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Congs s Nanobodies anti-VWF : comment cela a commenceé ?
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v 2003/2004
Ablynx Demande de tester une série éﬁ? UMC Utrecht

de nanobodies anti-VWF

|

Objectif : développer des nanobodies inhibiteurs a des fins thérapeutiques.

|

Développement du caplacizumab pour le traitement du
purpura thrombocytopénique thrombotique
(i.e. un nanobody qui interfere avec les interactions VWF-plaquettes)

Premier nanobody bivalent approuvé pour une utilisation clinique




- o Mode d'action du caplacizumab:
R 1. comment la Gplb se lie au VWF

2 sites d’interaction

PDB: 1M10

Lenting et al (2024) Blood in press; Huizinga et al. (2002) Science 297:1176
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deos 1. comment la Gplb se lie au VWF
L'acces de la Gplb au site 2 est contrdlé par des peptides latéraux
PDB: 7A60 PDB: 1M10
/,Lf_,‘;(;-terminal (" AN
N-terminal : N-terminal \ Grterminal

Les peptides N- et C-terminaux sont associés et Les peptides N- et C-terminaux se dissocient
bloquent I'acces au site 2: pas de liaison Gplb sous l'effet des forces de cisaillement, ce qui

permet a la Gplb d'accéder au site 2

Lenting et al (2024) Blood in press; Arce et al (2021) Nat Commun 12:2360; Huizinga et al. (2002) Science 297:1176




Mode d'action du caplacizumab:
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2. le caplacizumab inhibe la dissociation des peptides latéraux

PDB: 7A60

Le caplacizumab se lie aux peptides N- et C-terminaux et

Caplacizumab A . oL ..
pracizd empéche leur dissociation sous |'effet des forces de cisaillement.

Il empéche ainsi la Gplb de se lier au VWF

Lenting et al (2024) Blood in press; Arce et al (2021) Nat Commun 12:2360
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UMC Utrecht 2003-2007

Avance rapide de 20 ans
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AU-VWF-all
AU-VWF-al2

KB-VWF-06bv

KB-VWF-D3.1
KB-VWEF-F1.1
FVIII-KBO13bv
KB-V13A12

KB-V80A12

VWEF actif

Inhibe le VWF/Gplb murin et humain

Se lie au VWF intact

Se lie au VWF dégradé par I'ADAMTS13
Hémophilie A

VWD-type 1

Hémophilie A mineure/modérée

Hulstein et al. Blood 2005

Aymé et al. ATVB 2017

Kizlik-Masson et al. Blood 2023
Kizlik-Masson et al. Blood 2023
Muczynski et al. Blood 2018
Casari et al. Blood Adv 2023

Non publié
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- Déficit quantitatif en VWF (< 30-50%)

- Mutation du VWF dans > 80% des cas

- Saignements des muqueuses; corrélation inverse avec les taux de VWF

- Souvent caractérisée par des saignements "mineurs” plus ou moins frequents
- Réduction de la qualité de vie (en particulier pour les filles/femmes)

- La prophylaxie est rare

Seidizadeh et al. Nat Rev Dis Primers 2024; Denis et al. Blood 2021



Congs s VWD-type 1: nouvelle approche thérapeutique

EMOSTASE
HILLE

Si une option de traitement "simple" (par exemple : une ou deux fois par mois
par voie sous-cutanée) était disponible, cela pourrait-il réduire la barriere a
I'instauration d'un traitement prophylactique pour ces patients ?

- Cela améliorerait la qualité de vie mentale et physique de ces patients.

- Elle répondra aux attentes des patients qui réclament des options de
traitement sous-cutané.

Notre approche:
Utiliser le VWF du patient : il est fonctionnel, mais il est trop peu abondant.
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Clairance normale du VWF
médiée par le foie

Nanobody bispécifique KB-V13A12

KB-V13A12

Anti-VWF Qy, ¢ Anti-Albumine

Création d'un lien moléculaire entre le VWF et l'albumine

Liver

o

e Macrophages

afin de retarder la clairance du VWF

VWE/FVIII

£,
A

EC

ﬁg " o

FcRn-recycling pathway

Increased levels
VWF/FVIII

I




oy o KB-V13A12

CONGRES FRANCAIS
d'HEMOSTASE

LILLE

Anti-VWF Anti-Albumine
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Congt rmss KB-V13A12: liaison entre VWF et albumine
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KB-V13A12 relie le VWF humain a Le complexe VWF/Albumine
Substrate I'albumine humaine et murine reste stable a faible pH
o 3_
ant:-VWF)((, _
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Les nanobodies se liant a I'albumine ont une demi-vie prolongée
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Survie de KB-V13A12 Exces molaire de KB-V13A12
par rapport au VWF
KB-V13A12 _
4 & 1200 W 200-
Sous-cutanée %
= o
Human VWF: 11% << ~ 800+ T~
. 350 O=s O
1 O <
@ 400 s S
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0- 1-
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01 3 7 10 14 01 3 7 10 14
Time (Days) Time (Days)
Suivi du KB-V13A12
KB-V13A12:

pendant 14 jours A , , ,
- apparait rapidement dans la circulation

- atteint un exces molaire de >150 fois par rapport au VWF au jour 1
- reste dans la circulation jusqu'a 14 jours
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Sous-cutanée
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FVIII: 35%
VWF:Ag

25
o  20- KB-V13A12
L =
w 2
§ = 15-

10-

Ctrl nanobody

0 3 7 10 14
Time (days)

FVIII activity

(U/dL)

(o))
o
|

S
o
1

N
o
|

Suivi du FVIII et du VWF pendant 14 jours

FVIII:C
KB-V13A12
Ctrl nanobody
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Une seule injection sous-cutanée augmente les niveaux de VWF/FVIII de
2 a 3 fois pendant 210 jours dans un modele murin de VWD-type 1.
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Sous-cutanée _ KB-V13A12
X V Souris 1 Souris 2

VWF: 11%

FVIII: 35% |
Rapport inchangé entre les multimeres
de haut et de bas poids moléculaire

Analyse des multimeres au jour 10 f’*ﬂ n

- M

Tous les multimeres sont conserveés apres traitement avec KB-V13A12



W  KB-V13A12 réduit les saignements chez les souris VWD-type 1
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Sous-cutanée

_ KB-V13A12

VWE: 11% @, V

FVIII: 35% Modele de saighement (ponction de la veine saphene) a jour 3
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Correction du phénotype hémorragique par le traitement au KB-V13A12
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dépendante du FcRn ?

* silaclairance est retardée, le rapport propeptide/VWF:Ag devrait diminuer

e sil'effet est dépendant du FcRn, le KB-V13A12 devrait avoir un effet réduit chez les
souris déficientes en FcRn
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Congt rmss Effet KB-V13A12 sur le rapport propeptide/VWF
HELE
Ratio VWF, /VWF:Ag
Si la clairance du VWF change, le rapport
propeptide/VWF:Ag changera : 15 0.974 0.0011
o< 4
—> a la hausse si le VWF est éliminé plus rapidement L 104 e® 9,5, °
- a la baisse si le VWF est éliminé plus lentement o é ® o ®
T &
) (_ T . S % 0.5 °
motone (1 por momomer 0.0-

| I | I
Day0 Day3 Day0 Day3

Ctrl nanobody KB-V13A12

La réduction du rapport propeptide/Ag indique une
clairance plus lente du VWF en présence de KB-V13A12
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Clairance du VWF recombinant en absence/présence de
KB-V13A12 chez les souris WT et FcRn”/"

\ KB-V13A12

Injection rétro-
orbitaire

VWEF préincubé +/- KB-V13A12
(10x exces molalre)

* Concentration d'albumine 2 fois plus faible
* Demi-vie HSA de +40h a £24h
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WT-mice (mFcRn*/*) mFcRn"-

100 100

VWF+KB-V13A12
VWF+KB-V13A12

Residual VWF
(% of injected)
Residual VWF
(% of injected)

10- _ 10 °
VWF+KB-V13 T VWF+KB-V13
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Time after infusion (h) Time after infusion (h)

La présence de FcRn est nécessaire pour retarder la clairance du VWF
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VWE-D'D3

Albumine

KB-V13A12 permet une augmentation soutenue du complexe VWF/FVIII apres une
seule injection sous-cutanée

Le KB-V13A12 pourrait donc étre un candidat intéressant pour le développement
d'un traitement prophylactique a domicile pour les patients VWD-type 1

Une version humanisée du KB-V13A12 est en phase avancée de développement
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