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A hemostasis rendellenességek Klasszifikacioja

¢ 1. Erfal rendellenességek

~~

>, purpurds betegségek”

—

#111. Koagulacios zavarok wcoagulopathiak”

EE il i Faktorhianyok

* hemophilia A, B,
 ritka faktorhianyok,
* Willebrand betegség




Veleszuletett haemophilia A/ B-re jellemzd tunetek

__________Silyos __|Mérsékelt _|Enyhe

Faktorszint VIII vagy IX <1% 1-5% 5 % felett
% aktivitas (1U/ml)
Tunetek kezdete Csecsemd, gyerek Keésoéi kezdet Sokaig felfedezetlen
(<2év) lehet
Jellemzb tunete Spontan izom, Tunetek trauma, Alig vagy nincs
izUleti vérzések vagy beavatkozas vérzéses tunet, ha
utani utovérzes el6fordul, csak
trauma vagy seb.
beavatkozast
kovetben

¢ Klinikai sulyossag és a faktorszint szorosan 6sszefugg

Srivastava A et al. WFH Guidelines for the Management of Hemophilia, 3rd ed, Haemophilia, 2020.



Kezelési célok valtozasa
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WFH | WFHUSA | TREATMENT GUIDELINES RESOURCE HUB | WORLD CONGRESS | WFH EVENTS | ELEARNING | HEMOPHILIA WORLD NEWS

WFH NETWORK

1 i SO \\/F H simseieen RESOURCE
Uj kezelési célok - of HemGhiRls HUB

WFH-Hemophilia kezelés iranyelve 2020

y u

Profilaxis uj definicidja

OLD NEW

- hlényzé faktor rendszeres iv.adasa - Hemosztatikus Szer(ek) rendszeres
- faktorszint novelése és a vérzés adasa
megelbzése érdekében - vérzés meqelézése ES aktiv élet
erdekében, a nem hemofilias egyének

életmin8ségéhez hasonldan

1. Blanchette VS, et al. Definitions in hemophilia: communication from the SSC of the ISTH. J Thromb Haemost. 2014;12(11):1935-1939.
2. Chapter 6: Prophylaxis in Hemophilia in Srivastava A et al. WFH Guidelines for the Management of Hemophilia, 3rd ed, Haemophilia, 2020.



Mérfoldkovek a haemophilia kezelésében

2010s — 2020s

Investigational
2000s — 2010s )
therapies

Novel non-factor

1980s — 1990s Extended half — agents
life clotting factor ~ Ge€ne therapy
Recombinant eHuman cell line Gene editing
1960s — 1970s clotting factors Cell therapy

aPCC/FVlla

Plasma-derieved

Improved pathogen
clotting factors

1950s — 19605 safety
On-demand
*Home treatment/
Blood treatment orophylaxis
Plasma *Widespread viral
Cyro contamination

| Donorok HBV, HCV, HIV sziirése, virusinaktivalasi eljarasok >

A sz(irvizsg-k (donor, plazma) el6tt a hemofiliasok 90 %-a HBV, 80 %-a HCV fert6zott lett Key NS, Negrier C: The Lancet, 370, 439-448, 2007



Hemophilia kezelés jelen és jovobeni lehetoségei

Pre-replacement
therapy

* Rekombinans és plazma eredeti
készitmények

* Virus atvitel szempontjabdl biztonsagos

készitmények
» Cél: kezelés optimalizalasa egyénre szabott,
PK-hoz igazitott adagolas

Faktorpotlo/
Replacement Nem faktorpotlé
Therapy terapiak
On demand Prophylaxis
Standard Extended
half - life half - life

Gén terapia



Rekombinans faktorkészitmények (SHL*)

¢ Korlatlan el6allitas lehetséges

¢ Virusatvitel kizart

¢ Kell6 hatékonysag (vérzescsillapitas, ~ megeldzes, miitét)
¢ Hatas lemérésére FVIII/FIX meghatarozas

# Inhibitor kepzddés lehet

e SIPPET study: stlyos hemofilias PUP, inhibitor pd FVIII: 26,8 % , rEVI11: 44,5 % (N Engl
J Med, 2016, 374, 2054-2064)

e Pro és kontra adatok

¢ lv. adagolas

¢ Gyakori adagolas sziikséges: probléma a rovid féléletido (t/2 )
e FVIII: 8-12 6ra
o FIX: 18-24 6ra

(*SHL.: standard half life)



Hosszitott felezési ideju (EHL) faktorkészitmények:

¢ Pegylacio : PEG burok, stabilitast noveli

— Rurioctocog alfa pegolAdynovi (Takeda)

rEVIN-Fc
— Turoctocog pegol: Esperoct (NovoNordisk) .
— Nonacog beta pegol (N9-GP): Refixia (NovoNordisk) M
¢ Fuzios proteinek : rEIS:Ee
e FC

a7 e

rFVIIIFc: Elocta (SOBI); rFVIII Fc-VWF-XTEN fusion protein ehtl: Altuviiio (Sanofi-SOBI);rFIXFc: Alprolix (SOBI)
e Albumin

A FIX —t albuminhoz kétik, tovabb marad a keringésben (albumin t/2: 19 nap)
FIX: Albutrepenonacog alfa: Idelvion (CSL Behring)

r-human albumin
¢ Fokozott VWF affinitasu rFVIII: . e
. . . [ ] 1 Az ]a_zha a3 il R =
Single-chain rFVII: VWF kotddés , t/2: 1,5x ] s

VilI-SingleChain Molecule

/2 FVIII: 1,4-1,8x T(8-12 6rardl 14-19 6ra)
/2 F1X: 3-5x T (16-18 6rarol 77-93 6ra)

rFVilla
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Hosszitott felezési ideju (EHL) készitmények elonyei:

SHL, EHL
i ‘\\ E g H k e (e, i, T i)
N 3 ‘
= i \ =
E 1\: ; i “‘
% : \\ Z 53 1 J oy
: N
1 A
1
Mon Tue wed Thu Fri sat Sun Mani Tue|
Mon Tue wed Thu Fri Sat Sun Mon T
. e Time in days before injection
Time in days before injection
. . , , 100 R
1. Kevesebb inj (SHL 3x/hét, EHL: 2x/hét), 0 e
. L1, == Coowentiznsl PO TS0 kg per
azonos dézis—s faktor felhasznalas <, s B e 0
valtozatlan trough level 2
H%. r r E JEF:
2. Kevesebb inj (SHL 3x/hét, EHL: 2x/hét), L |
nagyobb dozis— faktor felhasznalas £ L] N ™ AN -
valtozatlan, magasabb trough level y
1 5
, , , e . ’ d T i
3. Valtozatlan szamu inj (SHL / EHL: 3x/hét) , e T e Tommoomosmwen e
azonos dozis— faktor felhasznalas Time in days before injection
valtozatlan, magasabb trough level
’ g 9 Berntorp E et al: Haemophilia, 22, 389-96, 2016

Saphiro AD et al: J Thromb Haemost 12, 1788-1800, 2014



Hemophilia kezelés jelen és jovobeni lehetoségei

Pre-replacement
therapy

On demand

Faktorpotlo/
Replacement

Nem faktorpdétlé

Thera
by terapiak

* VIl Mimetikumok/Agonistak
Prophylaxis * Antagonistak / Rebalance terapiak
* AT gatlas

- TFPI gatlas

Standard
half - life

Extended
half - life

Gén terapia



Nem faktorpotlo terapiak

¢ VIll-as faktor mimetikum :

e Emicizumab (Roche); Hemlibra
Humanizalt bispecifikus, monoklonalis antitest ,
FVIII hatasat utanozza

Sc. adagolas,t/2: 14 nap
Telitd dozis: hetente 1x 3mg/kg 4 hétig

Fenntart6 dozis: 1,5 mg/kg hetente 1x, vagy: 3 mg/kg 2
hetente, vagy 6 mg/kg 4 hetente

Felndtt/gyermek HA (inhibitoros €s non inhibitoros
betegeknél egyarant)

e Masodik generacios VIII-as mimetikumok

Mim8 (NovoNordisk)

— Nagyobb affinitas , tobb trombin generacio
— Fejlesztés alatt

FIX@ FVilla FX

Plasma membrane with PS exposed

emicizumab emicizumab
nti-FiXa nti-FX
Z N ‘
N
FIXa —— //%:V.‘ : N "v.\§ FX FXa
NG /Y
AN
COR1 <OY s
3 CcDR2 v v
% ) 62 Ci2
% L
/ rat-derived i
[ — mouse-derived [ R
4 human lgG4 ‘
G") withaslight L0 g
chain ot
e

Plasma membrane with PS exposed

HAVEN 1
Emicizumab pharmacokinetics

80

B3 70
03 1] L] |

o 60
38 [ ]
Ee Ve ¥l .1. _l_ - -l- - q __________________ Target
9 40 exposure
os
@ E 30
c8 20
oS 10 Emicizumab 3 ma/kg/week for 4 weeks;
=© 1.5 ma/kg/week thereafter

0+ T T T T T T T T T ]
0 4 8 12 16 20 24 28 32 36 40
Time (weeks)

Pipe SW et al: Lancet Haematol, 6 e:295-e305, 2019



Nem faktorp()tl() terépiék

¢ Antagonistak (rebalance szerek)

természetes antikogulansok gatloi

o Anti-TFPI

o AT gatlas

e APC-specifikus serpin

Contact activation Tissue factor
(intrinsic) pathway (extrinsic) pathway

Damaged surface

s T®

/"\

~~ ™\ Vila
XI Xla /\
A /-\ vm

Tissue factor <«—— Trauma

Prothrombin (I1) > Thrombm (lla) Common
Va pathway

v /—\
\\/: Fibrinogen (1)  Fibrin (la)

/\
e 9' "G Xilla X1
Protein ‘ Cros;-linked
A fibrin clot

Protein C + Thrombomodulin

Blood, 2019, 134, Suppl 1, 1138.
Lancet, 2023. 401, 1427- 1437.



Procoagulant factors Anticoagulant factors

VIII TFPI
X PC, PS
I, II, V, VII, X, XI, XIII AT

[ Balanced Haemostasis }

AMAGYAR
TUDOMANY
UNNEPE



Procoagulant factors Anticoagulant factors

VHI TFPI
X PC, PS
I, II, V, VII, X, XI, XIII AT

[ Bleeding }

AMAGYAR
TUDOMANY
UNNEPE



Procoagulant factors Anticoagulant factors

VIII TEPI
IX P, PS
11, V, VIL, X, XI, XIII AT

[ Thrombosis }

AMAGYAR
TUDOMANY
UNNEPE



Ujraegyensulyozott /Re-balanced haemostasis

Procoagulant factors Anticoagulant factors
VHI TFPI
IX PC, PS
I, 11, V, VII, X, XI, XIII A

AMAGYAR
TUDOMANY
UNNEPE




Nem faktorpotlo terapiak

¢ Antagonistak ( rebalance szerek)

AT gatlas siIRNA, ,,gén-csendesito”

fitusiran (Sanofi)

— Sc. adagolas

— HA és HB-ben is

— TE események (AT10 % alatt)

—  Uj AT céltartomany, dozis csokkentés

Fazis 3 klinikai vizsgélatok befejezddtek

o Antl TFPI (monoklonalis Ab)

Gatlas gatlasa
concizumab (NovoNordisk)
— napi adagolassal ABR csokkent

—  dozisfliggd nem fatalis thrombosisos szovédmények, protokoll modositas

marstacimab (Pfizer)

— kedvezd hatas (heti 1x profilaxissal ABR szignifikans csokkenés)

— thrombosist nem észleltek

e APC-specifikus serpin:

siRNA

Transcriptional
silencing

e Y
Antrthrombin\

Monoclonal antibodies

az APC szelektiv gatlasa révén fokozza a thrombin generaciot
— allatkisérletek

Blood, 2019, 134, Suppl 1, 1138.
Lancet, 2023. 401, 1427- 1437.



Nem faktorp()tl() terépiék

¢ Mimetikum(ok) — emicizumab( torzskonyvezett, timogatas: egyeldre csak
velesziiletettHA inhibitorral indikacio )

e Elonyok és nehézségek
— Sc adagolas !! (heti, kétheti, vagy 4 heti), stabil tartos plazmacc.
— Hatas monitorizalas nem megoldott

— Miitétek : rVII mellett %%m J i { - } | I\__+
— nem alakul ki immuntolerancia a FV111 szemben 8f » | |
— Gydgyszer ellenes antitest? + S M !1:6

# Rebalance szerek (Antagonisték ) - Fitusiran; Anti-TFPI (monoklonalis Ab); APC-specifikus serpin:

e Elonyok és nehézségek :

— Még klinikai vizsgélatban
— Sc. adagolas
— HA és HB-benis

— TE események



Hemophilia kezelés jelen és jovobeni lehetoségei

Faktorpotlo/
Pre-replacement R?:}iizment Nem faktorpotlé Gén
therapy Py terapiak terépia
Blood
Plasma On demand Prophylaxis
Cryo
Standard Extended

half - life half - life



Génterapia — miért j6 célpont a haemophilia ?

¢ Ismert genetikai hattér, monogénes betegség
¢ Klinikai megjelenés egy fehérje hianyanak tulajdonithaté

¢ A hianyzo faktor plazmaszintjének minimalis emelkedése modositja a vérzéses fenotipust

¢ Transzgeén expresszid pontos
szabalyozasa nem szukseéges

¢ Mérheté terapias végpont ( faktorszint)

¢ A normal FVIII/FIX gén bevitele a
majsejtekbe rekombinans adeno-

asszocialt virus (rAAV) vektorral torténik

¢ Bevitt gén:
— BDD-FVIII
— vad tipusu FIX

— Padua varians FIX (aktivitasa 4-6x)

¢ Anti-AAV immunvalasz lehetséges

/ New gene is incorporated into

Virus packaged into N S’ 4 f L
vesicle where increasing Ny A 3 4 M#’ @
# *

acidity causes release

of pentons Penton toxicity s o @ P
breaks apart p 4 e d
vesicle !( I;’ 5 i ¥

Wi i

o

Virus delivers
DNA into nucleus |\

the viral DNA

information is "\
transfe
to mMRNA

—

HL'heriteau E, et al. Blood Rev 2015;29(5):321-8.



Mi a jelenlegi génterapia ?
-Uj gen hozzaadasa (gene addition) vagy gen szerkesztés (gene editing) ?

¢ Gén terapia folyamata $

9"9' Hepatocyte
‘}o(‘ Infusion:
+Q":, Delivers rAAV vector into the liver

T

‘ ( ) Therapeutic gene
(in episomal form)
rAAV vector: o
L/ Expression cassette inserted i g
A 2
- S
P hn:irn 9
\ (@) .. :::;:ession %.
e © P
Gutless capsid: e ©® ;'—.
AAV genes removed
¢ Gén szerkesztés folyamata §
Non-functional gene located in Non-functional gene is Non-functional gene is
genome and functional version ‘cut’ from the genome replaced with the functional
introduced version

1.0hmori T, et al. J Thromb Haemost 2015;13(Suppl 1):S133-4; 2. Maeder ML, et al. Mol Ther 2016;24:430-46.



Gén terapia- virus vektorok

 RNS virus

» 8kb kapacitas

*  Oszt6do és nem osztodo sejtekbe

* Random integralddé /potencialisan onkogén

LENTIVIRUS

 DNS virus

+ Kisebb, 5kb kapacitas

* Nem patogén, tobféle szerotipus

* Dominaléan nem integralédik (>90%) ,
episomalis elhelyezkedés

Adeno-associated virus (AAV)

Lentivirus image: www.genetherapyreview.com/gene-therapy-technology/use-of-non-integrative-lentiviral-vectors
AAV Image: Mingozzi F, et al. Blood 2013;122:23-36. Thomas CE, et al. Nat Rev Genet 2003;4:346-58.



Kihivasok, nehézségek a haemophilia génterapiajaban

¢ Nagy variabilitas a faktorexpressziéban, nem

megjoésolhatd faktorexpresszio

¢ Immunvalasz , transzaminitis —faktoraktivitas
csokkeneés

¢ Biztonsagossag /inszercios mutagenezis?
¢ Immuntolerancia a gén transzferrel?

e ——

Nucleus

ER |

Golgi

s

AAV genome

Transcription efficiency

mRNA half-life

Ll

\)
00

©)

A

©)

IS

Circulation

AAV: Adeno-associated virus;

ER: Endoplasmic reticulum; UPR:
Unfolded protein response.

Figure created from: Kumar SR.
Industrial production of clotting factors:
challenges of expression, and choice of
host cells. Biotechnol J. 2015;10(7):995-
1004. doi:10.1002/biot.201400666.

&

FVII/FIX
Translation efficiency ER-Golgi transport Secretion
isfolding, [{ gy-il ive, may Stability (degradation)
aggregation, require specific Ligands
degradation receptors), Clearance receptors
Chaperones posttranslational
ER retention, UPR modifications /
A\ 7



Génterapia - megvalaszolandé kérdesek

Severe Moderate Mild

(0-1%) (1-5%) (5-50%)
¢ Mi a cél faktorszint?
¢ Kiket kell /lehet kezelni ezzel a terapiaval?
¢ Mar meglévé neutralizalé AAV antitestek ?

¢ Biztonsagossag majbetegség esetén ?
¢ Inhibitoros betegek?



Changing paradigms of hemophilia care

Paradigma valtas? i
H 2 fard . 20iakh across larger specialized treatment
- Hozzaferes az Uj teraplakhoz centers in the European region

Jerzy Windyga, Ana Boban, Irena Zupan, Niamh 0'Connell and Cedric Hermans'=

¢ European Collaborative Haemophilia
Network (ECHN) 17 orszaga, 19 centrum "

¢ Nem pharma -szponzoralt felmérés

¢ Uj terapiak eredményeztek-e paradigma
valtast ?

KAZAKHSTAN

========

e EHL 14/19

¢ Nem faktor terapia (emi) 12/19 orszag
korlatlan
e Anti TFPI és fitusiran-klin.vizsgalatok
o (Gén terapia
— 1.engedélyezett génterapia HB-ben:
Hemgenix ( FIX) FDA, EMA 2023 .febr;
bevezetés Németorszagban
— (Roctavian (FV|||) FDA 2023 jun _USA) Figure 1. Countries included in the ECHN survey 2021.

Nineteen centers representing 17 countries in the European region [Austria, Belgium, Czech Republic, Croatia, France,
Germany (3 centers), Ireland, Italy, Netherlands, Norway, Poland, Slovakia, Slovenia, Spain, Sweden, Israel, and Turkey].

Wyndiga et al. Ther Adv Hematol 2022, Vol. 13: 1-15

ALGERIA TUNSIA O

MOROCCO




A hemofilia kezelés allomasai:

Vegso cel Gyogyulas Génterapia???

Megfeleloseg:
hosszabb t/2, (EHL)
faktorok,
nem) faktorpotio
készitmeények, sc
injekcio

Megvalosult

Megvalosult
Optimalis kezeles:
szemelyre szabott prophylaxis

Megvalégult Pathogen biztonsag:
biztonsagos pd faktorok,

plazma-albuminmentesirekombinans
keszitmenyek



A FIGYELMET!
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Some variability
results from immune
responses to
rAAV vectors?!

Figure extracted from Shirley JL, de Jong YP, Terhorst C,
et al. Immune responses to viral gene therapy vectors.
Mol Ther. 2020;28(3):709-22.
d0i:10.1016/].ymthe.2020.01.001.

CD: Cluster of differentiation; ¢DC: Conventional
dendritic cell; IFN: Interferon; IFNAR-1: IFN alpha/beta
receptor 1; MHC: Major histocompatibility complex;
moDC: Monocyte-derived dendritic cell; MyD88: Myeloid
differentiation primary response protein 88; pDC:
Plasmacytoid dendritic cell; rAAV: Recombinant adeno-
associated virus; TLR: Toll-like receptor.

1. Bolous NS, Bhatt N, Bhakta N, et al. Gene therapy and
hemophilia: where do we go from here?. ) Blood Med.
2022;13:559-80. doi:10.2147/)BM.S371438. 2. Shirley JL,
de Jong YP, Terhorst C, et al. Immune responses to viral
gene therapy vectors. Mol Ther. 2020;28(3):709-22.
d0i:10.1016/j.ymthe.2020.01.001. 3. Kaczmarek R. Gene
therapy - are we ready now? Haemophilia.
2022;28(54):35-43. doi:10.1111/hae.14530.

= >_/_

Molecular Therapy vol. 28 No 3 March 2020 /

Review

Immune Responses to Viral Gene Therapy Vectors
Jamie L. Shirley," Ype P. de Jong,” Cox Terhorst,” and Roland W. Herzog'
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Vector releases Target cell

gene into cell
O o
(X o
Secreted protein

DNA Gene encapsulated Gene Gene expresses
(Gene) in vector therapy proteins



Challenges in gene therapy

» Preexisting neutralizing antibodies
* AAVs are all around us
* Infection causes NO SICKNESS
* Immune system DOES MAKE anti-AAV-Antibodies

* Neutralizing Antibodies (NAb): Antibodies Bind Vector and stop transduction
» Prevalence of NAbs increases with age

% Prevalence of AAV Antibodies
<1 15

1-<3 13.5
3-18 21.5

Even low levels of AAV NAb can reduce or STOP gene transfer to target cens

> Immune response against vector



Mi a kezelées céelja”?
-,Veérzés-mentesseég” vagy a magasabb volgy ertek (1-3%) ?

£\

Vérzés mentesség ~15%
faktoraktivitas felett

Vélgyérték = 1-3%

Annual no. joint bleeds

0 1 5 10 15 20
FVINl activity (IU dL™7)

A faktoraktivitas minden 1%-al val6é emelkedése jelentdésen csokkenti az éves vérzés szamot,
de az 0sszefliggés nem linearis

Den Uijl | et al. Hemophilia 2011.
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