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" Nuove strategie terapeutiche per la
beta talassemia: uno squardo al futuro
verso una terapia personalizzata”

Dott.ssa Cosenza Lucia Carmela
1 dicembre 2023



B-TALASSEMIA

Malattia ereditaria autosomica recessiva caratterizzata
dalla ridotta (B*) o mancata sintesi (°) delle catene [3-
globiniche costituenti I’emoglobina adulta HbA (o,3,).

L'emoglobina e una proteina del
sangue presente nei globuli rossi la
cui funzione principale ¢ il trasporto
dell'ossigeno in tutto I'organismo.



B-TALASSEMIA

Le malattie autosomiche
recessive compaiono quando vengono
ereditati due alleli mutati dello stesso gene.

Questo vuol dire che é necessario che sial il
padre sia la madre siano portatori (carrier)
della malattia, cioé che in entrambi esista
una copia alterata del gene e che l'abbiano
entrambi trasmessa al figlio.

_l—l_('m_NJe € catene

rigotta (B7) O mancaia sintesi
costituenti 'emoglobina adulta HbA (a,[3,).
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EPIDEMIOLOGIA

v" La B-talassemia ¢ principalmente diffusa nelle regioni del mondo a pregressa
endemia malarica a causa di un fenomeno di polimorfismo bilanciato.

v' Malattia genetica rara: I'Unione Europea definisce tale
soglia di 5 persone ogni 10.000 abitanti (1 caso ogni 2000
abitanti)

v’ Colpisce I'1,5% della popolazione globale
[Origa, 2016].

Italia 100.000 nuovi casi e
ogni anno m 175 25% .



FISIOPATOLOGIA

» Eritropoiesi inefficace
> Severa anemia

» »>Ipossia tissutale
» Iperplasia midollare

v" Ridotta (") o mancata sintesi
(B°) delle catene B-globiniche

p-talassemia ‘/ Eccedenza delle >Sld€I'OSI

catene a-globiniche




NORMALE

Sintesi ridotta della p-globina,

con eccesso relativo di o-globina

B-TALASSEMIA

Aggregati insolubili di c-globina

Eritroblasto normale

Globuli rossi normali

Aggregati
di e-globina

HbA normale

Pochi globuli rossi
anomali fuoriescono

Ferro alimentare

Trastusioni
di sangue

v
# Ipossia tissutale
Riducono < ~lv
Aumenio

dell’eritropoietina

Sovraccarico sistemico di ferro
(emocromatosi secondaria)

Eritropoiesi inefficace
La maggior parte degli
eritroblasti muore nel

Globulo rosso ipocromico

Emolisi extravascolare
Distruzione di aggregati
che contengono globuli

rossi nella milza

Espansione midollare

Deformita scheletriche

» Eritropoiesi inefficace
» Severa anemia

> Ipossia tissutale

» Iperplasia midollare
» Siderosi

» ETC.......
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Trapianto autologo di cellule
staminali geneticamente modificate

Terapia
trasfusionale
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B TALASSEMIA TERAPIA PERSONALIZZATA

Modelli cellulari per testare molecole terapeutiche in B- THAL

Studi Preclinici
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TERAPIE INNOVATIVE

Read-through HbF induction
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Non-sense Mediated Decay (NMD)

PTC Ter
1 Y Vl_ » NMD ¢ un sistema di controllo cellulare atto alla degradazione dei
v trascritti che contengono codoni di stop prematuri (PTC), i1 quali, se
1 tradotti, potrebbero produrre proteine tronche potenzialmente
deleterie.
EJCpTC EJC Ter
Ov O ¥ .. . : . eyn
[ 1 | 1 AAAAAA » Svariati studi hanno dimostrato come molecole ad attivita read-
through possano essere in grado di incrementare la stabilita degli
1 mRNA contenenti PTC limitando il processo di NMD.
DEGRADAZIONE DELL’mRNA CONTENENTE PTC

Haematologica. 2011 Jun:96{6:903-13. deoi: 10.3324/haematol.2010.035206. Epub 2011 Feb 258

Control of human beta-globin mRNA stability and its impact on beta-thalassemia phenotype.

J Gene Med 2008 Fab;1002):217-24, Peixeiro I, Siva AL, Romo L.

Drug-induced readthrough of premature stop codons leads to the stabilization of laminin alpha2
chain mRNA in CMD myotubes.

Allamand V', Bidou L, Arakawa M, Floguet C, Shiozuka M, Paturmeau-Jouas M, Garfioux C, Butter-Browne GS, Mouly V, Rousset JP, Matsuda R, lkeda D,

Guicheney P Nuclsic Acids Res. 2011 Apr:39(21:3350-62. dai: 10.1093/nar/gkq1277. Eput 2010 Dec 10

Rescue of non-sense mutated p53 tumor suppressor gene by aminoglycosides.

Floguet C', Deforges J, Rousset JP, Bidou L. Maf Med. 1998 Apr,2(4)467-9.

Aminoglycoside antibiotics restore CFTR function by overcoming premature stop mutations.
Howard M, Frizzell RA, Bedwell DI,




TERAPIE INNOVATIVE

> E la mutazione piu diffusa in Italia, con un’incidenza del
66,8% [HbVar].

READ THROUGH

» Mutazione puntiforme non-senso in cui la sostituzione di
una citosina con una timina in corrispondenza del codone
39 del secondo esone del gene B-globinico implica la
conversione del codone CAG, codificante per , .
I’amminoacido glutammina, nel codone di stop TAG. Gene B-globinico

» Determina I’arresto prematuro della sintesi proteica della
B-globina e lo sviluppo di un fenotipo ° talassemico

B-globina

ATG
TAG

Catena alterata



TERAPIE INNOVATIVE

Read-through HbF induction
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Sintesi delle catene globiniche (%)

()

SISTEMI DI REGOLAZIONE ALLA BASE DELLO SWITCHING
GLOBINICO

Emoglobine embrionali Emoglobine in periodo Emoglobine in eta adulta (%)
Gower I — (¢, perinatale (%) HbA — .3, (98)
Portland — &7, HbF — 0,7,(75) HbA, — ©,5,(2)
Gower Il — 0.,¢, HbA — 0,5, (25) HbF — a,7,(<1)
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Hereditary Persistence Fetal Hemoglobin (HPFH)

e alti livelli di HbF

e

Mutazioni sui geni dei fattori di trascrizione:

i) BCL11A (chromosome 2)
i) HBS1L-MYB (chromosome 6)

s"' o |“"”"Mmmu

rop o 4:% st o - IEETY-
Fop high [P DT KLF1 highd - ) BCL11A =

DUA,.F Q\\“uu“ 0

LR

Il - Il

\
\

dﬁﬁ@uu

BCL11A

Delezione sul cluster [3:
i) OBY-Thalassemia
ii) 5 HBB promoter

Mutazioni puntiformi e
polimorfismi su gene
Ay-globina e
Gy-globina(e.g. Xmnl
rs7482144 at
-158nt C—T)



RIATTIVAZIONE DI EMOGLOBINA FETALE

INDUTTORI MECCANISMO D’AZIONE |

5-azacitidina Agente di ipometilazione

Decitabina Agente di ipometilazione

Cromomicina Composto che agisce legando il DNA
Tallimustina Composto che agisce legando il DNA
Cisplatino e derivati Composti che agiscono legando il DNA
Distamicina e analoghi Composti che agiscono legando il DNA
Angelicina Composto che agisce legando il DNA

Mitramicina Composto che agisce legando il DNA




Uso del sirolimus (RAPACINA) nella B-talassemia:
una collaborazione UNIFE-RARE PARTNERS-AVLT-ALT

Ho, o _ @ Therapeutic Advances in Hematology Original Research
N Sirolimus % Everolimus
Expression of y-globin genes in S iin
B-thalassemia patients treated with gz ons
sirolimus: results from a pilot clinical
trial (Sirthalaclin)

Cristina Zuccato®, Lucia Carmela Cosenza’, Matteo Zurlo®, Jessica Gasparello, Chiara Papi,

Rapalogs in kidney Elisabetta D'Aversa, Giulia Breveglieri, Ilaria Lampronti, Alessia Finotti, Monica Borgatti,
. Induction of differentiation Chiara Scapoli, Alice Stievano, Monica Fortini, Eric Ramazzotti, Nicola Marchetti,
transplantatlon - — Marco Prosdocimi, Maria Rita Gamberini and Roberto Gambari'-/
’ Induction of HbF in ErPC from
B-thalassemia patients
(2006,2007)
United States Patent 7541380
Induction of HbF in ErPC from (06/02/2009)
B-thalassemia and sickle cell .
patients (2015) EU THALAMOSS Project
(306201-FP7-HEALTH-2012)

In vivo induction of HbF

in mouse model systems Orphan drug designation (EMA,

(2015, 2016)
Increase of HbF in kidney

transplanted sickle cell anemia
patients (2017, 2019)

European Commission)(2016)
Orphan drug designation (FDA)

Protocol assistance (FDA)

Pfizer W1227770 (SIRFORTHAL)
AIFA Award (2016-02364887)

Wellcome-Trust Award
(2016, 208872/2/17/Z)

Days —
T NGS analysis [ Sirolimus treatment Lmg/day up to Day 10, then dose adaptation >
. Sirolimus dose adjustment +

@ Hematological/urinary exams [ Eveluste the effects of dose-related varistion

NCT03877809 and NCT04247750 clinical trials

Studi clinici basati sul Sirolimus in aumentoProduzione di mRNA della y-globina



microRNA: UNA STRATEGIA PER LA RIATTIVAZIONE DELL HbF

Famiglia di piccoli RNA non codificanti che regolano I'espressione

miR-15a

genica in maniera sequenza-specifica. ‘ g miRa6a
miR-126
o Ll e
Sono lunghi da 21 a 25 nucleotidi e sono a singolo filamento. Il o
miRNA maturo regola I'espressione post-trascrizionale in genere
H . . . . miR-199b-5p
legandosi al mRNA bersaglio in modo impreciso, bloccandone Ia o _
traduzione, oppure in modo perfetto determinandone la miR-26h ' miR-20 |
degradazione. i
LCRHSs T ‘ = ‘ 1
Nell’'uomo sono stati a oggi identificati ca. 400 miRNA che | ﬁl '
potenzialmente sono in grado di regolare I'espressione del 30% dei e w @ [miRas]
« « « . miR-g6
geni presenti nel genoma. Alcuni miRNA regolano un gran numero miR-245a - -
(decine) di mRNA bersaglio, e alcuni di questi mostrano una e T [riRas]
B globin cluster on chromosome 11  miR-151-3

espressione strettamente tessuto-specifica.

Tra le funzioni riconosciute dei geni per i miRNA vi € il controllo della

proliferazione cellulare, della apoptosi, del metabolismo dei lipidi,

del patterning neuronale e della differenziazione delle linee

emo poietich e. Cell ). 2016 Winter; 17(4): 583-592.

Published online 2016 Jan 17. doi: 10.22074/cellj.2016.3808
MicroRNA Expression in B-Thalassemia and Sickle Cell Disease: A
Role in The Induction of Fetal Hemoglobin. Najmaldin Saki, et al.



Meccanismo d’azione microRNA

- — gene
essenger Direct assembly

DNA

o MicroRNA
— M
Binding M

MicroRNA bind to
messenger RNA

gene silencing .

Protein assembly blocked

PARZIALE: blocco traduzione

RICONOSCIMENTO dell’ mRNA target <
TOTALE: degradazione trascritto

Jlllllll Protein
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microRNA: Espressione modulata in B-Talassemia e Anemia Falciforme

Up Down
mif-144 mil-503
mik-18a/c
Sicklecell disease miR-110
mil- 451

Up Down
let-7 mill-lety
miR-26h miR-1q1
miR-26a iR
mif-140 mif-320
mik-142:5p

miR-144

miR-151-3p

miR-223

mifl-45

Cell J. 2016 Winter; 17(4): 583-592.
Published online 2016 Jan 17. doi: 10.22074/cellj.2016.3808
MicroRNA Expression in B-Thalassemia and Sickle Cell Disease: A Role in The Induction of Fetal Hemoglobin. Najmaldin Saki, et al.



Strategie terapeutiche basate sui miRNA

Results in Decreased Results in Increased
Protein Expression Protein Expression

Regulated
Protein Expression



TERAPIE INNOVATIVE

Read-through HbF induction
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Correzione del gene B-globinico

Lentiviral vector

1a. Gene addition

€ shRNA :
k-
/\UN\_J BCL11A mRNA

1c. Forced LCR-y-globin looping

i ©_
N
i o
/1) -' \ HSCs
i \ Illll" \

| .\/‘ ,
Frva genetically

, ! modified HSCs

Cavazzana et al.2017



Terapia genica nella B-talassemia: vettori virali

1984-1986: Identification of globin
regulatory elements (LCR)

1994: [}-globin cassette with
core regulatory elements in
gamma retroviral vectors

1996: Advent of lentiviral vectors

, ‘ Safety studies
I ’ Research and Preclinical studies
Vector production GMP
and purification production

2000-2002: Cure of mouse
models of B-TM and SCD

1982-2003: Development of mouse
models of hemoglobinopathies

Hum Gene Ther. 2016 Feb 1; 27(2): 148-165.
Published online 2016 Jan 22. doi: 10.1089/hum.2016.007
Gene Therapy of the B-Hemoglobinopathies by Lentiviral Transfer of the BA(T87Q-Globin Gene

French
studies

Gene addiction

50 34

HGB-205 (p-Thal
and SCD)
2013-

Improved LentiGlobin™ vector

2008: First 3-
thal patient
successfully

treated 7

2015: First
sickle cell
patient
included

Clinical trials (phase 1/11)

Industrial scale-up

of GMP production
us and 2013-
international -
studies HGB-206 (SCD)
Other gene therapy trials,
with lentiviral vectors



Gene addiction

Trial clinico

Ospedale Pediatrico Bambino Gesu in Rome

doi: https://doi.org/10.1038/d43978-022-00010-7

fase 3

» In un trattamento chiamato Beti-cel, abbreviazione di Betibeglogene autotemcel, le cellule staminali vengono raccolte dal
sangue del paziente e i geni funzionali vengono aggiunti al loro DNA tramite un vettore virale. Il corpo del paziente viene
ripulito dalle cellule staminali anormali mediante la chemioterapia e le cellule staminali modificate vengono reinfuse.

» Nel maggio 2019, I'Agenzia europea per i medicinali (EMA) aveva concesso un'autorizzazione all'immissione in
commercio condizionata a Beti-cel, per pazienti di eta pari o superiore a 12 anni

» Nel febbraio 2021, I'autorizzazione é stata temporaneamente sospesa dopo che due partecipanti a una sperimentazione
clinica su un trattamento simile per l'anemia falciforme hanno sviluppato leucemia mieloide acuta e sindrome
mielodisplastica. Il rilascio del gene da parte di vettori virali comporta un rischio diverso da zero di oncogenesi, perché
I'inserimento potrebbe alterare i siti del DNA che regolano proliferazione cellulare.

» Da un’indagine e da una revisione del’lEMA & emerso che i due casi di cancro del sangue erano probabilmente dovuti
all'inflammazione indotta dalla malattia stessa. L'EMA ha ripristinato I'autorizzazione per Beti-cel nel luglio 2021.

» Gli ultimi dati (in cui sono stati trattati anche pazienti inferiori ai 12 anni) hanno dimostrato che 20 pazienti su 22 trattati
sono stati in grado di interrompere le trasfusioni di sangue, e in particolare 6 partecipanti su 7 di eta inferiore a 12 anni.

» Ora la cura potrebbe essere autorizzata anche per i bambini



Example of viral vector in gene therapy for § thalassemia

HPV569 (LG001)

cH34
core{2X)

sD SA Ta7Q 0.3Kb 06Kb  0.8Kb 1.2Kb

BB305 (HGB-204, HGB-205 and HGB-205)

sD SA T87Q 0.3Kb 06Kb  0.8Kb 1.2Kb

TNS9.3.55 (NCT01639690)

P : Gene Therapy for Transfusion Dependent Beta-thalassemia
o e JHEEL e -m (TIGET-BTHAL)

GLOBE (NC702453477) ClinicalTrials.gov ID NCT02453477
Sponsor IRCCS San Raffaele
Information provided by Alessandro Aiuti, IRCCS San Raffaele
Last Update Posted 2019-06-28

sD SA 0.3Kb 1.5Kb 1.2Kb

sGbG (NCT02186418)

-—
[RRE 1 EH v1-9100in oono - JHSENTHSST NN I A

sD SA 0.3Kb  0.7Kb 1Kb 1.4Kb

Lenti-BAS3-FB (NCT02247843) A Phase /Il Study Evaluating Safety and Efficacy of Autologous
Hematopoietic Stem Cells Genetically Modified With GLOBE
Lentiviral Vector Encoding for the Human Beta-globin Gene for
the Treatment of Patients Affected by Transfusion Dependent
Beta-thalassemia

SD SA AS3 03Kb  1.26b 1.2Kb 1Kb

Cavazzana et al., Gene Therapy for b-Hemoglobinopathies, Molecular Therapy (2017), http://dx.doi.org/10.1016/
j.ymthe.2017.03.024



Example of viral vectors in gene therapy for 8 thalassemia
A

#54 (BO/0, CD34-derived)  + AnkTOW (VCN=0.92)
H5A -/ (VCN=0.52)

1Time | ime i
Hb A= 0% r-l:ﬂ:l A= B2 2‘{“-'5:.
- A L E g i
Ank e & 7 . ~ w1
AnkTOW m-d 1 II=NTz A @l h o f om 8 3 |
Hre ol N i L R (8
* Ay,
1:] Jiil .'IIII 1] ]‘:II - 1
#54 (ErPCse-derived) + AnkTOW (VT r'j,ﬁﬂ a7y
L Hb A= 0% W= ]"3.16“)/ '
g || &8 a
r“:_-—“ ) ;;} Eg: =
nl 1 h s =
AT \ g3 *
= i e S
'; :-L"—i-r': ol
T T T
W 20 0 L

Therapeutic Hemoglobin Levels after Gene Transfer in B-Thalassemia Mice and in Hematopoietic
Cells of B-Thalassemia and Sickle Cells Disease Patients Laura Breda, et al. Plos One Published: March 27,
2012https://doi.org/10.1371/journal.pone.0032345



Triolttles ___[potocol umber |____ vector _JConditons _phase _sponsor_taus Joescrtion _____

Gene Therapy for Transfusion NCT02453477

Dependent Beta-thalassemia

A Long-term Safety and Efficacy NCT03275051
follow-on Study in Beta-

thalassemia patients Who have
Previously Received GSK2696277

S le LR E DR T LTSS N CT02906202

Efficacy and Safety of the NCT03207009
LentiGlobin® BB305 Drug in -

Thalassemia B0/B0

LENERTREHSA I EDC L NCT02151526
BB305 Drug Product in Beta-

Thalassemia Major and Sickle Cell

Disease

TNS9.3.55 a Lentiviral Vector NCT01639690
Encoding the Normal Human 8-

Globin Gene

Clinical Research Study of NCT02247843

Autologous Bone Marrow

Transplantation for Sickle Cell

Disease (SCD) Using Bone Marrow

CD34+ Cells Modified With the

Lenti/BAS3-FB Lentiviral Vector

Biological: single infusion of NCT03282656
autologous bone marrow derived

CD34+ HSC cells transduced with

the lentiviral vector containing a

short-hairpin RNA targeting BCL11a

GLOBE Lentiviral Vector
official

GLOBE Lentiviral Vector

Lentiviral vector encoding the
human BA-T87Q-globin gene

LentiGlobin® BB305

LentiGlobin® BB305

Lenti TNS9.3.55

Beta Thalassemia

Beta Thalassemia

Beta Thalassemia

Beta Thalassemia

Sickle Cell Disease
and Beta
Thalassemia

Sickle Cell Disease

IRCCS San
Raffaele

GlaxoSmithKline

bluebird bio

bluebird bio

bluebird bio

on

on

on

on

completed

on

Autologous hematopoietic stem

cells genetically modified with GLOBE

lentiviral vector encoding for the human
beta-globin gene

Safety and Efficacy A(utologous Hematopoietic
Stem Cells Genetically Modified With GLOBE
Lentiviral)

Autologous CD34+ hematopoietic stem cells
transduced with LentiGlobin BB305 lentiviral
vector encoding the human BA-T87Q-globin gene
B0/B0O Thalassemia patients LentiGlobin BB305
lentiviral vector encoding the human BA-T87Q-
globin gene)

HbS/B-thal B-Thalassemia patients LentiGlobin
BB305 lentiviral vector encoding the human BA-
T87Q-globin gene)

B-Thalassemia Major With Autologous CD34+
Hematopoietic Progenitor Cells Transduced With
TNS9.3.55 a Lentiviral Vector Encoding the Normal
Human B-Globin Gene

Genetic: BAS3-FB vector transduced BM CD34+
cells

- clinicaltrials.gov
- www.clinicaltrialsregister.eu




Approcci combinati.......

Induzione di HbF 4+ Terapia genica

¢ Histone deacetylase inhibitor

«* Protein-binding inhibitor }

% DNA hypomethylation Y . ) m
D A

¢ DNA-bindig inhibitor

+* Ribonucleotide-reductase

Effetto potenziato?????
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B°39-thalassemic ErPCs
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Breda L, Kleinert DA, Casu C, Casula L, Cartegni L, Fibach E, Mancini I, Giardina PJ, Gambari R, Rivella S. A preclinical approach for gene therapy of beta-thalassemia.

Ann N Y Acad Sci. 2010;1202:134-140. doi: 10.1111/j.1749-6632.2010.05594 x.

Ann Hematol. 2012 Aug; 91(8): 1201-1213. Published online 2012 Mar 31. doi: 10.1007/s00277-012-1430-5 PMCID: PMC3389244
A combined approach for B-thalassemia based on gene therapy-mediated adult hemoglobin (HbA) production and fetal hemoglobin (HbF) induction Cristina Zuccato,et al.
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B°39-thalassemic ErPCs : MTH + T9W
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Le molecole di RNA a doppio filamento (dsRNA) vengono elaborate
dall'endonucleasi Dicer in costrutti corti e attivi di circa 21-25 nt.

Una volta generato, un siRNA duplex viene caricato da Dicer, con l'aiuto
della proteina TRBP che lega I'RNA, su Argonaute (AGO2), il cuore del
complesso di silenziamento indotto dall'RNA (che qui e rappresentato
solo da AGO?2).

Al momento del caricamento, AGO2 seleziona il filamento guida del
SiRNA, quindi taglia ed espelle il filo passeggero. Mentre e legato ad
AGO?2, il filamento guida successivamente si accoppia con i suoi mRNA
bersaglio complementari abbastanza a lungo da consentire ad AGO2 di
tagliare il bersaglio.

Dopo il taglio, I'mRNA bersaglio scisso viene rilasciato e il RISC viene
riciclato, utilizzando lo stesso filamento guida caricato per altri pochi cicli
di affettamento

Silenziare le proteine che inibiscono l'espressione del gene
gamma globinico per controbilanciare la mancanza di beta
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Genome Editing

Emmanuelle Jennifer A.
Charpentier Doudna

Il sistema CRISPR (Clustered Regqularly Interspaced Short Palindromic Repeats),
identificato per la prima volta all'interno nei batteri, si basa sull'impiego della proteina
Casg, una sorta di forbice molecolare in grado di tagliare un DNA bersaglio per
effettuare specifiche modifiche al genoma di una cellula.



Genome editing CRISPR / Cas9 system

Il taglio da parte della Cas9 consente di eliminare sequenze di DNA «danneggiate» andando a correggere o
sostituire delle sequenze che causano malattia.

Il meccanismo d’azione prevede l'attivita sinergica di diversi componenti: Cas9, un target-specific CRISPR RNA (crRNA) e un
trans-attivatore del crRNA (tracrRNA), RNA che possono essere combinati in un unica guide-RNA (gRNA) essenziale per il
riconoscimento della sequenza genomica da modificare.

Per ottimizzare il funzionamento del sistema CRISPR, la sequenza genomica da modificare deve presentare al 5’ una corta
sequenza PAM (Protospacer Adjiacent Motifs) NGG, al fine di garantire e ottimizzare il taglio da parte della Cas9.
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Q Meccanismi di riparazione del taglio sulle due eliche del DNA generato dalla Cas9:

- HDR ( Homology Directed Repair)

S~
—

[ »Donor fragment»

Correzione/sostituzione di un gene

HDR

Permette di inserire una sequenza nucleotidica

Preciso

Necessita di un »donor fragment»

Possibile nelle fasi G2 e S del ciclo cellulare




Genome editing CRISPR / Cas9 : assemblaggio
e strategie di delivery

plasmidi
elettroporazione o

microiniezione . lentivirus, adenovirus
e AAV vectors

Nanoparticelle lipidiche , e
vescicole

CRISPR / Cas9: Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats /CAS9



B°39-CRISPR/Ca59: esempio terapeutico in talassemia

CRISPR/Cas9 gene editing

ErPCs isolation

n crRNA f o%!', »
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Evaluation of 3°39 mutation correction

Y%

GENOMIC TRANSCRIPTOMIC PROTEIN

* ddPCR * ddPCR * HPLC
* Sequencing/NGS * RT-qPCR * Western Blotting

homozygous B°39-thalassemia patient




B°39-CRISPR/Cas9: esempio terapeutico in talassemia
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B°39-CRISPR/Cas9: esempio terapeutico in talassemia
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B°39-CRISPR/Cas9 system e induzione di HbF &=
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CRISPR Therapeutics, Vertex Complete Rolling
Biologics License Applications for Exa-Cel in Sickle

Cell Disease, Beta Thalassemia
Fetal

Alex Philippidis 1
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Talassemia: news su farmaci, terapie, sperimentazioni e qualita della vita

Talassemia e anemia falciforme: via libera in UK alla prima terapia CRISPR in
assoluto

Autare: Rachele Mazzaracca, 23 Novembre 2023

— In Europa e Stati Uniti & tuttora in corso il processo di valutazione di
r " ] questo innovativo trattamento di editing genomico

Giovedi 16 novembre 2023, una data che verra ricordata nel mondo delle terapie avanzate e delle
malattie rare: nel Regno Unito I'Agenzia Regolatoria dei Medicinali e dei Prodotti Sanitari
(MHRA) ha approvato la prima terapia basata su CRISPR. Il farmaco exagamglogens

(exa-cel, pr noto come CTX001) & stato sviluppato da Vertex
Pharmaceuticals e CRISPR Therapeutics, biotech che si aggiudicano il primato di aver portate un
trattamento di editing genomico dal laboratorio ai pazienti. L'obiettivo sono due malattie rare

che colpi: I ina: la beta ia e I'anemia falciforme. LTtalia,
Paese che ha il maggior numero di diagnosi di emoglobinopatie in Europa, attende che il farmaco
superi il processo di valutazione dell’Agenzia Europea per i Medicinali (EMA).



CTX001: nome commerciale EXA CEL
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FDA accepts BLAs for the first ever CRISPER gene-editing technology-based therapeutic,
exagamglogene autotemcel (exa-cel) for sickle cell di and beta thal nia

Vertex Pharmaceuticals (Zug) and CRISPR Therapeutics (Boston), 8 June 2023

FDA has accepted the two Biologics License Applications (BLAs) for the first ever therapeutic based on CRISPER
gene-editing technology: exagamglogene autotemcel (exa-cel) for severe sickle cell disease (SCD) or

tr fusi di d beta thal ia (TDT). The PDUFA date for SCD BLA has been set for 8 December 2023
for priority review and for TDT BLA. 30 March 2024, for standard review. (here, here)

The companies had earlier submitted Marketing Authorization Applications (MAAs) to European Medicines
Agency (EMA) and the Medicines and Healthcare products Regulatory Agency (MHRA) in January 2023.

Significance of this BLA: If approved, exa-cel will be the first CRISPR gene-edited therapy to come to market.

Exa-cel is the first ever therapeutic based on CRISPR/Cas% gene-editing technology. The technology involves isclating
CD34+ stem cells from people with sickle cell disease or beta thalassemia, using CRISPER/Cas9 to edit the genetic defect
in blood stem cells in vitro, and transfusing the gene-corrected stem cells back into the patient (engraftment and
reconstitution). The clinical data from several CLIMB studies (CLIMB-111, -121, -131, -141, -151, and -161) are included in
the BLAs; these studies are briefly summarized in the press releases (here, here) and in the CRISPER Therapeutics’ Investor
deck, here.
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