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protéines présentent les propriétés nécessaires
pour constituer de potentiels candidats théra-

peutiques et une dizaine de scaffolds ont atteint Les scaffolds protéiques

a ce jour le stade des essais cliniques chez en développement clinique

I’lhomme. Parmi leurs principales propriétés, une

large diversité de protéines ciblées, une facilité A ce jour, neuf scaffolds protéiques ont franchi le
de production liée a une structure tridimen- stade critique des essais cliniques chez "lhomme [1].
sionnelle simple, une petite taille, une stabilité Parmi eux, cing structures’ sont directement dérivées

des anticorps et ne seront pas développées dans cet
article : ART621, a domain a.nti— (=) voir P. Chames et
body (dAb) (+); MT103, BITE; D. Baty, page 1159

importante, une bonne tolérance et une faible
immunogénicité sont essentielles. La propriété

intellectuelle associée au développement de ces ALX-0081, nanobody ; TRU-015

scaffolds est également un aspect important, (SMIP™, a small modular immu- J(-F))R::Isrlﬁp:::;;;:t
qui permet de contourner les brevets liés aux nopharmaceutical) contre le CD- ’
anticorps et a leurs dérivés. Cette minirevue se 20 () et ESBAL05 (scfv). Les quatre scaffolds décrits
focalise plus particulierement sur les scaffolds plus en détail ci-dessous sont construits sur des

charpentes totalement indépendantes des anticorps
et correspondent a la fibronectine de type Il (Adnec-
tin (T-322), au domaine Z de la protéine A de Sta-
I @1 e . phylococcus aureus (Affibody ABY-025), au domaine
A du récepteur des LDL (low density lipoproteins)
(avimer AMG-220), au domaine dit « Kunitz» de la

ayant débuté leur développement clinique. <

LART 621 : domain antibody (dAb) humanisé qui neutralise le TNF-alpha. BITE : bi-
specific T-cell engager ; MT103 ciblant le CD19 et le CD3; ALX-0081 : antithrombo-
tique ciblant le facteur von Willebrand ; ESBA105, a single-chain antibody fragment
(scFv) contre le TNF-alpha.
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lipoprotéine associée a un inhibiteur de coagulation (LACI Kunitz
domain, DX-88).

Adnectine CT-322

Le scaffold protéique sur lequel a été concu Angiocept™ (CT-322) est
I’Adnectine, développé par le laboratoire pharmaceutique Adnexus?
(Waltham, MA, US, rachetée en septembre 2007 par Bristol-Myers-
Squibb). Les adnectines, protéines de structure repliée en sept feuillets
béta (sandwich beta), sont dérivées du dixieme domaine de la fibro-
nectine humaine de type Ill et possédent une taille de 94 acides aminés
(AA). La structure Adnectine posséde notamment trois boucles qui
connectent les feuillets béta et présentent des homologies structurales
avec les domaines hypervariables des immunoglobulines (Figure 1). Les
AA de ces boucles ont ensuite été réassemblés de fagon aléatoire dans
des banques de haute diversité, ensuite utilisées pour créer des protéi-
nes de liaison contre différentes cibles comme le TNF (tumor necrosis
factor)-a., 'ubiquitine et le VEGFR2 (vascular endothelial growth factor
receptor 2) [2, 3]. La molécule CT-322, agent anti-angiogénique, est
dirigée contre cette derniere cible: elle est capable d’inhiber I'acti-
vation de VEGFR2 par ses ligands, les VEGF-A, VEGF-C et VEGF-D (=).
Uaffinité de CT-322 pour sa cible est de 10 nM [4]. (=) voirN. Cézé
Angiocept correspond & une protéine de 10 kDa, pro-  ©t @k Poge1099
duite dans €. coli. Afin d’augmenter sa demi-vie, la molécule CT-322
a été associée au polyéthyléne glycol (PEG), ce qui a eu pour résul-
tat une augmentation de sa biodisponibilité (AUC passant de 14.6 &
193 hropg/ml) [5] (+). La molécule a démontré (=) voir G. Paintaud,
une forte efficacité anti-tumorale (réduction Poge1057

de la taille des tumeurs de 40 a 90 %) dans des modeéles précliniques
chez la souris nude greffée avec différents types de tumeurs humaines
(mélanome, glioblastome, poumon, cdlon) [6]. Une étude clinique
de phase | avec escalade de doses a débuté en 2006 ; elle évalue la
toxicité et la tolérance a Angiocept™ administrée en monothérapie a
des patients atteints de tumeurs solides et de lymphomes non hodgki-
niens. Le produit est bien toléré jusqu’a une dose de 2 mg/kg/semaine,
définie comme la dose maximale tolérée. Au-dela, certaines toxicités
de grade 3 sont observées (protéinurie, dysfonction ventriculaire [7]).
Des arguments cliniques reflétant la modulation des voies de signali-
sation associées au VEGF ainsi qu'une stabilisation de la maladie ont
été observées [7]. Une étude clinique de phase II* est en cours dans le
traitement de glioblastomes multiformes : Angiocept™ est utilisée soit
en monothérapie, soit en combinaison avec I’irinotécan.

Affibody ABY-025

Le scaffold protéique de type Affibody* est dérivé du domaine Z de
la protéine A de Staphylococcus aureus [8]. Le coeur de structure est
composé de 5 domaines de type triple hélice alpha de 58 AA chacun.

2 www.adnexustx.com

¥NCT00562419, www.clinicaltrials.gov
* www.affibody.com
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La protéine ne comporte aucun pont disulfure, elle est
aisément produite dans €. coli. Sur la base de données
structurales, treize positions clés ont été choisies sur
deux des trois triple hélices et modifiées de maniere
aléatoire pour générer des banques de moyenne diver-
sité par une approche de phage display. U'origine bac-
térienne de la protéine A pouvant étre a Iorigine d’une
forte immunogénicité de la structure Affibody chez
I’lhomme, cette structure a été initialement développée
comme agent d’imagerie notamment pour le diagnos-
tic de cancer. ABY-025 est dirigé contre le récepteur
HER2/neu (ERBB2), cible thérapeutique du trastuzu-
mab (»). Un essai de phase | de (=) voirA. Bodmeret
développement clinique utilisant @k Pege 1090

cet agent de radio-marquage va débuter en Allemagne
pour le diagnostic du cancer du sein. Le premier lot de
qualité GMP (good manufacturing procedure) a été
produit et les études réglementaires de toxicologie
n‘ont pas montré d’effets secondaires déléteres aux
plus fortes doses évaluées. Les études précliniques ont
démontré une accumulation de [*?°1JABY-025 dans la
tumeur et une rapide élimination par les reins [9].

Avimer AMG-220 (= C326)

L'un des scaffolds protéiques les plus exotiques actuel-
lement en développement clinique correspond aux
«avimers », développés par la société Avidia (reprise
par Amgen® fin 2006). Le concept des avimers (contrac-
tion de avidity multimers) repose sur I’oligomérisation
de scaffolds pour augmenter I'affinité apparente du
multimére. La structure de base des avimers correspond
au domaine A présent dans de nombreux récepteurs
membranaires comme le récepteur aux LDL. Ce domaine
d’environ 30-35 AA comporte 6 résidus cystéine indis-
pensables a son repliement correct [10]. Des librairies
de domaines A sont constituées, obtenus par mutage-
nése aléatoire de type exon shuffling, et conservant
uniquement les résidus impliqués dans la conformation
3D de ce domaine. Apres plusieurs tours de sélection,
différents domaines A, reconnaissant chacun un épi-
tope différent sur la protéine ciblée, sont associés par
fusion génique pour former un avimer de forte affinité
pour sa cible. Cette technique est appelée «marche
sur un domaine » (domain walking). Ainsi, des avimers
comportant jusqu’a 24 ponts disulfures peuvent étre
produits en systeme bactérien avec des productivités
atteignant 1g/1 [10] (2). AMG-220 (L) yoir 0. Cochet
(= C326) est un scaffold avimer dirigé et M. Chartrain,
contre la cytokine interleukine (IL)-6. pagel078

® www.amgen.com



Fibronectine type Ill

N-term

C-term
AB boucle

[l correspond a un trimére de domaines A obtenu apres plusieurs tours
de sélection de monomeres pour obtenir une affinité picomolaire pour
PIL-6 [10]. Uaddition d’un quatriéme domaine se liant aux IgG humai-
nes permet d’augmenter la demi-vie de ces scaffolds qui peut ainsi
atteindre 7 jours chez I’homme [10]. Une étude clinique de phase | avec
escalade de dose a débuté fin 2006 pour évaluer la toxicité, 'immuno-
génicité ainsi que les parametres pharmacocinétiques et pharmacody-
namiques de C326 chez des patients atteins de la maladie de Crohn®.
Depuis le rachat de Avidia par Amgen, aucune nouvelle information
n’est disponible concernant le développement clinique de ce scaffold.

Domaine Kunitz DX-88 (ecallantide)

Uecallantide, ou DX-88 (Dyax Corp, €tats-Unis) est le scaffold
protéique dont le développement clinique est le plus avancé. C'est
un inhibiteur puissant et spécifique de la kallicréine plasmatique
humaine (K : 44 pM). €n se liant a la kallicréine pour I’inhiber, ce
produit bloque aussi la production de bradykinine. L'ecallantide est
une protéine recombinante dérivée du premier domaine de Kunitz?
de la protéine humaine LACI (lipoprotein-associated coagulation
inhibitor) ; elle est obtenue par évolution dirigée et sélection par
phage display [11]. Uecallantide comporte 60 AA
et est produit par la levure Pichia pastoris (=).
Lecallantide a été évalué lors de plusieurs essais

(=) Voir 0. Cochet
et M. Chartrain,
page 1078

§NCT00353756 ; www.clinicaltrials.gov

" www.dyax.com

¥ Les inhibiteurs de protéases sont classifiés en 4 familles: familles de Kunitz, Kazal, les serpines et
mucus. Uinhibiteur de Kunitz est présent dans le sang, la salive et tous les tissus.
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Figure 1. Structure Adnectine : trois boucles
qui connectent les feuillets béta et présentent
des homologies structurales avec les domaines
D hypervariables des immunoglobulines. CDR :
complementary determining regions. (© image
du site Research Corporation Technologies
[RCTech] - http://www.rctech.com/licensing/

gxt-scaffolds.php), proposant une licence
d’application de la technologie développée par

FG boucle le PrS. Koide sur 'ingénierie du scaffold fibro-
nectine Ill. © Iattribution des boucles de la
structure 3D du domaine fibronectine provient
de la figure 1 de Particle original de Koide et
al. (Proc Natl Acad Sci USA, February 5, 2002,

vol. 99, n°3, pp. 1253-1258).

cliniques dans deux indications théra-
peutiques : I’angicedéme héréditaire’
(AQH) et le pontage aorto-coronarien par
greffe. 'AOH est une pathologie inflam-
matoire aigué autosomale rare (pré-
valence 1/10000- 1/50000 au niveau
mondial), causée par une dysfonction de
’inhibiteur de la Cl estérase, un inhibiteur naturel de
la kallicréine et autres sérine-protéases plasmatiques.
Quatre essais de phase | et trois essais de phase Il tota-
lisant 134 patients ont démontré 'efficacité clinique de
I’ecallantide, puisque les symptomes de la crise sont
améliorés significativement dans les quatre heures [12].
Le produit a été globalement bien toléré hormis un cas
de réaction anaphylactique durant I'une des phases II.
Deux études importantes de phase Il ont conforté la
bonne tolérance et la forte efficacité thérapeutique de
I’ecallantide. Dans I'indication concernant le pontage
coronarien par greffe, une étude de phasel/Il a été
achevée: aucun effet délétere sérieux n’a été reporté,
et le traitement a permis de réduire significativement
les besoins en transfusion post-pontage. Le DX-88 est
développé par Cubist Pharmaceuticals (US) qui a obtenu
un contrat de licence en 2008 pour son application dans
cette indication.

Conclusion
Les importants progres obtenus ces derniéres années

durant le développement des scaffolds protéiques des-
sinent aujourd’hui plus précisément les contours de I’ére

Maladie génétique (monogénique, transmission autosomique et dominante)
rare caractérisée par I’apparition paroxystique d’cedemes sous cutanés et sous
muqueux. La localisation laryngée de 'cedéme et son risque inhérent d’asphyxie
font toute la gravité de la maladie.
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post-anticorps. Leur efficacité clinique et leur bonne tolérance vont cer-
tainement bénéficier au développement des biomolécules actuellement
austade de lavalidation préclinique. A ce jour, les principaux domaines
thérapeutiques cibléssont’oncologie et les pathologies inflammatoires,
al’image des anticorps. Mais leur petite taille favorise la pénétration dans
lestumeurssolides, voireleciblageintracellulaire, et peutdonc favoriserle
développement de cette classe thérapeutique émergente dans des indica-
tions pourlesquellesle formatanticorpsserait moins adapté. ¢

SUMMARY

Protein scaffolds as alternatives to whole antibodies:

from discovery research to clinical development

Recent advances in combinatorial protein engineering have made it
possible to develop non-Ig protein scaffolds that can potentially subs-
titute for most whole antibody-associated properties. These protein
scaffolds display most of the binding properties associated with the
variable domain of antibodies. In theory, many different natural human
protein backbones are suitable to be used as recombinant templa-
tes for engineering; in practice however, only a few have yielded the
necessary properties to be translated into « druggable biologicals ».
Amongst these properties, potential broad specificities towards any
kind of target, ease of production, small size, good tolerability and
low immunogenicity are essential. Intellectual property is another key
issue. In this review, a particular emphasis will be given to the most
validated non-Ig scaffolds that have reached the clinical development
phase. ¢
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