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Ici on connait tous le couplable: MECPZ!

72 © 1999 Nature America Inc. » http://genetics.nature.com

Rett syndrome is caused by mutations in X-linked
MECP2, encoding methyl-CpG-binding protein 2

Ruthie E. Amir!, Ignatia B. Van den Veyver>*, Mimi Wan®, Charles Q. Tran?, Uta Francke*®

& Huda Y. Zoghbi'->*
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Amir et al, 1999 Nature 1999 23(2):185-8.
doi: 10.1038/13810

Gene MECP2 humain, protéine, and mutations fréquentes
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Localisation & fréquence des mutations de MECPZ

La sévérité de la pathologie est liée au domaine affecté
par la mutation.

R168X
La liaison de MeCP2 a I'ADN est necessaire a sa fonction. .m -
R306C
10%
Les mutations situées dans le MBD (domaine de liaison _
o
aux méthyles), comme T158M, sont plus déléteres. 5 R2ax
= 7.5% R133C R270X
_ g C-terminal mutations
€ 5% R106W '
2.5%
: MBD [ TRD | NID | :
. N’ MBD TRD | NID o

| MED | Basic patch

| " | | | | | | ||||| | “I | Figure 3 Common MECP2 mutations in Rett syndrome. Frequency map of MECP2 mutations identified In girls with RTT from the NIH Natural History Study of Rett
Syndrome and Related Disorders. Mutation frequency is depicted on the y-axis while the start of the mutation along the protein sequence is indicated on the x-axis.
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Nature Reviews | Genetics

. Collins & Neul, 2022 Neuropsychiatr Dis Treat 29:18:2813-2835.
Bienvenu & Chelly, 2006 Nat Rev Genet 7(6):415-26; doi: 10.1038/nrg1878 doi: 10.2147/NDT.5371483

Cuddapah et al, 2014 J Med Genet 51(3):152-8; doi: 10.1136/imedgenet-2013-102113 Ehrhart et al, 2021 Sci Data 15;8(1):10;
Lyst & Bird, 2015 Nat Rev Genet 16(5):261-75; doi: 10.1038/nrg3897 doi: 10.1038/s41597-020-00794-7




MeCP2: un acteur central dans la répression
de ’expression des genes

Co-repressing

MecP2 (MBD] | TRD])
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MBD: Methyl-binding domain
TRD: Transcription Repression Domain

Nan et al, 1997 Cell 21;88(4):471-81. doi: 10.1016/s0092-8674(00)81887-5




Mais il s’aventure au-dela de ca...
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Palmieri & Landsberger, 2023 Front Neurosci 25:17:1172805. doi: 10.3389/fnins.2023.1172805




Les souris modeles:

Absence totale de MeCP2

Table | Mouse Models of MECP2 Mutation and Duplication

vs mutations spécifiques ?

Line Mutation Description Tags Reference(s)
Meqbz"""m"’ Knockout Cre-mediated excision of Mecp2 exons 3 and 4 None [140,219]
Mecp2tm! -1 Knockout Cre-mediated excision of Mecp2 exon 3 None [139]
Mecp2=m o= RI106W Introduction of exon 3 containing R106W mutation and C-terminal Tavi tag Tavi [157]
(C-terminal)
Te(MECPZ*RINIG/ RINIG Introduction of human MECP2 gene with R111G mutation onto an autosome EGFP [155]
EGFP)IHzo (C-terminal)
Mecp2me- 184 RI133C Intreduction of exon 4 contining R133C mutation and C-terminal EGFP tag EGFP [133]
{C-terminal)
Mecp2im!-1Vrar Al40V Introduction of exon 4 containing A 140V None [156]
Mecpz=m!- o= TI58A Introduction of exon 4 containing T158A None [158]
Mecp2m* 184 TI58M | Introduction of exon 4 containing T158M mutation and C-terminal EGFP tag EGFP [133]
{C-terminal)
Mecp2smd-oss T158M Introduction of exon 4 containing T158M mutation and C-terminal Tavi tag Tavi [157]
(C-terminal)
Mecp2™m" V)= R168X Introduction of exon 4 containing R168X None [220]
Mecpz=m!-1Hee R168X Introduction of exon 4 containing R168X None [159]
Mecp2im!-irst R255X Introduction of exon 4 containing R255X Naone [160]

Tg(MECP2Z*R270X/ R270X Introduction of exon 4 containing R270X mutation and C-terminal GFP tag GFP [100]

GFP)AHzo (C-terminal)

Te(MECPZ*G273X/ G173X Introduction of exon 4 containing G273X mutation and C-terminal GFP tag GFP [100]

GFP)AHzo (C-terminal)

Mecp2"2*4% R294X CRISPR/Cas9-mediated engineering of the R294X mutation None [134]

Mecp2 ™ 'Mez R306C Intreduction of exon 4 containing R306C mutation None [82]

Megp2™ 184 R306C | Introduction of exon 4 contining R306C mutation and C-terminal EGFP tag EGFP [133]

(C-terminal)

Tg R306C Intreduction of human MECP2 gene with R306C mutation and a C-terminal EGFP [155]

(MECP2*R306C/ EGFP tag onto an autosome (C-terminal)

EGFP)|Hzo

Megp2™!H= T308X Introduction of exon 4 containing T308X mutation None [221]

Megp2 8613 L386HfsXS CRISPR/Cas9-mediated engineering of the L386HfsX5 mutation None [135]

Mecp2™57 P389X Introduction of exon 4 containing P389X mutation None [135]

Mapt™ ! MeepZlfze Mecp2 Intreduction of mouse Mecp2 cDNA sequence into exon | of the tau gene, None [174,175)
duplication in-frame with the endogenous tau start codon

Tg(MECP2)IHzo MECFP2 Intreduction of human MECP2 gene sequence onto an autosome None [36]
duplication

Collins & Neul, 2022 Neuropsychiatr Dis Treat 29:18:2813-2835.

doi: 10.2147/NDT.5371483




Les souris modeles:

Mutations spécifiques
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RTT peut étre corrigé chez des souris adultes

Reversal of Neurological Defects in a =
Mouse Model of Rett Syndrome

Jacky Guy,” Jian Gan,? Jim Selfridge,* Stuart Cobb,? Adrian Bird**

MeCP2-Stop/Cre

MeCP2-Stop/Cre F + Tamoxifen

(No MeCP2) (removal of the
- Stop cassette = Rescue)
4
MeCP2
F
::: 100 --------------
DAPI = Il 0% e
‘-_f: 80 Stop/Cre + TM
- . g 60 d :n=6.
s i oL N 8 ™ Stop/Cre
Thasdd ' o Merge -
~ W ok e 20 4
wt Stop Stop-cre + TM U:; 0
-] 0 15 20 25 30
weeks

Guy et al, 2007 Science 23;315(5815):1143-7.
doi: 10.1126/science.1138389




Des pistes
thérapeutiques ?

« Toujour pas de traitement mais
les efforts pour en trouver un sont
considérables pour une maladie
qualifiée de “rare”

https://www.rettsyndrome.org/about-rett-syndrome/pipeline/

RETT SYNDROME

PHASE i PHASE lll

. . . International

Rett Syndrome
Therapeutic Pipeline et Syndr
o2y e REeW

Acadia Pharmaceuticals | DAYBUE* (Trofinetide)

Anavex Life Sciences | ANAVEX 2-73

UCB Pharma | FENFLURAMINE

Neurogene | NGN-401

Taysha Gene Therapies | TSHA-102

Minoryx | LERIGLITAZONE

Neurotech International | NTI164

Unravel Biosciences | RVL-001

Depymed | DPM-1003

Marvel Biosciences | MB204

Alcyone Therapeutics | ACTX-101

Encure | NG-13

Amo Pharma | AMO-04

Neurocores | KIT-13

Neurolixis | NLX-101

Ovid Therapeutics | OV4041

Unravel Biosciences | RVL-002

Axonis Therapeutics | TBD

Herophilus | TBD

Prilenia Therapeutics | TBD

Shape Therapeutics | TBD
IAMA Therapeutics | IAMA-6
ProQR | AX-2402
Dewpoint Therapeutics | TBD
Epeius Pharma | TBD
Gliachem | TBD
Palena Therapeutics | TBD

Vico Therapeutics | TBD

IND: IND SUBMITTED NDA/BLA: NDA/BLA SUBMITTED FDA.: FDA APPROVAL



Les pistes thérapeutiques

Clinicalissue Pharmaceutical therapies

Epilepsy Multiple medications including valproic acid/sodium valproate; oxcarbazepine; lamotrigine; ketogenic diet; vagal nerve stimulator
Rescue medications: rectal and intranasal diazepam; intranasal midazolam

GE-reflux Proton pump inhibitors (preferred); H,-blockers

Stomach emptying

Erythromycin; bethanecol

Constipation Polyethylene glycol; magnesium sulfate, magnesium citrate; senna
°
Pe n d a nt I 0 n g te m p S n 0 u S Sleep Melatonin; trazodone (> 6 years); gabapentin (up to 6 years); clonidine; antihistamines (only short-term as lose efficacy)
Vo u I I 0 n S trouve r u n tral te me nt Anxiety SSRIs: escitalopram; sertraline
Self-abuse Risperidone

pharmacologique pour

Muscle rigidity/

Baclofen; botulinum toxin

IS E A hypertonia
ameliorer les symptomes Aopineophtheimicdropsunder tongueh heopyolte
(c ons é q uence S) Pain Ibuprofen; acetaminophen
Prolonged QTc Beta-blockers; mexiletine
Breathing None universally effective: buspirone; topiramate
Bone health Vitamin D (800 IU, at least); calcium; denosumab; bisphosphonates

Menstrual management

Health maintenance

Oral contraceptives including progestin-only products; recommend avoiding medroxyprogesterone injection due to adverse bone issues
and weight gain

Multivitamins; complete immunizations

Chapleau et al, 2013 Curr Clin Pharmacol. Nov;8(4):358—-369.
doi: 10.2174/15748847113086660069

Percy et al, 2024 CNS Drugs. 38(11):851-867
doi: 10.1007/s40263-024-01106-y *

* Cela a des avantages, mais on ne met pas fin a la pathologie comme ca.
* Onlaralentit, on la rend plus supportable...

Mais les risques d'effets secondaires sont élevés !




« Attention quand méme aux confusions, si la Trofinetide a bien recu un ‘FDA
approval’ ce n’est pas encore un traitement.

Table2. Summary of AEs (safety analysis set)

AEs and preferred term, n (%) LILAC-2 total (N=77)

Prescribing Information Patient Information |  Acadia Connect For Healthcare Providers Register for updates Any AE 72(93.5)

D Oybu e« About About Taking Caregiver Resources & AEs reported in 210% of participants in the LILAC-2 total group
- (trOﬁ netide) Rett syndrome DAYBUE DAYBUE perspectives Events patient support
! Diarrhea 41(53.2)
Watch our TV commercial ) COVID-19 21(273)

Vomiting 15(19.5)

The only FDA-approveg—a N gl -
treatment for girls, bayks AH R 5% az ey et mfection b iee
and adults living withE 2= SIS (2 A 7 (143
Rett Syndrome -‘ | ¥ " . : Constipation 9(11.7)

n ’ ” ) Upper respiratory tract infection 9(11.7)
Every day, families are seeing more of - . ]
what's possible for their loved ones . 141 ) 3 . 2 . J 17 Serious AEs 23(29.9)
. il e | Maddy, o AEs leading to drug withdrawal 9(11.7)
Important Safety Information and Indication See more AEs leading to drug withdrawal in >2 participants
Vomiting 2(2.6)
Fatal AEs 4(5.2)

Effets secondaires non negligeables/bénéfices limites



Les thérapies moléculaires sont concues pour
corriger les causes de la pathologie

Rett syndrome
patients

Preclinical studies in
RTT mouse models

Remplacement de gene

Mutant

xi. X
)|

Re-actii}ated X

Gene X
replacement G?EZ?;RNA Chromosome
0 therapy tting re-activation |

Panayotis et al. Dev Med Child Neurol 2023 Feb; 65(2)162-170.

doi: 10.1111/dmcn.15383

Edition d’ADN/ARN
(CRISPR)

Réactivation de I’X
« Ssilencieux »




Le remplacement de gene

Comment introduit-on un gene MeCP2 sain ?

On a
besoin
Impossible Il va &tre détruit. Les d’un Les virus sont
d’exprimer un géne cellules ne peuvent TGS naturellement
sain si on l'introduit P — selectionnés pour

pas absorber un ADN
sans protection

entrer dans nos

“tel quel” dans une
cellules !

cellule

Virus/Viral vector

Nous détournons cette capacité en
supprimant les instructions données par
le virus pour se répliquer (nocif), et on
les remplace par le gene/la construction
que I’on souhaite introduire

(thérapeutique).




Le remplacement de gene

Plus complique que prevu !

« || faut acheminer le vecteur au bon endroit (cerveau)

« Eviter qu’il affecte les organes peripheriques (foie)
 Que |I'expression du transgene soit optimale



BO“CIQ dQOI. Le point commun

avec MeCP2 ¢¢¢

“Boucles d'or goiite les

bols de céréales et se
regale de celui de
['ourson, ni trop chaud,
ni trop froid...”

PERE-::;STOR } ))‘ i

&
https://www.flammarion-jeunesse.fr/boucle-dor-et-les—trois— ours/9?820814403579 ’



Neuronal functions

Ni trop faible, ni trop éleveée...
La quantité de protéine MeCP2
présente dans les cellules
doit etre optimale

MeCP2 levels
must be fine-tuned

Normal

MeCP2 expression

MeCP2 Gene therapy must
be optimized

Negative feedback loops,
Promoter engineering

Control (WT)
Optimized

gene therapy —1

Reduction of MeCP2
nuclear transport

Current
gene therapy
vectors

(Importin a knockdown)

l | |

MeCP2 expression

| I I I



Hélas, avec les thérapies géniques actuelles,
la re—expression N'EST PAS optimale
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Development of New Molecular Options for the Treatment
of Rett Syndrome in MeCP2 mutant mice

Objectifs du projet

o Difficulté a faire passer les vecteurs viraux dans le cerveau
e Difficulté a contdler la surexpression du transgene

Objectif #1 ' ‘ Objectif #2

Optimiser la livraison Réguler les taux de protéine MeCP2
ouverture de la BHE/vecteurs a nucleaire en interferant avec son
tropisme neuronal transport nucléaire
v |
Partie 1 Partie 2 Partie 3
Analyse du Imagerie optique Proteomique /
comportement et de ‘multi-niveaux” de la Translatomique
l'activité céréebrale morphologie neuronale
neuronale -

e Etude de I'impact de la thérapie génique optimisée chez les souris T158M et R306C
e Manipulation du transport nucléaire de MeCP2 lors de la therapie génique chez les souris T158M et R306C



Importines et transport nucléaire de protéines

CYTOSOL
NLS ,
%3 Importin NUELEDS
B1
MeCP2
Nuclear
pore

gene expression)

The transported
cargo can fulfill its
role in the nucleus

? (e.g., TF impact on

Ran/GTP

- Reconnaissance du
sighal de localisation au noyau
(ou NLS) dans le cargo (par
exemple: MeCP2)

» Importine B1 2 Liqison +

Iranslocation du complexe Impao.-
CargoNLs

Reviews:
Wing =t al. Nat Rev Mol CeIl1 Biol Z202Z
Gorlich & KRutay Annu Rev Cell Dev Biol 1999



Importines et fonctions neuronales

N
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Cell Reports

Importin «5 Regulates Anxiety through MeCP2 and
Sphingosine Kinase 1

Wild-type

Gr—

Sphk1

A
@ S

PM PRE
e Synapse
S
S1PR PosT
MeCP2 (neuron-specific isoform) + Reduced Anxiety
DAPI (nucleus)
Panayotis et al. C=11 Reports 2018

Importin a3 regulates chronic pain pathways
in peripheral sensory neurons

Science

’B—{\
& ¢ c-Fos

QQ importin a3

Marvaldi, Panayotis =t al. Science 2020

Subcellular depletion of importin p1
impairs presynaptic local translation and spatial memory.

Wild type T
Hi | o -’:u. Waama
ippocampa e l Importin B1 local translation
Mossy Fibers provan varanion |, < 4 g8
Presynapse 20N
( e ) i ) 5
< i Active
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Post.

Importin 1 A3'UTR
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Axonal Localization
#f— &Translation Bl
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* sV sV
SV i Zone RRP
X Pre. i
CA3 dendrites [o
05 & B Agonal localization
(Postsynapse) J' o Local mansiation
® RRP sze
® Piesnaptic MF LTP
‘@ Spatial memary
Freund/Panayotis et al. Provisionally accepted

Role de I'importin a5 = ANXIETE
. via le transport de MeCP2
. dans les neurons de |'hippocampe

Role de I'importin a3 = DOULEUR
. via le transport de ¢c-FOS
. dans les neurones sensoriels (ganglions
dorsaux)

Impact de I'importin f1 = MEMOIRE SPATIALE
. ‘fibres moussues’ de I'hippocampe




1. Etude du comportement et de l'activité cérébrale aprés  Iadaszs
therapie géenique et modulation du transport nucléaire

- A o RT * shRNA validés pour réduire I'expression d’importine
e Mecp2-TIS8M e alpha5 (Panayotis et al, 2018 Cell Rep)

Cytoplasm

. 2’

* méme en cas de surexpression de MeCP2= souris
modele MDS (Freund et al, en preparation)

* Dual AAV (therapie génique et modulation du transport
avec AAV-PhP.eB)

& B .44  Braintissue

oo»

ab Brain tissue

Analyse du comportement (motricite, anxiété, interactions
sociales, mémoire..)

Mesure de 'activité cérébrale in vivo
(collab: Z Lenkei, Paris)

Traitement (veine caudale, microbulles, AAV-PhP.eB)




2. Impact des niveaux d’expression et de la localization de
MeCP2 sur la morphologie neuronale

Mouse Primary neuronal  Conditioned media Stainings
hippocampi culture + AAV Imaging . .

_ I X _ P — Culture de neurones hippocampiques de

-~ (€ N\ NN/ = B\ souris (MeCP2-T158M, R306C traitées

______________________ I el | Y N S NP apres thérapie genique ou therapie
~ N N q N\ i génique + modulation importine a5)
A Hippocampus (Pyr CA1) B Hippocampus (GCL) —— —— Sm———
L - PO DIV4-6 » DIV21

Marquages fluorescents = Analyse de la
taille de I'arborisation dendritique, du

nombre d’épines dendritiques.

Phalloidin-647

MAP2
mTagBFF‘2 (Alexa 568)

MeCP2-TG1
fimportin a5 KO

MeCP2-TG1
I e o o mm m mm m mm m mm m  mm m — —

Analyse de la morphologie neuronale sur
des cerveaux transparisés
(collab: M Oheim)

[l
[
&y
S . .. l




Acides aminés

Chaine
protéique en
croissance

Ribosome Meéthode “RiboTag” : Focus sur les mRNA préts a étre traduits en protéines.

= | Eluate for
_p{Exon ap[Exon 4 - Tissue =P Lysate =P Pull-down > = Senen
= s U -
€ C“’K»—)Exon 4 P eees 3
& bes N Pe——

ARNmM

Analysis Restricted to the mutation(s) ameliorated by the optimized gene therapy ONLY.
Vectors injected n (mice)

Breeding (MeCP2/Ribotag-Fl) Conditional activation of the Ribotag in neurons
N AAV-MeCP2 (GT) 5
*) *)»*) BAA\/—MeCPQ (GT) + shab 9
MeCP2-T158M-GFP MeCP2-T158M-GFP/ Neuron-spec AA\/ erT]FJty (Clrl GT) 5
MeCP2-RI06C-GFP Ribotag oo o AAV-empty (Ctrl GT) + shScr (Ctrlsh) 5
588 A» b
AAV empty (Ctrl GT) + shScr (Ctrlsh) 5

MeCP2-GFF  Ribota MeCP2-GFP/ Neuron-specific
Ribotag \ WTH bota ag



Objectifs du projet ReGeNeRETT

« AAV-driven synthetic gene cascade

Ici on ne joue pas sur le transport de MeCP2
On élabore un systeme synthétique “auto-régulé” pour maitriser la ré-expression de MECP2
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Raisons d’espérer ? Oui |

 Progres en thérapie génique impressionnants.

« Les efforts pour obtenir des systemes surs et optimisés sont considérables (vs. autres maladies rares).
« SynBio = perspectives sans précédent pour doser le transgéne.

« Pleins d’autres idées (édition, XClI, transport nucléaire, etc.).

Cependant, I'espoir n'est [égitime UNIQUEMENT SI:

« Préclinique associé a des données fondamentales solides ;

« Etude de modeéles pertinents (mutations spé, tests aussi chez femelles):;
« Partage des technologies (fUS/nouvelles capsides AAV) !

investissements en thérapie génique (tres colteux, peu de garantie de gain) dans le

c A I'heure actuelle, les investisseurs + gouvernements sont frileux sur les nouveaux
domaine des maladies rares (pas assez de patients).

C'est précisément parce que l'intérét des investissements industriels et/ou privés
fluctue au gré du vent que nous avons besoin que la recherche publique s’y investisse
dans l'intérét des patients.
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