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

Camelidés
(Llama)

CDR3

VHH
= sdAb

= Nanobody®
(15 kDa)

Anticorps a

Cha'ne_s lourdes  \yang et al. Int J Nanomed 2016
uniques




Avantage des nanobodies

Anticorps a chaines
lourdes uniques

VHH domain
: « Nanobody » i

Wang et al.

Int J Nanomed 2016

Petits, stables, solubles a fortes concentrations

Forte pénétration tissulaire

Production a grande échelle dans E. coli

Faible immunogénicité per se

Ingénierie facile

Reconnaissance d’épitopes cryptiques & originaux

Peuvent étre facilement identifiés par phage-display



Déeveloppement pharmaceutique des Nanobodies®
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Déeveloppement pharmaceutique des Nanobodies®
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Nanobodies en clinique : Caplacizumab

Thrombotic Thrombocytopenic Purpura a b
Ultralarge von Caplacizumab

Willebrand factor ﬁ

C = ) = ) =)

Vascular endothelium

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



Nanobodies en clinique

. Caplacizumab

Domaine A1
du FW

Domaine A1

Nanobodies
bivalent

Lee et al. Biochem Biophys Res Commun 2021

-One sterile vial adapter
-One sterile hypodermic needle (30 gauge)
-Two individually packaged alcohol swabs SANOFI GENZYME o

NDC 58468-0225-1

Rxonly

Cablivi.
caplacizumab-yhdp ;
for Injection per vial

For Intravenous and Subcutaneous Use

Must be reconstituted with diluent provided.
Single-dose vial. Discard unused portion.
Each carton contains:
-One 11 mg Cablivi single-dose vial
-One 1 mL Sterile Water for Injection, USP,
prefilled glass syringe (diluent for Cablivi)




Nanobodies multi-spécifiques

Petits, stables, solubles a fortes concentrations
Forte pénétration tissulaire

Production a grande échelle dans E. coli
Faible immunogénicité per se

Ingénierie facile

Reconnaissance d’épitopes cryptiques & originaux

Peuvent étre facilement identifiés par phage-display



Nanobody anti-FW KB-V13A12

Les nanobodies Nanobody anti- Nanobody anti-FW

albumine non inhibiteur

Alpaca Conventional antibody Alpaca heavy- Nanobody.
chain antibody V.H

KB-V13A12

Avantages : facilité de production, petite taille,
formats multivalents

HRY- —<VHR

Bivalent VHH

Cours de Claire Auditeau

5 - - KB-V13A12

- Contréle

Antigeéne facteur Willebrand (VWF, %)

r T T T T 1

H'Th |Van Peyron o ’ Temps7(jours) b b

WCRMI VN 337 Présentatlon Cong rés |STH 2023 VWEF : pourcentage par rapporta un pool de plasma normal = % plasma normal

Hémostase
. tion - Thromb




Nanobodies en clinique : Ozoralizumab

4 )

Nanobody anti- Nanobody anti-FW
albumine non inhibiteur
m KB-V13A12
Face.
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human TNFa-
[binding domain

S
kglycine-serine

linker
o
HSA-binding domain

~N

Ozoralizumab
(Nanozora)

1

Polyarthrite Rhumatoide
(AMM au Japon en 2022)

Qanaka et al. Expert Opin Biol Ther 2023 j




Développement de nanobodies dirigés contre la Protéine S

o

Hémostase
Inflammation - Thrombose

Nanobodies de lamas
dirigés contre des
protéines de ’'hnémostase

-

\_

~

Josepha Clara Sedzro
(Doctorante, 2018-2021)

Nanobodies de

lamas dirigés contre

la Protéine S /




Préparation d’'une banque « immune » de nanobodies
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|dentification de nanobodies par phage-display

Banque de phages

Nb
ﬁﬁmm Selection SUZp)1| M|l S|
ﬁ Incubation

m ﬁ avec de la PS

Expression

E. coli

Nb

Phages liant
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la PS
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" Inmmnm
MmN

" 16 kDa

n

Chromatographie
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Transformation de
bactéries E. coli
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Activité anticoagulante
de la PS



|dentification du nanobody PS003 potentialisant la PS

} = g Test d’activité anticoagulante
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Josepha Clara Sedzro . L
A PS003 est un nanobody “agoniste” potentialisant la PS



Génération du nanobody bivalent PS003biv

PS003 PS003biv
Monovalent Bivalent
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Activité de potentialisation augmentée pour la forme bivalente (PS003biv)

Sedzro et al. JTH 2022



Effets antithrombotiques de PS003biv in vivo

Venules Arterioles
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L’administration de PS003biv entraine des temps d’occlusion retardés

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



Effets de PS003biv sur I'hémostase physiologique
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PS003 n'a aucun effect significatif sur les temps de saignement et les volumes

de sang perdus
Sedzro et al. J Thromb Haemost 2022



Potentiel thérapeutique du nanobody anti-PS PS003biv

Stimule la fonction anticoagulante de la PS

PS003biv
1 TT Potentialisation

— Exerce des effets antithrombotiques chez la souris

Protéine S

Sococo@@

N’affecte pas I'hémostase physiologique

1 Potentiel thérapeutique dans

Des maladies (thrombotiques) avec :

- Défaut d’activation de la PC e N\
- Reésistance a la PCa Objectif : .
Booster le systeme
- Déficit acquis en PS et/ou en PC de la PCa/PS
. J

Sedzro et al.  Thromb Haemost 2022



La drepanocytose : une hémoglobinopathie complexe
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Résistance a la PCa dans la drépanocytose

/ Mesure d’'un temps de coagulation plasmatique \
en absence et présence de PCa - _‘;.?
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Wright et al. Br J Haematol 1997



Déficit acquis en protéine S (PS) dans la drépanocytose

Taux plasmatiques de PS réduits chez les drépanocytaires

Réduction accrue lors des CVO

Table 1 Baseline blood and plasma characteristics in sickle cell
disease (SCD) and control cohorts

Control SCD

(n =25) (n = 25) P value
Baseline TAT (ng mL™") 2:3: 1.1 102 £ 9.5 0.0004
phosphatidylserine+ RBCs  0.26 + 0.25 48 £40 <0.0001

(%)

Protein S (% activity) 88 £ 18 5320 0.0005
Protein S (% free antigen 81 + 17 58 + 18 0.0003

% activity ¥ 0.30
Factor VIII (% activity) 112 + 25 179 + 45 0.0003
TFPI (% antigen) 86 = 33 83 24 0.6659

Whelihan et al. JTH 2016



Déficit acquis en protéine S (PS) dans la drépanocytose

Déficit en PS

\

Perturbation du systéme PC/PS

\

Etat Hypercoagulable
dans la drépanocytose

“

Risque élevé de
Thromboembolisme
Veineux




Déficit acquis en protéine S (PS) dans la drépanocytose

Déficit en PS

\

Perturbation du systéme PC/PS

\

Etat Hypercoagulable
dans la drépanocytose

N

Crises
Vaso-Occlusives
- .
I AR o

-

5 >

Kalembur et al. Am J Hematol 2004

TF:FVlla

|

FXa

Thrombin

VOC
Vascular Stasis

%Y

> pSel VWF

=) Endothelial Cell %2 Neutrophil

&= Sickle RBC

(>, Platelet

Sparkenbaugh et al. Blood 2020




Déficit acquis en protéine S (PS) dans la drépanocytose

Déficit en PS

\

Perturbation du systéme PC/PS

\

Etat Hypercoagulable
dans la drépanocytose

P

Risque élevé de Crises
Thromboembolisme Vaso-Occlusives
Veineux )
N .

1‘.'; g

Kalembur et al. Am J Hematol 2004
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|

|

VOC

PS Vascular Stasis
T mb PCa

f
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= | Endothelial Cell %2 Neutrophil

&= Sickle RBC

(>, Platelet

Sparkenbaugh et al. Blood 2020




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

Souris
Drépanocytaire
(SS)
ﬂ‘ : 5 eifﬂ,; Q\ ﬂ
F"'Q\/’? 1h Q@7 3nh S @M
. Hypoxie NormOX|e Préle . .
Infusion IV 8% O rélevement .
de PS003 2 de sang Perfugion
int .
(10 mg/kg) ou Falciformation, "dePBS
véhicule Hémolyse ‘
Adhésion ,
Vaso-occlusion Marqug,t:‘@ plalsmathues
emolyse Marquage des GR
(Ter-119)

Claire Auditeau Thiago Maciel ‘
Doctorante UMR-S1163 Quantification des
2021-2024 o Institut Imagine, Paris vaso-occlusions




Effets de PS003biv dans un modele murin de CVO induite par
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Effets de PS003biv dans un modele murin de CVO induite par

Réduction des marqueurs d’hémolyse par 'administration de PS003biv
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Effets de PS003biv dans un modele murin de CVO induite par 'heme

Souris
Drépanocytaire
(SS)

AD
g'@u‘b/? 1h
N,

~

Infusion IV
de PS003
(10 mg/kg) ou
véhicule

Claire Auditeau
Doctorante
2021-2024

49

')\\t\
J\n \Yv{ ~
Héme

(50 umol/kg 1V)

Thiago Maciel
UMR-S1163

o Institut Imagine, Paris

Prélévement
de sang

b

Marqueurs plasmatiques
d’hémolyse

Perfusion
intracardiaque
de PBS

Marquage des GR
(Ter-119)

v

Quantification des
vaso-occlusions



Effets de PS003biv dans un modele murin de CVO induite par I
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Effets de PS003biv dans un modele murin de CVO induite par I

Réduction des marqueurs d’hémolyse par 'administration de PS003biv
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Potentiel therapeutique de PS003biv dans la drépanocytose

-

Identification &
Preuve de concept

CVO dans la
drépanocytose

~

PS003biv semble protecteur dans des modéles

de CVO chez des souris dréepanocytaires

PS003biv pourrait également limiter la survenue
d’événements thrombo-emboliques chez des

souris drépanocytaires (a démontrer !)

1

Potentiel thérapeutique ++



Optimisation pharmacologique de PS003biv

Identification &
Preuve de concept

PS003biv

£
:?‘

QN

! § /% ’:\‘
W f ~

L =

CVO dans la
drépanocytose

~

Humanisation
(cf Caplacizumab)

Anti-Albumin
nanobody

Extension de la demi-vie

plasmatique
(cf Ozoralizumab)

Biodistribution




Humanisation de PS003biv

T

!

Faible immunogénicité
des VHH de lama

PS003biv

a87.5%
« humain »

aa de VH
humains




Extension de la demi-vie plasmatique de PS003biv

Allongement de la demi-vie plasmatique
PS003biv T

Recyclage de PS003biv-Alb12 (par FcRn)

Serum
protein
@

Albumin

Anti-Albumine
(Alb12)

PS003biv-Alb12

Cours de Claire Auditeau




Extension de la demi-vie plasmatique de PS003biv

Allongement de la demi-vie plasmatique

1

Recyclage de PS003-Fc (par FcRn)

; Blood (physiological pH 0
PSOO3b|V (Physiolagical pH) FcRn ’k
Serum NG 1 1gG dissociates
protein at physiological pH
Recycling
endosome
Acidified
endosome
FcRn binds Sorting of
IgG in FcRn-1gG Non-receptor bound proteins
Fc ( Ig G1 ) zlgggri“ 4 complexes are degraded in the lysosome

Monocyte or
endothelial cell

Lysosome



Extension de la demi-vie plasmatique de PS003biv

PS003biv

Fc (lgG1)

Fey-R
1. Antibody-dependent Target cell 2 Macrophage
cellular phagocytosis
(ADCP) ==

2. Antibody-dependent
il

toxicity

Clq
3. Clq binding/
complement-dependent
cytotoxicity (CDC)
MAC

Adapté de Maussler et al. PLoS ONE 2023

Attention aux | Ingénierie de PS003biv-Fc au
fonctions effectrices _ _
niveau du Fc (Mutations LALA)



Extension de la demi-vie plasmatique de PS003biv

PS003biv

Fc (lgG1)

Produit
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DTT

MW - 4+
(kDa)
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Optimisation pharmacologique de PS003biv

( Identification & \
Preuve de concept

//

Sk e
g S i‘@

PS003biv
A NY ®
\ ‘ :

CVO dans la
drépanocytose

\ J Biodistribution




Développement clinigue du nanobody PS003biv

Identification &
Preuve de concept

CVO dans la
drépanocytose

~

( Optimisation \

pharmacologique

Humanisation
Affinite T
Demi-vie T
Administration SC

/ Etudes \

pré-cliniques

Produit final candidat
l sc
y W

Souris =
Drépanocytaires

-

A L ]
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CVO dans la

\ drépanocytose /




Développement de nanobodies synthetiques

Banques immunes Banque « synthétique »

HiTh

Nanobodies « naturels » Y a2 Nanobodies

de lama Inflammation - Thrombose « synthétiques » de lama



Génération d'une banque synthétique (KB-SL)

H'I h CDR2 CDR1 CDR3
/

INSERM UMR 1176
Hémostase
Inflammation - Thrombose

Varizble CORL, T R
Constant
L ] L ] L TR |
FR1 FR2 FR3 FR4

synthétique
(combinatoire)

4.10° clones différents !!

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



|dentification de nanobodies anti-TFPI « synthétiques »

I O M moOoO w>

I O M moOoO W >

4 5 6
TFPI BSA TFPI BSA TFPI BSA TFPI BSA TFPI BSA TFPI BSA
3,676 0,071 0,151 0,07 0,085 0,074 0,131 0,068 1,158 0,063 2,241 0,065
2,87 0,25 0,294 0,073 0,08 0,066 0,094 0,066 0,086 0,064 0,089 0,06
0,114 0,069 1,184 1,285 0,153 0,066 1,112 1,245 0,114 0,058 0,098 0,059
0,188 0,071 0,196 0,078 1,218 1,621 0,156 0,064 0,105 0,06 3,17 0,064
0,087 0,068 0,126 0,069 0,085 0,068 0,099 0,063 3,238 0,058 0,103 0,057
0,094 0,064 0,311 0,07 0,077 0,063 0,379 0,06 0,213 0,058 0,103 0,061
0,119 0,088 2,811 0,069 0,135 0,069 2,041 2,393 0,418 0,439 1,72 2,243
0,866 0,074 0,301 0,066 0,517 0,07 0,126 0,071 0,967 1,372 0,452 0,06
10 11 12
TFPI BSA TFPI BSA TFPI BSA TFPI BSA TFPI BSA TFPI BSA
0,406 0,075 0,223 0,068 0,187 0,071 0,076 0,065 0,307 0,061 0,302 0,445
1,264 0,067 0,09 0,068 0,177 0,068 0,136 0,064 0,077 0,061 0,121 0,071
0,091 0,073 0,6 0,069 0,216 0,068 0,18 0,066 0,082 0,061 0,56 0,738
0,328 0,074 0,122 0,073 3,453 0,065 0,129 0,063 3,124 0,061 0,15 0,064
0,978 0,114 3,084 0,067 2,291 2,666 0,594 0,729 0,243 0,063 0,133 0,063
3,331 0,067 0,152 0,066 0,087 0,065 3,117 0,06 0,935 0,094 0,218 0,067
0,094 0,072 0,171 0,099 0,165 0,07 0,082 0,071 0,736 0,774 0,101 0,071
2,004 0,071 0,841 0,073 0,153 0,073 0,216 0,186 0,073 0,064 0,654 0,066

94
clones
testés



|dentification de nanobodies anti-TFPI « synthétiques »

I O M moOoO w>

I O M moOoO W >

4 5 6
TFPI BSA TFPI BSA TFPI BSA TFPI BSA TFPI BSA TFPI BSA
1,992 1,067 0,816 0,068 0,111 0,066 0,654 0,062 0,226 0,069 0,268 0,073
0,205 0,062 1,863 0,065 0,13 0,063 0,154 0,059 2,404 0,217 0,121 0,071
0,147 0,063 2,979 0,07 0,102 0,06 0,078 0,06 0,161 0,063 0,084 0,065
1,192 1,694 0,104 0,064 0,142 0,061 0,884 0,06 0,849 0,087 0,173 0,063
0,491 0,065 0,237 0,206 0,375 0,243 0,174 0,06 0,171 0,063 0,664 0,838
0,199 0,284 0,138 0,061 0,075 0,06 0,107 0,06 0,302 0,066 0,11 0,067
0,122 0,071 0,331 0,069 0,493 0,069 0,096 0,074 2,331 2,455 0,499 0,945
0,188 0,067 0,159 0,19 0,23 0,145 0,193 0,065 3,383 0,066 0,261 0,066
10 11 12

TFPI BSA TFPI BSA TFPI BSA TFPI BSA TFPI BSA TFPI BSA
0,486 0,06 0,081 0,057 0,669 1,113 2,686 1,726 0,075 0,064 1,049 1,833
0,141 0,055 0,144 0,058 0,069 0,056 0,086 0,058 0,763 1,215 0,728 0,058
2,218 1,076 0,147 0,056 0,298 0,057 0,067 0,057 0,118 0,06 2,492 0,057
0,068 0,086 0,185 0,077 1,559 1,264 1,206 0,128 0,168 0,066 0,156 0,06

0,235 0,056 1,145 0,056 0,223 0,057 0,097 0,079 0,672 0,305 0,279 0,055
0,068 0,055 0,066 0,055 0,082 0,056 0,502 0,054 0,087 0,061 0,07 0,058
0,313 0,249 0,423 0,069 0,087 0,059 0,084 0,061 0,357 0,088 1,593 0,061
0,472 0,845 0,085 0,057 0,068 0,06 0,623 0,89 0,066 0,058 0,673 0,054

94
clones
testés



|dentifier des Nb anti-TFPI « anti-hémophiliques »

Expression (E. coli)

Purification

27B2 27D5 27H5

EP FT Nb EP FT Nb EP FT Nb

14 Nb anti-TFPI (sur 20)
ont pu étre exprimés et
purifiés

Criblage
Fonctionnel

>

Test des 14 Nb dans un TGT : (< 1% FVIII)
1 — 26E5
007 — 26E8
R — 26A6 (Neutral anti-TFPI sdAb)
= 757 — 3G5 (Control sdAb)
c -+« Buffer
2 50- :
S — Concizumab
c
F 25-
0_

Time (min)



Effets des nanobodies 26E5 et 26E8 en plasma normal

Thrombin (nM)

125+
100

a ~
o (&)}
| |

N
(8)}
|

o
|

ook —|
Hokk
ok
Hokk
Fok ]
— Buffer ] Hokok Rk ok
—  26E5 10+ Fokok wokk ok 1000 | ‘ |
[ [
— 26ES8 8- %: 800
— Ctl-sdAb :
6 = 600

Concizumab

400+
200

Lagtime (min)
o N £
L | |

ETP (nM.min)
o
L

T T T T T T T T T T
T T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60 ¢ LELESL L ¢ LELESL L
Time (min) X Y o«
& ol

Les nanobodies 26E5 et 26E8 bloquent I'activité anticoagulante du TFPI



Effets des nanobodies 26E5 et 26E8 dans un plasma HA

Plasma commercial de patient (<1 % FVIII) Les nanobodies 26E5 et 26E8 sont “100 fois moins”
efficaces que le Concizumab
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Effets des nanobodies 26E5 et 26E8 dans un plasma HB

Plasma commercial de patient (<1 % FIX) Les nanobodies 26E5 et 26E8 sont “100 fois moins”
efficaces que le Concizumab
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Développement clinigue de nanobodies anti-TFPI ?

[ Identification & \ /
Preuve de concept Procoagulant | Anticoagulant.

Nanobodies m
Anti-TFPI
Equilibre de la
balance hémostatique

Cibles Méthode

Ac humanisés
anti-TFPI

Molécules

Hémophilie

&

Concizumab (Novonordisk)
Marstacimab (Pfizer)

\ Cours d’Elsa Bianchini (UEL343)




Les nanobodies, une nouvelle classe d’'anticorps thérapeutiques
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