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DES CISEAUX MOLECULAIRES POUR LE
TRAITEMENT DE MALADIES GENETIQUES?




HTT COMME CIBLE THERAPEUTIQUE

Huntingtin protein

Huntingtin gene
aggregates

HTT mRNA
HTT
protein
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Bloquer la traduction
Ameéliorer I'élimination

mRNA: dégradation du transcript



LA REVOLUTION CRISPR-Cas9

Home / News & Opinion

US Companies Launch CRISPR Clinical Trial

The Germany-based study will test an ex vivo genome-editing therapy for the inherited
blood disorder B-thalassemia.

Trial could spark biomedical duel between Chinaand US.

24 NOV

2000

o
c
.Q
I
o
S
a
[os
o
i
-
=
e




e

Gene editing in clinical trials

In vivo delivery
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ARTICLES (2020)

medicine
Safety and feasibility of CRISPR-edited T cells

in patients with refractory non-small-cell lung
cancer

hitps://doi org/10.1038/541591-020-0840-5
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CRISPR-engineered T cells in patients with
refractory cancer
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Selon la base de données
ClinicalTrial.gov du National Institute
of Health, plus de 60 essais cliniques

sur I'extraction de genes sont
actuellement en cours



CRISPR-Cas9: comment ca marche ?




EDITION D’UN GENE
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Ran et al. (2013) Nat. Prot. 8: 2281-1308



STRATEGIES D'EDITION DU GENE HTT

WTallele

Merienne et al. (2017)
Preuve de principe de
I'inactivation in vivo de
I'allele HTT mutant et
WT
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Revisiter les
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inactivation de 'HTT
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Comment inactiver PHTT ?
— Cas9 ?f,'f}‘;@Jr Cas9
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THERAPIE GENIQUE : DU CONCEPT AUX
SYSTEMES D'ADMINISTRATION SOPHISTIQUES

Les virus sont congus pour délivrer
en toute sécurité n'importe quel
gene thérapeutique

Disease-causing viral genes Human therapeutic genes

saf

Strimvelis®, approved in May 2016:

Treat ADA-SCID by transplantation of autologous CD34+
cells transduced with a retro viral vector expressing
Adenosine Deaminase

! Luxturna®, approved Dec. 2017: Les vecteurs AAV et lentiviraux sont
Restore vision in people with rare inherited retinal disease HHY= A i
DM by a subretinal injection of AAV2 expressing working a les deux p|US utilises pour la theraple

copy of the RPEG5. génique
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Original virus Modified virus (can’t reproduce) Therapeutic viral vector




Inactivation du gene de la Huntingtine avec CRISPR-Cas9

Injection
(vecteur lentiviral)

Cerveau de souris

Cas9 4 semaines P
— >+ ) Analyse de I'edition de I'HTT
SgHTT
Edition de 'HTT Pathologie HD
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CRISPR-HTT®  CRISPR-GFPH

CRISPR-HTTE  CRISPR-GFPH

Merienne et al. (2017) Cell Reports 20: 2980-2991



L'EXPRESSION CONSTANTE ET A LONG TERME DE
CAS9 DANS LE CERVEAU?

anticorps contre Cas9
Immunité

préexistante

Staphylococcus Aureus

# Développer un systeme
d'édition transitoire du

génome

Clivage de
genes
indésirables

Merienne et al. (2017) Cell Reports 20: 2980-2991



KamiCas9: systeme d’auto-inactivation de I’édition

Promoteur faible(7sk)

SgHTT G

Cas9 inactivé
SgHTT ‘

7sk = promoteur faible

= PGK ’ Cas9 —

—_ ’ SgHTT 1 7SK’sgCasQ PGK } mCherry =

o/ N\

K]

>

2

£

—_— Cas9 (]
-
(e}

—

Q.

"sgRNAlevel

Merienne et al. (2017) Cell Reports 20: 2980-2991



KamiCas9: systeme d’auto-inactivation de lI'édition
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Merienne et al. (2017) Cell Reports 20: 2980-2991
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EDITION GENIQUE OPTIMISEE DE
DEUXIEME GENERATION POUR LE CNS

Injection Aav2iTR - U6  [ISBGEBSE AAv2ITR

stéréotaxique

aav2irr - EFs RSSO ["STARGVAY  Aav2 TR

4 Drd2-GFP Ctr - Drd2-GFP sgGFP

Regio et al. unpublished Souris heterozygotes



Edition de PHTT dans le striatum: AAV2/1
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TIDE analysis: 4 weeks post-injection

PAAV2ss-EFS-myc-nls-spCas9-nls-synA+

PAAV2ss-U6-sgHTT51 mouse-CMV-GFP
MS-S14-2020 SR-502-2020



Efficacité d’édition dans le striatum

Striatum

AAV2/1: neuronal

Cellules transduites(100% eficacy):
1,4 x 10° (50,8% of all cells)

* 4

Edition de 'HTT: 42,0+4,3%
Neurones: 1,4 x 10 (50,8%)

Astrocytes: 2,38 x 10°(8,25% . L,
Toutesyltes cellules: 2 8(8 y 106) mm) correspond a une efficacité
C de 82,5% dans les cellules

traitées

https://bbp.epfl.ch/nexus/cell-atlas/?v=v2&std=1



CIBLER LE CIRCUIT CEREBRAL
AFFECTE PAR LA MH

AAV2retro-CBA-GFP
A ’ ' 4 . '

MS-S10-2021



VERS L'EDITION SPECIFIQUE DE L’HTT MUTEE:
Polymorphismes d'ADN associés a la MH

Canadian Caucasian HD Canadian Caucasian Control
B

o= 20 Patients MH ont des ancétres
communs

\ 4

Des groupes de polymorphismes
nucléotidiques simples (SNP)
définissent différents haplotypes

’ =) Discrimination entre les
alleles HTT WT et mutants

a l'aide de SNP

Vachey et al. (2018)



Combiner deux sgRNASs pour induire une
délétion du promoteur/exon 1 HTT
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PCR: HTT deletion



U) NOVARTIS ' .__\ W
B

‘-n
msuluulu M isch-biologische Forschung
5w1ssTransMed
esea

SNF

... RN

(L,
AFMTELETHON | 7 @

T stveT mawor €U0Stars™ ‘
Oaddgene KamiCas9 i, ARGEEL e
The nonprofit plasmid repository  plasmids ' S % ¥ ik - Tp I gess'ng -
. A Catherine Pythoud
W EEREY

Alexia B0oIzZOo

Lucas Herrgott
Sylvain Moser
Gabriel Vachey
Sara regio
Fabio Duarte

— — = ' - l
rUmversﬂy/of Lausanne, Switzerland ~ 4 v . b g
‘Laboratory of Neur0|mmunology - ',’f", 1-Stem, Evry France

¢

@ a 'Anselme Perrier

Rer]_aud du Pasquier.. -

N o Mt s + 4




