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CF & medicina personalizzata

CFIR potenziatori

CFTR correttori
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Combinazioni

Molecole per il read-through

gating mutations

G551D, G178R, S549N, S549R, G551S, GI7OR,
G1244E, S1251N, S1255P, and G1349D. 1
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* Mutazioni di splicing??



Processo di splicing
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Strategie per la correzione dello splicing

1. Oligonucleotidi antisenso (ASO)
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Diverse terapie basate su ASO sono state approvate dall’FDA e alcune anche
dal’EMA (AIFA).
Esempio: SPINRAZA per il trattamento dell’atrofia muscolare spinale (SMA)

— molte altre sono in fase preclinica

Vari Ul modificati sono stati testati per il trattamento di diverse patologie
(come ad esempio: SMA, emofilia A e B, talassemia, ...), ma solo in modelli
preclinici

Branaplam e Risdiplam sono attualmente in trial clinici (rispettivamente di
fase 2 e 3) in pazienti affetti da SMA.

Varie molecole (gia approvate per altre indicazioni terapeutiche) sono state
testate in modelli preclinici di diverse patologie.



Oligonucleotidi Antisenso
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Oligonucleotidi Antisenso
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Piccole molecole: Kinetina
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* effetti anti-aging
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Polimorfismo poly-T

CFIR
v —— RO -8
—) /J I_

-
-~
-~
-~
-~
-
-~
-~
-~
-~
~
-
~
-~
-
-
~
-~
-~
-~
-~
-
~~
-~

Exon 10




Polimorfismo poly-T
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Polimorfismo poly-T
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Kinetina

Abbiamo trattato le cellule Caco-2 (omozigoti 7T) per 24h con diverse concentrazioni §O
della molecola "
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mm) Kinetina ha un considerevole effetto sullo splicing dell’esone 10



RECTAS (RECTifier of Aberrant Splicing)

kinetina 2Cl-kinetina

A \_o
HN HN
|\I|\/| N\> NS N\>
S |

H Cl)\N/ N

@ CrossMark
py :

Rectifier of aberrant mRNA splicing recovers tRNA

: modification in familial dysautonomia
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- Yukiko Okuno®®, Hiroshi Onogi®", Tomomi Usui’, Akihide Takeuchi®, Takamitsu Hosoya®, Tsutomu Suzuki®,
and Masatoshi Hagiwara®"'
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Abbiamo testato in cellule Caco-2 per 24h differenti concentrazioni della molecola %
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mm) RECTAS corregge lo splicing dell’esone 10 come kinetina, ma a basse dosi
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Abbiamo testato in cellule Caco-2 per 24h differenti concentrazioni della molecola %
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Kinetina & RECTAS: time-course

Gli esperimenti sono stati condotti con la dose massima testata
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Kinetina & RECTAS: diversi genotipi
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Analoghi della Kinetina

N

NERVIANO MEDICAL SCIENCES

"2-position exploration"

?~
,\\$ __ O = _ _ — —
NA 0 Q/C) N O QL0 D
&
N HN HN HN HN HIN
N N 2 N
| 0 0 A0 S0 L
P ~ > N
NMS-00872972 NMS-03598092 NMS-03598370* NMS-03598313* NMS-03599402 NMS-03599346
(GC21346/23) (GC21297/78 & GC21297/78A) (LA21330/21A) (GP20589/80) (ABAS865034) (ABA9693719)
" analoghi di RECTAS "
& oo & —
= O
.0
N N N
N
\ A\ NZ \
s | N> s > PN S PP N>
N c” "N N o SN N cl” N

NMS-00975484
(GC21346/27A)

NMS-03598590
(GC21346/27B)

NMS-03599347
(SEL12880630)

NMS-03599266
(72461246352)




Analoghi della Kinetina

Abbiamo testato gli analoghi della kinetina sclezionati trattando le
cellule Caco-2 per 24h
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Cellule da brushing nasale
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Conclusioni

= Kinetina ha un considerevole effetto sullo splicing dell’esone 10

= RECTAS ¢ in grado di correggere lo splicing dell’esone 10 come kinetina, ma a dosi inferiori

= ]I trattamento con RECTAS aumenta I'inclusione dell’esone 10 in cellule di pazienti CF

Prospettive future

mm) confermare Peffetto a livello della proteina

mm) valutare la possibile correzione di altre mutazioni di splicing in CFTR
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Molecular mechanism: in-cis element

globln

a-globina ex1 a-globina ex2 aex3 FNlex24 CFTR ex10 FN1ex25 a-globina ex3
pBS-KS_CFTR ex10 '~ 1 -

-
-
-

.. .CACTGGAGCAGGCAAthagttcttttgttcttcact
...CACTGGAGCAGIGTAAGgtagttctttigticttcact. ..

100% ~
*
*
80% - L
T
=
g = [ ] ctrl
z 60% A ES
£ [] kinetin
© 40% *
5 1
N
20% A
0%




Molecular mechanism: in-trans factor
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TDP43 depletion rescues aberrant CFTR exon 9 skipping
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Molecular mechanism: in-trans factor
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