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Thérapies dans le Syndrome de Rett

> Traiter les symptomes

Pharmacologie (court-terme)

»Traiter les causes du syndrome de Reitt — mutations MECP2
Thérapie de passage forcé du codon stop

Réactivation du chromosome X

Thérapie de substitution

= Thérapie génique virale et non virale (long-terme)




Thérapies dans le Syndrome de Rett

MECP2 Targets downstream of MECP2

(] ) ( v

Activate Protein Neurotransmitter Metabolic lon
silent MECP2 replacement signaling pathways pathways ~ channels
Gene Therapy Phenytoin
AAVY/Mecp2 | ( "\ EBONF/IrkB  1GF-L
LM22A-4 rhiGF-1
Genome editing |  Re#-through m Fingolimod  (1-3)IGF-1
| compounds 7,8 DHF Lkds
. GABA CX546
mRNA fm Midazolam Copaxone Statins 0
mMRNA thera El NO-711 CPT157633 Glucocorticoids
—— Monoamines L-838,417 UA0713 Corticosterone  §
Desipramine Oxidative stress/
Clenbuterol B mitochondri
Citalopram Ach o CNF1
LpP-211 ACC!YFL-C.OH'H”M Triheptanoin
L-DOPA Choline
Benserazide
Sarizotan
NLX-101

Katz DM et al. Trends in Neuroscience, 2016



Traitement des causes du syndrome

de Rett: Thérapie

Qu’'est ce que la thérapie génique?

Peut-étre définie comme une méthode thérapeutique visant a introduire des
acides nucléiques dans des cellules, dans le but d'altérer I'évolution d'une
condition médicale ou d'une maladie.

Nous ne parlerons ici que de Thérapie génique somatique, i.e. d’altérations
génétiques n'affectant pas les cellules germinales et donc, non-transmissibles
aux générations subséquentes.



Traitement des causes du syndrome

de Rett: Thérapie

Cancer diseases 66% (n = 608)
Monogeneic diseases 9.8% (n = 90)
Vascular diseases 8.3% (n =76)
Infectious diseases 6.5% (n = 60)
Other diseases 2.6% (n = 24)

Gene marking 5.8% (n=353)
Healthy volunteers 0.8% (n = 7)

www.wiley.co.uk/genmed/clinical



Traitfement des causes du syndrome

/7

de Rett: Thérapie

Thérapie

Type

Quest ce que
c’est?

Fonction

Effets
secondaires ?

Vecteur non viral Vecteur viral



Traitement des causes du syndrome

de Rett: Thérapie

Vecteurs viraux

Retrovirus 28% (n = 254)
@ Adenovirus 26% (n = 240)
© Naked/Plasmid DNA 14% (n= 132)
® Lipofection 9.3% (n = 85)
© Pox virus 5.7% (n = 52)
® Vaccinia virus 3.3% (n = 30)
) Herpes simplex virus 2.8% (n = 26)
@ Adeno-associated virus 2.1% (n = 19)
® RNA transfer 1.1 (n=10)
0 Others 3% (n=23)
@ N/C5.1% (n=47)

www.wiley.co.uk/genmed/clinical



Traitement des causes du syndrome

de Rett: Thérapie

Vecteurs viraux

USA 67% (n=613)
UK 11% (n =96)
Germany 6% (n = 55)
Switzerland 3.7% (n = 34)
France 2% (n = 18)
Belgium 1.6% (n = 15)
Australia 1.3% (n=12)
Canada 1.3% (n=12)
Italy 1.1% (n = 10)
Japan 1.1% (n = 10)
Others 4.7% (n = 43)

www.wiley.co.uk/genmed/clinical
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de Rett: Thérapie

Vecteurs viraux

Viral New Viral
DNA Gene DNA
Modified DNA njmd
into

Vector binds to

cell membrane




Traitement des causes du syndrome

de Rett: Les challenges a venir

Est ce que le syndrome de Rett est réversible?

Rett Syndrome mouse model Rett Syndrome mouse model
before reversal after reversal

T A

(Guy et al., Science, 2007, 315:1143)



Traitement des causes du syndrome

de Rett: Les challenges a venir

Les vecteurs thérapeutiques ont besoin d’infecter le cerveau.

« La pénétration est importante dans le cerveau si I'administration est
faite directement au niveau du CNS.

- Doit passer la Barriere hémato-encéphalique si I'administration est
infraveineuse.




Thérapie genigue dans le syndrome

Nathalie Cartier
Groupe des
biothérapies

Institut du
cerveau et de la
moelle épiniere

Adrénoleucodystrophie



Traitement des causes du syndrome

de Rett: Les challenges a venir

Le vecteur thérapeutique doit fournir une dose efficace.
« Nous savons de la génétique qu'un surdosage du gene Mecp?2 n'est

paAs bon.
Neuronal Neuronal
Dysfonction Dysfonction

DELETION DUPLICATION




Traitement des causes du syndrome

de Rett: Les challenges a venir

Le vecteur thérapeutique doit fournir une dose efficace.
« Nous savons de la génétique qu'un surdosage du gene Mecp?2 n'est

pas bon.
- Les filles Rett ont la moitié de leurs cellules normales et la moitié

mutées.

Thérapie
génique

)




Thérapie genigue dans le syndrome

de Rett: études préclinigues (Mecp?

Gadalla et al, 2013

Les souris « RTT » sont

soignées si l'injection est Garg et al, 2013

faite directement dans le

cerveau des souris avant Le niveau de recupération est
I'apparition des premiers partiel quand I'injection
signes. intraveineuse est faite chez

: T des souris adultes.
Le niveau de recuperation >

est faible quand l'injection
est faite chez des souris
adultes.




Thérapie genigue dans le syndrome

de Rett: etudes preclinigues

Les deux etudes J ;

montrent que la
thérapie génique
ameéliore la condition
des souris modeles.

L'utilisation du méme
vecteur donne des résultas
différents dans deux
équipes différentes.




Thérapie genigue dans le syndrome

de Rett: études préclinigues (Mecp?

Cortex

Injection IV »
apres
I’'apparition des

O o symptomes

O
O
P2

GFP/GFAP GFP/NeuN

Version codon opfimisé
de Mecp?2 (AAV?-MCO)
MCO=Mecp?2
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Thérapie génique dans le syndrome

de Rett: études préclinigues (Mecp?
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Thérapie genigue dans le syndrome

de Rett: études préclinigues (Mecp?
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L'administration AAV9 chez les souris

femelles vrais modeles genéetique du
syndrome de Rett

+ Le vecteur AAV9-MCO améliore les troubles respiratoires, la

locomotion et | 'activité circadienne chez les souris femelles
modeles de syndrome de Rett.

= Les souris femelles modeles du syndrome de Rett développent
des troubles hépatiques apres injection du vecteur AAV?-MCO.

D'autres étude vont étre nécessaires
> Confirmation des effets secondaires chez les souris modeles.
> Détermination des effets déléteres causés par:
Le virus
Le fransgene



Troubles hepatiques
apres administration de I'AAV9 chez

les souris femelles

WT WT MCO WT MCO HT HT MCO HT MCO

ALT 54 U/L 321U/L 1118U/L 117 U/L 2,798 U/L 3,787 U/L
AST 81 U/L 174 U/L 609 U/L 140 U/L 1,557 U/L 1,966 U/L
826 U/L 738 U/L 683 U/L 306 U/L 1,798 U/L 1,869 U/L

M
,‘




Troubles hepatiques

apres administration de I'AAV9 chez
les souris femelles

Sinnett, et al, 2017

s ont confirmé les limites du
vecteur AAV9 classique et Gadala et al, 2017
ont démonftré que des

modifications du vecteur

Leurs résultats montrent que le

SIS contrdle des niveaux
peuvent diminuer sa d'expression de MeCP2 dans le
toxicité. foie est réalisable grdce a la

modification du vecteur.
Cependant, il souligne

également limportance de
réaliser une fransduction élevée
du cerveau pour influer sur les
phénotypes RTT.




Thérapie génique dans le syndrome

de Rett: études préclinigues (Mecp?

Forme fronquée de Mecp?2

a
Neutatariants & || {[ | [ [ (T TOEL PO OO o g Survival
RrT | LI | -H |
Human MeCP2 = . MBD I ) o +
Chimpanzee 100% 100 WT Veh'de
Mouse 95%  EHENH I H I EEI ANV ) A 1 S (e | | S N | NN ll < Null + vehicle
Xenopus 65% B EERNIMIINI 111 NI S NN W (R 0§ NN EE E wiee Null + hRANIC
Zebrafish 48% 11 N (I | M0 i oo o o o om0 w0 wm 3 g0
b 112 72 173 272 312 484 §
WT-EGFP | NEDN .Ii L) - EGFP )
\:::}_: l o
e 2 : () oep—p——————————
ANC ff—. II_ (: 4 8 12 16 20 24 28 32
ANIC ) — -l - — Viral Age (weeks)
SVAO NLS injection

Les résultats semble miraculeux
> Amélioration durable des souris modeles

> Effets secondaires limités. )
> Probléme: —) avestS ?



Thérapie génique dans le syndrome

de Rett: études précliniques (BDNF

> Le Bdnf (facteur neurofrophigue dérivé du cerveau) est un
facteur neurotrophique essentiel a la survie neuronale et aux
connexions synaptiques

> Le Bdnf est directement réglementé par Mecp?2 (Chen et al.,
2003, Martinovitch et al, 2003).

» Un manque de Mecp?2 conduit O :

O Une diminution des niveaux de Bdnf dans le cerveau(Chen et
al., 2003; Chang et al., 2006)

O Un défaut dans le fransport axonal du Bdnf (Roux et al., 2012 ;
Xu et al., 2014)



Thérapie génique dans le syndrome
de Rett: études préclinigues (BDNF

1 11 21 31 41 51 61 71 81 91 101 111 121 131
Postnatal days

—Mecp2KO — CAGGsBDNF;Mecp2KO

» Probléme : Le BDNF ne franchit pas la barriére hémato-
enceéphalique (BHE).



Thérapie génigue dans le syndrome

de Rett: études précliniques (BDNF

Survie
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Thérapie genigue dans le syndrome

de Rett: études précliniques (BDNF

Activité motrice

Velocity
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Thérapie génigue dans le syndrome
de Rett: études récentes

AAV9-MCO KO




Thérapie genigue dans le syndrome

de Rett: optimisation de l'infection
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Notre matériel




Thérapie géenique dans le syndrome
de Rett: optimisation de 'infection

Avec ultrase




Thérapie génique dans le syndrome

de Reft

N

Le syndrome de Reftt est un bon candidat pour utiliser la thérapie génique
parce qu'il est causé par un seul gene, il n'‘est pas dégénératif et les
symptdmes peuvent étfre réversibles a tout age. Les études sur les modeles de
souris du syndrome de Rett démontrent qu'une seule dose de thérapie
génique peut améliorer considérablement les symptdmes, méme apres que le
syndrome a progresse.

Cependant, le transfert aux filles Rett est un défi.

MeCP2 est nécessaire dans toutes les régions du cerveau afin que le gene soit
largement distribué. Dans le méme temps, certaines cellules ont déja des
copies saines, de sorte que la surexpression est un risque. Le choix de la dose
et du vecteur correct est vital. La toxicité dans les organes périphériques (foie)
doit éfre contrdlée.



Thérapie genigue dans le syndrome

de Reft

Preuve de principe

e Pour démontrer que la thérapie génique peut guérir le syndrome de Rett
chez les modéles animaux précliniques (souris)



Thérapie genigue dans le syndrome

Matching genomic
sequence
|

AL B

;'m
Targeted genome editing
Human cells / N
— U Bacterial cells

Zebrafish ‘ S

L'idée est de corriger la mutation plutdét que d’'apporter une nouvelle
copie fonctionnelle.
Pour réaliser ce travail il faut utiliser des ciseaux moléculaires.



Thérapie genigue dans le syndrome

de Rett: Crispr:Cas?

N

En théorie on peut corriger des mutations ponctuelles qui représentent plus

de 50% des mutations dans le syndrome de Rett.
Dans des tubes cette technologie fonctionne parfaitement.

Sur des organismes vivant c’'est plus compliqué car :

1) Crispr:Cas? doit étre embargué dans des vecteurs viraux (au moins 2).
Le tfaux de co-infection est tres faible.

1) Les effets secondaires sont importants



Dates clés dans le syndrome de Rett

1966 1981 1992 1999 2001 2005 2008
| | | | | | |
| | | | | | T
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