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Abstrakt:

Témer az do konce minulého stoleti byly protilatky (imunoglobuliny) povazovany za jediné vazebné
proteiny schopné specifické vazby. Objev hybridomové technologie v roce 1975 umoznil vytvareni
monoklonalnich protilatek, které po dvaceti letech vstoupily do klinické praxe. V této dobé byly
objeveny prvni neimunoglobulinové proteinové struktury vhodné pro vytvofeni specifického
vazebného mista. Do dnesni doby bylo popsano mnoho odliSnych struktur, ale pouze nékolik z nich
je dale vyvijeno jako diagnostika, terapeutika nebo jako nastroje ve vyzkumu. Tyto struktury nejsou
zatizeny nedostatky imunoglobulind, jako je velikost, draha vyroba a obtizny racionalni navrh, a
proto maji potencial nahradit a pfekonat souasné vyuziti protilatek. V této bakalarské praci jsou
shrnuty veSkeré struktury, které jsou ve vyvoji a jsou popsany zastupci v klinickém testovani
v oblasti nadorovych terapeutik v porovnani s nékterymi schvalenymi imunoglobulinovymi

biolécCivy.
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Abstract:

Almost until the end of the last century, antibodies (aka immunoglobulins) were considered the only
class of specific binding proteins. The discovery of hybridoma technology in 1975 had enabled the
production of monoclonal antibodies and after twenty years some of them have entered clinical
practice. Meanwhile, the first non-immunoglobulin protein scaffold, in which new specific binding
sites could be introduced was discovered. To date, many different alternative scaffolds have been
described, but only a few of them are being further developed for diagnostics, therapeutics or tools
in basic research. Since these structures are overcoming the drawbacks of immunoglobulin
structure, which are big size, expensive production and difficult rational design, they have potential
to replace and exceed them. In this bachelor’s thesis all the alternative scaffolds in development
are summarized. Moreover, their advancements in clinical trials are described and compared with

approved therapeutics based on immunoglobulin structure.

Keywords:

Alternative binding proteins, antibody mimetics, clinical trials, cancer, biopharmaceutical, targeted

therapy, protein scaffold, protein structure, high affinity binding proteins, display technology



Seznam zkratek:

AK
AVP
BIiTE
CDR
CNS
ED-B
Fab

Fc
GBM

lg

Kb
mAbs
NSCLC
0s
pAbs
PFS
ScFv
TandAbs

aminokyselina

alternativni vazebny protein

regiony uréujici komplementaritu
centralni nervova soustava
extradoména B fibronectinu
protilatkovy antigen vazebny fragment
protilatkovy konstantni fragment
nador mozku glioblastom
imunoglobulin

disociaéni konstanta
monoklonalni protilatky
nemalobunécény karcinom plic
celkova doba preziti
polyklonalni protilatky

doba preziti bez progrese

jednofetézcovy variabilni fragment

bispecific T cell engager

complementarity determining region

fibronectin extra domain B
antibody fragment antigen binding
antibody fragment crystallizable
glioblastoma multiforme

immunoglobulin

monoclonal antibodies
non-small-cell-lung cancer
overall survival

polyclonal antibodies
progression free survival
single-chain variable fragment

tandem diabodies



Opsah

LY LYo o RSN 1
g oY TR 1
(2 =TT (= To7 1Y SRR 3
1.3. Od molekuly k 1éku — PreKliniCka fAze...........cccuvviiiiiii e 4
1.4. Od molekuly K [€ku — KINICKA fAZE........coouiiiiiiiee e 4

2. AVP na ZaKIAd8 Ig SITUKLUNY ........eeiieeiee et e e e 5
P2 T 1Y (o 11V (o S TP PP RPN 5
2.2. Jednoretézcove variabilni fragmenty ... 6

0 T = N I P PERRR: 6
2.2.2. TANUADS. ...ttt et a e e e e n b e e e nb e e e e e nareee s 7
2.3. Treti generace’ protilatkovych vazebnych fragmentl............cccooviiiiiiie 7

3. AVP Na ZAKIAdE Ne-IQ SIIUKLUNY ......cocuviiiiiiiiie et e e e nnaeeee s 8
G I 1Y (o 1Y Vo =S PRSPPI 8
3.2. AVP v preklinické/klinické fazi cilici nadoroveé biomarkery ........cccccccooveciieieeee e 8
3.2.1. AdNectin (ZMONOBOAY) ......ooiiiiiiie e 9
G i 110 To o O PR 10
G 0 T i 1111 o PR 11
I B AN g1 {[ox | 11 o PSPPSR 12
3.2.5. DARPiIns (Designed Ankyrin Repeat ProteiNs) ......ccccvvccuvvieeieee s seiiiiieeee e e e s esinneeeeee e 13
B 2.0. FYNOMIET ... 15
0 R = U= o 1= o To o |V PSR 15
3.3. Ostatni POKIOCIHE AVP ...... it e e e e e e e e e e e e eneees 17

4. AVP V KIINICKEM teSIOVANT ......oiiiiiiiiii e e 19
4.1. Cilena antiangiogenni tErapi ...........coiueiiiiiiiiiiie et 19
R O I PPN 20
R R S T 01 RSP 22
|V 0245 O PPN 23

5. Schvalend antiangiogenni DIOIEEIVA...........cooiiiiiiiii e 23
5.1, BEVACIZUMAD ... 23
5.2, RAGMUCITUMEAD ...t ettt e s st e e e et e e e e s aane e e e e enees 24
R A i 1 oT=T o= o S TSSO 24

6. Porovnani AVP v KT se schvalenymi antiangiogennimi biolé&ivy..........c.cocociiiiiiiiiiiiiinenne, 25

42\ PR 27



1. Uvod

1.1. Uvod

Jiz na zacatku 20. stoleti Paul Ehrlich postuloval myslenku ,magické stfely* (z anglického originalu
,magic bullet’). Koncept ,magické stfely' pfedstavoval slou¢eninu, ktera by specificky cilila a ni¢ila pouze
patogeny, respektive toxiny. Kli€¢ovym krokem k realizaci Ehrlichovy vize byl objev hybridomové
technologie Georgesem Kéhlerem a Césarem Milsteinem v roce 1975 (Kohler a Milstein, 1975). Tento
objev umoznil produkci monoklonalnich protilatek (dale mAbs). Princip hybridomové technologie spociva
ve flzi B-lymfocytl (produkujicich pozadovanou protilatku) s nadorovymi burikami myelomu. Z této flze
vznikaji nesmrtelné hybridni burky produkujici mAbs. O vyznamnosti tohoto objevu svéd¢i udéleni
Nobelovy ceny v roce 1984.

Protilatky se déli do péti tfid — IgM, IgD, 1gG, IgE a IgA. Skladaji se ze dvou lehkych a dvou
tézkych fetézcu spojenych disulfidickymi mustky. Ve své struktufe maji odliSné funkéni jednotky: antigen
vazebny fragment (dale Fab, z angl. fragment antigen binding) a konstantni fragment (dale Fc, z angl.
fragment crystallizable region). Fab obsahuje variabilni doménu lehkého a tézkého fetézce a v kazdé
z nich se nachazi tfi hypervariabilni smy¢ky CDR (z angl. Complementarity Determining Regions), které
zprostfedkovavaji specifickou vazbu protilatky k antigenu. Pfes Fc protilatka interaguje s Fc receptory na

buhkéach imunitniho systému.

(A) (B)

Obrazek 1 1gG struktura. (A) Protilatka ve tvaru Y se sklada ze dvou Fab ,ramen’ a Fc ,nohy". Tyto regiony jsou
propojeny disulfidickymi mastky, které umoznuji strukturni flexibilitu. TéZké fetézce obsahujici tfi konstantni (CH1-3) a
jednu variabilni doménu (VH) jsou znaceny zelené a modre a lehké retézce obsahujici jednu konstantni (CL) a jednu

variabilni (VL) doménu Zluté a purpurové. V Fc regionu jsou znaceny ¢ervené a rizove postranslacné pripojené
sacharidy. (B) Detail Fab s oznac¢enymi CDR (HCDR1-3 a LCDR1-3) zprostfedkovavajici specifickou vazbu protilatky

k antigenu. V tomto pripadé je t&zky retézec znacen purpurové a lehky zelené. Prijato od (Murali a Greene, 2012).
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MAbs pochazeji ze stejného klonu plazmocytu (diferencovany B-lymfocyt) a jsou tedy identické.
Oproti tomu polyklonalni protilatky (dale pAbs) pochazejici z riznych klonl plazmocytt obsahuiji riizné
variabilni regiony. PAbs na rozdil od mAbs vznikaji v téle v pfirozené imunitni reakci. Jejich potencialni
terapeutickou vyhodou oproti mAbs je schopnost specificky cilit vice riznych epitopl na nadorovych
burikach. Tim je dosazeno vy$Si destrukéni Ucinnosti nadortd a nizsi pravdépodobnost vzniku nadorové
rezistence, ktera ¢asto vznika pfi pouziti terapeutickych mAbs. Nicméné, tradiéni pfipravou pAbs izolaci
Z imunizovaného zvirete je prakticky nemozné dosahnout reprodukovatelnosti Sarzi (tzv. ,batch to batch
reproducibility’). A to je doposud hlavnim divodem jejich omezeného vyuziti v klinické praxi. Cilem
souCasného vyvoje je nalezeni technologie umozhujici vytvaret stejné definované Sarze pAbs
(Waltz, 2006).

V pocatcich vyvoje mAbs jako terapeutik v osmdesatych letech bylo pfed védce postaveno
nékolik pfekdzek. Prvni pfipravené terapeutické mysi protilatky byly velmi imunogenni a vykazovaly
v klinickém testovani nedostate¢nou ucinnost a vysokou hodnotu clearance (z angl. clear = distit)
problému — pfiprava humanizovanych a chimerickych mAbs a pfiprava pIné lidskych mAbs. Chimerické
mAbs byly pfipraveny pomoci metod genového inzenyrstvi nahrazenim mysiho Fc regionu lidskym.
U humanizovanych mAbs je mysiho plvodu pouze vazebna oblast. Produkce pIné lidskych mAbs pomoci
hybridomové technologie se nedafila. Zlom nastal na pocatku devadesatych let rozvojem dvou
metod - technologie fagovych displeju a pfipravy transgennich mysi. Tyto technologie umoznily vyrobu
lidskych mAbs a také umoznily studium jednotlivych protilatkovych fragmentl (Reichert et al., 2005).

Vyuziti mAbs jako terapeutik je omezeno nékolika nedostatky, které plynou z jejich struktury a
biofyzikalnich vlastnosti. Mezi tyto nedostatky patfi jejich velka velikost (~ 155 kDa u nejCastéji v
imunoterapii pouzivané IgG) omezujici pronikani tkdnémi a nemoznost cilit nékteré skryté epitopy,
néakladna vyroba a obtizny racionalni navrh. S cilem prekonat tyto nedostaky jsou vyvijeny jednotlivé
protilatkové fragmenty. OvSem jejich terapeutické uplatnéni je brzdéno vyskytujicimi se problémy, jako
je nestabilita ve vodném prostfedi a tendence vzajemné agregovat. Z téchto divodi se vyzkum
v poslednich zhruba patnacti letech zacina se zvySujici mirou vénovat alternativnim vazebnym proteiniim
(dale AVP), které jsou nékdy v literatufe oznadovany jako alternativni antigen-vazajici formaty, proteinové
scaffoldy, proteiny s vysokou afinitou a protilatkova mimetika. AVP jsou produkovany na zakladé malych
(obvykla vel. ~ 10-20 kDa) robustnich proteinovych struktur, na kterych je vytvafeno nové vazebné misto.
V literatufe nékdy byvaji protilatkové fragmenty zafazeny mezi AVP, které se rozdéluji do
dvou skupin — AVP na zakladé imunoglobulinové (dale Ig) struktury (=protilatkové fragmenty) a AVP na
zékladé ne-lg struktury. V této bakalarské praci se zaméfim na AVP na zékladé ne-Ig struktury uréené
k nadorové terapii a cilici predevsim extracelularni cile. PopiSu pokrocilejsi struktury, které jsou
v preklinickém nebo v klinickém vyvoji a zvlasté ty molekuly, které se dostaly do klinického testovani
Ié&by nadorovych chorob a porovndm je s nékterymi schvalenymi biolé€ivy (viz. kapitola 1.2.). AVP jsou
nejcastéji ze zacatku vyvijené jako citlivé diagnostické soupravy a bisoenzory a az s postupem c&asu,

kdyz se napfiklad prokaze jejich inhibiéni u¢inek na vazbu ligandu, za¢nou byt vyvijené jako terapeutika.



Existuji dvé hlavni moznosti pfipravy AVP — Fizena evoluce a racionalni navrh. Rizena evoluce je
metoda v proteinovém inZenyrstvi napodobujici proces pfirozeného vybéru. Jejim principem je vytvofeni
komplexnich kombinatorickych knihoven proteinovych variant, ze kterych jsou selektovany proteiny
s pozadovanymi vlastnostmi. Tfi zasadni kroky jsou mutageneze (vytvofeni knihoven), selekce a
amplifikace selektovanych variant. Tyto kroky jsou opakovany v cyklech do doby, nez je vyselektovana
proteinova varianta s nami pozadovanymi vlastnostmi. NejCastéji je selekce provadéna metodou
fagového displeje pfi, které jsou proteiny vytvarené fagem vkladany do jeho obalu. DalSi ¢asto pouzivané
metody k selekci jsou in vitro ribosomalni displeje, kvasinkové displeje a mRNA displeje. Napfiklad
vyhoda kvasinkového displeje je v jeho eukaryotni expresi a zpracovani. U racionalniho navrhu jsou
mutace vnaseny cilené na zakladé matematickych a strukturnich modell. S vyhodou jsou metody Fizené
evoluce a racionalniho navrhu kombinovany.

Mala velikost AVP je pfi¢inou vysoké renalni clearance a tudiz kratkého polo¢asu zivota v plazmé.
Ten je vyhodou v diagnostickém vyuziti, ale zplsobuje komplikace v terapii. Lé¢ivo se za kratkou dobu
nedostane ke svému cily v u¢inné koncentraci a je potfeba vice ¢astéjSich davek. Proto bylo vyvinuto
nékolik strategii pouzivanych k prodlouzeni polo¢asu zivota protein( v plazmé. Tyto strategie nejcastéji
cili zvysSeni hydrodynamického objemu proteinu nebo vyuzivaji endozomalni recyklaéni procesy
zprostfedkované neonatalnim Fc receptorem. Vyuziti recykla¢niho procesu je dosazeno napfiklad fizi
proteinu s albuminem nebo s Fc doménou IgG. Pfikladem zvySeni hydrodynamického objemu je pfipojeni
vysoce flexibilni a hydrofiini molekuly polyethylenglykolu, tzv. PEGylace (shrnuto v Kontermann, 2011).

Kromé specificky vazebnych molekul proteinové povahy jsou ve vyvoji i specificky vazebné
nukleové kyseliny tzv. aptamery. Jsou to kratké (20-80 nukleotidl), jednovldknové ribo- &i
deoxyribonukleotidy, které zaujimaji trojrozmérnou strukturu. S vysokou afinitou podobnou protilatkam
vazi malé cilové molekuly. Aptamery jiz dosahly vyznamného uspéchu schvélenim léCiva Macugen
(pegaptanib) k 1écbé lidské makularni degenerace. Tento Uspéch byl motivaci k vyzkumu aptamerd pro
nadorovou lécbu. V soucasné dobé je cela fada aptamer( cilici nejriiznéjsi nadorové biomarkery v

preklinickych nebo v klinickych studiich (shrnuto v Zhu et al., 2014)

1.2. Biolédiva

AVP a mAbs se fadi mezi tzv. bioléCiva. Bioléciva jsou vyrabéna pomoci biotechnologickych
postupl pfevazné v geneticky modifikovanych organismech. Na rozdil od chemickych IéCiv o velikosti
typicky pod 1 kDa se znamou strukturou nemusi byt struktura biolé€iv vzdy plné charakterizovana.
Naopak vzdy musi byt charakterizovana jejich funkce, specifita a vyrobni proces. Biolé¢iva muzeme
z historického pohledu rozdélit na tfi generace. Do prvni generace patfi malé molekuly, jako jsou
antibiotika a alkaloidy, které jsou v zdsadé pfipravitelné synteticky, ale jsou produkované ekonomictéji
biologickou cestou. Do druhé generace se fadi AVP a mAbs spolu s rekombinantnimi faktory krve,
rekombinantnimi hormony, rekombinantnimi vakcinami, rekombinantnimi enzymy, rekombinantnimi

flznimi proteiny a cytokiny. A nakonec jako tfeti generace byva oznacovana genova terapie. Od roku



1986, kdy byla prvni mAb schvalena, do ¢ervna 2014 se na americky nebo evropsky trh dostalo celkem
24 onkologickych biolé¢iv. Nicméné jiz tfi byly z trhu stazeny a v soucasnosti (k roku 2014) je na
americkém nebo evropském trhu k dostani 21 onkologickych biolé€iv. Z toho dva cytokiny, dvé
rekombinannti vakciny, 15 mAbs a dva rekombinantni flzni proteiny (Walsh, 2014).

1.3. Od molekuly k Iéku — Preklinicka faze

Vyvoj originalniho léciva Ize rozdélit do tfi navazujicich fazi - vyzkumna faze, preklinicka faze
a klinické testovani (dale KT). Prvnim krokem v modernim vyzkumu léciv je zjisténi co zplsobuje chorobu
a urceni cile pro léCivo (,disease target’). K ureni a pfedevsim k selekci vhodného cile se v dnesni dobé
napriklad hojné vyuziva metod bioinformatiky tzv. ,data mining‘. Druhym krokem je tzv. ,hit identification’,
tedy ziskat slouc¢eniny, které interaguji s nasim cilem. K uréeni ,hit' vede nékolik screeningovych testd,
ackoli v dnesni dobé je asi nejvice rozSifena metoda vysokoucinného screeningu (angl. high throughput
screening) nebo ,fragment screening‘. Treti krok je tzv. ,hit to lead’. V tomto kroku se urcuji slouceniny,
které funguji efektivné a selektivné v bunééné kultufe. Ve Ctvrtém kroku tzv. ,lead optimization‘ se
zkouma, zda dana slouéenina funguje stejné dobfe i ve zvifecich modelech. Ur€uje se farmakokinetika
a farmakodynamika (shrnuto v Hughes et al., 2011). Poslednim krokem pfed KT je
tzv. ,IND (Investigational New Drug) enabling stage‘. Cilem je na konci této faze mit dost podkladu
a dikazll o bezpeénosti a uc¢innosti |é¢iva pfi podavani lidskym pacientdm pro schvaleni od FDA (v USA)
pro vstup do klinického testovani.
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Obrézek 2 ,The Gap'. Schéma znazorriujici propast mezi zakladnim vyzkumem (Academia) a finan¢ne naro¢nymii
klinickymi studii (Pharma). Mezeru mezi témito dvéma svéty se snazi pfeklenout obor translaéni medicina. Jednim
z moznych feseni je zakladani spin-off firem na zakladé vysledk( zakladniho vyzkumu. Prijato od
(http://www.slideshare.net/inosfera/iocb-ioch-tto-fusek-14974629) - pfistup 10.5.2015.

1.4. Od molekuly k I1éku — Klinicka faze

Pribéh a vysledky KT reviduji a schvaluji v jednotlivych statech narodni Ufady pro registraci IéCiv.
Ve Spojenych statech americkych je to Food and Drug Administration (=FDA). V zemich Evropského


http://www.slideshare.net/inosfera/iocb-iocb-tto-fusek-14974629

hospodarského prostoru hraje kliGovou roli v revidovani a schvalovani klinickych testll European
Medicines Agency (=EMA) ve spolupraci s agenturami jednotlivych élenskych statti. V Ceské republice
je tomu napfiklad Statni tstav pro kontrolu Ié&iv (=SUKL). Protéjéek FDA a EMA napfiklad v Japonsku
je ,Pharmaceuticals and Medical Devices Agency‘ (=PMDA), v Cin& ,China Food and Drug Administration’
(CFDA) a v Jizni Koreji ,Korean Food and Drug Administration‘ (=KFDA).

KT se provadi na vybrané skuping lidi s cilem zjistit, zda néjaka kandidatni latka bude vykazovat
dostate¢né 1é¢ivé uUcCinky a zaroven nebude mit zranujici efekt v podobé riznych vedlejSich ucginka.
Kandidatni latka mize byt v klinickém testovani porovnavana s jiz existujicim lékem na trhu, nebo
s placebem. KT se déli na tfi hlavni faze (faze 1, 2 a 3). Aby mohla kandidatni latka vstoupit do klinického
testovani, musi uspésné projit preklinickou fazi testovani na zvifatech. Cilem prvni faze klinického
testovani je urcit bezpecnost - nejCastéjsi a nejvaznéjsi vedlejsi ucinky se zvySujici se davkou a ziskat
¢asny dukaz o Ucinnosti. Tato faze je ¢asto provadéna na skupiné zdravych dobrovolnik typicky o poctu
20-80 ucastnikd. Kandidatni latka se dostava do druhé faze, pokud se v prvni fazi neprokazala
neprijatelna toxicita. Ve druhé fazi je hlavnim cilem zjistit u€innost kandidatni latky a to bud porovnavanim
s odliSnym léCivem, nebo s placebem. Stale se monitoruje bezpecnost a kratkodobé vedlejsi ucinky.
Druhé faze se uc¢astni 20-300 pacientu. Treti faze klinického testovani zac¢ina tehdy, pokud je potvrzena
dostate¢na ucinnost ve druhé fazi. Treti faze je nejdelsi, nejpocetnéjsi a také nejdrazsi ¢ast klinického
testovani. Mlze byt zamérfena na randomizované skupiny pacientl. Jejich pocet se muze liSit od nékolika
stovek az po 3000 a vice. Cilem této faze je ziskat co nejvice informaci o bezpecnosti, u¢innosti a mozné
Iékové interakci s dalSimi 1éCivy u rlznych skupin pacientd. Az po uspésném projiti této faze muze byt
pozadano u pfislusného ufadu o registraci kandidatni latky jako léku. Po vSech tfech fazich klinického
testovani nastava jesté postklinicka faze pfi bézném pouzivani IéCiva (nékdy nazyvana ¢tvrta faze). Jde
o sbér informaci o Iékové bezpecénosti, u€innosti a optimalnim pouziti. Posledni dobou se také sledu;ji

mozné pozitivni ucinky lé€iva na jiné nemoci.

2. AVP na zaklade |lg struktury

2.1. Motivace

Monoklonalni protilatky jsou Uspésné vyuzivany v klinické praxi jiz po tfi desetileti (prvni mAb -
Muromonab-CD3, 1986, US) a to nej¢astéji k 1é¢bé nadorovych onemocnéni a autoimunitnich chorob
jako jsou napftiklad revmatoidni artitida, Crohnova choroba a ulcerézni kolitida (Walsh, 2014). OvSem
jejich nevyhodou je jejich velikost kolem 155 kDa. To z nich ¢inni molekuly, které omezené pronikaji
tkdnémi a nejsou schopny se dostat k nékterym epitopim. Jako mozné feSeni se ukazalo pouziti
protilatkovych antigen-vazebnych fragmentd vytvofenych pomoci metod genového inZzenyrstvi riznou
kombinaci variabilnich domén. Fabs (vel. ~ 50 kDa) jsou nejdéle vyvijené a jiz tfi byly schvaleny jako
terapeutika (Abciximab, Ranibizumab a Certolizumab pegol) riznych chorob, ale ne nadorovych (Walsh,

2014). Nicméné v soucasné dobé je nejvétsi pozornost sméfovana k tzv. ,druhé generaci’

5



jednofetézcovych variabilnich fragmentl (dale scFvs, z angl. single-chain variable fragment) a
k tzv. ,tfeti generaci‘ protilatkovych vazebnych fragmentd (vice nize). Protilatkové inzenyrstvi je velmi
obsahla a rostouci oblast vyzkumu, kterou shrnuji dvé reSerSe (Nelson, 2010) a (Cuesta et al., 2010).
V nasledujicich podkapitolach pouze stru¢né nastinim danou problematiku na nékolika pfikladech.
Vazebné fragmenty na zakladé struktury Fc (vel. ~ 60 kDa), monomerniho Fc (~ 27 kDa), CH2
(~ 14 kDa) a monomerniho CH3 (~ 14 kDa) jsou také vyvijeny. Vyhoda téchto struktur je, Ze je zachovana
vazba k Fc receptordm a tim dosazeno vysokého polodasu Zivota vyuzitim recyklaénich procesu
zprostfedkovanych neonatalnim Fc receptorem. Vazebna mista jsou rlizna. Na Fc bylo vytvofeno
upravou smycek na C konci. U monomerniho Fc je napfiklad mozné transplantovani CDR a CH2
obsahuje tfi smy¢ky podobné CDR. Jejich Spatné vlastnosti jako je stabilita a nachylnost k agregaci je

zatim drzi mimo potencialni terapeutické vyuziti (shrnuto v Ying et al., 2014).

2.2. Jednoretézcové variabilni fragmenty

ScFv je flzni protein slozeny z variabilni domény téZkého a lehkého fetézce klasické IgG
protilatky, které jsou spojeny kratkym peptidovym linkerem. Jeho velikost je kolem 26 kDa
(Bird et al., 1988). Postupem ¢asu vznikaly riizné modifikace scFv. Napfiklad spojeni dvou scFv pomoci
kratkého peptidového linkeru (~ 5 AK), ktery zabrarioval sbaleni domén stejného retézce, dalo vzniknout
bivalentnim molekuldm s vy8Si aviditou oproti scFv znamym jako diabodies (vel. ~ 55 kDa)
(Holliger et al., 1993). Dale také pomoci pouziti kratSich linkerd byly vytvoreny tribodies a tetrabodies
vykazujici vy§si vazebnou aviditu nez diabodies (Le Gall et al., 1999). Tyto a dalsi objevy vedly k vyvoji

terapeutik pod komerénimi nazvy BiTE a TandAbs.

2.2.1. BiTE

BiTE, z angl. Bispecific T cell Engager, jsou rekombinantni molekuly vytvofené z variabilnich
domén mAbs spojenych flexibilnim linkerem. Jejich velikost je pfiblizné 55 kDa. Jedna doména specificky
cili CD3 na povrchu T bunék a druha doména muize specificky vazat antigen na nadorovych bunkach.
BIiTE navazany na nadorové burice je rozpoznan cytotoxickym T lymfocytem. To vede k jeho aktivaci a
ke vzniku imunologické synapse a nasledné destrukci nadorové bunky
(shrnuto v Frankel a Baeuerle, 2013). V €ervnu 2014 byl schvalen CD19/CD3-bispecificky BiTE pod
nazvem blinatumomab pro 1é¢bu akutni lymfoblastické leukémie (FDA, 2014). V sou¢asné dobé jsou tfi
BiTE molekuly proti solidnim nadorim v klinickém testovani: anti EPCAM x CD3 solitomab
(NCT00635596), anti CEACAMS (carcinoembryonic antigen; CD66e) x CD3 BIiTE (NCT01284231), anti
FOLH1 (prostate specific membrane antigen) x CD3 BiTE (NCT01723475).

(Internetové stranky technologie BIiTE spole¢nosti Amgen: www.biteantibodies.com)


www.biteantibodies.com

2.2.2. TandAbs

TandAbs, neboli tandem diabodies, jsou bispecifické molekuly vytvofené z protilatkovych
variabilnich domén. Jejich velikost je kolem 110 kDa. V klinickém testovani se nachazi dvé molekuly
TandAbs. TandAb uréeny k 1é¢bé Hodgkinovych lymfomu vstoupil do druhé faze klinického testovani pod
ndzvem AFM13 (NCT02321592). AFM13 cili CD30 na nadorovych burikach a CD16A na NK burkéch.
Mechanismus protinadorového ucinku je zprostfedkovan pres aktivaci NK bunék (Reusch et al., 2014).
Druhym zéastupcem v klinickém testovani je AFM11 (NCT02106091), ktery cili CD19 na nadorovych
bunkach a CD3 na T bufkach. Mechanismus protinadorového ucinku je zprostfedkovan pres aktivaci
T bunék. AFM11 je uréen pro Ié¢bu Nehodgkinovych lymfomu a akutni lymfoblastické leukémie (Reusch
etal., 2013).

(Internetové stranky spolecnosti Affimed vyvijejici TandAbs: http://www.affimed.com/index.php)

2.3. ,Treti generace’ protilatkovych vazebnych fragmentu

V dobé, kdy byly prvni antigen specifické protilatkové fragmenty uspésné selektovany pomoci
technologie fagovych displejl, doslo k nahodnému objevu unikatni tfidy IgG protilatek u velbloudovitych
(Hamerscasterman et al., 1993). Bylo zjisténo, ze tyto protilatky HCAbs (z angl. heavy chain-only
antibodies) zcela postradaji lehky fetézec a prvni konstantni doménu. Jejich struktura obsahuje Fc ¢ast
sloZzenou ze ¢tyf konstantnich domén (2xCH2 a 2xCHB3) a antigen vazajici variabilni N-koncovou doménu
oznacovanou jako VHH. Jejich velikost je typicky kolem 90 kDa. Protilatky postradajici lehké fetézce byly
také objeveny u Zralokd (Orectolobus maculates a Ginglymostoma cirratum) a chiméry (Hydrolagus
colliei). Tyto protilatky oznaCovany jako Ig-NAR (z angl. immunoglobulin New Antigen Receptor) se
skladaji se ze dvou stejnych fetézcl. Kazdy fetézec obsahuje pét konstantnich domén a na N-konci
antigen vazajici variabilni doménu. Pokud hovofime o Nanobodies, hovofime pouze o velbloudovitych
rekombinantnich VHH, které jsou vyvijené spolecnosti Ablynx (“Ablynx,” n.d.). Jako nadorova terapeutika
jsou vyvijeny Nanobodies cilici MET (receptor pro rlstovy faktor hepatocytl) (Slgrdahl et al., 2013) a
(Denayer et al., 2013). Problematiku Nanobodies, které se v této praci vice nebudu vénovat, velmi

obsahle popisuji dvé nedavné reSerSe (Hassanzadeh-Ghassabeh et al., 2013) a (Muyldermans, 2013).


http://www.affimed.com/index.php

3. AVP na zakladé ne-lg struktury

,duccess 1n designing proteins with strong binding capacities, much like good fortune in poker,

depends on knowing how to fold 'em and how to hold 'em* (Jeong et al., 2005).

3.1. Motivace

| pfes CasteCny Uspéch rekombinantnich protilatek nebo jejich fragmentd v klinické praxi jsou
patrné nevyhody imunoglobulinové struktury omezuijici jejich 1é€ebné vyuZiti. Mezi tyto nedostatky patfi
komplikovana protilatkova struktura, velka velikost, slozity racionalni navrh, omezena a nakladna
produkce v eukaryotnich expresnich systémech, sklon k agregaci, Casové a finanéné naro¢né mutagenni
a selekéni systémy, toxicita, imunogenicita a v neposledni fadé omezeni k duSevnimu vlastnictvi. Tyto
nevyhody protilatkové stuktury postavily pfed védce otazku, zda by nebylo mozné vyuzit k tvorbé
vazebnych molekul proteiny nepfibuzné s imunoglobuliny. MyS$lenka tkvéla v nalezeni proteinové
struktury, u které by bylo mozné upravit ¢ast sekvence na vazebnou sekvenci bez zasadniho vlivu na jeji
stabilitu. Do sou¢asné doby bylo popsano zhruba 60-70 téchto struktur (viz. pfiloha na konci dokumentu).
Nicméné pouze nékolik z nich bylo po svém objevu dale vyvijeno a na tyto struktury se zaméfim
v nasledujici kapitole. Jejich puvod je z vétsi ¢asti lidsky, ale jsou zastoupeny i struktury plvodem
bakterialnim, archealnim, rostlinnym, zvifecim a nové byla uméle vytvofena v pfirodé se nevyskytujici
struktura. Hlavni oekavani od AVP jsou zvySena terapeuticka ucinnost, bezpec€nost, zadna

imunogenicita a nizsi naklady na vyrobu.
3.2. AVP v preklinické/klinickeé fazi cilici nadoroveé biomarkery

V této podkapitole shrnu a popisu vSechny AVP vyvijené jako nadorova terapeutika, které dosahly
minimalné preklinické faze. Struktury byly ve vétsiné pfipadu objeveny ve védeckych pracovistich a na
zakladé téchto vysledkl byly zalozeny firmy s cilem dale vyvijet a pfedevS§im komercializovat objevy
zakladniho vyzkumu (webové stranky téchto firem uvadim na konci jednotlivych podkapitol). Nékteré tyto
firmy byly koupeny nadnarodnimi farmaceutickymi spole€nostmi, napf. Bristol-Myers Squibb ziskal

Adnexus Therapeutics vyvijejici AVP Adnectin (“Bristol-Myers to acquire Adnexus Therapeutics,” 2007).



3.2.1. Adnectin (=monobody)

AVP Adnectin jsou tvofeny na zakladé struktury lidského glykoproteinu fibronectinu a to konkrétné
na jeho desaté extracelularni doméné typu Il (*°Fn3). Jeji velikost je kolem 10 kDa a jeji sendviGova
struktura, nezavisla na disulfidickych mustcich, je sloZzena ze dvou antiparalelnich B-listd se smyckami
na kazdém polu domény (obr. 3.A). Absence disulfidickych mustkl je vyhodna pro vytvareni proteind
v bakteridlnich expresnich systémech. Nova vazebna mista jsou vytvafena na smyckach, ktera se
strukturné podobaji protilatkovym CDR. K selekci AVP Adnectin byly pouzity nejriznéjsi technologie

displeju (mRNA, fagové a kvasinkové) a byly selektovany molekuly s pikomolamni Kp pro rGzné cile
(shrnuto v Lipovsek, 2011). Adnectin CT-322 cilici receptor 2 pro vaskularni endotelialni ristovy faktor
(dale VEGFR-2) dosahl druhé faze klinického testovani a doposud je na poli nadorovych terapeutik
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Obrdzek 3 Krystalove struktury Adnectin NSa1 molekuly (A) a komplexu NSa1/N-SH2 domény (B,C). (A) NSal
molekula s modre zvyraznénymi useky, které byli randomizované v knihovné a se zelené zvyraznénymi useky, které se
vaZou do peptid-vazebného mista N-SH2. (B) Komplex NSa1(Sedocerné s vyraznénymi useky jako v A) a N-SH2
(¢ervené). (C) Detail vazby komplexu NSa1/N-SH2 reprezentujici randomizované AK NSa1 (modre a zelené, jako
v A)Sekvence pod-podtrzené randomizované AK, v ramecku AK vdzajici se do peptid-vazebného mista N-SH2,
sekvence prijata od (Sha et al., 2013). Vizualizace vytvorena v programu Pymol na zdkladé Protein Data Bank (PDB) ID
kodu 4JEA4.

Mimo AVP Adnectin s vazebnym mistem na smyc¢kach byl také selektovan Adnectin s netradi¢nim
vazebnym mistem vytvofenym z protilehlych smyéek a dvou B-vliaken tvofici konkavni povrch (obr. 3)
(Koide et al., 2012). Tyto Adnectiny byly selektovany se specifickou afinitou pro N- a C-koncové SH2
domény obsahujici protein fosfatazy 2 (SHP2). SHP2 je intracelularni cil, ktery je dulezity pro signalizaci
BCR-ABL tyrozin kinazy, ktera je pfi¢inou vzniku chronické myeloidni leukemie. Mechanismus plsobeni

SHP2 vuéi BCR-ABL tyrozin kindze neni zcela objasnén a proto ho zde ani nebudu uvadét
(Sha et al., 2013).



3.2.2. Affibody

Strukturu AVP Affibody tvofi a-helikalni Z doména vytvorfena z receptorové B domény proteinu A
ze Staphylococcus aureus (Nilsson et al., 1987). Struktura Affibody proteinu je tvofena svazkem tfi
a-helixd, velikost je kolem 6 kDa a stabilita neni zavisla na intramolekularnich disulfidickych mdstcich
(obr. 4.A). Z prvnich vytvofenych knihoven byly selektovany technologii fagového displeje Affibody
molekuly s mikromolarnimi Kp pro rizné cile (Nord et al., 1997).

Affibofy molekuly jsou jiz vyuzivané v biotechnologickych aplikacich. Jako nadorova diagnostika
jsou v klinickém testovani. Affibody cilici nadorovy biomarker receptor 2 pro lidsky epidermaini ristovy
faktor (HER2) s pikomolarni Kp je vyvijeno pro specifickou nadorovou radioterapii a nachazi se
v preklinické fazi vyzkumu. Cilend radioterapie je vhodna pro IéCbu rozSifeného nadorového
onemocnéni. Vyhodou oproti cilené radioterapii pomoci protilatek je vySsi krevni clearance a rychlejsi
pronikani k nadoriim a prostup nadorovou tkani. Nicméné, mala velikost Affibody molekul ma za nasledek
vysokou akumulaci radionuklidd v ledvinach. Mozné feSeni tohoto problému mize byt flze Affibody
molekul s albumin-vazebnou doménou (Tolmachev et al., 2007) a nebo konjugace s chelatory
mercaptoacetyl-glycyl-glycyl-glycyl nebo s mercaptoacetyl-glycyl-seryl-glycyl (Orlova et al., 2010).

Receptor pro epidermalni ristovy faktor (EGFR), HER2, HER3 a HER4 patfi do EGFR rodiny.
Jejich nadprodukce (nejéastéji HER2) je spojena s nejrliznéjsimi druhy rakoviny. Signalizace pfes tyto
receptory je spousténa ligandem aktivovanou homo- nebo heterodimerizaci s nékterym ¢lenem této
rodiny. Tyto signalni drahy mohou vést k bunééné migraci, proliferaci, angiogenezi a rezistenci vici
apoptéze. Navic nadprodukce téchto receptori v nadorech je spojovana s rezistenci viéi chemo- a
radioterapii. Z téchto dlvodu jsou tyto receptory zkoumané jako vhodné nadorové terapeutické cile
(Marmor et al., 2004).

Obrazek 4 Krystaloveé struktury Affibody ZHER2 molekuly (A) a komplexu ZHER2/HER2 (B,C). (A) ZHER2
molekula s modre zvyraznénymi useky interagujicimi s extracelularni doménou HERZ2. (B) ZHER2 (Cervené a modre
zvyraznéné, jako v A) navazana na rozhrani lll. a IV. subdomény HERZ2 (sedocerné). (C) Detail vazby ZHER2 s
ruZové zvyraznénymi vazebnymi AK a zelené zvyraznéna kostra hlavniho retézce. Vizualizace vytvorend v programu
Pymol na zdkladé PDB ID 3MZW.
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Dalsi potencialni nadorové terapeutikum bylo vytvofeno spojenim Affibody molekuly specificky
cilici HER2 s affitoxinem. Affitoxin je modifikovany exotoxin A z bakterie Pseudomonas aeruginosa. Po
navazani Affibody na HER2 je affitoxin internalizovan a v cytosolu blokuje proteosyntézu nadorové burky
(Zielinski et al., 2011).

Kromé téchto HER2 cilicich molekul byla izolovana Affibody molekula cilici HER3 s pikomolarni
Kb, ktera pusobi jako kompetitivni inhibitor jeho ligandu heregulinu a inhibuje tak bunéénou proliferaci
(Malm et al., 2013). Dale také byly vytvofeny bispecifické dimery Affibody molekul cilici sou¢asné EGFR
a HER2, které blokuji jejich dimerizaci, ktera je dulezita pro jejich aktivaci (Ekerljung et al., 2012).
Podobné napfiklad inhibuje dimerizaci HER2 a HERS bispecificky DARPin MP0274 (viz.kap. 3.2.5.).

http://www.affibody.com

3.2.3. Affilin

Poprvé byl jako strukturni protein pro tvorbu AVP Affilin pouzit lidsky y-B-crystallin
(Ebersbach et al., 2007). Pozdé&ji bylo vyuzito ubiquitinu (Hoffmann et al., 2012). Lidsky y-B-crystallin je
kolem 20 kDa velky protein se strukturou tvofenou ze dvou domén, jejichz stabilita je nezavisla na
intramolekularnich disulfidickych mustcich. Kazda doména je slozena ze dvou motivll feckého klice.
y-B-crystallin vykazuje vysokou stabiltu a je povazovan za jeden z protein( s nejdel$i Zivotnosti. Pomoci
technologie fagovych displeju byly vyselektovany Affilin molekuly s nanomolarni Kp pro riizné cile. Jedna
se o0 jedno z prvnich popsanych pfistupl vytvofeni de novo vazebného mista na strukturnim proteinu
tvofeného z B-listd (Ebersbach et al., 2007).

Ubiquitin je protein velky kolem 8,5 kDa
s vysoce kompaktini a/f strukturou a s vybornymi
biochemickymi a biofyzikalnimi vlastnostmi. K vytvofeni
nového vazebného mista bylo pouzito existujici
vazebné misto pro ubiquitin-vazebnou doménu.
Technologii ribosomalniho displeje byly z knihovny

vyselektovany  Affilin ~ molekuly cilici TNF-a

s nanomolarni Kp. Inhibitory TNF-a jsou potencialni

terapeutika pro zanétlivé choroby, které nejsou tématem ) ) o o
Obrazek 5 Dimer ubiquitinu. Ubiquitinovy scaffold s

této prace (Hoffmann et al., 2012). Pozdégji byl Cervené zvyraznénymi AK pozicemi, které byly

. - o , . . pouZzité pro tvorbu knihoven. Na obrazku puvodni
vyselektovan Affilin cilici extradoménu B fibronectinu  ,ostranny retézce ubiqutinu. Pijato od (Lorey et al.,

(ED-B). ED-B je povazovana za dobry nadorovy 2014).

biomarker, protoze se vyskytuje v téle pouze pfi hojeni ran, zanétech a ve vétsiné nadorovych tkani.
Knihovna pro selekci Affilin molekul byla vytvofena z dimerQ ubiquitinu a na kazdém monomeru bylo
vytvofeno jedno vazebné misto (obr. 5). Selekce molekul cilicich ED-B byla provedena ve dvou krocich.

V prvnim kroku byla vyuZita technologie fagového displeje a v druhém kroku byla provedena in vitro
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afinitni maturace pomoci technologie ribosomalniho displeje. Takto byly vyselektovany molekuly
s pikomolarni Kp pro ED-B. S cilem prodlouzit polo¢as Zivota selektovanych molekul byly pouzity tfi
metody — PEGylace, Fc flize a MSA flize (Lorey et al., 2014). DalSi vyselektované AVP cilici ED-B jsou
napriklad Anticalin a Fynomer.

Spolec¢nost Scil Proteins v roce 2011 oznamila snahu o dosazeni prvni faze klinickych testl do
tfi let (“GEN | News Highlights,” n.d.). Nicméné doposud se zadné potencialni Affilin terapeutikum

v klinickém testovani nenachazi.

http://www.scilproteins.com/

3.2.4. Anticalin

AVP Anticalin jsou tvofeny na zakladé struktur ¢lend proteinové rodiny lipokalind. Doposud bylo
nalezeno 12 tfid lidskych lipokalint, které se vyskytuji v krevni plazmé a télnich tekutinach a pfirozené
vazou, skladuji a transportuji rizné molekuly. Jejich struktura je tvofena konzervovanou rigidni kostrou
z B-soudku a €tyfmi variabilnimi smy¢kami. Jejich velikost je kolem 20 kDa. Nejvice vyuZivané lipokaliny
pro tvorbu AVP jsou tyto Ctyfi — bilin vazebny protein (BBP) z Pieris brassicae, lidsky apolipoprotein D,
lidsky lipocalin 1 (Lcn1), také znam jako tear lipokalin (TIc), a lidsky lipocalin 2 (Lcn2), také znam jako
neutrophil gelatinase-associated lipocalin (NGAL) (shrnuto v Richter et al., 2014).

K vytvofeni prvniho Anticalinu, ktery specificky cilil fluorescein, byl jako strukturni protein pouzit
BBP (Beste et al., 1999). Doposud nejpokrocilejSi Anticalin na poli nadorovych terapeutik je AVP
PRS-050 na zakladé struktury Lcnl cilici vaskularni endotelidlni rlstovy faktor (dale VEGF), ktery
uspésné prosel prvni fazi klinického testovani. Nicméné spolecnost Pieris se rozhodla nepokracovat
v dalSich fazich (viz kap. 4.3.) (Mross et al., 2013). V preklinickém vyvoji nadorovych terapeutik se
nachazi dva AVP Anticalin. Prvni cilici CTLA4 (z angl. cytotoxic T-lymphocyte-associated protein 4)
(Schonfeld et al., 2009) a druhy cilici MET (Olwill et al., 2013).

Pro vyvoj Anticalin molekul specificky cilicich CTLA4 slouzi jako strukturni protein lidsky lipocalin
Lcn2. Ve studii publikované roku 2009 (Schoénfeld et al., 2009) je popsana selekce Anticalin molekul
se subnanomolarni Kp pro CTLA4 pomoci technologie fagového displeje. Nicméné da se predpokladat,
Ze od té doby doslo k vylepSeni postupu pfipravy a vlastnosti izolovanych molekul, které nejspiSe
z komer¢nich davodu nebyly publikovany.

Dalsi v preklinické studii vyvijena molekula Anticalin (PRS-110) cilici MET je selektovana
z knihovny vytvofené z lipokalinu Lcnl. Ligandem pro MET je HGF (rUstovy faktor hepatocytu), ktery
aktivuje signalni drahy vedouci k proliferaci, migraci a spousti signdly pfeziti dilezité v nadorovém vyvoiji.
Kromé aktivace ligandem muze byt signalni draha aktivovana i jinymi zpdsoby na ligandu nezavislych.
Dilezité je, ze PRS-110 je zfejmé schopen inhibice obou zplsobl aktivace signalni drahy. In vivo
experimenty ukézaly slibnou protinadorovu uéinnost PRS-110. Tyto vysledky stavi PRS-110 do pozice
potencialniho kandidata na KT (Olwill et al., 2013).
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Dale byl také publikovan objev Anticalin molekuly vytvofené ze struktury Lcn2 (obr. 6) cilici ED-
B. Pomoci technologie fagového displeje byly vyselektovany molekuly s nanomolarni Kp pro ED-B
(Gebauer et al., 2013).

http://www.pieris.com/

Obrézek 6 Krystaloveé struktury
Anticalin N7A molekuly (A) a
komplexu N7A/FN7B8 fragmentu
(B,C). (A) N7A a cervené zvyraznény
vazebné AK. (B) N7A(sedocerné)/
Fn7(¢ervené)ED-B(Zlute)Fn8(modre)
komplex. (C) Detail vazby N7A
k Fn8(modre) a ED-B(Zluté). RuZové
zvyraznény AK zprostredkovavajici
vazbu na N7A a zelené zvyraznény AK
zprostredkovavajici vazbu na Fn8 a ED-
B. Vizualizace vytvofena v programu

Pymol na zaklade PDB ID 4GH7.

3.2.5. DARPIns (Designed Ankyrin Repeat Proteins)

AVP DARPIins jsou vytvofeny na zakladé struktury opakujictho se ankyrinového motivu.
Ankyrinovy motiv se obvykle skldda z 33 AK, které tvofi strukturni jednotku obsahujici B-vlasenku a dva
antiparalelni a-helixy. Proteinové domény ankyrinu obvykle obsahuji 4-6 téchto opakovani (14-20 kDa)
(obr. 7.A,B). Jednotlivé domény se mohou snadno spojovat a tvofit multi-DARPIns, které se mohou vazat
na vice cili. DARPins jsou velmi pokrocilé AVP, u kterych byly popsany rizné selekéni technologie,
modifikace struktury a Siroka Sife vyuziti. Toto a vice popisuje nejnovéjsi reSerSe od jejich objevitele
A.Plueckthuna (Plueckthun, 2015). NejpokrogilejSi DARPins na poli nddorovych terapeutik je MP0250
cilici VEGF a HGF v prvni fazi klinického testovani (viz. kap. 4.4.) a MP0274 (vice nize) v preklinickém

VyVOji.
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Jednotlivé molekuly DARPins se daji spojit pomoci kratkého linkeru. Ke konstrukci bispecifické
molekuly byly pouzity monospecifické molekuly s rozdilnym cilem na HER2 — subdoména | a IV. Bylo
zjisténo, ze monovalentni DARPins pouzité k tvorbé bispecifickych DARPins jsou biologicky neaktivni
bez cytotoxického vlivu. Aktivita bispecifickych DARPIns je zavisla na délce linkeru a orientaci domén.
Bispecificky DARPins (MP0274) blokuje HER2 homo- a HER3 hetero-dimerizaci a indukuje HER2
internalizaci. MP0274 v in vitro experimentu s bunéénou linii BT474 HER2+ rakoviny prsu vykazovala

vyS$Si cytotoxicky efekt nez terapeuticka protilatka trastuzumab a proto ma potencial dosahnout klinického
testovani (Jost et al., 2013) a (“MP0250/MP0274,” n.d.).

1
pertuzumab Fab ¢

SN

Obrdzek 7 Krystaloveé struktury komplexu DARPin 9.29/l. subdomény HER2 (A) a DARPin G3/1V. subdomény HER2
(B). (A) DARPIn 9.29 (Sedocerné) navazany na subdoménu | HER2 (zelené). (B) DARPin G3 (Sedocerné) navazany na
subdoménu IV HER2 (Zluté). (C) Extracelularni doména HERZ2 (I.subdoména
zelené, ll.subd.fialové,lll.subd.sedé,lV.subd.zluté) s navdzanymi mAbs (pouze Fab zobrazeny) a Affibody ZHERZ2
demonstruje odlisna mista vazby DARPins molekul. Vizualizace A a B vytvorena v programu Pymol na zakladé PDB IDs
4HRL a 4HRN. C pfijato od (Eigenbrot et al., 2010).

Za zminku stoji studie popisujici specifické cileni nador( onkolytickym virem spalni¢ek pomoci
pfipojenych molekul DARPIns. Jejich vyhodou oproti souéasnym metodam cileni je snadna pfiprava
bispecifickych molekul. Bispecifické cileni oproti monospecifickému je vyhodné pro potlageni resistence
nadorovych bunék proti cilené terapii zplsobenou regulaci smérem dolu terapeutického cile
(Friedrich et al., 2013).

http://www.molecularpartners.com/
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3.2.6. Fynomer

AVP Fynomer jsou vytvofeny na zakladé struktury Fyn SH3 domény, kterda je evolué¢né
zakonzervovana mezi ¢lovékem, mySi, krysou a gibbonem. Jeji struktura je nezavisla na disulfidickych
mustcich a obsahuje dva antiparalelni B-listy a dvé flexibilni smyc¢ky, pres které je zprostfedkovana
interakce s ostatnimi proteiny (obr. 8.A). Velikost Fynomer molekul je kolem 7 kDa. Prvni izolovany AVP
Fynomer cilil ED-B a byl selektovan pomoci technologie fagového displeje (Grabulovski et al., 2007).

Na poli nadorovych terapeutik je vyvijen jeden AVP Fynomer — COVA208, ktery se nachazi na
pocatku preklinického testovani. Ve skute¢nosti se jedna o flzni protein tzv. FynomAb. Jde o flzi dvou
Fynomer C12 molekul a terapeutické protilatky pertuzumab. Fynomer C12 molekuly jsou slouéeny s N

konci lehkych fetézcl. Ukazalo se, ze ucinnost

vzniklé molekuly je zavisla na misté pfipojeni A B cowot  cowaz
Fynomeru s protilatkou (obr. 8.8). COVA208 cili ' Y Y
dva rozdilné epitopy na HER2 a ucinkuje novym
zplsobem oproti znamym terapeutikim cilici cova07 . COvA208

HER2. Bylo prokazano, ze slou¢enim Fynomer Y Y
molekul s terapeutickymi protilatkami muze byt
vylepSena jejich Ucinnost. Napfiklad v in vitro a in
vivo nadorovych modelech resistentnich vigci ) )
L ] o Obrdzek 8 (A) Krystalova struktura Fyn SH3 domény

konvenénim anti-HER2 protilatkim COVA208 se zvyraznénymi smyckami pro tvorbu knihoven — RT

. ., . smycka (ruzové) a src smycka (zelené). Vytvoreno v
vykazovala  silnou  protinadorovou  ucinnost programu Pymol na zékladé PDB ID 1M27. (B) Anti-HER2

(Brack et al., 2014). FynomAb COVA208 se tedy protilatky (Cervené + sedé) s riizné navazanymi
' Fynomery (modre). Prijato od (Brack et al., 2014).
zda byt potencialnim kandidatem na dosazeni

klinického testovani.

http://covagen.com/

3.2.7. Repebody

Repebody jsou vytvofeny na zakladé struktury variabilniho lymfocytového receptoru (VLR). VLR
zastava roli protilatek ve specifické imunitni odpovédi u mihuli a sliznatek. Struktura VLR vykazuje
modularni architekturu tvofenou z repetic bohatych na leucin. S cilem ziskat vysokou miru exprese
rozpustného proteinu v bakterialnich expresnich systémech byla N koncova doména nahrazena ¢epickou
internalinu-B. Vyhoda Repebody a obecné repetitivnich proteinG oproti globularnim proteinim lezi
v moznosti modularniho designu. Tedy moznosti pfidavat a ubirat jednotlivé moduly dle potfeby bez

rozruSeni celkové struktury (Lee et al., 2012).
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Obrdzek 9 Krystalové struktury Repebody D3E8 molekuly (r-D3E8) (A) a komplexu r-D3ES8/IL6 (B,C). (A) R-D3E8
s ruZové zvyraznénym vazebnym mistem. (B) Komplex r-D3E8 (Sedocerné) a lidského IL6 (zelené). (C) Detail vazebného
mista komplexu r-D3ES8/IL6. RiZové zvyraznény vazebné AK na r-D3E8(Sedocerné) a modre zvyraznény vazebné AK na

IL6 (zelené). Vizualizace vytvofena v programu Pymol na zakladé PDB ID 4J4L.

V sou¢asné dobé je v preklinickém vyvoji molekula Repebody cilici interleukin-6 (IL-6) s Kp
v pikomolarni Sifi. Vysoka afinita byla dosazena afinitni maturaci zaloZzené na modularni strategii. Jedna
z roli IL-6 je aktivace transkripniho faktoru STAT3. Nadprodukce IL-6 a nasledna zvySena aktivace
STAT3 hraje vyznamnou roli v rozvoji zanétlivych a nadorovych onemocnéni. Proto je IL-6 povaZzovan za
slibny cil pro nadorovou terapii. Blokace IL-6/STAT3 signalni drahy Repebody molekulou vedla
k potlaceni rlstu lidského xenotransplantatu nemalobunééného karcinomu plic (NSCLC z angl. non-
small-cell-lung cancer) u mysi. Studie mAbs cilici IL-6 ukazaly, Zze protilatka tvofi s IL-6 velky stabilni
komplex, ktery zlistava v séru, coz mlze pozdéji zplsobovat agonisticky efekt. Toto se nezda byt u malé
Repebody problémem, coz muze byt jednou z budoucich vyhod (Lee et al., 2014).

Obrazek 10 Velikostni porovnani struktur. (A) IgG ~ 155 kDa, 1344 AK; (B) Repebody ~ 29 kDa, 267 AK; (C) Fynomer ~ 7
kDa, 63 AK; (D) Adnectin ~ 10 kDa, 94 AK; (E) Anticalin ~ 20 kDa, 188 AK; (F) Affibody ~ 6 kDa, 58 AK; (G) DARPins ~ 17
kDa ,171 AK. Vizualizace A-G vytvorena v programu Pymol na zakladé PDB ID (ve stejném poradi) — 1HZH, 4J4L,1M27,

4JE4, AGH7, 3MZW a 4HRL.
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3.3. Ostatni pokrocilé AVP

Adhiron: AVP Adhiron jsou vytvofeny na zakladé struktury konsenzualni sekvence rostlinného proteinu
phytocystatinu, obsahujici ¢tyfi antiparalérni B-listy s centralné umisténym a-helixem. Phytocystatin je
inhibitor rostlinnych proteaz o primérné velikosti 100 AK a jeho strukturni stabilita je nezavisla na
disulfidickych mistcich (Tiede et al., 2014).

http://www.fbs.leeds.ac.uk/staff/profile.php?un=bmb6mjm

Affimer: AVP Affimer jsou vytvofeny na zakladé struktury lidského proteazového inhibitoru Stefin A, ktery
stejné jako phytocystatin (viz. nad) patfi do cystatinové strukturni rodiny (Etyfi antiparalérni B-listy
s centralné umisténim o-helixem) (“Affimers,” n.d.). Stefin A je 11 kDa velky a jeho strukturni stabilita je
nezavisla na disulfidickych mdstcich. V sou¢asné dobé jsou Affimer vyvijeny jako potencidlni bioléciva

spole€nosti Promexus (“Promexus,” n.d.).

Albumin vazebna doména: Jiz delSi dobu se fuze s albumin vazebnou doménou vyuziva k prodlouzeni
poloCasu zivota v plazmé, napfiklad u Affibody (Tolmachev et al., 2007). Nicméné v tomto pfipadé byla
stuktura albumin vazebné domény (ziskana ze streptokokalniho Proteinu G) vyuzita k tvorbé AVP. Jeji
a-helikalni struktura pfipominajici stukturu Affibody je tvofena pouze z 46-ti AK a neobsahuje disulfidické
mustky. Ve struktufe bylo vytvofeno nové vazebné misto pro HER3 a zarovef na opacné strané
zachovano vazebné misto pro albumin. Tim byla vytvofena velmi mala molekula specificky cilici
terapetuciky cil s nanomolarni Kp s dostate¢né dlouhym polo€asem Zivota v plazmé bez nutnosti pouzit

metodu pro jeho prodlouzeni (Nilvebrant et al., 2013).

Alphabody: Alphabody jsou vytvofené na zakladée zcela nové v pfirodé se nevyskytujici struktury. Tato
struktura, ktera byla vyvinuta in silico vykazuje trojitou a-helikalni coiled coil strukturu o velikosti mezi 8 a
14 kDa (Desmet et al., 2010). Vyvoj Alphabody terapeutik je soustfedén do oblasti autoimunitnich
onemocnéni a rakoviny (“Complix — Therapeutic focus,” n.d.). Na poli autoimunitnich terapeutik je
v preklinickém vyvoji molekula cilici IL-23 (Desmet et al., 2014). Alphabody jsou vyjimec¢né predevsim
vyvojem molekul, které jsou schopné prostoupit bunéénou membranou a specificky vazat a inhibovat
intracelularni cile (Lasters et al., 2014). Pfikladem je v preklinickém vyvoji potencialni onkologické
Alphabody terapeutikum, které cili intracelularni protein MCL1 (z angl. myeloid cell leukemia 1). MCL1
byva Casto nadprodukovan v nadorovych burikach, které chrani pfed apoptézou

(“Complix — Therapeutic focus,” n.d.).
Atrimer: Atrimer byly vytvofeny na zakladé struktury lidského tetranectinu. Tetranectin je homotrimerni

protein o pfiblizné velikosti 60 kDa, ktery se pfes jeho smy&kové regiony pfirozené vaze na plasminogen

a fibrin. Byly vyselektovany Atrimer molekuly specificky cilici TNFRSF10A (death receptor 4, DR4), coz
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vede k indukci apoptdzy nadorovych bunék (Allen et al., 2012). Nicméné v soucasné dobé se zda byt

jejich vyvoj z finanénich ddvod( prerusen.

Avimer: AVP Avimer byly vytvofeny na zékladé struktury receptorovych A-domén. A-domény tvofi
pomérné velkou rodinu extracelularnich receptorovych domén - cca 217 lidskych A-domén. Velikost
jednotlivych domén je zhruba 4 kDa a jsou dohromady pospojovany kratkymi linkery (= 5 AK). A domény
pfirozené vazou pres vice nez 100 znamych cil(l. Jednotlivé domény se vazou na riizné epitopy daného
cile a tim vznika tzv. efekt avidity, ktery vede ke zvySeni afinity a specificity. Efektu avidity bylo vyuZito i
pfi tvorbé Avimer molekul. Byly izolovany Avimer se subnanomolarnimi Kp cilici terapeutické cile IL-6,
MET, CD28, CD40L a BAFF (Silverman et al., 2005). NejpokrocilejSim projektem byl inhibitor IL-6 proti
Chronové chorobé C326 (=AMG220), ktery dosahl prvni faze klinického testovani (NCT00353756).

Nicméné zadny dalsi vyvoj Avimerd nebyl publikovan.

Centyrin: AVP Centyrin je vytvofen na zékladé struktury FN3 domény (vel. ~ 10 kDa) lidského proteinu
Tenascin C (Diem et al.,, 2014). Struktury FN3 domény je vyuzivano i v pfipadé AVP Adnectin
(viz.kap. 3.2.1.) a Pronectin (viz.nize).

Knottin: Knottiny, také znamy jako cystin-knot miniproteiny, jsou strukturni rodina o pfiblizné velikosti
30-50 AK (~3 kDa), vyznacujici se konzervovanym jadrem (core) a regiony obsahujici smy¢ky s variabilni
délkou. Tyto regiony jsou vyuzivany k vytvareni novych vazebnych mist. Jadro je klasicky stabilizované
tfemi pevné “propletenymi disulfidickymi mustky. Tato struktura pfipomina jakysi uzel (proto knottins
z angl. knot = uzel), ktery je velmi chemicky, tepelné a proteolyticky odolny. Vyjime€na odolnost je fadi
mezi kandidaty na terapeutika podavana oralni cestou. Jejich C- a N-konec muze byt nékdy propojen a
poté tyto molekuly nazyvame cyclotidy (Moore et al., 2012).

Membranové receptory integriny, konkrétné o.Bs, avBs, a aspi, jsou ve vysoké mife pfitomny na
mnoha nadorech. Jejich uginek vede k nadorové proliferaci a migraci, a proto jsou povazovany za slibné
terapeutické cile. Byla izolovana molekula Knottin, ktera specificky cilila vSechny tfi integriny (avBs, ovps,
a asB1). Z davodu pfitomnosti disulfidickych vazeb byla k selekci s vyhodou pouzita technologie
kvasinkovych displeju (Kimura et al., 2009). V nasledujici studii byla popsana chemicka dimerizace téchto
molekul vedouci k avidity efektu a dosazeni Kp v pikomolarni Sifi, coz mélo za nasledek vyS$Si miru
inhibice (Kim et al., 2015).

http://cochranlab.net/research/knottins.shtml

Kunitz domain: Struktura AVP Kunitz domain je typicky zaloZzena na lidskych inhibitorech serinovych
protedz o pfiblizné velikosti 58 AK. Jejich struktura je stabilizovana disulfidickymi mustky
(shrnuto v Gebauer a Skerra, 2009). Uspésnym piikladem dosahnuti klinické praxe je ecallantide
(obchodni nazev Kalbitor, vyvojovy nazev DX-88) inhibujici plazmovy kalikrein , jez byl schvalen FDA pro

IéCbu hereditarniho angiodemu v roce 2009 (“Dyax,” n.d.). Ve vyvoji také byla pegylovana molekula
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DX-1000, ktera specificka cilila a inhibovala plasmin, coz je potencialni terapeuticky nadorovy cil

(Devy et al., 2007). Nicméné se zda, Ze jeji vyvoj dale nepokracuje.

Nanofitin: AVP Nanofitin jsou vytvofeny na zakladé struktury DNA-vazebného proteinu Sac7d, ktery byl
izolovan z termofilniho archeonu Sulfolobus acidocaldarius. Protein z tohoto extremofila vykazuje
vynikajici chemickou a teplotni stabilitu a je odolny vici extrémnim hodnotam pH. Jeho velikost je 7 kDa
a jeho struktura je nezavisla na disulfidickych mastcich (Mouratou et al., 2007). Vyvoj Nanofitin jako
terapeutik je pfedevsim soustfedén do oblasti onemocnéni CNS, infekénich, o€nich a zanétlivych chorob
(“Affilogic pipeline,” n.d.).

OBody: AVP Obody je vytvofen na zakladé struktury Ob-foldu aspartyl tRNA syntetdzy pochazejici z
termofilniho archeonu (obdobné jako Nanofitin) Pyrobaculum aerophilum. Struktura je slozena z 111 AK,
které tvofi pétiviaknovy B-soudek jehoz stabilita je nezavisla na disulfidickych mistcich. OBody maji
jedinééné vazebné misto tvofené ze &tyf smycek a konkavniho B-listu (Steemson et al., 2014).

http://www.obodies.com/

Pronectin: AVP Pronectin jsou vytvofeny na zakladé struktury 14-té domény lidského fibronectinu typu
3 (*Fn3) (“Pronectins,” n.d.). Obdobné jako u Adnectin, kde je pouzita struktura 10-t¢ domény Fn3.
Spole¢nost  Protelica  vyviji AVP  Pronectin  proti nékolika nadorovym  biomarkerim
(“Protelica pipeline,” n.d.). Nicméné zatim nebyla publikovana zadna data a to nejspiSe z komercnich

divodu.

4. AVP v klinickém testovani

Doposud se do klinického testovani na poli nadorovych terapeutik dostaly tfi AVP - CT-322
(Adnectin), PRS-050 (Anticalin) a MP0250 (DARPins). V8echny tfi inhibuji angiogenezi pfes
naru$eni VEGF signalniho systému. MP0250 je bispecificky a navic cili HGF a tim inhibuje invazivitu

a tvorbu metastaz.

4.1. Cilena antiangiogenni terapie

Jiz v roce 1971 byla vydana publikace popisujici nezbytny vznik novych krevnich kapilar
(angiogeneze) pro rlst nadoru prekraéujici velikost 2-3 mm. Z tohoto pozorovani vzesla mySlenka
inhibice angiogeneze s cilem zastavit nadorovy rist (Folkman 1971; podle Vasudev a Reynolds,
2014). Hlavnim hraéem v angiogenezi se zda byt VEGF-A, ktery je nadprodukovan ve vétsiné
solidnich nadorl. U savcl se celkem vyskytuje pét pfibuznych ligandd — VEGF-A, VEGF-B,

VEGF-C, VEGF-D a placentarni rustovy faktor (PLGF), ktery se s rlznou specifitou vazou na ftfi
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receptorové kinazy — VEGFR-1, VEGFR-2 a VEGFR-3. Ligand VEGF-A se vaze k VEGFR-1 a
s desetkrat mensi afinitou k VEGFR-2. Zjednodu$ené, signalizace pfes VEGFR-1 je vyznamna
Vv angiogenezi pfi zanétech, ale jeji role v nadorové angiogenezi je nejasna. Aktivace VEGFR-2
spousti signalni drahy aktivujici diferenciaci, proliferaci a migraci endotelidlnich bunék vedouci
k angiogenezi, ktera je nezbytna pro nadorovy rist. A signalizace pfes VEGFR-3 je esencialni pro
vyvoj lymfatickych endotelidlnich bunék (shrnuto v Tugues et al., 2011). Komplexni a sloZitou
problematiku angiogeneze a jeji molekularni mechanismy popisuje obsahla reSerSe (Carmeliet a
Jain, 2011). Schvalena terapeutika cilici VEGF signalni systém se daji rozdélit do tfi skupin:

1. malé molekuly inhibujici receptorové kinazy (napf. sorafenib, sunitinib a pazopanib),

2. biolécdiva blokujici vazbu ligandu na receptory (bevacizumab a aflibercept),

3. bioléciva blokujici signalizaci vazbou na receptor (ramucirumab)

(shrnuto v Vasudev a Reynolds, 2014).

4.2. CT-322

Prvni selekce molekuly z knihovny Adnectint cilici VEGFR-2 byla popsana v roce 2005. Prvnim
krokem byla selekce molekul cilici VEGFR-2 z 10Fn3 mRNA fuzni knihovny vyuzitim techniky mRNA
displeje. Ze selektovanych klonl byla vybrana molekula VR28 s nejvyssi afinitou (11-13 nM) ke KDR
(lidsky genovy nazev pro VEGFR-2), nicméné jeji inhibiéni sila byla velmi slaba (ICso > 200 nM). Proto
u VR28 byla provedena afinitni maturace s cilem selektovat molekuly s vys&i afinitou. PouZitim
hypermutageni PCR byly do tfi vazebnych smy¢ek (BC, DE a FG smyc¢ka) vnaSeny mutace. Bylo zjisténo,
Ze nejvice vyhodnych mutaci vznika vétSinou pouze v FG smyCce a také, ze deleci prvnich 8 AK
z N-konce proteinu se zlepSi vazebna afinita ke KDR. Dale, na zakladé téchto poznatkd, byly vytvofeny
knihovny s i bez N-koncové delece a mutace se vnasely pouze do FG smycky pouzitim cilené
oligonucleotide-derived mutageneze. Nové selektované molekuly vykazovaly afinitu v Sifi od 0,32 do
1,8 nM a bylo prokazano, ze delece N-konce v priiméru tfikrat zlepSila vazebnou afinitu. V dal$ich
selekcich byly izolovany molekuly cilici jak KDR tak Kdr (mySi genovy nazev pro VEGFR-2) s nejvy3$Simi
afinitami az kolem 0,06 nM. Coz se jevi jako dulezita a podstatna vyhoda pro dal$i preklinické studie
- stejna molekula muaze byt testovana ve zvitecich i lidskych modelech. Dale bylo zjisténo, Ze selektované
molekuly nevykazuji zadnou znaénou afinitu k VEGFR-1 (31% sekvenéni identita s VEGFR-2) a jsou
specifické viu¢i VEGFR-2, coz je vhodné pro snizeni rizika vedlejSich U€inkd u potencialniho léciva.
Nakonec byly vyselektovany molekuly s velmi dobrymi hodnotami ICso v Sifi 3-12 nM pro KDR a 2-5 nM
pro Kdr, tedy hodnoty porovnatelné s vysokoafinitnimi anti-VEGFR-2 mAbs (Getmanova et al., 2006).

V naslednych preklinickych studiich se zkoumala ucinnost molekuly CT-322, PEGylovaného
adnectinu, na zvifatech. Cilem vyzkumu z roku 2008 bylo zjistit na mySich ortotopickych modelech nadoru
pankreatu, zda novy adnectin inhibuje angiogenezi a to zda ovlivni rist nadoru. Prvni model byl vytvofen
vnesenim $tépu lidskych nadorovych bunék pankreatu MiaPaCa-2 do ohonu pankreatu nahych mysi a

druhy model vnesenim syngenni nadorové bunééné linie Pan02 do pankreatu C57BL/6J mySi. Skupiné
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prvniho modelu byl podavan CT-322, skupiné druhého modelu byl navic aplikovano chemoterapeutikum
gemcitabin a nebo kombinace CT-322 a gemcitabinu a u obou modell byla vytvofena kontrolni skupina
bez |éCby. Terapie byla podavana dvakrat tydné po dobu Sesti tydnid. Studie potvrdila redukéni vliv
CT-322 na nadorovou angiogenezi a vysledky také ukazaly vcelku efektivni zastaveni nadorového
ristu - 50% snizeni nadorového ristu u prvniho modelu ovéem bez snizeni poétu metastaz oproti
kontrolni skupiné a vice jak 50% snizeni nadorového ristu u kombinace CT-322 a gemcitabinu a snizeni
pocCtu metastaz u vSech podskupin druhého modelu oproti kontrolni skupiné (Dineen et al., 2008). Dalsi
preklinické studie s pozitivnimi vysledky popisuje napf. (Mamluk et al., 2010) a (Ackermann et al., 2012).

CT-322 vstoupil do prvni faze klinického testovani (KT) jiz v roce 2006. Hlavni cilem této studie
bylo ur€it maximalni tolerovatelnou davku (MTD), bezpecnost, farmakokinetiku, farmakodynamiku,
imunogenicitu a pfedbéznou protinadorovou aktivitu. Do studie bylo vybrano 39 dospélych pacientl se
solidnimi nadory neodpovidajici na standardni 1é¢bu nebo bez dostupné 1écby. Témto pacientiim byly
podavany zvysujici se davky CT-322 od 0,1 mg/kg do 3,0 mg/kg. ZvySena koncentrace VEGF-A v plazmé
jest je povazovana za farmakodynamicky biomarker, byla po podani CT-322 pozorovana u vsech
pacientl. Proteinurie, zvySeny krevni tlak, Unava a nevolnost byly nejéastéji se vyskytujici a oéekavané
vedlejsi ucinky spojené s lé¢bou. Ackoli u vétsiny pacientt byly identifikovany protilatky proti CT-322,
jejich vliv byl v podstaté nulovy a bez vyskytu vedlejSich Géinkl spojenych s protilatkovou odpovédi.
Z vysledku bylo uréeno optimalni davkovani/MTD 2 mg/kg tydné/ob tyden. Vysledky dale ukazaly slibnou
protinadorovou aktivitu, nicméné zatim bez vétsi vypovidajici hodnoty (Tolcher et al., 2011).

CT-322 blokuje vazbu vsech tfi ligandi (VEGF-A, VEGF-C a VEGF-D), které aktivuji receptor.
Tudiz byl nasnadé pokus o jeji vyuziti u nadord s nadexprimovanym VEGFR-2 vyvolavajici vysokou
vaskularizaci, jako je napf. nador mozku glioblastom (dale GBM). Ve druhé fazi KT CT-322 byly
provedeny dvé ¢asti studie. Prvni ¢ast studie byla zaméfena na bezpecnost a druha ¢ast na uc¢innost
kandidatniho léciva. Studie byla nadesignovana tak, ze v prvni ¢asti byli pacienti rozdéleni do ¢tyf skupin
s tydennim davkovanim CT-322 po 1 a 2 mg/kg a z toho dvé skupiny (skupiny s davkovanim 1 a 2 mg/kg
CT-322) dostavaly jednou za dva tydny 125 mg/m? Irinotecanu nebo 340 mg/m? Irinotecanu pro pacienty
berouci enzymy indukujici antiepileptika. V druhé ¢asti byli pacienti rozdéleni obdobné do 4 skupin se
stejnym davkovanim jako v prvni ¢asti. Do testovani se pfihlasilo celkem 66 pacientd, z toho 2 pacienti
byli oznaceni jako nevhodni a 1 pacient odstoupil pfed zahajenim testovani. Kritéria pro vybér pacientd
byla nasledujici: minimalni vék 18 let; recidivujici GBM s méfitelnym nadorem na magnetické rezonanci;
Karnofského skore (Karnofsky performance status = KPS) >/=70%; dostate¢né funkéni kostni dren, jatra
a ledviny; bez pfedchozi anti-VEGF terapie, krvaceni v CNS a pIné antikoagulaéni lé¢by. Podle
Karnofského skére se hodnoti celkovy stav pacienta (100 % - zcela zdrav, 0 % - smrt). VSichni pacienti
podstoupili pfedchozi radioterapii a chemoterapii. Ve studii byl nastaven primarni koncovy bod po Sesti
mésicich a sekundarni po dvanacti mésicich od zahjeni. Jako primarni koncovy bod je na rozdil od
sekundarniho koncového bodu vzdy nastaven parametr, ktery je kliCovy pro klinicky pfinos a studie je
pro n&j specificky nastavena. Pro kazdou skupinu byla uréena nulova hypotéza PFS (doba preZiti bez

progrese)-6/12</=12% (p0) a alternativni hypotéza PFS-6/12 >/=35% (p1). Nulovéa hypotéza je statisticka
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hypotéza, ktera je formulovana negativné viéi tomu, co chceme prokazat. Cilem testovani je tedy
zamitnout nulovou hypotézu a pfijmout alternativni hypotézu. K vyhodnocovani byl pouzit
Kaplaintv-Meiertv odhad funkce preziti.

Ackoli u valné vétsSiny pacientd se v prubéhu studie vyskytly vedlejsi uginky rizné skaly
zavaznosti, Zzadny z nich nebyl natolik zavazny, aby vedl k ukonéeni studie. Nicméné za zminku stoji
uvést, ze u 6 pacientu byla pferusena terapie z divodl vaznéjsich vedlejSich u¢inkd. Z toho u dvou
pacientll se vyskytla inflzni reakce, ktera je jisto spojena s terapii. U dalSich ¢tyr pacientl je spojeni
vedlejSich Uc¢inkd s terapii pfedmétem diskuze.

Data ze skupiny s davkovanim CT-322 2 mg/kg ukazaly nedostateCnou ucinnost a nulova
hypotéza nemohla byt zamitnuta. Tudiz byla studie ze strategickych divod( sponzorem predéasné
ukongena. Vysledky dale ukazaly, ze vy$Si davky CT-322 (2 mg/kg), at jako monoterapie nebo v
kombinaci s Irinotecanem, vykazovaly nizsi u¢innost.

Autofi ¢lanku uvadi jako 3 mozné pfiCiny neucinnosti CT-322 u recidivujicich GBM nasleduijici:
1. CT-322 nedostate¢né efektivné blokuje VEGFR-2 v klinice,

2. blokace VEGFR-2 neni dostateéné efektivni zplsob naruSeni VEGF-fizené angiogeneze
u recidivujicich GBM,
3. jakakoliv blokace VEGF-fizené angiogeneze neni efektivni zplsob Ié¢by GBM (Schiff et al., 2014).

4.3. PRS-050

V publikaci z roku 2007 se nachazi prvni zminka o Anticalinu na zakladé struktury lipocalinu
z lidskych slz cilici VEGF (Hohlbaum a Skerra, 2007). PRS-050 se specificky vaze s afinitou
v pikomolarni $ifi na vSechny sestfihové varianty VEGF-A a neutralizuje je. Zabranuje vazbu ligandu
na jeho receptory (VEGFR-1 a VEGFR-2) a tedy inhibuje angiogenezi. Uginnost PRS-050 byla
demonstrovana na in vitro i in vivo modelech. Farmakokinetické vlastnosti (prodlouzeni polo¢asu
zivota v plazmé) byly upraveny PEGylaci (Gille et al., 2008).

PRS-050 vstoupil v roce 2010 do prvni faze KT. Hlavnim cilem bylo potvrdit bezpe¢nost
IéCiva a urcit optimalni davkovani pro dalSi faze KT. Dale byla urovana farmakodynamika a
farmakokinetika a sledovana Ié¢ebna odpovéd u nadorl. Studie byla provedena na skupiné 26-ti
(25-ti vyhodnocenych) dospélych pacientll s pokrocilou nebo recidivujici nebo metastazujici
rakovinou rezistentni vuci klasické 1é¢bé nebo bez dostupné lé¢by. U vétSiny pacientd béhem
podavani PRS-050 byla neméfitelna hodnota koncentrace volného VEGF-A. Naopak byl zjistén
komplex VEGF-A/PRS-050 a tedy pfimé prokazani uspésné vazby PRS-050 na VEFG-A. Maximalni
tolerovatelnd davka nebyla dosazena, nebot PRS-050 byl dobfe sndSen pfi maximalni testované
davce 10 mg/kg. Pro dalsi faze KT bylo stanoveno doporuc¢ené davkovani 6 mg/kg infizné podavano
po dobu dvou hodin jednou za dva tydny. Béhem studie se nevyskytla zadna zavazna bezpeénosti
rizika prokazatelné spojena s podavanim PRS-050, pouze vedlejsi Ucinky jako zimnice, unava,

zvy$eny krevni tlak a nevolnost. PRS-050 se jevi jako neimunogeni, protoze v8echny testy na
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protilatky proti PRS-050 byly negativni. PRS-050 vykazuje klasické vyhody ne-imunoglobulinové
struktury nad jiz schvalenou mAb bevacizumab, jako napfiklad absence Fc domény a moznosti
snadné produkce v E.coli (Mross et al.,, 2013). Ac¢koliv k dalS§imu porovnani vyhod/nevyhod a
pfedevsim ucginnosti by bylo zapotfebi dalSich studii na vétsi skupiné pacientl. Nicméné sponzor
(spoleénost Pieris) se i pfes uspésné dokoncéenou prvni fazi KT rozhodl dale nepokracovat v dalSich
fazi KT a to z ddvodu komeréniho - nebyla nalezena prokazatelné jasna konkurenéni vyhoda nad
ostatnimi existujicimi anti-VEGF terapeutiky (“PRS-050,” n.d.).

4.4, MP0250

MPO0250 je bispecificky DARPin cilici VEGF a HGF. Jejich neutralizaci inhibuje dvé
vyznamné drahy (VEGF/VEGFR a HGF/MET) zapojené v nadorovém rustu, preziti, angiogenezi,
invazi a tvorbé metastazi (“MP0250/MP0274,” n.d.). V preklinické studii byl testovan MP0250 v
xenotransplantatovych modelech z nador( pacientl s rakovinou ledvin, jater, plic a Zaludku.
MP0250 ukazal potencial silné inhibice nadorového ristu a v nékterych pfipadech i pfekonal
ucinnost standardni terapie a navic nebyla pozorovana zadna toxicita (Fiedler et al., 2014). MP0250
vstoupil do prvni faze klinického testovani v ¢ervnu 2014 (NCT02194426). Vice informaci by mélo

byt publikovano v pribéhu tohoto roku (2015).

5. Schvalena antiangiogenni bioléCiva

K roku 2015 byly jiz schvaleny tfi antiangiogenni bioléCiva k 1é¢bé nadorovych onemocnéni.

Z toho dvé mAbs (bevacizumab a ramucirumab) a jeden fGzni protein (aflibercept).

5.1. Bevacizumab

Bevacizumab (=avastin, BV) je humanizovana mAb, ktera specificky cili a inhibuje VEGF-A
(stejné jako PRS-050). V roce 2009 na zakladé vysledk( dvou Kklinickych studii ve Fazi Il
((Friedman et al., 2009) a (Kreisl et al., 2009)) udélila FDA urychlené schvéaleni BV, jako
monoterapeutika k pouziti ve druhé linii Ié€by GBM. Druha linie 1éCby je pouzita, pokud primarni
terapie nezabira. V prvnim KT byli pacienti nahodné rozdéleni na dvé skupiny. Prvni skupiné o
velikosti 85-ti pacientd (n=85) bylo podavano 10 mg/kg BV ob tyden a druhé skupiné (n=82)
kombinace BV a chemoterapeutika irinotecanu ob tyden. Vysledky studie byly nasledujici: PFS-6
v prvni skupiné bylo 42,6 % a 50,3 % ve druhé skupiné, median OS byl 9,2 mésicl v prvni skupiné
a 8,7 mésicl ve druhé skupiné (Friedman et al., 2009). Ve druhém KT byli pacienti (n=48) ze za¢atku
IéCeni pouze BV (10 mg/kg ob tyden) a po progresi nadoru jim byl pfidan irinotecan. Vysledky studie
byly nésledujici: PFS-6 29 % a median OS 31 tydnu (Kreisl et al., 2009). Nicméné uc¢innost BV jako
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terapeutika druhé linie GBM je stale diskutovana. Podle (Khasraw et al., 2014) jsou vysledky KT
nedostacdujici a provedeni dalSich KT pro posouzeni ucCinnosti BV je nezbytné.
BV byl také testovan jako terapeutikum prvni linie v kombinaci s doposud nejlepsi standardni Ié¢bou
GBM - s radioterapii a chemoterapeutikem temozolomidem. Vysledky dvou téméf identicky
nastavenych tfetich fazich KT prokazaly prodlouzeni PFS zhruba o 3-4 mésice ovsem bez vlivu na
OS (Gilbert et al., 2014) a (Chinot et al., 2014). Na zakladé téchto vysledku nebyl BV schvélen jako
terapeutikum prvni linie.

BV byl doposud schvalen jako soucast 1é¢by 6 druhl nadorl - metastazujici kolorektalni
karcinom, metastazujici NSCLC, metastazujici karcinom ledvin, recidivujici GBM, platina rezistentni
ovarialni karcinom a persistentni, recidivujici nebo metastazujici karcinom délozniho ¢&ipku

(“Avastin® (bevacizumab),” n.d.).

5.2. Ramucirumab

Ramucirumab (=cyramza) je lidskd mAb IgG1, ktera specificky cili VEGFR-2. Na zakladé
vysledku treti faze KT (Garon et al., 2014) byla v roce 2014 v kombinaci s chemoterapeutikem
docetaxel schvalena k |éCbé metastazujici NSCLC v pokroCilém stadiu nebo po predchozi
chemoterapii platinou. V tfeti fazi KT byly dvé skupiny pacientd. Prvni skupiné (n=628) byla
podavana kombinace ramucirumabu a docetaxelu a druhé skupiné (n=625) byla podavana
kombinace placeba a docetaxelu. Vysledky studie prokazaly zvySeni OS z 9.1 mésicu u placebo
skupiny na 10.5 mésice u ramucirumab skupiny a zvySeni PFS z tfi mésicd na 4.5
(Garon et al., 2014). Déale v roce 2014 byl ramucirumab schvélen k |é¢bé adenokarcinomu zaludku
nebo gastroesofagealniho spojeni v pokrocilém stadiu nebo po pfedesié 1éEbé chemoterapii. Na
zakladeé vysledkl dvou tretich fazi KT byl schvalen k 1é¢bé jako monoterapie (Fuchs et al., 2014) a
v kombinaci s chemoterapii paclitaxel (Wilke et al., 2014). U monoterapie doslo k zvy3eni OS z 3.8
mésicu u placebo skupiny (n=117) na 5.2 mésicl u ramucirumab skupiny (n=238) a ke zvySeni PFS
z 1.3 mésice na 2.1 mésice (Fuchs et al., 2014). V kombinaci s paclitaxelem doslo k navySeni OS ze
7.4 mésice u placebo+paclitaxel (n=335) skupiny na 9.6 mésice u ramucirumab+paclitexal skupiny
(n=330) a navyseni PFS z 2.9 mésicu na 4.4 mésicl (Wilke et al., 2014).

Z téchto vysledkd klinickych studii je zajimavé, jak relativné nizké zvysSeni OS (~ 1-2 mésice)
je dostacdujici pro schvaleni nové terapie. Proto pfedevSim u sekundarni linie 1é¢by, ktera byva
palitativni (prodlouzeni Zivota u nevyléciteIné nemoci), je dulezité analyzovat, zda vedlej$i uginky

pfidané biologické 1éEby k chemoterapeutiku nesnizuji pacientovo kvalitu Zivota.

5.3. Aflibercept

Aflibercept (=zaltrap) je flzni protein vytvofeny z extracelularnich vazebnych domén VEGFR-1 a
-2 spojenych s Fc IgG. Aflibercept specificky cili a inhibuje VEGF-A, -B a PLGF. Na zakladé vysledku
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klinické studie ve Fazi lll (Cutsem et al., 2012) byl v roce 2012 schvéalen v kombinaci s chemoterapii
FOLFIRI (5-fluorouracil, leukovorin a irinotecan) k 1é¢bé metastazujiciho kolorektalniho karcinomu po
predeslé terapii oxaliplatinou. Ve studii byli pacienti rozdéleni ndhodné do dvou skupin. Prvni skupina
(n=612) dostavala kombinaci afliberceptu (4 mg/kg) + FOLFIRI a druha (n=614) kombinaci placeba +
FOLFIRI. Vysledky byly nasledujici: prodlouzeni medianu OS z 12.06 mésice u placebo skupiny na 13.50
mésice u aflibercept skupiny a prodlouzeni medianu PFS z 4.67 na 6.90 mésice. Nicméné median OS
zcela nereflektuje vyhody afliberceptu, protoze kfivka pfezivSich prvni skupiny (aflibercept+FOLFIRI) po

18, 24 a 30 mésicich prevazuje nad prezivsi kfivkou placebo skupiny mnohem vice (Cutsem et al., 2012).

6. Porovnani AVP v KT se schvalenymi antiangiogennimi bioléCivy

Prvni zastupce AVP v KT CT-322 zamySleny k Ié€bé GBM v kombinaci s chemoterapii
(irinotecanem) a jako monoterapie nepotvrdil svoji G&innost ve druhé fazi KT. Uginnost byla posuzovéana
podle PFS-6 a jelikoz nemohla byt zamitnuta nulova hypotéza primarniho koncového bodu (PFS-6 </=
12 %), bylo testovani pfedéasné ukonéeno. Autofi ¢lanku uvadéji jako jeden ze tfi moznych divodu
nedostate¢né ucinnosti CT-322 u recidivujicich GBM to, ze jakakoliv blokace VEGF-fizené angiogeneze
neni efektivni zpusob Ié¢by GBM (Schiff et al., 2014) . Toto tvrzeni mGzeme zpochybnit z divodu
schvaleni mAb bevacizumab v sekundarni linii terapie. Nicméné musime byt opatrni, protoze nad
udinnosti BV se stale vedou diskuze a jeho myslena ucéinnost mize byt zplisobena pouze nevhodné
zvolenou metodou vyhodnocovani KT. Tim je PFS, které je méfeno magnetickou rezonanci (MRI).
Jelikoz antiangiogenni terapie zpUsobuje stabilizaci ristu kapilar, mize dochazet k nabyti mylného dojmu
protinadorového efektu z obrazkd MRI. Tomuto tvrzeni nahravaji vysledky KT (Gilbert et al., 2014) a
(Chinot et al., 2014), které vykazuji zvySeni PFS ovSem bez vlivu na OS.

Jako druhy mozny duvod nedostate¢né ucinnosti CT-322 u recidivujicich GBM je uvadéno, ze
blokace VEGFR-2 neni dostate¢né efektivni zplsob naruseni VEGF-fizené angiogeneze u recidivujicich
GBM. Dalsi schvalena mAb ramucirumab stejné jako CT-322 inhibuje angiogenezi pfes blokaci
VEGFR-2. Byla schvélena v kombinaci s chemoterapeutikem (docetaxel) k 1éEbé metastazujici NSCLC
a v kombinaci s chemoterapeutikem (paclitaxel) nebo jako monoterapie k Ié¢bé adenokarcinomu
Zaludku nebo gastroesofagealniho spojeni. Nicméné je pravdépodobné, Ze kazdy druh rakoviny a
jejich metastaze v riznych vyvojovych stupnich vykazuji rozdilné mechanismy vaskularizace. Proto
uspéch ramucirumabu nemuze vést k zpochybnéni tvrzeni - blokace VEGFR-2 neni dostate¢né
efektivni zplisob naruseni VEGF-fizené angiogeneze u recidivujicich GBM.

Poslednim uvadénym divodem neuspéchu je nedostate¢na blokace VEGFR-2 v klinice. V tomto
ohledu by mohly byt pfic¢inou nekvalitné a nevhodné provedené preklinické studie. O tomto problému
pojednava (Begley a Ellis, 2012). Bylo zjisténo, Zze velmi mélo publikovanych kliCovych preklinickych
studii je reprodukovatelnych. Pfi¢inou toho mizou byt mylné interpretovana data, nevhodné zvoleny
zvifeci model a strategie testovani dané latky. Obecné onkologické klinické studie vykazuji nejvyssi miru

neuspéchu (Begley a Ellis, 2012).
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Dalsim zastupcem AVP v KT byl PRS-050. Pfes uspésné dokoncCeni prvni faze KT se
sponzor rozhodl dale nepokradovat v KT z divodu nenalezeni jasné konkurenéni vyhody nad
ostatnimi anti-VEGF terapeutiky. Nicméné vysledky tohoto KT ukézaly, Zze PRS-050 je bezpecny,
dobfe snasen a pfedevSim neimunogenni. Proto je nasnadé, Ze budou vyvinuty dal§i pfedevsim
bi- a multispecifické Anticalin molekuly pfipravené na zakladé racionalni designu cilici rizné
molekuly s novym mechanismem ucinku.

Vyznamnou roli v cilené antiangiogenni terapii hraje vyskyt rdznych rezistenci. Jejich
mechanismus a vznik popisuje reSerse (Vasudev a Reynolds, 2014). Pro vytvofeni opravdu efektivni
antiangiogenni terapie bude do budoucna potfeba zjistit detailné rozdily ve vaskularizaci a
mechanismy resistence. Na zdakladé téchto znalosti bude tfeba vytvofit cilena antiangiogenni
terapeutika specificka pro individualni typy rakoviny. K tomu s vyhodou budou moci poslouzit lehce
upravovatelné AVP.

D.Hanahan a R.Weinberg publikovali v roce 2000 velmi vlivny ¢lanek
(Hanahan a Weinberg, 2000) popisujici $est zakladnich charakteristickych vlastnosti rakoviny (z angl.
orig. hallmarks of cancer). Autofi pfedpokladaji, ze vétSina rakovin, ne-li vSechny, sdili téchto Sest
zmén v bunééné fyziologii dulezitych pro kancerogenezi — sobésta¢nost v rlstovych signalech,
necitlivost k protirdstovym signalim, uniknuti buné&né smrti, replikaéni nesmrtelnost, indukce
angiogeneze a aktivace invaze a tvorba metastazi. V roce 2011 vySla aktualizace ¢&lanku
(Hanahan a Weinberg, 2011) z roku 2000 popisujici dalSi dvé nové charakteristické vlastnosti — Unik
imunitnimu systému a deregulace bunécné energetiky. Navic byly navrzeny dvé charakteristiky
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Obrézek 11 Priklady terapeutického cileni charakteristickych znaku rakoviny. Prijato od (Hanahan a
Weinberg, 2011).
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umozhujici vznik charakteristickych vlastnosti — genomova nestabilita a mutace a zanétlivé
prostredi podporujici vznik nadorll. Podstatou cilené nadorové terapie je specifické cileni a inhibice
charakteristickych znakd rakoviny (obr.11). VétSina ze souéasnych specifickych terapeutik cili
pouze jednu z téchto charakteristickych vlastnosti, coz je vyhodné z duvodu nizsi nespecifické
toxicity. V pfipadé, Ze jsou jednotlivé charakteristické vlastnosti pro rakovinu opravdu tak dualezité,
mélo by to stagit k potlaceni jejiho rlstu a Sifeni.

Nicméné vysledky KT napovidaji tomu, ze dana problematika nebude tak jednoducha. Ve
skuteCnosti efekt vétSiny monospecifickych terapeutik je pouze doasny s velmi Casto se
vyskytujicimi recidivami. Jako mozné feSeni tohoto problému se nabizi mifeni vice cill jedné
charakteristické vlastnosti nebo cileni vice charakteristickych vlastnosti najednou (Hanahan a
Weinberg, 2011). A timto se dostavame k poslednimu zastupci AVP v KT bispecifické molekule
MPO0250, ktera cili jak angiogenezi (VEGF) tak invazivitu a tvorbu metastdaz (HGF). Bude velmi
zajimavé sledovat vysledky KT a to, zda naplni svUj potencial z preklinického testovani, ktery jako

bispecificka molekula cilici dvé charakteristické vlastnosti rakoviny ma.

7. Zaver

V této bakalarské praci jsem shrnul nejnovéjSi pokroky tykajici se AVP na poli nadorovych
terapeutik. Do budoucna se zda byt nejvétsi vyzvou vytvofeni multispecifickych nadorovych terapeutik,
které budou cilit vice charakteristickych znakU rakoviny naraz. To povede k omezeni nutnosti kombinovat
vice druhu terapii a tedy ke snizeni celkové nespecifické toxicity. Obecné specificky cilena bioléciva maji
oproti chemoterapii a radioterapii nesmirnou vyhodu, co se ty¢e nizsich vedlejSich u¢inkd a minimalini
snizeni kvality Zivota nasledkem terapie. Uspé$nost terapeutickych proteintl jiz demonstruje nékolik
schvélenych monoklonalnich protilatek. Je ale potfeba si uvédomit, Ze vyvoj monoklonalnich protilatek
ma oproti AVP dvé dekady naskok. Jednou z vyhod AVP je dostupnost velké Skaly struktur oproti
imunoglobulinlm a pomérné jednoducha a rychla selekce proti libovolnému cili z knihoven obsahuijici az
10?° proteinovych variant, coz by v budoucnu mohlo hrat vyznamnou roli v pfiprave terapie Sité na miru
pacientovi. Robustni struktury AVP na rozdil od imunoglobulind jsou vhodné pro racionalni navrh a také
pro fazi s ostatnimi struktury nebo protilatkami. Dal$i potencidlni vyhoda je jejich moznost snadého
spojeni s radionuklidy, toxiny nebo s onkolytickymi viry. Struktury AVP jsou vétSinou nezavislé na
disulfidickych mustcich a nevyzaduji postranslaéni modifikace a proto neni problém je ve velkém vyrabét
v bakteridlnich expresnich systémech.

Dale jsou také shrnuty vysledky prvnich zastupct AVP v KT a bioléciv cilici stejné cile. Zastupci
AVP v KT sice neprokazali u€innost, ale prokazali bezpenost a neimunogenicitu.V sou¢asné dobé se
nachazi nékolik potencidlnich nddorovych terapeutik v preklinickém vyvoji. Lze tedy oCekavat v blizké
dobé vstup dalSich AVP do KT. Tomu také nahravaji nepfilis osliujici vysledky protilatkovych nadorovych
terapeutik v KT, které jsou v souCasné dobé dostacujici pro schvaleni k |é¢bé. Vzhledem k omezeni
plynouci z jejich struktury je vylepseni jejich ucinnosti omezené.

27



8. Pouzita literatura

Ackermann, M., Morse, B.A., Delventhal, V., Carvajal, I.M., Konerding, M.A., 2012. Anti-VEGFR2 and anti-
IGF-1R-Adnectins inhibit Ewing’s sarcoma A673-xenograft growth and normalize tumor vascular architecture.
Angiogenesis 15, 685-695. doi:10.1007/s10456-012-9294-9

Allen, J.E., Ferrini, R., Dicker, D.T., Batzer, G., Chen, E., Oltean, D.l., Lin, B., Renshaw, M.W., Kretz-Rommel,
A., El-Deiry, W.S., 2012. Targeting TRAIL Death Receptor 4 with Trivalent DR4 Atrimer Complexes. Mol.
Cancer Ther. 11, 2087—-2095. doi:10.1158/1535-7163.MCT-12-0366

Begley, C.G., Ellis, L.M., 2012. Raise standards for preclinical cancer research. Nature 483, 531-533.

Beste, G., Schmidt, F.S., Stibora, T., Skerra, A., 1999. Small antibody-like proteins with prescribed ligand
specificities derived from the lipocalin fold. Proc. Natl. Acad. Sci. 96, 1898—-1903. d0i:10.1073/pnas.96.5.1898

Bird, R., Hardman, K., Jacobson, J., Johnson, S., Kaufman, B., Lee, S., Lee, T., Pope, S., Riordan, G., Whitlow,
M., 1988. Single-Chain Antigen-Binding Proteins. Science 242, 423—-426. doi:10.1126/science.3140379

Brack, S., Attinger-Toller, I., Schade, B., Mourlane, F., Klupsch, K., Woods, R., Hachemi, H., Bey, U. von der,
Koenig-Friedrich, S., Bertschinger, J., Grabulovski, D., 2014. A Bispecific HER2-Targeting FynomAb with
Superior Antitumor Activity and Novel Mode of Action. Mol. Cancer Ther. 13, 2030-2039. d0i:10.1158/1535-
7163.MCT-14-0046-T

Carmeliet, P., Jain, R.K., 2011. Molecular mechanisms and clinical applications of angiogenesis. Nature 473,
298-307. doi:10.1038/nature10144

Chinot, O.L., Wick, W., Mason, W., Henriksson, R., Saran, F., Nishikawa, R., Carpentier, A.F., Hoang-Xuan,
K., Kavan, P., Cernea, D., Brandes, A.A., Hilton, M., Abrey, L., Cloughesy, T., 2014. Bevacizumab plus
Radiotherapy-Temozolomide for Newly Diagnosed Glioblastoma. N. Engl. J. Med. 370, 709-722.
doi:10.1056/NEJM0a1308345

Cuesta, A.M., Sainz-Pastor, N., Bonet, J., Oliva, B., Alvarez-Vallina, L., 2010. Multivalent antibodies: when
design surpasses evolution. Trends Biotechnol. 28, 355—-362. doi:10.1016/j.tibtech.2010.03.007

Cutsem, E.V., Tabernero, J., Lakomy, R., Prenen, H., Prausova, J., Macarulla, T., Ruff, P., Hazel, G.A. van,
Moiseyenko, V., Ferry, D., McKendrick, J., Polikoff, J., Tellier, A., Castan, R., Allegra, C., 2012. Addition of
Aflibercept to Fluorouracil, Leucovorin, and Irinotecan Improves Survival in a Phase Ill Randomized Trial in
Patients With Metastatic Colorectal Cancer Previously Treated With an Oxaliplatin-Based Regimen. J. Clin.
Oncol. 30, 3499-3506. doi;:10.1200/JC0.2012.42.8201

Denayer, T., Stoehr, T., Beste, G., Brige, A., Ververken, C., Holz, J.-B., 2013. The anti-c-Met Nanobody (R),
a novel and promising anti-cancer therapeutic. Cancer Res. 73. doi:10.1158/1538-7445.AM2013-LB-316

Desmet, J., Verstraete, K., Bloch, Y., Lorent, E., Wen, Y., Devreese, B., Vandenbroucke, K., Loverix, S.,
Hettmann, T., Deroo, S., Somers, K., Henderikx, P., Lasters, |., Savvides, S.N., 2014. Structural basis of IL-
23 antagonism by an Alphabody protein scaffold. Nat. Commun. 5. doi:10.1038/ncomms6237

Dewvy, L., Rabbani, S.A., Stochl, M., Ruskowski, M., Mackie, I., Naa, L., Toews, M., Gool, R. van, Chen, J.,
Ley, A, Ladner, R.C., Dransfield, D.T., Henderikx, P., 2007. PEGylated DX-1000: Pharmacokinetics and
Antineoplastic Activity of a Specific Plasmin Inhibitor. Neoplasia N. Y. N 9, 927.

Diem, M.D., Hyun, L., Yi, F., Hippensteel, R., Kuhar, E., Lowenstein, C., Swift, E.J., O'Neil, K.T., Jacobs, S.A,,

2014. Selection of high-affinity Centyrin FN3 domains from a simple library diversified at a combination of
strand and loop positions. Protein Eng. Des. Sel. 27, 419-429. doi:10.1093/protein/gzu016

28



Dineen, S.P., Sullivan, L.A., Beck, AW., Miller, A.F., Carbon, J.G., Mamluk, R., Wong, H., Brekken, R.A,,
2008. The Adnectin CT-322 is a novel VEGF receptor 2 inhibitor that decreases tumor burden in an orthotopic
mouse model of pancreatic cancer. BMC Cancer 8, 352. d0i:10.1186/1471-2407-8-352

Ebersbach, H., Fiedler, E., Scheuermann, T., Fiedler, M., Stubbs, M.T., Reimann, C., Proetzel, G., Rudolph,
R., Fiedler, U., 2007. Affilin—Novel Binding Molecules Based on Human y-B-Crystallin, an All B-Sheet Protein.
J. Mol. Biol. 372, 172—-185. do0i:10.1016/j.jmb.2007.06.045

Eigenbrot, C., Ultsch, M., Dubnovitsky, A., Abrahmsén, L., Hard, T., 2010. Structural basis for high-affinity
HER2 receptor binding by an engineered protein. Proc. Natl. Acad. Sci. 107, 15039-15044.
doi:10.1073/pnas.1005025107

Ekerljung, L., Wallberg, H., Sohrabian, A., Andersson, K., Friedman, M., Frejd, F.Y., Stahl, S., Gedda, L., 2012.
Generation and Evaluation of Bispecific Affibody Molecules for Simultaneous Targeting of EGFR and HER2.
Bioconjug. Chem. 23, 1802-1811. doi:10.1021/bc3000645

Fiedler, U., Stumpp, M.T., Cornelius, A., Ekawardhani, S., Dawson, K.M., Gilboy, P., Dolado, I., 2014.
Antitumor activity of MP0250, a bispecific VEGF- and HGF-targeting darpin, in patient-derived xenograft
models. J. Clin. Oncol. 32:5s.

*Folkman, J., Bach, M., Rowe, J., Davidoff, F., Lambert, P., Hirsch, C., Goldberg, A., Hiatt, H., Glass, J.,
Henshaw, E., 1971. Tumor Angiogenesis - Therapeutic Implications. N. Engl. J. Med. 285, 1182—-&.

Frankel, S.R., Baeuerle, P.A., 2013. Targeting T cells to tumor cells using bispecific antibodies. Curr. Opin.
Chem. Biol., Next generation therapeutics ® Energy 17, 385—392. doi:10.1016/j.cbpa.2013.03.029

Friedman, H.S., Prados, M.D., Wen, P.Y., Mikkelsen, T., Schiff, D., Abrey, L.E., Yung, W.K.A., Paleologos, N.,
Nicholas, M.K., Jensen, R., Vredenburgh, J., Huang, J., Zheng, M., Cloughesy, T., 2009. Bevacizumab Alone
and in Combination With Irinotecan in Recurrent Glioblastoma. J. Clin. Oncol. 27, 4733-4740.
doi:10.1200/JC0.2008.19.8721

Friedrich, K., Hanauer, J.R., Prifer, S., Minch, R.C., Vélker, I., Filippis, C., Jost, C., Hanschmann, K.-M.,
Cattaneo, R., Peng, K.-W., Plickthun, A., Buchholz, C.J., Cichutek, K., Mihlebach, M.D., 2013. DARPIn-
targeting of Measles Virus: Unique Bispecificity, Effective Oncolysis, and Enhanced Safety. Mol. Ther. 21,
849-859. do0i:10.1038/mt.2013.16

Fuchs, C.S., Tomasek, J., Yong, C.J., Dumitru, F., Passalacqua, R., Goswami, C., Safran, H., dos Santos,
L.V., Aprile, G., Ferry, D.R., Melichar, B., Tehfe, M., Topuzov, E., Zalcberg, J.R., Chau, I., Campbell, W.,
Sivanandan, C., Pikiel, J., Koshiji, M., Hsu, Y., Liepa, A.M., Gao, L., Schwartz, J.D., Tabernero, J., 2014.
Ramucirumab monotherapy for previously treated advanced gastric or gastro-oesophageal junction
adenocarcinoma (REGARD): an international, randomised, multicentre, placebo-controlled, phase 3 trial. The
Lancet 383, 31-39. doi:10.1016/S0140-6736(13)61719-5

Garon, E.B., Ciuleanu, T.-E., Arrieta, O., Prabhash, K., Syrigos, K.N., Goksel, T., Park, K., Gorbunova, V.,
Kowalyszyn, R.D., Pikiel, J., Czyzewicz, G., Orlov, S.V., Lewanski, C.R., Thomas, M., Bidoli, P., Dakhil, S.,
Gans, S., Kim, J.-H., Grigorescu, A., Karaseva, N., Reck, M., Cappuzzo, F., Alexandris, E., Sashegyi, A.,
Yurasov, S., Pérol, M., 2014. Ramucirumab plus docetaxel versus placebo plus docetaxel for second-line
treatment of stage IV non-small-cell lung cancer after disease progression on platinum-based therapy
(REVEL): a multicentre, double-blind, randomised phase 3 trial. The Lancet 384, 665-673. d0i:10.1016/S0140-
6736(14)60845-X

Gebauer, M., Schiefner, A., Matschiner, G., Skerra, A., 2013. Combinatorial Design of an Anticalin Directed
against the Extra-Domain B for the Specific Targeting of Oncofetal Fibronectin. J. Mol. Biol. 425, 780-802.
doi:10.1016/j.jmb.2012.12.004

Gebauer, M., Skerra, A., 2009. Engineered protein scaffolds as next-generation antibody therapeutics. Curr.
Opin. Chem. Biol. 13, 245-255. doi:10.1016/j.cbpa.2009.04.627

29



Getmanova, E.V., Chen, Y., Bloom, L., Gokemeijer, J., Shamah, S., Warikoo, V., Wang, J., Ling, V., Sun, L.,
2006. Antagonists to Human and Mouse Vascular Endothelial Growth Factor Receptor 2 Generated by
Directed Protein Evolution In Vitro. Chem. Biol. 13, 549-556. doi:10.1016/j.chembiol.2005.12.009

Gilbert, M.R., Dignam, J.J., Armstrong, T.S., Wefel, J.S., Blumenthal, D.T., Vogelbaum, M.A., Colman, H.,
Chakravarti, A., Pugh, S., Won, M., Jeraj, R., Brown, P.D., Jaeckle, K.A., Schiff, D., Stieber, V.W., Brachman,
D.G., Werner-Wasik, M., Tremont-Lukats, I.W., Sulman, E.P., Aldape, K.D., Curran, W.J., Mehta, M.P., 2014.
A Randomized Trial of Bevacizumab for Newly Diagnosed Glioblastoma. N. Engl. J. Med. 370, 699—708.
doi:10.1056/NEJM0a1308573

Gille, H., Huelsmeyer, M., Christian, H.-J., Matschiner, G., Trentmann, S., Skerra, A., Hohlbaum, A., 2008.
Discovery and characterization of a novel Anticalin with potent in vivo antagonistic activity towards VEGF-A.
AACR Meet. Abstr. 2008, 4077.

Grabulovski, D., Kaspar, M., Neri, D., 2007. A Novel, Non-immunogenic Fyn SH3-derived Binding Protein with
Tumor Vascular Targeting Properties. J. Biol. Chem. 282, 3196—3204. do0i:10.1074/jbc.M609211200

Hamerscasterman, C., Atarhouch, T., Muyldermans, S., Robinson, G., Hamers, C., Songa, E., Bendahman,
N., Hamers, R., 1993. Naturally-Occurring Antibodies Devoid of Light-Chains. Nature 363, 446-448.
doi:10.1038/363446a0

Hanahan, D., Weinberg, R.A., 2011. Hallmarks of Cancer: The Next Generation. Cell 144, 646-674.
doi:10.1016/j.cell.2011.02.013

Hanahan, D., Weinberg, R.A., 2000. The Hallmarks of Cancer. Cell 100, 57-70. doi:10.1016/S0092-
8674(00)81683-9

Hassanzadeh-Ghassabeh, G., Devoogdt, N., De Pauw, P., Vincke, C., Muyldermans, S., 2013. Nanobodies
and their potential applications. Nanomed. 8, 1013—-1026. do0i:10.2217/nnm.13.86

Hoffmann, A., Kovermann, M., Lilie, H., Fiedler, M., Balbach, J., Rudolph, R., Pfeifer, S., 2012. New Binding
Mode to TNF-Alpha Revealed by Ubiquitin-Based Artificial Binding Protein. PLoS ONE 7, e31298.
doi:10.1371/journal.pone.0031298

Hohlbaum, A.M., Skerra, A., 2007. Anticalins®: the lipocalin family as a novel protein scaffold for the
development of next-generation immunotherapies. Expert Rev. Clin. Immunol. 3, 491-501.
doi:10.1586/1744666X.3.4.491

Holliger, P., Prospero, T., Winter, G., 1993. Diabodies - Small Bivalent and Bispecific Antibody Fragments.
Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. 90, 6444—-6448. doi:10.1073/pnas.90.14.6444

Hughes, J., Rees, S., Kalindjian, S., Philpott, K., 2011. Principles of early drug discovery: Principles of early
drug discovery. Br. J. Pharmacol. 162, 1239-1249. doi:10.1111/j.1476-5381.2010.01127.x

Jeong, K.J., Mabry, R., Georgiou, G., 2005. Avimers hold their own. Nat. Biotechnol. 23, 1493-1494.
doi:10.1038/nbt1205-1493

Jost, C., Schilling, J., Tamaskovic, R., Schwill, M., Honegger, A., Plickthun, A., 2013. Structural basis for
eliciting a cytotoxic effect in HER2-overexpressing cancer cells via binding to the extracellular domain of HER2.
Struct. Lond. Engl. 1993 21, 1979-1991. doi:10.1016/j.str.2013.08.020

Khasraw, M., Ameratunga, M.S., Grant, R., Wheeler, H., Pavlakis, N., 2014. Antiangiogenic therapy for high-
grade glioma. Cochrane Database Syst. Rev. CD008218. doi:10.1002/14651858.CD008218.pub3

Kim, J.W., Cochran, F.V., Cochran, J.R., 2015. A Chemically Cross-Linked Knottin Dimer Binds Integrins with

Picomolar Affinity and Inhibits Tumor Cell Migration and Proliferation. J. Am. Chem. Soc. 137, 6-9.
doi:10.1021/ja508416e

30



Kimura, R.H., Levin, A.M., Cochran, F.V., Cochran, J.R., 2009. Engineered cystine knot peptides that bind
avp3, avp5, and a5B1 integrins with low-nanomolar affinity. Proteins Struct. Funct. Bioinforma. 77, 359-369.
doi:10.1002/prot.22441

Kohler, G., Milstein, C., 1975. Continuous Cultures of Fused Cells Secreting Antibody of Predefined Specificity.
Nature 256, 495-497. doi:10.1038/256495a0

Koide, A., Wojcik, J., Gilbreth, R.N., Hoey, R.J., Koide, S., 2012. Teaching an Old Scaffold New Tricks:
Monobodies Constructed Using Alternative Surfaces of the FN3 Scaffold. J. Mol. Biol. 415, 393—405.
doi:10.1016/j.jmb.2011.12.019

Kontermann, R.E., 2011. Strategies for extended serum half-life of protein therapeutics. Curr. Opin.
Biotechnol., 22/6 Chemical biotechnology and Pharmaceutical biotechnology 22, 868-876.
doi:10.1016/j.copbio.2011.06.012

Kreisl, T.N., Kim, L., Moore, K., Duic, P., Royce, C., Stroud, I., Garren, N., Mackey, M., Butman, J.A.,
Camphausen, K., Park, J., Albert, P.S., Fine, H.A., 2009. Phase Il Trial of Single-Agent Bevacizumab Followed
by Bevacizumab Plus Irinotecan at Tumor Progression in Recurrent Glioblastoma. J. Clin. Oncol. 27, 740—
745. doi:10.1200/JC0.2008.16.3055

Lee, J., Kim, H.J., Yang, C.-S., Kyeong, H.-H., Choi, J.-M., Hwang, D.-E., Yuk, J.-M., Park, K., Kim, Y.J., Lee,
S.-G., Kim, D., Jo, E.-K., Cheong, H.-K., Kim, H.-S., 2014. A High-Affinity Protein Binder that Blocks the IL-
6/STAT3 Signaling Pathway Effectively Suppresses Non-Small Cell Lung Cancer. Mol. Ther. 22, 1254-1265.
doi:10.1038/mt.2014.59

Lee, S.-C., Park, K., Han, J., Lee, J. -j., Kim, H.J., Hong, S., Heu, W., Kim, Y.J., Ha, J.-S., Lee, S.-G., Cheong,
H.-K., Jeon, Y.H., Kim, D., Kim, H.-S., 2012. Design of a binding scaffold based on variable lymphocyte
receptors of jawless vertebrates by module engineering. Proc. Natl. Acad. Sci. 109, 3299-3304.
doi:10.1073/pnas.1113193109

Le Gall, F., Kipriyanov, S.M., Moldenhauer, G., Little, M., 1999. Di-, tri- and tetrameric single chain Fv antibody
fragments against human CD19: effect of valency on cell binding. FEBS Lett. 453, 164-168.
doi:10.1016/S0014-5793(99)00713-9

Lipovsek, D., 2011. Adnectins: engineered target-binding protein therapeutics. Protein Eng. Des. Sel. 24, 3—
9. doi:10.1093/protein/gzq097

Lorey, S., Fiedler, E., Kunert, A., Nerkamp, J., Lange, C., Fiedler, M., Bosse-Doenecke, E., Meysing, M.,
Gloser, M., Rundfeldt, C., Rauchhaus, U., Hanssgen, |., Géttler, T., Steuernagel, A., Fiedler, U., Haupts, U.,
2014. Novel Ubiquitin-derived High Affinity Binding Proteins with Tumor Targeting Properties. J. Biol. Chem.
289, 8493-8507. d0i:10.1074/jbc.M113.519884

Malm, M., Kronqvist, N., Lindberg, H., Gudmundsdotter, L., Bass, T., Frejd, F.Y., Héidén-Guthenberg, I.,
Varasteh, Z., Orlova, A., Tolmachev, V., Stahl, S., Léfblom, J., 2013. Inhibiting HER3-mediated tumor cell
growth with affibody molecules engineered to low picomolar affinity by position-directed error-prone PCR-like
diversification. Plos One 8, €62791—e62791. doi:10.1371/journal.pone.0062791

Mamluk, R., Carvajal, I.M., Morse, B.A., Wong, H., Abramowitz, J., Aslanian, S., Lim, A.-C., Gokemeijer, J.,
Storek, M.J., Lee, J., Gosselin, M., Wright, M.C., Camphausen, R.T., Wang, J., Chen, Y., Miller, K., Sanders,
K., Short, S., Sperinde, J., prasad, G., Williams, S., Kerbel, R., ebos, J., Mutsaers, A., Mendlein, J.D., Harris,
A.S., Furfine, E.S., 2010. Anti-tumor effect of CT-322 as an adnectin inhibitor of vascular endothelial growth
factor receptor-2. mAbs 2, 199-208.

Marmor, M.D., Skaria, K.B., Yarden, Y., 2004. Signal transduction and oncogenesis by ErbB/HER receptors.
Int. J. Radiat. Oncol. 58, 903-913. doi:10.1016/}.ijrobp.2003.06.002

31



Moore, S.J., Leung, C.L., Cochran, J.R., 2012. Knottins: disulfide-bonded therapeutic and diagnostic peptides.
Drug Discov. Today Technol.,, Peptides or modified peptides as drug molecules 9, e3—ell.
doi:10.1016/j.ddtec.2011.07.003

Mouratou, B., Schaeffer, F., Guilvout, I., Tello-Manigne, D., Pugsley, A.P., Alzari, P.M., Pecorari, F., 2007.
Remodeling a DNA-binding protein as a specific in vivo inhibitor of bacterial secretin PulD. Proc. Natl. Acad.
Sci. 104, 17983-17988. doi:10.1073/pnas.0702963104

Mross, K., Richly, H., Fischer, R., Scharr, D., Buechert, M., Stern, A., Gille, H., Audoly, L.P., Scheulen, M.E.,
2013. First-in-Human Phase | Study of PRS-050 (Angiocal), an Anticalin Targeting and Antagonizing VEGF-
A, in Patients with Advanced Solid Tumors. Plos One 8, €83232. doi:10.1371/journal.pone.0083232

Murali, R., Greene, M.1., 2012. Structure Based Antibody-Like Peptidomimetics. Pharmaceuticals 5, 209—-235.
doi:10.3390/ph5020209

Muyldermans, S., 2013. Nanobodies: Natural Single-Domain Antibodies. Annu. Rev. Biochem. 82, 775-797.
doi:10.1146/annurev-biochem-063011-092449

Nelson, A.L., 2010. Antibody fragments. mAbs 2, 77-83. doi:10.4161/mabs.2.1.10786

Nilsson, B., Moks, T., Jansson, B., Abrahmsén, L., Elmblad, A., Holmgren, E., Henrichson, C., Jones, T.A,,
Uhlén, M., 1987. A synthetic IgG-binding domain based on staphylococcal protein A. Protein Eng. 1, 107-113.

Nilvebrant, J., Astrand, M., Lofblom, J., Hober, S., 2013. Development and characterization of small bispecific
albumin-binding domains with high affinity for ErbB3. Cell. Mol. Life Sci. 70, 3973-3985. d0i:10.1007/s00018-
013-1370-9

Nord, K., Gunneriusson, E., Ringdahl, J., Stahl, S., Uhlen, M., Nygren, P.A., 1997. Binding proteins selected
from combinatorial libraries of an alpha-helical bacterial receptor domain. Nat. Biotechnol. 15, 772-777.

Olwill, S.A., Joffroy, C., Gille, H., Vignha, E., Matschiner, G., Allersdorfer, A., Lunde, B.M., Jaworski, J., Burrows,
J.F., Chiriaco, C., Christian, H.J., Hilsmeyer, M., Trentmann, S., Jensen, K., Hohlbaum, A.M., Audoly, L.,
2013. A Highly Potent and Specific MET Therapeutic Protein Antagonist with Both Ligand-Dependent and
Ligand-Independent Activity. Mol. Cancer Ther. 12, 2459-2471. doi:10.1158/1535-7163.MCT-13-0318

Orlova, A., Tran, T.A., Ekblad, T., Karlstrom, A.E., Tolmachev, V., 2010. (186)Re-maSGS-Z (HER2:342), a
potential Affibody conjugate for systemic therapy of HER2-expressing tumours. Eur. J. Nucl. Med. Mol. Imaging
37, 260-269. doi:10.1007/s00259-009-1268-9

Plueckthun, A., 2015. Designed Ankyrin Repeat Proteins (DARPIins): Binding Proteins for Research,
Diagnostics, and Therapy. Annu. Rev. Pharmacol. Toxicol. Vol 55 55, 489-511. doi:10.1146/annurev-
pharmtox-010611-134654

Reichert, J.M., Rosensweig, C.J., Faden, L.B., Dewitz, M.C., 2005. Monoclonal antibody successes in the
clinic. Nat. Biotechnol. 23, 1073-1078. doi:10.1038/nbt0905-1073

Reusch, U., Burkhardt, C., Fucek, I., Le Gall, F., Le Gall, M., Hoffmann, K., Knackmuss, S.H.J., Kiprijanov, S.,
Little, M., Zhukovsky, E.A., 2014. A novel tetravalent bispecific TandAb (CD30/CD16A) efficiently recruits.
Mabs 6, 727—738. doi:10.4161/mabs.28591

Reusch, U., Burkhardt, C., Knackmuss, S., Fucek, I., Eser, M., McAleese, F., Ellwanger, K., Little, M., 2013. A
CD19/CD3 Bispecific Tandab, AFM11, Recruits T Cells To Potently and Safely Kill CD19+ Tumor Cells. Blood
122, 4405-4405.

Richter, A., Eggenstein, E., Skerra, A., 2014. Anticalins: Exploiting a non-Ig scaffold with hypervariable loops
for the engineering of binding proteins. FEBS Lett., Protein Engineering 588, 213-218.
doi:10.1016/).febslet.2013.11.006

32



Schiff, D., Kesari, S., de Groot, J., Mikkelsen, T., Drappatz, J., Coyle, T., Fichtel, L., Silver, B., Walters, I.,
Reardon, D., 2014. Phase 2 study of CT-322, a targeted biologic inhibitor of VEGFR-2 based on a domain of
human fibronectin, in recurrent glioblastoma. Invest. New Drugs. doi:10.1007/s10637-014-0186-2

Schénfeld, D., Matschiner, G., Chatwell, L., Trentmann, S., Gille, H., Hilsmeyer, M., Brown, N., Kaye, P.M.,
Schlehuber, S., Hohlbaum, A.M., Skerra, A., 2009. An engineered lipocalin specific for CTLA-4 reveals a
combining site with structural and conformational features similar to antibodies. Proc. Natl. Acad. Sci. 106,
8198-8203. d0i:10.1073/pnas.0813399106

Sha, F., Gencer, E.B., Georgeon, S., Koide, A., Yasui, N., Koide, S., Hantschel, O., 2013. Dissection of the
BCR-ABL signaling network using highly specific monobody inhibitors to the SHP2 SH2 domains. Proc. Natl.
Acad. Sci. 110, 14924-14929. doi:10.1073/pnas.1303640110

Silverman, J., Lu, Q., Bakker, A., To, W., Duguay, A., Alba, B.M., Smith, R., Rivas, A., Li, P., Le, H., Whitehorn,
E., Moore, K.W., Swimmer, C., Perlroth, V., Vogt, M., Kolkman, J., Stemmer, W.P.C., 2005. Multivalent avimer
proteins evolved by exon shuffling of a family of human receptor domains. Nat. Biotechnol. 23, 1556—1561.
doi:10.1038/nbt1166

Slerdahl, T.S., Denayer, T., Moen, S.H., Standal, T., Barset, M., Ververken, C., Rg, T.B., 2013. Abstract 5624:
Anti-c-Met Nanobody®: A potential new drug in cancer treatment. Cancer Res. 73, 5624-5624.
doi:10.1158/1538-7445.AM2013-5624

Steemson, J.D., Baake, M., Rakonjac, J., Arcus, V.L., Liddament, M.T., 2014. Tracking Molecular Recognition
at the Atomic Level with a New Protein Scaffold Based on the OB-Fold. PLoS ONE 9, e86050.
doi:10.1371/journal.pone.0086050

Tiede, C., Tang, A.A.S., Deacon, S.E., Mandal, U., Nettleship, J.E., Owen, R.L., George, S.E., Harrison, D.J.,
Owens, R.J., Tomlinson, D.C., McPherson, M.J., 2014. Adhiron: a stable and versatile peptide display scaffold
for molecular recognition applications. Protein Eng. Des. Sel. 27, 145-155. doi:10.1093/protein/gzu007

Tolcher, AW., Sweeney, C.J., Papadopoulos, K., Patnaik, A., Chiorean, E.G., Mita, A.C., Sankhala, K.,
Furfine, E., Gokemeijer, J., lacono, L., Eaton, C., Silver, B.A., Mita, M., 2011. Phase | and Pharmacokinetic
Study of CT-322 (BMS-844203), a Targeted Adnectin Inhibitor of VEGFR-2 Based on a Domain of Human
Fibronectin. Clin. Cancer Res. 17, 363-371. doi:10.1158/1078-0432.CCR-10-1411

Tolmachev, V., Orlova, A., Pehrson, R., Galli, J., Baastrup, B., Andersson, K., Sandstrém, M., Rosik, D.,
Carlsson, J., Lundgvist, H., Wennborg, A., Nilsson, F.Y., 2007. Radionuclide therapy of HER2-positive
microxenografts using a 177Lu-labeled HER2-specific Affibody molecule. Cancer Res. 67, 2773-2782.
doi:10.1158/0008-5472.CAN-06-1630

Tugues, S., Koch, S., Gualandi, L., Li, X., Claesson-Welsh, L., 2011. Vascular endothelial growth factors and
receptors: Anti-angiogenic therapy in the treatment of cancer. Mol. Aspects Med., Angiogenesis and
Lymphangiogenesis 32, 88-111. doi:10.1016/j.mam.2011.04.004

Vasudev, N.S., Reynolds, A.R., 2014. Anti-angiogenic therapy for cancer: current progress, unresolved
guestions and future directions. Angiogenesis 17, 471-494. doi:10.1007/s10456-014-9420-y

Walsh, G., 2014. Biopharmaceutical benchmarks 2014. Nat. Biotechnol. 32, 992—-1000. doi:10.1038/nbt.3040

Waltz, E., 2006. Polyclonal antibodies step out of the shadows. Nat. Biotechnol. 24, 1181-1181.
doi:10.1038/nbt1006-1181

Wilke, H., Muro, K., Van Cutsem, E., Oh, S.-C., Bodoky, G., Shimada, Y., Hironaka, S., Sugimoto, N., Lipatov,
0., Kim, T.-Y., Cunningham, D., Rougier, P., Komatsu, Y., Ajani, J., Emig, M., Carlesi, R., Ferry, D.,
Chandrawansa, K., Schwartz, J.D., Ohtsu, A., 2014. Ramucirumab plus paclitaxel versus placebo plus
paclitaxel in patients with previously treated advanced gastric or gastro-oesophageal junction adenocarcinoma
(RAINBOW): a double-blind, randomised phase 3 trial. Lancet Oncol. 15, 1224-1235. do0i:10.1016/S1470-
2045(14)70420-6

33



Ying, T., Gong, R., Ju, T.W., Prabakaran, P., Dimitrov, D.S., 2014. Engineered Fc based antibody domains
and fragments as novel scaffolds. Biochim. Biophys. Acta. doi:10.1016/j.bbapap.2014.04.018

Zhu, J., Huang, H., Dong, S., Ge, L., Zhang, Y., 2014. Progress in Aptamer-Mediated Drug Delivery Vehicles
for Cancer Targeting and Its Implications in Addressing Chemotherapeutic Challenges. Theranostics 4, 931—
944. doi:10.7150/thno.9663

Zielinski, R., Lyakhov, I., Hassan, M., Kuban, M., Shafer-Weaver, K., Gandjbakhche, A., Capala, J., 2011.
HER2-Affitoxin: A Potent Therapeutic Agent for the Treatment of HER2-Overexpressing Tumors. Clin. Cancer
Res. 17, 5071-5081. d0i:10.1158/1078-0432.CCR-10-2887

Klinické studie

NCT00635596, URL https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT00635596?term=NCT00635596&rank=1 (pfistup
ﬁl.czigsl'.olg.84231, URL https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT01284231?term=NCT01284231&rank=1 (pfistup
ﬁllczii.olf;.23475, URL https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT01723475?term=NCT01723475&rank=1 (pfistup
ﬁIICZZ'GI'.()lZS%IZBQZ, URL https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT02321592?term=NCT02321592&rank=1 (pfistup
ﬁl.é?.olg.omgl, URL https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT02106091?term=NCT02106091&rank=1 (pfistup
ﬁllcziil()losc)%l'fB?SG, URL https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT00353756?term=NCT00353756&rank=1 (pfistup
ﬁIICZZ'GI'.()lZS%.94426, URL https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT02194426?term=NCT02194426&rank=1 (pfistup
4.26.15).

Patentové prihlasky

Desmet, J., Lasters, I., Loverix, S., 2010. Single-chain antiparallel coiled coil proteins. WO2010066740 Al.
Lasters, |, Vaeck, M., Desmet, J., Debaveye, J., Deroo, S., Loverix, S., 2014. Binding agents to intracellular
target molecules. W02013102659 A2

Webové stranky

Ablynx [WWW Dokument], n.d. URL http://www.ablynx.com/ (pFistup 4.26.15).

Affilogic pipeline [WWW Dokument], n.d. URL http://www.affilogic.com/pipeline/nanofitin-therapeutics/
(pfistup 4.26.15).

Affimers [WWW Dokument], n.d. URL https://www.avactalifesciences.com/affimer-technology/ (pfistup
5.14.15).

Avastin® (bevacizumab) [WWW Dokument], n.d. URL http://www.avastin-hcp.com/# (pfistup 4.26.15).

Bristol-Myers to acquire Adnexus Therapeutics, Reuters, 2007, URL
http://www.reuters.com/article/2007/09/24/idUSIN20070924090240BMY 20070924 (pfistup 4.26.15

Complix — Therapeutic focus [WWW Dokument], n.d. URL http://www.complix.com/therapeutic-focus/
(pFistup 4.26.15).

Dyax [WWW Document], n.d. URL http://www.dyax.com/index.html (pfistup 4.26.15).

FDA, Approved Drugs - Blinatumomab [WWW Dokument], n.d. URL
http://www.fda.gov/Drugs/InformationOnDrugs/ApprovedDrugs/ucm425597.htm (pfistup 4.26.15).

GEN | News Highlights [WWW Dokument], n.d. URL http://www.genengnews.com/gen-news-highlights/scil-
raises-24m-to-take-two-affilin-candidates-into-phase-i-over-next-three-years/81244631/ (pfistup 4.26.15).
MP0250/MP0274 [WWW Dokument], n.d, Mol. Partn. URL http://www.molecularpartners.com/our-
products/mp0250mp0274/ (pfistup 4.26.15)

Pipeline — symphogen, [WWW Dokument], n.d. URL http://www.symphogen.com/pipeline (pfistup 4.26.15).
Promexus [WWW Dokument], n.d. URL http://www.promexus.com/ (pfistup 4.26.15).

Pronectins [WWW Dokument], n.d. URL http://www.protelica.com/pronectins (pfistup 4.26.15).

Protelica pipeline [WWW Dokument], n.d. URL http://www.protelica.com/Pipeline (pfistup 4.26.15).
PRS-050 [WWW Dokument], n.d. URL http://www.pieris.com/pipeline/proprietary-programs/prs-050 (pfistup
4.26.15).

34


https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT00635596?term=NCT00635596&rank=1
https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT01284231?term=NCT01284231&rank=1
https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT01723475?term=NCT01723475&rank=1
https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT02321592?term=NCT02321592&rank=1
https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT02106091?term=NCT02106091&rank=1
https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT00353756?term=NCT00353756&rank=1
https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT02194426?term=NCT02194426&rank=1
http://www.ablynx.com/
http://www.affilogic.com/pipeline/nanofitin-therapeutics/
https://www.avactalifesciences.com/affimer-technology/
http://www.avastin-hcp.com/%23
http://www.reuters.com/article/2007/09/24/idUSIN20070924090240BMY20070924
http://www.complix.com/therapeutic-focus/
http://www.dyax.com/index.html
http://www.fda.gov/Drugs/InformationOnDrugs/ApprovedDrugs/ucm425597.htm
http://www.genengnews.com/gen-news-highlights/scil-raises-24m-to-take-two-affilin-candidates-into-phase-i-over-next-three-years/81244631/
http://www.genengnews.com/gen-news-highlights/scil-raises-24m-to-take-two-affilin-candidates-into-phase-i-over-next-three-years/81244631/
http://www.molecularpartners.com/our-products/mp0250mp0274/
http://www.molecularpartners.com/our-products/mp0250mp0274/
http://www.symphogen.com/pipeline
http://www.promexus.com/
http://www.protelica.com/pronectins
http://www.protelica.com/Pipeline
http://www.pieris.com/pipeline/proprietary-programs/prs-050

Priloha:
Prehled popsanych struktur:

(Sefazeno chronoglogicky podle data
publikace)

PhytoCystatin A

Adhiron: a stable and versatile peptide display
scaffold for molecular recognition applications
(2014)

Ss06901 - from Sulfolobus solfataricus

MIT (Microtobule Interacting and Transport)
domain of Sso0909 - Sulfolobus solfataricus
TmO0487 — from Thermotoga maritima

Tm1112 - from Thermotoga maritima

ChBD (Chitin Binding Domain) of Chitinase A —
from Pyrococcus furiosus

N-terminal domain of the Ph 1500 protein — from
Pyrococcus horikoshii

6 nad - Scaffold Diversification Enhances
Effectiveness of a Superlibrary of Hyperthermophilic
Proteins (2013)

Variable lymphocyte receptors -
nonimmunoglobulin antibodies composed of
Leucine-rich repeat modules

Design of a binding scaffold based on variable
lymphocyte receptors of jawless vertebrates by
module engineering (2012)

SH3 domain hSH3N of the ADAP protein

A novel hSH3 domain scaffold engineered to bind
folded domains in CD2BP2 and HIV capsid protein
(2012)

Human tenascin-C, human fibronectin (15 FN3))
Design of novel FN3 domains with high stability by a
consensus sequence approach (2012)

TLR4 (Toll-Like Receptor 4) decoy receptor
(Leucine Rich Repeat protein)
Structure-Based Rational Design of a Toll-like
Receptor 4 (TLR4) Decoy Receptor with High
Binding Affinity for a Target Protein (2012)

Measles virus phosphoprotein P - three-helix
bundle structure

A novel, stable, helical scaffold as an alternative
binder - construction of phage display libraries
(2012)

Three-finger(3F) neurotoxin protein -a snake a-
neurotoxin

Directed evolution of a three-finger neurotoxin by

using cDNA display yields antagonists as well as

agonists of interleukin-6 receptor signaling (2011)

Sso7d protein - from Sulfolobus solfataricus

35

Highly stable binding proteins derived from the
hyperthermophilic Sso7d scaffold (2011)

Avidin
Modification of the loops in the ligand-binding site
turns avidin into a steroid-binding protein (2011)

Beta-loop
A novel beta-loop scaffold of phage-displayed
peptides for highly specific affinities (2011)

HEAT repeat proteins - alpha Rep

Design, Production and Molecular Structure of a
New Family of Artificial Alpha-helicoidal Repeat
Proteins (alpha Rep) Based on Thermostable
HEAT-like Repeats (2010)

4EBP1 - unstructured protein

A Novel Unstructured Scaffold Based on 4EBP1
Enables the Functional Display of a Wide Range of
Bioactive Peptides (2010)

Trpzip class of beta-hairpin peptides
An engineered tryptophan zipper-type peptide as a
molecular recognition scaffold (2009)

Sac7d - from Sulfolobus acidocaldarius —
Nanofitins/Afittins

Remodeling a DNA-binding protein as a specific in
vivo inhibitor of bacterial secretin PulD (2007)
Avrtificial binding proteins (affitins) as probes for
conformational changes in secretin PulD (2008)

DO ROKU 2007 (pod) — shrnuto v Alternative non-
antibody scaffolds for molecular recognition (2007)

Stefin A - Affimers

Peptide aptamers in label-free protein detection. 1.
Characterization of the immobilized scaffold (2007)
SH3 domain of human Fyn kinase (fynomer)

A novel, non-immunogenic Fyn SH3-derived binding
protein with tumor vascular targeting properties
(2007)

The zinc finger DNA-binding domain of the
human retinoid-X-receptor (hRXRa)

Directed evolution of ATP binding proteins from a
zinc finger domain by using mRNA display (2006)
Carbohydrate binding module from the xylanase
of Rhodothermus marinus

Evolution of a carbohydrate binding module into a
protein-specific binder (2006)

The protein inhibitor of neuronal nitric oxide
synthase

PIN-bodies: a new class of antibody-like proteins
with CD4 specificity derived from the protein
inhibitor of neuronal nitric oxide synthase (2006)

DO ROKU 2005 — shrnuto v Engineering novel
binding proteins from nonimmunoglobulin domains
(2005)



