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Target per nuove terapie

Eritropolesi inefficace
Disregolazione del metabolismo ferro

Difetto genetico



Target: eritropoiesi inefficace
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Target per nuove terapie

B-thalassemia: formation of hemichromes — anemia and hypoxia
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Potenziali effetti degli inibitori di
JAK2 nelle NTDT

Progenitori eritroidi

Milza

JAK?2

{ Fattori eritroidi che sopprimono
Epcidina

Rivella S. Haematologica. 2015;100:418-430.
Melchiori L. Adv Hematol. 2010;2010:938640.



Policitemia Vera e
B-talassemia

d Morrmal mac
Ditferentiation P8
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- Elevata attivita eritropoietica (Stress)

- Attivazione della via Epo-EpoR-Jak?2

- Deplezione dei macrofagi in topi con

PV { splenomegalia, reticolocitosi e

eritrocitosi

Eryttucid prolifaration
and differanbiation

- Deplezione dei macrofagi nella f3-

thalassemia < la proliferazione eritroide

e ne aumenta il differenziamento > |
reticolocitosi, splenomegalia e masse
di eritropoiesi extra-midollare

- Niche/Macrofago e fondamentale per

le manifestazioni delle due patologie

Ramos P, Nature Medicine 2013.



Inibitore di JAK2 riduce la splenomegalia in
topi affetti da B-TI /INTDT

Inibitore pJAK2 (100 mg/kg 2 volte al giorno) o placebo x 10 giorni

12 settimane eta

- g s ey
= el

Hb (g/dL)
Placebo ++ th3/+
Placebo 16.0 10.0
Inibitore pJAK2 o
TG101209 Inibitore pJAK2 =,/ o 8.4

TG101209

WT B-TI

WT, wild type. Courtesy of Casu C.& Rivella S.



Potenziali effetti degli inibitori di
JAK2 nelle TDT

ET + inibitori JAK?2

* + inibitori JAK2
o, .

JET
d sovraccarico
marziale

TMin assenza di ET TM + ET

m arZI al e Rivella S. Haematologica. 2015;100:418-430.

Sovraccarico



Ruxolitinib: potente inibitore orale di
JAK1 e JAK2

= Ruxolitinib e approvato per
mielofibrosi

pz affetti da PV resistenti o
che non tollerano HU

JAK?2 kinase

= Ruxolitinib e associato a un
significativo miglioramento
della splenomegalia e del
sintomi

FDA, Food and Drug Administration. Zhou T, et al. Leukemia. 2014;28:404-7.



Phase 2: ruxolitinib nelle TDT

28 gg 30 settimane
regolarmente screening ~ Ruolitinib |
trasfusi affetti da (ET nelle 24 Do_se iniziale: 10 mg x 2 volte/di
: settimane Aggiustamento dose: da5a 25 mg
talassemia + prima dello <
splenomegalia screening) X 2 volte/di

= Primary end-point

Variazione percentuale di supporto trasfusionale tra la settimana 6 e 30 rispetto al
baseline

= Secondary end-points

Variazione del volume della milza rispetto al baseline misurato con RMN o TC

Variazione dei valori di Hb pre-trasfusionali rispetto al baseline a ogni visita post
baseline

Farmacocinetica (PK)

Safety

TC, tomografia computerizzata; RMN: risonanza magnetica nucleare. NCT02049450.



Target per nuove terapie

B-thalassemia: formation of hemichromes — anemia and hypoxia
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ACE-011 e ACE-536:
human ActRIl receptor ligand TRAP selettivi

ACE-011 ACE-536
sotatercept luspatercept

Dominio Fc dell’Ab
umano IgG,

Dominio Fc dell’Ab
umano IgG,

 ACE-536 e ACE-011 legano ligandi della TGF- superfamily

Suragani R, et al., Nat Med. 2014;20:408-14.



Phase 2 - Sotatercept nelle NTDT:
Incremento dell’Hb dose-dipendente

T Hb 2 1.0 g/dL

T Hb 2 1.5 g/dL
100 -

86%

Pazienti (%)

0.1 0.3 0.5 0.75 1.0 0.1 0.3 0.5 0.75 1.0
mg/kg mg/kg mg/kg mg/kg mg/kg mg/kg mg/kg mg/kg mg/kg mg/kg
(n=6) (n=6) (=6) (h=7) (n=59)

(n=6) (n=6) (n=6) (n=7) (n=5)

Dose Sotatercept
Interim data, Maggio 2015.



Phase 2 - Sotatercept nelle NTDT:incremento
dell’Hb 2 12 settimane

Variazione valori Hb rispetto al baseline (g/dL)

I I
I I
-1 4 | Dose Sotatercept |
I I
| —— 0.1 mg/kg |
-2 | -@- 0.3mg/kg |
: 0.5 mg/kg :
| 0.75 mg/kg |
=3 - | 1.0 mg/kg |
I I
I I
_4 | | | | | | | | II | | | | | | | |- | | |
1 43 85 127 169 211 253 295 337 379 421 463 505 547 589 631 673 715 757 799 841
Tempo
Numero di pz con dose Sotatercept (mg/kg) P (gg)
0Olmgkg 6 6 6 5 5 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 2 2 2 2 1
03mgkg 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 5 5 4 4 3 3 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 22 21
05mgkg 6 6 6 6 5 5 5 5 5 4 4 4 4 4 4 4 4 3 3 2 2 2 2 2 2 2 2 2 22 21
075mgkg 7 7 7 7 6 6 6 6 6 6 5 5 3 3 3 3 3 3 3 2 2 2 2 2
10mgkg 5 5 5 5 5 4 4 3 2 2 2 1 1 1 1 1 1

Interim data, Maggio 2015.



Phase 2 - Sotatercept nelle TDT: riduzione
del supporto trasfusionale

----Riduzione
20%

-33,1

Variazione supporto trasfusionale (%)

40 -
-50 -
-60 -
-61,6
-70 0.1 mg/kg 0.3 mg/kg 0.5 mg/kg 0.75 mg/kg 1.0 mg/kg
(n=2) (n=3) (n=2) (n=5) (n=4)

Sotatercept dose

Lariduzione media del fabbisogno trasfusionale in pz trattati con
sotatercept 2 0.5 mg/kg € 32.25%

a (Unita/168 gg) Interim data as of May 6, 2015.



Phase 3 - The BELIEVE study
Efficacy and Safety Study of Luspatercept (ACE-536) Versus
Placebo in Adults Who Require Regular Red Blood Cell
Transfusions Due to B-Thalassemia

Week 24: Primary efficacy analysis
Week 24 and 48: Secondary efficacy endpoints

I
(QV
c Luspatercept SC 1
2 mg/kg Q3W (n=200) Long Term Treatment =2
Screening/ = G (Double Blind)up to ==
Run-In I= —> max 48 weeks post Last .S
O\ Patient First Dose OR ©
g Placebo SC Q3W unblinding date 5
© (n=100)
d
12 weeks 48 weeks Treatment

Double Blind

Primary end-point: proporzione di soggetti con miglioramento dei parametri ematologici
dalla settimana 13 alla settimana 24 rispetto alle 12 settimane precedenti la
randomizzazione. Miglioramento dei parametri ematologici: riduzione = 33% della richiesta
trasfusionale di EC rispetto al basale, con una riduzione di almeno 2 U dalla settimana 13

alla 24, rispetto alle 12 settimane.
NCT02604433



Phase 3 - The BELIEVE study
Efficacy and Safety Study of Luspatercept (ACE-536) Versus
Placebo in Adults Who Require Regular Red Blood Cell
Transfusions Due to B-Thalassemia

Secondary outcomes:

proporzione di soggetti con miglioramento dei parametri ematologici dalla
settimana 37 alla settimana 48

proporzione di soggetti con riduzione =250% della richiesta trasfusionale di EC
rispetto al basale

Variazione media del supporto trasfusionale dalla settimana 13 alla settimana 24

Variazione media del liver iron concentration (LIC, mg/g dw) misurato con RMN
T2* rispetto al basale

Variazione media di dosaggio della terapia chelante rispetto al basale
Variazione media dei valori di ferritina rispetto al basale

Variazione media del valori di DEXA rispetto al basale

Variazione media dei valori di T2* cardiaco misurati con RMN rispetto al basale

NCT02604433



ACE-011 e ACE-536:
come funzionano?

O
Sotarcept
ACE-536 Red blood cells

¢

THypoxia

)

Anemia
L
L

expressing cells

B-thalassemia

Erythropoiesis

Suragani R, et al., Nat Med. 2014;20:408-14.



Target: disregolazione metabolismo del
ferro
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| livelli di epcidina sono
Inappropriatamente ridotti

Erythropoietic =  Erythroid
stimulation - factor
(hemorrhage, \
phlebotomy, EPO) (9 g. GDF15, Liver

Bone TWSG1,
marrow ERFE)

Hapcldm
suppression

Fe
Ferroportin
Erythropoiesis T




Studi pre-clinici hanno dimostrato che
aumentando I'espressione di epcidina
(HAMP) si riduce il sovraccarico marziale

Extracellular Iron

Intracellular Iron

(g

SMADc

\

Casu C. Hematology 2014



Tmprsso6-ASO

Miglioramento dei parametri ematologici (sopravvivenza GR, eritropoiesi
inefficiace, splenomegalia)

0.03 1
0,025 4
0.02 4
0.015 1
0.01 1
0,005 1

Spleen/body weight {g)

Casu C. Haematologica 2015



Minihepcidins

= Miniepcidine sono piccoli peptidi che mimano I'attivita di epcidina

= Derivate dalla sequenza AA terminale e modificate per I'attivita in vivo

= Miniepcidini riducono il sovraccarico marziale in modelli animali di
emocromatosi HFE e HAMP correlata

Minihepcidins are rationally designed small peptides that mimic
hepcidin activity in mice and may be useful for the treatment of iron
overload

Preza GC, Ruchala P, Pinon R, Ramos E, Qiao B, Peralta MA, Sharma
S, Waring A, Ganz T, Nemeth E.

Journal of Clinical Investigation

Minihepcidins prevent iron overload in a hepcidin-deficient mouse
model of severe hemochromatosis

Ramos E, Ruchala P, Goodnough JB, Kautz L, Preza GC, Nemeth
E,GanzT.

Blood

AA, amino acids; HFE, haemochromatosis protein.

MOO4
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Preza GC, et al. J Clin Invest. 2011;121:4880-8.
Ramos E, et al. Blood. 2012;120:3829-36.



Target: difetto genetico
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Linee guida

Hematopoietic stem cell transplantation in thalassemia major
and sickle cell disease: indications and management recommendations
from an international expert panel

Emanuele Angeluccl,’ Susanne Matthes-Martin,” Donatella Baronciani,” Frangoise Bernaudin,® Sonia Bonanomi,”
Maria Domenica Cappellini,® Jean-Hugues Dalle,” Paolo Di Bartolomeo,® Cristina Diaz de Heredia,” Roswitha
Dickerhoff.* Claudio Giardini,** Eliane Gluckman,”* Ayad Achmed Hussein,” Naynesh Kamani,** Milen Minkov,*
Franco Locatelli,” Vanderson Rocha,” Petr Sedlacek,” Frans Smiers,” lsabelle Thuret," lsaac Yaniv,®

Marina Cavazzana, ®**=** and Christina Peters;** on behalf of the EBMT Inborn Error

and EBMT Paediatric Working Parties

‘Hematology, Ospedale Oncologico di Riferimento Regionale “Armando Businco”, Cagliari, Italy; “5t. Anna Children’s Hospital,
Department of Pediatrics, Medical University, Vienna, Austria; *Ospedale Oncologico di Riferimento Regionale “Armando Businco®,
Cagliari, Italy; “Centre de Référence de Drépanocytose du CHI-Creteil, France; *Hospital San Gerardo, Monza, ltaly; *Dipartimento di
Scienze Cliniche e di Comunita, IRCCS Foundation Policlinico Hospital, Milano, Italy; "Service d' Hémato-Immunologie, Hopital Robert
Debre, Paris, France; *BMT-Center, Ospedale Civile, Pescara, ltaly; *Hopital Materno-Infantil Val d’Hebron, Barcelona, Spain; “Paediatric
Unit for Haematology, Oncology and Immunology, University Dusseldorf, Germany: “Hematology and Stem Cell Transplant Center,
Pesaro, Italy; “Hapital Saint Louis, Paris, France: “King Hussein Cancer Center, Amman, Jordan; “Division of BMT/Immunology,
Children’s National Medical Center, Washington, DC, USA; “IRCCS Ospedale Pediatrico Bambino Gesu, Rome, ltaly; *Eurocord, Hopital
Saint Louis, Paris, France; *Department of Pediatric Hematology and Oncology Teaching Hospital Motol, 2™ Medical School, Charles
University Motol Prague, Czech Republic; *Pediatric Hematology Oncology and Bone Marrow Transplantation WAKIC-LUMC, Leiden,
The Metherlands: “Service d'Hématologie Pédiatrique Hopital d'Enfants de la Timone, Marseille, France; “Schneider Children's Medical
Center of Israel; U768 INSERM, Paris, France; “Departement de Biothérapie, AP-HP, Hopital Universitaire Mecker - Enfants Malades,
Paris, France; **Université Paris Descartes, Sorbonne Paris Cité, IMAGINE Institute, Paris. France; **CIC Biothérapie GHU Ouest, INSERM-
APHP, Paris, France; and *EBMT Paediatric Diseases Working Party

Angelucci E, et al. Haematologica. 2014;99:811-20.



Solo pochi pazienti affetti da talassemia

sono candidabili a HSCT

Thalassemia-free survival after unmodified HSCT

1.0~
“m o 146 class 1 87%
0.8 1 334 class 2 84%
S
et
= 0.6-
O
)
@)
© 0.4 n Rejection  TRM oS TFS
0 Class3 122 30% 18% 79% 58%
0.2 1 Adults 109 4% 36% 62% 66%
0 I I I 1
0 5 10 15 20
Tempo, anni

OS, overall survival; TFS, thalassemia-free survival;
TMR, transmyocardial revascularization.

Lucarelli G, et al. Bone Marrow Transplant. 2001;28 Suppl 1:S11-3.

Storb RF, Hematology Am Soc Hematol Educ Program. 2003:372-97.



Terapia genica
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Negre O, et al. Human Gene Therapy. February 2016
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Trials di terapia genica

B- TNS9.3 USA NCT016396 Memorial B- Partial Transplantatio | July
globin .55 90165 Sloan Thalassemi  cytoreduction  n of HSCs 2012
Kettering a major (Bu 8 mg/kg) transduced ex
Cancer for 3 patients,  vivo with a LV
Center myeloablative
conditioning
(Bu 14 mg/kg)
for 1 patient
B- GLOBE Italy NCT024534 IRCCS San B- Myeloablative  Transplantatio /Il May
globin T Raffaele Thalassemi  conditioning n of HSCs 2015
a major transduced ex
vivo with a LV
(intrabone
injection)
y-globin  sGbG USA NCT021864 Children's Severe Unknown Transplantatio I/l July
182 Hospital sickle cell n of HSCs 2014
Medical disease transduced ex
Center, vivo with a LV
Cincinnati
BAS3- Lenti/ USA NCT022478 University of  Severe Unknown Transplantatio I Aug
globin AS3-FB 432 California, sickle cell n of HSCs 2014
(T87Q, Children's disease transduced ex
G16D, Hospital, Los vivo with a LV
E22A) Angeles




CD34+

INFUSIONE | CONDIZIONAMENTO

TIGET-BTHAL Study

N= 10 pazienti in 3 gruppi

GRUPPO 1. GRUPPO 2. GRUPPO 3.
N=3 adulti N=3 bambini N=4 bambini
> 18 anni 8-17 anni 3-7 anni

G-CSF + plerixafor PBSC
1

! If unfeasible
1
Trasduzione, crioconservazione, __. Conservazione BM
analisi
Treosulfan +
Busulfan

Thiotepa

Iniezione intraossea




Riattivazione dell’'HbF endogena

B-LCR
—a——O0) Tl ) B —a— O

l Stem cell
B

Adult erythroid cells

" Y oy B
-LCR
—a——{O0} @) & (@
l BFUe aﬂbr'_.r;:mnf

C

Intermediate

erythroblast

Fetal

— Promoter [ Histones acetylated ~ @ DNA methylated (O Activating protein complexes

[0 Regulatoryelement [___] Histonesunacetylated (O DNA unmethylated Repressive protein complexes

Deng W, et al. Cell 2014
Higgs DR, Lancet 2012



Riattivazione dell’'HbF endogena

BS/a-globins y/a-globins v/BS-globins
08, —X— 15, — XX g, r—EX
T T =~ o
. y (@) ()] e}
Shift dell % 0.6 " e . %% 64
. ) ° O 1.0 3 C
espressione > . > = %
del’lmRNA § °% % 5 3 354
- T o 5 0.5 = 0
delle globine £ o2 " £ 2 -
8 0.0 . 8 0.0 _:%* ~Ec 0 'ﬁ. s
" Baseline  +ZF-Ldb1 " Baseline  +ZF-Ldb1 Baseline  +ZF-Ldb1
Hemoglobin F Hemoglobin S Hemoglobin A,
(ayY5) (a,B%,) (a,9,)
100+ ek k 80- *x%k%k 20+ *x%k%k
[ ;. 6 1 ar [m] 6
801 B-.m \060— Dogob Q15—
HOSSHOF o o 2 3
switch 2 = 401 o oo 104
40- B O i} o 0
20 20- OO 5- =
1 B —D onf
- —>
0 0 0

Baseline  + ZF-Ldb1 Baseline  + ZF-Ldb1 Baseline  + ZF-Ldb1



Riattivazione dell’HbF mediante genome

editing
EKLF expression

[EKLF]e [EKLF]N

Dy i
Beltiale [Bel11a]™

! 1

[y]" [BI° [yl [BI™
‘ Globin ‘
embryonic/fetal stages switch Adult stage

Sopprimere BCL11A mediante genome editing
Inactivation of BCL11A rescued sickle cell defects in humanized SCD mice (Xu J, et al.
Science. 2011;334:993-6)



Take home message

Nuova era per la terapia della talassemia
|dentificati nuovi target

- eritropoiesi inefficace

- disregolazione del metabolismo del ferro
- difetto genetico

Numerosi agenti/terapie in fase pre-clinica o In
Phase I/II/I

Terapla genica come approccio curativo



www.VADLO.com

“Don’t play with him, he is Wild Type.”

GRAZIE PER L'ATTENZIONE!
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