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Biomarcatori

Biomarcatore”, o “marcatore biologico”: ampia sottocategoria di segni clinici (non sintomi clinici che
generalmente percepiti dai pazienti), e possono essere indicazioni oggettive dello stato di salute,

possono essere misurati in modo accurato e affidabile.

| biomarcatori sono generalmente considerati come endpoint o misure surrogate, e sono sempre piu

considerati come endpoint primari in taluni studi clinici

| biomarcatori sono strumenti diagnostici e possono anche essere considerati prognostici quando una

misura e correlata a un esito clinico o predittivi guando e correlato all'esito del trattamento



Biomarcatorl

| biomarcatori prognostici identificano la probabilita di un evento clinico, di una recidiva o di una progressione
della malattia nei pazienti che hanno la malattia o la condizione medica di interesse. | biomarcatori prognostici
sono spesso identificati dai dati osservazionali e vengono regolarmente utilizzati per identificare i pazienti che

hanno maggiori probabilita di avere un esito particolare.

Il biomarcatore predittivo invece, viene utilizzato per identificare quei individui che hanno maggiori probabilita
rispetto ad altri individui che non manifestano quel biomarcatore, di sperimentare un effetto favorevole o

sfavorevole dall'esposizione a un prodotto medico o ad un agente ambientale.

Infine, il biomarcatore farmacodinamico/di risposta € un biomarcatore utilizzato per mostrare che si e verificata
una risposta biologica in un individuo che e stato esposto a un prodotto medico o ad un agente ambientale

(definito anche come coinvolgimento del bersaglio).



Biomarcatori nella SMA

| biomarcatori nella SMA possono essere suddivisi in:

= Biomarcatori diagnostici (humero di copie SMN1, SMN2)

= Biomarcatori elettrofisiologici - entita’ di innervazione muscolare (CMAP, MUNE, stimolazione
ripetitiva)

= Biomarcatori di neuroimaging (MRI muscolare e Densitometria ossea)

= Biomarcatori molecolari della SMA (MRNA SMN, proteina SMN, miRNA, miostatina, pNF-H, NF-L)



Biomarcatori diagnostici nella SMA (Genetica)

Il numero di copie SMIN2 resta il miglior biomarcatore prognostico ma ha dei limiti

Probabilita di sviluppare un tipo SMA in base al numero di copie SMN2, storia naturale (n=3459)1
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A patto che non emergano
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europeo ad hoc)

- .Calucho M. et al. Neuromuscular Disorders 2018;
2-Wirth B, et al. Annu Rev Genom Hum Genet 2020;
3-(3) Swoboda KJ, et al. Ann Neurol 2005;

4 - (4) Kirschner J, et alEur J Paediatr Neurol. 2020;28:38-
43. doi:10.1016/j.ejpn.2020.07.001



Fenotipi discordanti in SMA

* Pazienti gravi (tipo |) con 3 copie di SMIN2
* Moderato - pazienti lievi (tipo Il - lll) con 2 copie di SMN2

* Fratelli aploidentici ma con diversa evoluzione



Fattori modificanti che modulano |la gravita del fenotipo nella
SMA

Numero di copie SMN2

Sono state trovate rare varianti in SMN2; la meglio caratterizzata € una missenso abbastanza rara
nell'esone 7 (c.859C>G, MAF:0.003), che riduce lo skipping dell'esone

Tre varianti nell'introne 6 sono significativamente associate a fenotipi piu lievi

PLS3 € un modificatore positivo correlato al genere femminile

La sovra espressione di CORO1C ha un effetto protettivo in un modello preclinico di riduzione di SMN.
Al di fuori del locus SMN, 2 SNP in NCLD (rs147264092 e rs150254064) modulano la gravita del fenotipo.

miRNA sono per ora considerati biomarcatori esplorativi e potenziali bersagli terapeutici

Add references here:

T~ (Prior TW et al. Am J Hum Genet. (2009) 85:408-13).

2 - (Ruhno C et al. Hum Genet. (2019)

3 - (Oprea GE et al. Science. (2008) 320:524-7).

4- (Hosseinibarkooie S et al. Am J Hum Genet. (2016) 99:647-665).
5- (Riessland M et al. Am J Hum Genet. (2017) 100:297-315).



MIiRNA come biomarcatori esplorativi nella SMA

Citation: Molecular Therapy—Nucleic Acids (2016) 5, e331; doi:10.1038/mina.2016.47
Official journal of the American Society of Gene & Cell Therapy

www.nature.com/mtna

Altered Levels of MicroRNA-9, -206, and -132 in Spinal
Muscular Atrophy and Their Response to Antisense
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Response of plasma microRNAs to nusinersen treatment in
patients with SMA
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SMA-miRs (miR-181a-5p, -324-5p, and
-451a) are overexpressed in spinal
muscular atrophy skeletal muscle and
serum samples
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Secondo una nuova ricerca, i livelli ematici di microRNA specifici potrebbero essere utilizzati come marcatori delle risposte al
trattamento a nusinersen nell'atrofia muscolare spinale (SMA). Il sequenziamento del microRNA nei campioni di sangue di persone con
SMA e individui sani ha mostrato che 69 microRNA sono disregolati nella SMA. L'analisi dei campioni di individui che avevano ricevuto
nusinersen, ha dimostrato che i livelli ematici di sette microRNA al basale e sei dopo 2 mesi di trattamento, erano associati a risposte al
trattamento fino a 6 mesi. Questi microRNA potrebbero, quindi, essere utilizzati per monitorare le risposte al trattamento

(biomarcatore farmacodinamico?).

'- Abiusi et al., Elife. 2021 Sep 20;10:e68054..

2 - Catapano et al., Mol Ther Nucleic Acids. 2016 Jul 5;5(7):e331.
3 - Zaharieva et al., Ann Clin Trans| Neurol. 2022 May 18.. Epub
ahead of print. PMID: 35584175.



Proteina SMN e trascrizione nel sangue rispetto ai fibroblasti

| livelli di proteina SMIN nei PBMC e nei fibroblasti sono piu elevati nei controlli che nei pazienti
con SMA.

La stratificazione per il tipo SMA non mostra differenze significative nei livelli di proteina SMN o
MRNA in nessuno dei due tipi cellulari.

Numero di copie SMN2 associato ai livelli di proteina SMN nei fibroblasti ma non nei PBMC
| livelli proteici nelle PBMC diminuiscono con |'eta nei pazienti e nei controlli.

| rapporti di SMN2-A7/SMN2-FL mostrano un'ampia gamma, dovuta principalmente alla
variazione dei livelli di SMIN2-A7, anche in pazienti con un numero di copie SMN2 comparabile.

| livelli di mRNA di SMN2 non sono correlati al numero di copie di SMIN2, al tipo di SMA o all'eta
nel sangue o nei fibroblasti.

Nessuna correlazione tra sangue e fibroblasti della proteina SMN o livelli di mRNA.

Add references here:
T-Wadman et al., 2016 PLOS ONE |
DOI:10.1371/journa l.pone.0167087



GPLOS | one

of Climical and Translational Neurolagy

RESEARCHARTICLE
A new biomarker candidate for spinal
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updates Thomas W. Prior®®, Arthur H.M. Burghes®, Amy Bartlett’ & John T. Kissel" the NeuroNEXT Clinical

Un metodo per misurare la proteina SMN con < 1,5 ml di sangue periferico utilizzando la citometria a flusso di imaging in
cellule CD3+, CD19+ e CD33++ ottenute da pazienti con SMA

La proteina SMN e stata significativamente ridotta rispetto a quella delle cellule dei soggetti di controllo

Il metodo non ha rilevato differenze evidenti sulla base del numero di copie di SMIN2

Il livello medio di base della proteina SMN per i neonati SMA con due copie di SMN2 era inferiore al controllo coorte.
Nessuna correlazione nella coorte di controllo tra eta e livello di proteina SMN.

Correlazione negativa tra eta e livelli di proteina SMN nella coorte SMA.

Nella coorte di controllo, nessuna correlazione tra il punteggio TIMPSI/CHOPINTEND e i livelli di proteina SMN

Nella coorte SMA, nessuna correlazione tra i livelli di proteina TIMPSI o CHOP-INTEND e SMN

Add references here:
- Otsuki et al., PLoS One. 2018 Aug 13;13(8):e0201764.
2-Kolb et al., Ann Clin Transl Neurol. 2016 Jan 21;3(2):132-45.
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Baseline results of the NeuroNEXT spinal muscular atrophy
. . . infant biomarker study
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| rapporto SMN/HPRT medio al basale nella coorte SMA era significativamente
inferiore al rapporto SMN/HPRT dei controlli

Rapporto medio SMN/HPRT per neonati SMA con due copie di SMN2
significativamente inferiore rispetto alla coorte di controllo.

Nessuna correlazione in nessuna delle coorti tra eta e livello di mRNA SMN.

Nella coorte di controllo, nessuna correlazione tra i livelli di mRNA TIMPSI e SMN e
una correlazione positiva tra il punteggio CHOP-INTEND e il livello di mRNA SMN.

Nella coorte SMA, non c'erano correlazioni tra TIMPSI o CHOP-INTEND con i livelli di
MmRNA di SMN.

Add references here:
- -Kolb et al., Ann Clin Trans| Neurol. 2016 Jan 21;3(2):132-45.



Miostatina, creatinina e marker di interessamento muscolare
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Serum creatinine is a biomarker of progressive
denervation in spinal muscular atrophy
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Elettrofisiologia
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Mean Ulnar CMAP Amplitude Was Stable Over Time in
NURTURE Infants With 2 or 3 SMN2 Copies

« Similar results were observed for peroneal CMAP amplitude
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+ In an SMA natural history cohort with
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o Maximum ulnar amplitude in infants aged = € mo was
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o Ulnar CMAP amplitude rapidly decreased and was
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Elettrofisiologia

Mean Peroneal CMAP Amplitude Was Stable Over Time
in NURTURE Infants With 2 or 3 SMN2 Copies
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Biomarcatori di neuroimaging (MRI muscolare)

Journal of Neurology
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MRI patterns of muscle involvement in type 2 and 3 spinal muscular
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Biomarcatori di neuroimaging (Densitometria ossea)

Published 1n final edited form as:
Neuromuscul Disord. 2009 June ; 19(6): 391-396. do1:10.1016/1.nmd.2009.03.009.
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Low bone mineral density and fractures are highly prevalent in
pediatric patients with spinal muscular atrophy regardless of
disease severity
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Neurofilamenti pNF-H e NF-L
Baseline plasma pNF-H per eta” in SMA
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pNF-H, phosphorylated neurofilament heavy chain; SMA, spinal muscular atrophy.

Add references here:
- Crawford TO, et al. Presented at WMS.
2018. P.262.



Neurofilamenti — Trial Nurture
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Add references here:
- De Vivo et al., Neuromuscul Disord. 2019
Nov;29(11):842-856. 2 -



Neurofilamenti — Trial Nurture

Plasma pNF-H Biomarker

Lower plasma pNF-H at day 64 appears to be associated with an earlier

achievement of walking alone
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Livelli comparativi di neurofilament
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