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Les « nanobodies » ou « anticorps à domaine unique » (sdAb)

Wang et al. Int J Nanomed 2016

15 kDa

150 kDa

80 kDa VHH
= sdAb

VHH
= sdAb

= Nanobodyâ
(15 kDa)

Camelidés
(Llama)

Anticorps classiques

Anticorps à 
chaînes lourdes

uniques



Avantage des nanobodies

Wang et al. Int J Nanomed 2016

« Nanobody »

15 kDa

150 kDa

80 kDa

Petits, stables, solubles à fortes concentrations

Forte pénétration tissulaire

Production à grande échelle dans E. coli

Faible immunogénicité per se

Ingénierie facile

Reconnaissance d’épitopes cryptiques & originaux

Peuvent être facilement identifiés par phage-display

Anticorps classique

Anticorps à chaînes 
lourdes uniques



Développement pharmaceutique des Nanobodiesâ

Free University of Brussels
1989

3,4 milliards
euros

Gand (Belgique)

2018
2001

Spin-off Société
pharmaceutique

Bruxelles (Belgique)

1989



https://www.sanofi.com/en/magazine/our-science/nanobody-technology-platform

Développement pharmaceutique des Nanobodiesâ



Nanobodies en clinique : Caplacizumab

Adapté de le Beresnais et al. Expert Opin Biol Ther 2019

Caplacizumab



Nanobodies en clinique : Caplacizumab

Lee et al. Biochem Biophys Res Commun 2021

Domaine A1
du FW

Domaine A1
du FW

Nanobodies
bivalent



Nanobodies multi-spécifiques

Petits, stables, solubles à fortes concentrations

Forte pénétration tissulaire

Production à grande échelle dans E. coli

Faible immunogénicité per se

Ingénierie facile

Reconnaissance d’épitopes cryptiques & originaux

Peuvent être facilement identifiés par phage-display



Ivan Peyron
Présentation Congrès ISTH 2023

Nanobody anti-FW KB-V13A12

Cours de Claire Auditeau



Nanobodies en clinique : Ozoralizumab

Polyarthrite Rhumatoïde
(AMM au Japon en 2022)»

»

Ozoralizumab
(Nanozora)

Tanaka et al. Expert Opin Biol Ther 2023



Développement de nanobodies dirigés contre la Protéine S

Nanobodies de lamas 
dirigés contre des 

protéines de l’hémostase

Josepha Clara Sedzro
(Doctorante, 2018-2021)

Nanobodies de 
lamas dirigés contre 

la Protéine S



Banque de 
clones 

bactériens

Immunisation
d’un lama 

avec de la PS

pHEN6
phagemid

BstEII

PstI

PstI BstEII PstI BstEII

ADNc
ADNc

de VHHsARN total

Lymphocytes B

Transcription
Reverse

(RT)

Amplification 
spécifique
des VHHs Clonage des VHHs 

dans des plasmides

Electroporation

PCR

Banque de 
plasmides

6.6 x 107

Clones différents

Préparation d’une banque « immune » de nanobodies

VHH

VHH

VHH

Banque de phages

+

Infection par 
un phage



Identification de nanobodies par phage-display

Banque de phages

pIII

Nb

Selection

Incubation 
avec de la PS

E. coli
Chromatographie

16 kDa

Expression

pIII

Nb

Phages liant
spécifiquement

la PS

pIII

Nb

…

Séquençage des 
VHHs liant la PS

Transformation de 
bactéries E. coli

Purification

Activité anticoagulante
de la PS

Test fonctionnel



Identification du nanobody PS003 potentialisant la PS

1) VHH
2) + PS + PCa
3) + Réactif TCA
4) + Ca2+

Coagulation

PS-deficient 
plasma
(25 µL)

Josepha Clara Sedzro

Test d’activité anticoagulante
de la PS
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PS003 est un nanobody “agoniste” potentialisant la PS



In the presence of APC
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Sedzro et al. JTH 2022

Activité de potentialisation augmentée pour la forme bivalente (PS003biv)

Génération du nanobody bivalent PS003biv

PS003 
Monovalent

PS003biv
Bivalent

Linker



Effets antithrombotiques de PS003biv in vivo
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+ Fort taux d’embolisation 
pour PS003biv

L’administration de PS003biv entraîne des temps d’occlusion retardés 

associés à une instabilité des thrombi dans les microvaisseaux mésentériques
Sedzro et al. J Thromb Haemost 2022

Li et al. JoVE 2016

Frédéric Adam (UMR-S1176)

FeCl3



Effets de PS003biv sur l’hémostase physiologique

Sedzro et al. J Thromb Haemost 2022

PS003 n’a aucun effect significatif sur les temps de saignement et les volumes 

de sang perdus
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Cécile Denis, UMR-S1176

Modèle de saignement
(“tail-clip”)



Potentiel thérapeutique du nanobody anti-PS PS003biv

Sedzro et al. J Thromb Haemost 2022

Stimule la fonction anticoagulante de la PS

Exerce des effets antithrombotiques chez la souris

N’affecte pas l’hémostase physiologique

PS003biv

LG1 LG2

Protéine S

Des maladies (thrombotiques) avec : 

- Défaut d’activation de la PC

- Résistance à la PCa

- Déficit acquis en PS et/ou en PC

Potentiel thérapeutique dans

­­

Objectif :
Booster le système 

de la PCa/PS

Potentialisation



La drépanocytose : une hémoglobinopathie complexe

Hémolyse

Polymérisation
de l’HbS

Vasculopathie

Inflammation
Coagulation

Anémie

Vaso-occlusions

Falciformation
des GR

Crises vaso-occlusives
(CVO)

Dysfonctions
d’organes

Hypoxie

Risques ++ de
thrombo-embolismes



Résistance à la PCa dans la drépanocytose

Wright et al. Br J Haematol 1997

Mesure d’un temps de coagulation plasmatique
en absence et présence de PCa

Plasma

Chez des patients drépanocytaires (SS) 

et contrôles (AA)

Plasma

+ PCa

t - PCa (s)

t + PCa (s)

APC Ratio = t + PCa (s) / t - PCa (s)



Déficit acquis en protéine S (PS) dans la drépanocytose

Whelihan et al. JTH 2016

Taux plasmatiques de PS réduits chez les drépanocytaires

Réduction accrue lors des CVO
 



Déficit acquis en protéine S (PS) dans la drépanocytose

Etat Hypercoagulable
dans la drépanocytose

Crises
Vaso-Occlusives

Kalembur et al. Am J Hematol 2004

Déficit en PS

Risque élevé de
Thromboembolisme

Veineux

Perturbation du système PC/PS



Déficit acquis en protéine S (PS) dans la drépanocytose

Sparkenbaugh et al. Blood 2020

Etat Hypercoagulable
dans la drépanocytose

Crises
Vaso-Occlusives

Kalembur et al. Am J Hematol 2004

Déficit en PS

Risque élevé de
Thromboembolisme

Veineux

Perturbation du système PC/PS



Déficit acquis en protéine S (PS) dans la drépanocytose

PCa

Sparkenbaugh et al. Blood 2020

PS
Etat Hypercoagulable
dans la drépanocytose

Crises
Vaso-Occlusives

Kalembur et al. Am J Hematol 2004

Déficit en PS

Perturbation du système PC/PS

Risque élevé de
Thromboembolisme

Veineux



Effets de PS003biv dans un modèle murin de CVO induite par hypoxie

Hypoxie
8% O2

Normoxie Prélèvement
de sang

1 h 3 h 1 h
Poumons

Foie

Perfusion 
intracardiaque 

de PBS

Marqueurs plasmatiques 
d’hémolyse

+

Marquage des GR
(Ter-119)

Falciformation, 
Hémolyse
Adhésion
Vaso-occlusion

Souris
Drépanocytaire

(SS)

Infusion IV
de PS003

(10 mg/kg) ou 
véhicule

Thiago Maciel

UMR-S1163

Institut Imagine, Paris

Claire Auditeau

Doctorante

2021-2024

Quantification des
vaso-occlusions
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Effets de PS003biv dans un modèle murin de CVO induite par hypoxie



Effets de PS003biv dans un modèle murin de CVO induite par l’hème

Prélèvement
de sang

1 h 3 h
Poumons

Foie

Perfusion 
intracardiaque 

de PBS

Marqueurs plasmatiques 
d’hémolyse

+

Marquage des GR
(Ter-119)

Souris
Drépanocytaire

(SS)

Infusion IV
de PS003

(10 mg/kg) ou 
véhicule

Thiago Maciel

UMR-S1163

Institut Imagine, Paris

Claire Auditeau

Doctorante

2021-2024

Quantification des
vaso-occlusions

Hème
 (50 µmol/kg IV)
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Effets de PS003biv dans un modèle murin de CVO induite par l’hème



Potentiel thérapeutique de PS003biv dans la drépanocytose

PS003biv semble protecteur dans des modèles 

de CVO chez des souris drépanocytaires

PS003biv pourrait également limiter la survenue 

d’évènements thrombo-emboliques chez des 

souris drépanocytaires (à démontrer !)

Potentiel thérapeutique ++

PS003biv

CVO dans la 
drépanocytose

Identification &
Preuve de concept



Optimisation pharmacologique de PS003biv

Humanisation
(cf Caplacizumab)

Biodistribution

Extension de la demi-vie 
plasmatique

(cf Ozoralizumab)

CDR

Anti-Albumin 
nanobody

PS003biv

CVO dans la 
drépanocytose

Identification &
Preuve de concept



Humanisation de PS003biv

Faible immunogénicité
des VHH de lama

CDR

CDR

aa de VH 
humains

PS003biv

à 87.5% 
« humain »



Extension de la demi-vie plasmatique de PS003biv

Anti-Albumine
(Alb12)

Recyclage de PS003biv-Alb12 (par FcRn)

Allongement de la demi-vie plasmatique
PS003biv

PS003biv-Alb12

Cours de Claire Auditeau



Extension de la demi-vie plasmatique de PS003biv

PS003biv

Fc (IgG1)

Recyclage de PS003-Fc (par FcRn)

Allongement de la demi-vie plasmatique



Extension de la demi-vie plasmatique de PS003biv

PS003biv

Fc (IgG1) Attention aux 
fonctions effectrices

Ingénierie de PS003biv-Fc au 

niveau du Fc (Mutations LALA)

Adapté de Maussler et al. PLoS ONE 2023

L234A
L235A



Extension de la demi-vie plasmatique de PS003biv

PS003biv

Fc (IgG1)
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Produit
très pur



Optimisation pharmacologique de PS003biv

Biodistribution

PS003biv

CVO dans la 
drépanocytose

Identification &
Preuve de concept



Développement clinique du nanobody PS003biv

PS003biv

CVO dans la 
drépanocytose

Optimisation 
pharmacologique

Identification &
Preuve de concept

Etudes
pré-cliniques

CVO dans la 
drépanocytose

Humanisation
Affinité ­
Demi-vie ­
Administration SC
…

Produit final candidat

SC

Souris
Drépanocytaires



Développement de nanobodies synthétiques

Banques immunes Banque « synthétique »

Nanobodies « naturels » 
de lama

Nanobodies 
« synthétiques » de lama



Génération d’une banque synthétique (KB-SL) 

4.109 clones différents !!

Une banque synthétique peut être utilisée pour n’importe quelle cible

Constant

Variable

Chimie 
synthétique 

(combinatoire)



1 1 2 2 3 3 4 4 5 5 6 6

TFPI BSA TFPI BSA TFPI BSA TFPI BSA TFPI BSA TFPI BSA

A 3,676 0,071 0,151 0,07 0,085 0,074 0,131 0,068 1,158 0,063 2,241 0,065

B 2,87 0,25 0,294 0,073 0,08 0,066 0,094 0,066 0,086 0,064 0,089 0,06

C 0,114 0,069 1,184 1,285 0,153 0,066 1,112 1,245 0,114 0,058 0,098 0,059

D 0,188 0,071 0,196 0,078 1,218 1,621 0,156 0,064 0,105 0,06 3,17 0,064

E 0,087 0,068 0,126 0,069 0,085 0,068 0,099 0,063 3,238 0,058 0,103 0,057

F 0,094 0,064 0,311 0,07 0,077 0,063 0,379 0,06 0,213 0,058 0,103 0,061

G 0,119 0,088 2,811 0,069 0,135 0,069 2,041 2,393 0,418 0,439 1,72 2,243

H 0,866 0,074 0,301 0,066 0,517 0,07 0,126 0,071 0,967 1,372 0,452 0,06

M26-1

7 7 8 8 9 9 10 10 11 11 12 12

TFPI BSA TFPI BSA TFPI BSA TFPI BSA TFPI BSA TFPI BSA

A 0,406 0,075 0,223 0,068 0,187 0,071 0,076 0,065 0,307 0,061 0,302 0,445

B 1,264 0,067 0,09 0,068 0,177 0,068 0,136 0,064 0,077 0,061 0,121 0,071

C 0,091 0,073 0,6 0,069 0,216 0,068 0,18 0,066 0,082 0,061 0,56 0,738

D 0,328 0,074 0,122 0,073 3,453 0,065 0,129 0,063 3,124 0,061 0,15 0,064

E 0,978 0,114 3,084 0,067 2,291 2,666 0,594 0,729 0,243 0,063 0,133 0,063

F 3,331 0,067 0,152 0,066 0,087 0,065 3,117 0,06 0,935 0,094 0,218 0,067

G 0,094 0,072 0,171 0,099 0,165 0,07 0,082 0,071 0,736 0,774 0,101 0,071

H 2,004 0,071 0,841 0,073 0,153 0,073 0,216 0,186 0,073 0,064 0,654 0,066
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Identification de nanobodies anti-TFPI « synthétiques »



1 1 2 2 3 3 4 4 5 5 6 6

TFPI BSA TFPI BSA TFPI BSA TFPI BSA TFPI BSA TFPI BSA

A 1,992 1,067 0,816 0,068 0,111 0,066 0,654 0,062 0,226 0,069 0,268 0,073

B 0,205 0,062 1,863 0,065 0,13 0,063 0,154 0,059 2,404 0,217 0,121 0,071

C 0,147 0,063 2,979 0,07 0,102 0,06 0,078 0,06 0,161 0,063 0,084 0,065

D 1,192 1,694 0,104 0,064 0,142 0,061 0,884 0,06 0,849 0,087 0,173 0,063

E 0,491 0,065 0,237 0,206 0,375 0,243 0,174 0,06 0,171 0,063 0,664 0,838

F 0,199 0,284 0,138 0,061 0,075 0,06 0,107 0,06 0,302 0,066 0,11 0,067

G 0,122 0,071 0,331 0,069 0,493 0,069 0,096 0,074 2,331 2,455 0,499 0,945

H 0,188 0,067 0,159 0,19 0,23 0,145 0,193 0,065 3,383 0,066 0,261 0,066

M27-1

7 7 8 8 9 9 10 10 11 11 12 12

TFPI BSA TFPI BSA TFPI BSA TFPI BSA TFPI BSA TFPI BSA

A 0,486 0,06 0,081 0,057 0,669 1,113 2,686 1,726 0,075 0,064 1,049 1,833

B 0,141 0,055 0,144 0,058 0,069 0,056 0,086 0,058 0,763 1,215 0,728 0,058

C 2,218 1,076 0,147 0,056 0,298 0,057 0,067 0,057 0,118 0,06 2,492 0,057

D 0,068 0,086 0,185 0,077 1,559 1,264 1,206 0,128 0,168 0,066 0,156 0,06

E 0,235 0,056 1,145 0,056 0,223 0,057 0,097 0,079 0,672 0,305 0,279 0,055

F 0,068 0,055 0,066 0,055 0,082 0,056 0,502 0,054 0,087 0,061 0,07 0,058

G 0,313 0,249 0,423 0,069 0,087 0,059 0,084 0,061 0,357 0,088 1,593 0,061

H 0,472 0,845 0,085 0,057 0,068 0,06 0,623 0,89 0,066 0,058 0,673 0,054

M27-2

1 2 3 4 5 6

A
B
C
D
E
F
G
H

7 8 9 10 11 12

A
B
C
D
E
F
G
H

94 
clones 
testés

Identification de nanobodies anti-TFPI « synthétiques »



Identifier des Nb anti-TFPI « anti-hémophiliques »
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Effets des nanobodies 26E5 et 26E8 en plasma normal 

Les nanobodies 26E5 et 26E8 bloquent l’activité anticoagulante du TFPI



Effets des nanobodies 26E5 et 26E8 dans un plasma HA 
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Les nanobodies 26E5 et 26E8 sont “100 fois moins” 

efficaces que le Concizumab



Effets des nanobodies 26E5 et 26E8 dans un plasma HB 
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Développement clinique de nanobodies anti-TFPI ?
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Banques 
très larges 
et diverses
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