLT3-
Antikorper aus WP1 mit geeigneten Payload-Molekulen in WP3 ausgestattet werden und
in WP4 eingehend biologisch untersucht werden. Hierbei war die Hypothese, dass
Phalloidine besser geeignet sind als die bisher verwendeten Zellzyklus-abhangigen
MMAF-Payloads, die nur auf sich teilenden Zellen aktiv sind, so dass die neuen FLT3-
Phalloidin-ADCs in der Lage sind auf LSCs einzuwirken mit dem Ubergeordneten Ziel, die
Chancen auf eine langfristige Heilung der AML zu erh6hen.

Die Tubulis GmbH hat uUber die gesamte Projektlaufzeit den Fokus auf industrielle
Standards und Ubertragbarkeit gesetzt und sichergestellt, dass samtliche Experimente
und Entwicklungen in Ubereinstimmung mit Industriestandards durchgefiihrt werden
(WP5). Des Weiteren hat die Tubulis die Konjugate fur die in vivo Studien in WP4
hergestellt, inklusive Antikorperexpression und Konjugation. Nachdem absehbar war,
dass sich die neuartigen Phalloidin-Derivate maéglicherweise nicht als ADC payload, wie
in Abbildung 1 dargestellt, eigenen, wurden Duocarmycin-Konjugate hergestellt, um
einen grundsatzlichen Einfluss von dem Wirkprinzip des payloads auf die Wirksamkeit auf
leukdmische Stammzellen zu untersuchen. Die Tubulis hat hier auf ein kommerziell
erhaltliches Duocarmycin-Linker-Payload System zurlickgegriffen, um Konjugate fur die
Experimente in WP3 und WP4 herzustellen. Die Ergebnisse der Arbeitspakete an denen
die Tubulis beteiligt war ist nachfolgend dargestellt. Fur die anderen Ergebnisse sei auf
die anderen Ergebnisberichte der Projektpartner verwiesen.

Wissenschaftliche Ergebnisse
a) Humanisierung des murinen FLT3-spezifischen Antikorpers

Der FLT3-spezifische Antikorper 20D9' wurde durch Humanisierung mittels CDR-Grafting
und einem 3D-struktur-basierten Ansatz humanisiert. Daraus resultierten vier Sequenzen
der variablen Domanen der schweren (VH1-VH4) und vier der leichten Kette (VL1-VL4),
die jeweils in IgG-Expressionsvektoren flr Saugerzellen kloniert wurden (Abbildung 2A).
Von 16 moglichen Antikorperkombinationen konnten nur jene mit den leichten Ketten
VL1-VL3 erfolgreich exprimiert werden, was zur Generierung von insgesamt 12



Antikdrpern fuhrte. Die Sequenzen wurden von der Firma Yumab GmbH erstellt, die
Antikdrper von der AG Leonhardt hergestellt und durch die Tubulis sowie die AG
Spiekermann umfassend hinsichtlich Affinitat und Stabilitat analysiert (Abbildung 2B-C),
um einen optimalen Kandidaten flr die Weiterentwicklung als ADC zu identifizieren.
Insgesamt zeigten die Antikdrper mit VL1 (20D9h1-20D9n4) die beste Erhaltung der
hohen Bindungsaffinitat zu humanem FLT3 des urspringlichen 20D9-Antikorpers, mit
halbmaximalen Effektivkonzentrationen (EC50) zwischen 11,0-11,4 ng/mlim Vergleich zu
29,3-111,6 ng/ml bei allen anderen Antikdrpern. Diese mAbs zeigten zudem die starkste
Bindung an Ba/F3-Zellen, die stabil humanes Wildtyp-FLT3 exprimieren, jedoch keine
Bindung an Kontrollzellen ohne Oberflachenantigen. Basierend auf diesen Kriterien
sowie der guten Expression und einem hohen Humanisierungsgrad wurde der Klon
20D9h3 fur weiterfuhrende Untersuchungen ausgewahlt.
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Abbildung 2: Humanisierung des FLT3-monoklonalen Antikérpers 20D9 und Auswahl des humanisierten
Klons 20D9h3. (A) Schematische Darstellung der Humanisierung von 20D9 und der Herstellung
humanisierter monoklonaler Antikérper (mAbs). Die Humanisierung wurde von der Firma YUMAB GmbH
entweder mittels CDR-Grafting oder auf Basis eines 3D-strukturbasierten Ansatzes durchgefiihrt.
Insgesamt wurden 16 rekombinante mAbs, bestehend aus vier unterschiedlichen humanisierten leichten
und schweren Ketten, in ExpiCHO-Zellen exprimiert, wovon vier nicht exprimierbar waren. Alle exprimierten
Antikorper wurden mittels Protein-A-Affinitdtschromatographie gereinigt. Die Stabilitdt und
Bindungseigenschaften wurden umfassend mittels Durchflusszytometrie, ELISA, hydrophober
Interaktionschromatographie (HIC), GréBenausschlusschromatographie (SEC) sowie Nanodrop-
Messungen analysiert. (B) Aggregatanalyse mittels SEC-HPLC der 12 exprimierbaren humanisierten
Antikorper sowie des chiméren Rattenantikdrpers 20D9 nach der Reinigung (t,) und nach Inkubation bei 37
°C fuir 1 Woche (t,), 2 Wochen (t,) und 4 Wochen (t,). Die Fldche unter der Kurve wurde flir hochmolekulare
Spezies und monomere Antikérperpeaks ausgewertet, und der Prozentsatz der hochmolekularen Spezies



wurde berechnet. (C) Retentionszeiten der 12 exprimierbaren humanisierten Antikérper sowie des
chiméren Rattenantikérpers 20D9 in der HIC-HPLC nach der Reinigung (t,) und nach Inkubation bei 37 °C
fir 4 Wochen (t,).

Ein zentrales Merkmal von Antikdrpern, die fur ADCs eingesetzt werden sollen, ist ihre
Fahigkeit zur Internalisierung.® Die Internalisierung von 20D9h3 wurde mithilfe von
Mikroskopie und Durchflusszytometrie in Ba/F3-pMIY hFLT3-Zellen mit hoher bzw.
niedriger FLT3-Expression unter Verwendung eines pH-sensitiven Farbstoffs (Abbildung
3A-B). 20D9h3 wurde in FLT3-exprimierenden Zellen, abhangig vom Niveau der FLT3-
Oberflachenexpression, rasch internalisiert und konnte intrazellularer bereits nach einer
Stunde detektiert werden. AnschlieBend wurde die Bindungvon 20D9h3 an FLT3-Paraloge
(Abbildung 3C), die aufgrund sequenzieller und struktureller Ahnlichkeiten ausgewahlt
wurden, getestet. Es konnte gezeigt werden, dass 20D9h3 spezifisch an Ba/F3-pMIY-
Zellen bindet, die FLT3, jedoch nicht VEGFR, PDGFRa, CSF-1R oder c-KIT exprimieren.
Zudem konnte gezeigt werden, dass 20D9h3 an FLT3 von Makaken (cynomolgus monkey,
cynoFLT3), jedoch nicht an murines (mFLT3) oder Ratten-FLT3 (rFLT3) bindet (Abbildung
3D), was fur eine preklinische Toxizitatsstudie in Nicht-Menschen-Affen ein
entscheidender Vorteil fur die Entwicklung ist. Eine Bindung an FcyRIl (hFcyRIl) wurde
weder mit Wildtyp noch mit LALA-mutierten Antikérpern beobachtet (Abbildung 3E).
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Abbildung 3: Characterisierung des ausgewéhlten Klons 20D9H3. (A) Der monoklonale Antikérper 20D9h3
wurde mit einem pHrodo Deep Red-markierten Sekundérantikérper komplexiert und mit Ba/F3-Zellen
inkubiert, die entweder den leeren MSCV-IRES-YFP-Vektor (pMIY ev) oder humanes Wildtyp-FLT3 in
niedriger (hFLT3"low) oder hoher (hFLT3"high) Dichte an der Zelloberfléche stabil exprimieren. Die
Internalisierung wurde nach 1 h, 5 h und 24 h mittels Durchflusszytometrie gemessen und als Verhéltnis
der mittleren Fluoreszenzintensitat (MFI) zur ungefarbten Kontrolle dargestellt. Daten sind dargestellt als
Mittelwert + Standardabweichung (s.d.); n = 3. (B) 24 h nach Inkubation wurde zusétzlich mittels
Mikroskopie visualisiert. Griin = stabil exprimiertes YFP; Rot = 20D9h3-Antikbrper, detektiert Uber den
pHrodo-markierten Sekundérantikorper. MaBstabsbalken = 10 um; C) Bindung des 20D9h3-Antikdrpers an
Ba/F3-pMlY-Zellen, die entweder den leeren Vektor (ev), hFLT3"high, FLT3-Paraloge (VEGFR, PDGFRa,



CSF-1R, c-KIT) oder D) FLT3-Orthologe aus Makaken (cynoFLT3), Ratte (rFLT3) und Maus (mFLT3)
exprimieren, wurde nach 1 h Inkubation per Durchflusszytometrie gemessen. Die MFI-Werte wurden auf
die Bindung eines IgG1-Isotyp-Kontrollantikérpers normalisiert. Mittelwert = s.d.; n = 3. (E) Bindung von
20D9h3 und einem IgG1-Isotyp-Kontrollantikbrper mit wildtyp (wt) oder Leu234Ala/Leu235Ala (LALA)-
mutiertem Fc-Teil an Ba/F3-pMIY-Zellen, die entweder ev, die humanen Fcy-Rezeptoren (FcyRl, FcyRll,
FcyRIll) oder hFLT3"high exprimieren. Die Messung erfolgte nach 1 h Inkubation mittels
Durchflusszytometrie und wird als MFI dargestellt. Mittelwert +s.d.; n = 4.

Zusammenfassend wurde der humanisierten FLT3-Antikdrper 20D9h3 als geeigneter
Kandidat fur die weitere Entwicklung von ADCs identifiziert.

b) Uberpriifung der Eignung von Phalloidin als Payload fiir ADCs
Die AG SuBmuth konnte eine Reihe von neuartigen, konjugierbaren, Phalloidin Derivaten
herstellen (Abbildung 4).
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Abbildung 4: Ubersicht der in der AG SiiBmuth synthetisierten Phalloidin-Derivate.

Die von der AG SuBmuth hergestellten Phalloidin-Derivate wurden von der AG
Hackenberger mittels der P5-Technologie an Antikorper konjugiert. Parallel dazu wurden
entsprechend des Antrags gemeinsam mit der Tubulis konjugierbare P5-MMAF-Payloads
hergestellt, um die in a entwickelten Antikérper in ADCs zu uberfuhren. Die P5-MMAF
Payloads wurden analog an Antikorper konjugiert und charakterisiert. Mit den aktiven
Phalloidin-Derivaten konnten ADCs mit variablen Beladungszahlen (Drug-to-Antibody
Ratios, DARs) durch die AG Hackenberger zuganglich gemacht werden. Leider wurde in
anschlieBenden Experimenten mit einer humanen Krebszelllinie (SKBR3) keine
spezifische Zelltoxizitdt gemessen. Die Tubulis hat im Anschluss tiefergehende
Experimente auf weiteren humanen Krebszellinien durchgefuhrt. Hier konnte zwar eine
Aktivitat und Internalisierung der Antikorper verifiziert werden konnte, jedoch zeigte sich
auch hier fur keines der getesteten Phalloidin basierten ADCs auf keiner der getesteten
Zelllinien eine Aktivitat. Dieses Ergebnis ist Uuberraschend, da eine Wirksamkeit am



Zielprotein Aktin klar von der AG Hackenberger gezeigt werden konnte. Mdgliche Grinde
konnen in dem Verbleib der Phalloidin-Derivate im Endosom/Lysosom nach der
Rezeptorvermittelten Aufnahme durch den ADC liegen, was eine Bindung des Aktins und
somit eine Wirksambkeit verhindert. Eine weitere Begrindung kénnte im proteolytischen
Abbau der peptidischen Strukturen des Phalloidin im Lysosom liegen. Leider hatte eine
eingehende Untersuchung des zugrundeliegenden Mechanismus, welcher zur nicht-
wirksamkeit von Phalloidin im ADC Kontext fuhrt, die Kapazitaten dieses Vorhabens
ubertroffen.

c) Etablierung von Duocarmycin als Surrogat payload um den grundlegenden
Einfluss des Wirkstoffs auf die Wirksamkeit von leukdmischen Stammzellen
zu untersuchen.

Wie unter b beschrieben, konnte keines der getesteten Phalloidin-Derivate erfolgreich im
ADC Kontext etabliert werden. Alternativ wurden Duocarmycine als andere Wirkstoffe mit
bekannter Aktivitat auf nicht-teilende-Zellen untersucht werden. Bestrebungen der AG
Hackenberger, Derivate des Duocarmycins fur die Konjugation verfliigbar zu machen
waren nicht erfolgreich, wodurch die Tubulis ein kommerzielles Duocarmycin Linker-
Payload® (=DUBA) erworben und an den FLT3-Antikorper konjugiert hat.

Es wurden mitdem humanisierten antikdrper aus a20D9h3-DUBA-ADCs mit einem Drug-
to-Antibody Ratio (DAR) von 4,8 mittels Maleimid-Cystein-Konjugation hergestellt sowie
20D9h3-MMAF-ADCs mit einem DAR von 8,0 unter Verwendung der P5-Technologie.’” Die
Analytischen Daten zu den DUBA ADCs istin Abbildung 5 dargestellt.
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Abbildung 5: Analyse und Struktur der hergestellten DUBA ADCs.



Esistanzumerken, dass 20D9h3-DUBA trotz geringerer Beladung mit Wirkstoffmolekilen
eine starke Aggregationstendenz aufwies (Abbildung 5B), wahrend 20D9h3-MMAF eine
hohe Homogenitat zeigte. Trotz der niedrigeren DAR zeigte 20D9h3-DUBA eine
vergleichbare Zytotoxizitdt wie 20D9h3-MMAF in FLT3-positiven Zelllinien (MOLM-13,
MV4-11 und OCI-AML3) (Abbildungen 6A-B). FLT3-negative Zelllinien (K-562 und HL-60)
wurdenvon beiden ADCs nicht beeinflusst (Abbildung 6C). Die Wirksamkeit war abhangig
vom AusmaB der FLT3-Oberflachenexpression, wie am Beispiel von 20D9h3-DUBA
gezeigt wurde (Abbildung 6D). Im nachsten Schritt wurden DUBA-Konjugate aus dem
LALA-mutierten 20D9h3-Antikorper sowie einem IgG1-Isotyp-Kontrollantikdrper
hergestellt. Keiner der vier ADCs zeigte eine Wirkung auf Ba/F3-pMIY ev-Zellen (Abbildung
6E). Wie aus den Bindungsstudien erwartet, waren sowohl 20D9h3-DUBA als auch
20D9h3-LALA-DUBA wirksam bei der Eliminierung von Ba/F3-pMIY hFLT3-Zellen, mit ICg,-
Werten von 69,3 ng/ml bzw. 142,9 ng/ml, wahrend die 1gG1-ADCs in diesen Zellen
unwirksam waren (Abbildung 6F). Daruber hinaus waren 20D9h3-DUBA und IgG1-DUBA
zytotoxisch gegenuber Zellen mit hFcyRI-Expression, wohingegen ihre LALA-mutierten
Varianten keine Wirkung zeigten (Abbildung 6G). In Ba/F3-pMIY-Zellen mit Koexpression
von hFcyRl und hFLT3 ergab sich folgende Rangfolge der zytotoxischen Wirkung: 20D9h3-
DUBA > 20D9h3-LALA-DUBA > 1gG1-DUBA > 1gG1-LALA-DUBA (Abbildung 6H).
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Abbildung 6: Evaluation von 20D9h3 basierten ADCs konjugiert mit DUBA und MMAF. MOLM-13 (FLT3-
positiv, A), MV4-11 (FLT3-positiv, B) und HL-60 (FLT3-negativ, C) Zellen wurden (ber 96 Stunden mit einer
Verdinnungsreihe von 20D9h3-mAb, 20D9h3-DUBA, 20D9h3-MMAF, IgG1-DUBA oder IgG1-MMAF
behandelt. Die vitalen Zellen wurden mittels Resazurin-Assay quantifiziert und auf die unbehandelte
Kontrolle normiert. Mittelwert = Standardabweichung (s.d.); n = 3 biologische Replikate. (D) Ba/F3-pMIY-
Zellen, die entweder ev, hFLT3"low, hFLT3"medium oder hFLT3"high exprimieren, wurden fiir 72 Stunden
mit unterschiedlichen Konzentrationen von 20D9h3-DUBA behandelt. Die Zellvitalitdt wurde durch
Trypanblau-Ausschlusstest bestimmt und auf die unbehandelte Kontrolle normiert. Mittelwert +s.d.; n =3
biologische Replikate. (E-H) Ba/F3-pMIY-Zellen, die entweder ev (E), hFLT3"high (F), FcyRI (G) oder eine
Koexpression von hFLT3 und FcyRI (H) aufweisen, wurden Uber 72 Stunden mit einer Verdlinnungsreihe von
20D9h3-DUBA, 20D9h3-LALA-DUBA, IgG1-DUBA oder IgG1-LALA-DUBA behandelt. Die Zellvitalitat wurde
mittels Durchflusszytometrie mit dem LIVE/DEAD Fixable Far Red Dead Cell Stain bestimmt und auf die
unbehandelte Kontrolle normiert. Mittelwert + s.d.; n = 3 biologische Replikate.

Die vielversprechenden in-vitro-Ergebnisse mit 20D9h3-DUBA sind aktuell jedoch nur
eingeschrankt auf in-vivo-Modelle Ubertragbar, da es Stabilitatsprobleme des Linker-
payloads gibt. 20D9h3-DUBA zeigte insbesondere eine ausgepragte



Aggregationstendenz, und pharmakokinetische Analysen ergaben einen schnellen
Verlust des Wirkstoffs in der Blutzirkulation. Als Ursache konnte eine Retro-Michael-
Addition des Maleimidlinkers sowie die Aktivitat der mausspezifischen Carboxylesterase
Ces1c ausgemacht werden. Eine weitere Optimierung des Linkers von 20D9h3-DUBA ist
daher ein Kern von ZukUnftigen Arbeiten an diesem Projekt.

Weitere Ergebnisse wurden von der AG Spiekermann und der AG Jeremias erhoben: Es
wurden umfassende CFU- und LTC-IC-Assays mit AML-PDX-Zellen in vitro durchgeflhrt.
Hier zeigte 20D9h3-DUBA eine hohere Wirksamkeit bei der Eliminierung leukamischer
Vorlauferzellen im Vergleich zu 20D9h3-MMAF. Daruber hinaus verhinderte die ex vivo-
Behandlung von AML-388- und AML-393-PDX-Zellen mit 20D9h3-DUBA vollstandig die
Engraftierung in NSG-Mausen. In den mit 20D9h3-MMAF behandelten AML-393-Zellen
kam es bei einem Tier zu einem verzogerten Engraftment, wahrend bei AML-388 alle Tiere
negativ blieben — was darauf hinweist, dass 20D9h3-MMAF ebenfalls gegen leukdmische
Initiatorzellen (LICs) wirksam sein kann. Dies ist insofern bemerkenswert, als MMAF
aufgrund seines Wirkmechanismus Ublicherweise nicht als idealer ADC-Wirkstoff gegen
ruhende Zellen gilt.

Zusammenfassend belegen die Ergebnisse in ¢, dass die Kombination aus FLT3 als
Zielstruktur und DUBA als Wirkstoff eine effiziente Elimination Lleukdmischer
Vorlauferzellen in vitro und Verhinderung der Engraftierung von LICs in vivo ermdglicht -
und somit ein vielversprechender Ansatz fur ein LSC-zielgerichtetes ADC darstellt.
Uberaschenderweise waren auch die Tubulin-Inhibitoren-ADCs (MMAF-Konjugate)
wirksam auf ruhende leukdmische Stammzellen, jedoch mit einer etwas geringeren
Potenz. Zuklnftige Entwicklungen werden eine Optimierung des Linkers von 20D9h3-
DUBA umfassen, um die glinstigen biophysikalischen Eigenschaften von 20D9h3-MMAF
mit der Uberlegenen LSC-Eliminierung durch DUBA zu kombinieren.

Zusammenfassung des wissenschaftlichen Erfolgs des Vorhabens

Das Projekt konnte auf verschiedenen Ebenen zur Innovation im Bereich der ADCs
beitragen. Zum einen konnte eine Reihe an neuartigen zytostatischen Verbindungen
basierend auf dem Wirkstoff Phalloidin hergestellt und charakterisiert werden. Weiterhin
wurde die Eignung dieser Derivate als neuartige Wirkstoffklasse fir ADCs eingehend
untersucht. Uberraschenderweise hat sich keines dieser Derivate als wirksam im ADC-
Kontext erwiesen, obwohl eine Wirkung auf Aktin als Zielprotein klar gezeigt werden
konnte. Weiterhin wurde ein bestehender Antikdrper gegen FLT3, ein bekannter
tumorspezifischer Oberflachenmarker in der AML, humanisiert um den Antikorper fur die
Anwendung im Menschen vorzubereiten. Humanisierung von Antikorpern sind fur die
Entwicklung von innovativen Therapien unabdinglich, um das Risiko von unerwunschter
Immunogenitat beim Einsatz im Menschen so weit wie moglich zu verringern.



Des Weiteren wurden zwei bekannte Wirkstoffklassen im ADC-Bereich (der Tubulin
Inhibitor MMAF und der DNA-bindende Wirkstoff Duocarmycin) auf ihre Wirksamkeit auf
Krebs-initiierende leukamische Stammzellen untersucht. Das Expressionsprofil von FLT3
auf diesen Stammzellen war fur die Untersuchung von den FLT3 adressierenden ADCs
gekoppelt an MMAF und Duocarmycin von besonderer Bedeutung. Es wurde
herausgefunden, dass DNA bindende W.irkstoffe eine bessere Wirksamkeit auf
leukdmische Stammzellen haben. Bei dem Tubulin inhibierenden Wirkstoff konnte in den
verschiedenen in vitro, ex vivo und in vivo Studien eine schwachere Wirkung gezeigt
werden. Diese Ergebnisse stehen im Kontrast zu der bisherigen Auffassung, dass Tubulin
Inhibition keinen wesentlichen Effekt auf ruhende, sich nicht teilende, Stammzellen hat.
Eine schwache konnte im Linkersystem des kommerziell erhaltlichen DUBA linker-
payloads ausgemacht werden, der sowohl zu Aggregation des ADCs, als auch zu
Instabilitat in der Blutzirkulation und verlust des Linker-Payload durch retro-Michael-
Addition fuhrt. Nachfolgende Arbeiten werden sich mit der Verbesserung durch die
Kombination mit dem P5 labelling befassen. Dennoch stellt die grundlegende
Untersuchung von zwei Wirkstoffklassen, konjugiert an FLT3 Antikorper, auf lhre Eignung
zur Eliminierung von leukamischen Stammzellen, einen wertvollen Datensatz fur die
Entwicklung von neuartigen Wirkstoffen, insbesondere im Design von zielgerichteten
Wirkstoffen in der Leukdmie dar. Der Datensatz ist der Offentlichkeit durch die Publikation
»Effective eradication of acute myeloid leukemia stem cells with FLT3-directed antibody-
drug conjugates®, erschienen in der renomierten Fachzeitschrift ,Leukemia“, zur
Verfligung gestellt worden.®
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