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Ataxie de Friedreich

Maladie héréditaire
Transmission récessive

Liée au chromosome 9

Due a une mutation du gene de la frataxine
® protéine mitochondriale




Mutation du gene de la frataxine
dans |'ataxie de Friedreich
dans un intron

Mutation connue depuis 15 ans

Normalement 6 a 34 répeétitions GAA dans l’'intron
1 du gene de la frataxine

Chez les patients 150 a 1700 répétions GAA

La mutation entraine une diminution de la
protéines frataxine



Thérapies possibles pour
I’Ataxie de Friedreich

® But: augmenter la concentration de la
protéine frataxine dans les cellules

® 1) Administration systémique de la protéine frataxine

e 2) Administration systémique d’un protéine TALE

® 3) Administrer un AAV codant pour la frataxine




1) Administration
systémique de la protéine
frataxine



La protéine Frataxine

® |a frataxine est formée de 190 acides aminés

® Chez les patients
® proteine n’est pas changée
® mais elle est moins abondante

e Repeétition plus longue de GAA
® Moins de frataxine
® | a maladie débute chez des patients plus jeunes




Purification de 6 XHis-Tat-frataxine

— Protéines
P_rotelnes qui sortent || Frataxine éluee

aoutees a || o, Iavage de la colonne
la colonne .




Expérience avec des cellules
provenant d’'une souris modele du Dr Puccio

Production de frataxine
Gene de la frataxine avec un codon stop (en rouge)

Gene de la frataxine avec une séquence entre 2 LoxP

Pas de production de frataxine Cre-recombinase

Gene de la frataxine avec un codon stop

Gene de la frataxine avec 1 LoxP
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Cellules qui produisent Cellules qui ne produisent
la frataxine pas la frataxine

Cellules qui ne produisent  Cellules qui ne produisent Cellules qui ne produisent
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HMG Advance Access published November 23, 2011

A TAT-Frataxin fusion protein increases lifespan and cardiac function

in a conditional Friedreich’s Ataxia mouse model.

Une protéine Tat-Frataxine augmente la vie et la fonction cardiaque
d’'une souris modele conditionnelle de I’Ataxie de Friedreich.
Piyush M. Vyas', Wendy J. Tomamichel', P. Melanie Pride’, Clifford M. Babbey’,

Qiujuan Wangl, Jennifer Mercier’, Elizabeth M. Martin', and R. Mark Paynel*

'Riley Heart Research Center, Wells Center for Pediatric Research, Indiana University
School of Medicine, Indianapolis, IN, 46202. *Wake Forest University School of

Medicine, Winston-Salem, NC, 27157.



La Tat-frataxine prolonge la vie de souris
modeles de I'Ataxie de Friedreich.
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® | es resultats obtenus par les
Drs. Payne et moi étaient tres
encourageants.




Nouveaux réesultats chez la
SOurIs

® |a protéine frataxine a été administree a quelques
souris

® La protéine pénetre bien dans les muscles et le coeur

® Mais pas d'évidence qu’elle pénetre dans le coeur!




2) Administration
systémique d’un proteine
TALE



TALE

® Administration systémique d’un protéine TALE
® ciblant le promoteur de la frataxine

® couplée a un peptide permettant la pénétration
cellulaire

® (Tat or Pep-1)

® couplée a un domaine d’activation de la
transcription (VP64)




Les protéeines TALEsS
s’attachent de facon spécifique
a une sequence d’ADN




Les protéeines TALEs
contiennent des réepetitions de

34 acides aminés
2 acides aminés déterminent le nucléotide

34 aa repeats NLS AD NG = T
|
NH,~ i L 0ooH HD = C
_______________ NI =A
LTPEQVVAIASNGGGKQALETVQRLLPVLCQAHG = G or A



Induction de I'expression
d'un gene

® Les proteines TALEs peuvent s’attacher a une
sequence spécifique d’ADN

® On peut les utiliser pour induire ’expression d’un
gene
® en les fusionnant avec un domaine d’activation de la
transcription
* VP64

® pb65




Utilisation d’une protéine TALE
pour Iinduire I'expression d’un

el

TALE-TF

gene.

Gene d'intérét




12 genes codant pour des TALEs
s’attachant au promoteur du gene
de |la frataxine humaine

Séquences des nucleotides dans le promoteur de la frataxine

180 -170 SRF
TTTGCACAAAGCAGOGCTCTCCATTT

-150 -140 - 130 -120 TALE 8 -100
TTSTTAAATG CAC uﬂﬁTﬂuTu(TﬂﬂG(TEGG AAGTTCTICCTGAG GTETAACCTCTAGCT

_ap o TFAPZ_ 60 50 40
GCTCCCCCAC l'-"-ul'—"-l'—"-u.l‘-"-GTG CCTES CGGCC.I‘-"-GTGGI:El'-"-((l'—"-GGGGTEGEE CAGUACCCAGE

(]

-30 SP1 -20 -10 -1+1
GCTGGAG GGG GAGLGE GCGG CAG ANMNNNNNNHNNNN ATGE TGE ACT e e

Site d'attachement de la TALE ; # 8 et de 3 facteurs de transcription

TFAP2 transcription factor activating enhancer binding protein 2
SRF: serum response factor,
SP1: specific protein-1



Plasmide produisant |la protéine TALE
et le EGFP (protéine fluorescente verte)

VP64 PolyA
EF-1a NLS | 2A EGFP signal
Région des repétitions
""-u_-'- 1 — | i

TALE 2-9 tgaggtctaacctc Séquence de nucléotides ciblée
NN MINMN NN NGHD NG NINIHD HD NG

TALE 10-4 tgsgaagttcttcc Séquence de nucléotides ciblée

NN NMNMNMININN NGNG HD NG NG HD



Lorsque les cellules sont vertes ca veut
dire que la TALE et le EGFP sont produits

TALE,q et EGPF

Controle négatif
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Induction de I'expression de
mCherry par une proteine TALE

VP64 PolyA
EF-1a Répétitions NLS | | 2A EGFP signal

Plasmide l\ >| nvﬂlfalblllefmu \I\ .
TALE

0 1 2 3 & B 6 8 9 10 11 12 12.5

7
NI HD NI HD NG HD NI HD NG NI NG NI .
T A C G A CTOC AU CTA ATA Plasmides TALE +reporteur

Plasmide reporteur /]1‘?*?

Promoteur de la minCMV mCherry Pply A
frataxine } signal

Plasmide reporteur seul



Expression
de 'EGFP
présent dans
le plasmide
TALE

Contraste
de phase

Expression
du gene
reporteur

MCHERRY

TALE, g seule TALE, o treporteur




Nous avons fait 12 TALES ciblant différentes séquences
dans le promoteur de la frataxine

Les TALES qui fonctionnent le plus
Induisent plus de mCherry

~ position ) bI rouge/ve
Tale # ciblée sequence ciblee RVD rouge vert ot

tcectt ca

1 518 ggstcagg HD HD HD NG NG NN NN NN NG HD NI NG NN 5530 37800 015
tcctggttgeactc

9 91.34 gatig HD HD NG NN NN NG NG NN HD NI HD NG HD 5489 20404 0.27
tggttgcactccgt

3 24-37 NN NN NG NG NN HD NI HD NG ND HD NN 6652 28642 0.23
tgctttgcacaaa

4 37-50 gctg g NN HD NG NG NG NN HD NI HD NI NI NI NN 7636 38856 0.20
tgcacgaatagtgc

5 73.86 gcacg gig NN HD NI HD NN NI NI NG NI NN NG NN HD 6923 62983 011
tagtgctaagctgg NI NN NG NN HD NG NI NI NN HD NG NN

6 81-94 — 7663 19852 0.39
tgggaagttcttcc

; 92-105 888aag NN HD NG HD HD HD HD HD NI HD NI NN NI 5509 10237 0.54
tcctgaggtctaac

8 103-116 HD HD NG NN NI NN NN NG HD NG NI NI 4909 16621 0.30
tgaggtctaacctc

9 106-119 NN NI NN NN NG HD NG NI NI HD HD NG 8159 38178 0.21
tgctcccccacaga

10 124137 g g NN HD NG HD HD HD HD HD NI HD NI NN NI 4865 39668 012
tggccacca t

1 155-168 88 geeg NN NN HD HD NI HD HD HD NI NN NN NN NN NG 7150 70769 0.10
tcgccgeageacce

12 168-181 geegeag HD NN HD HD NN HD NI NN HD NI HD HD HD 4630 61567 0.08




Plasmide pour exprimer la
protéine TALE pesdans les

pCR 3.1

CcMV

—>

cellules
VP64
13 RVDs NLSl STOP
Wy
[TTTTTTTTTT TR [ ocw 3.1
TALE,.., PolyA

signal



Augmentation de I’”ARNm de la frataxine (exon 1)
iInduite dans des cellules 293FT
par différentes TALE, ,-VP64

Quantification par qRT-PCR

Frat/HPRT Frat/ Frat/GAPD Frat/
TALE # 1 T G6PD T H T 18S 7
1 1.0 1.0 1.7 0.9
3 1.6 1.3 1.1 1.4
4 1.4 1.3 1.6 1.0
5 1.3 1.3 2.0 1.1
6 1.1 1.2 1.4 1.3
8 1.8 13 3.1 1.7
9 1.3 1.3 15 1.1




Augmentation de I’”ARNmM de la frataxine (exon 1)

Induite dans des fibroblastes d’un patient
Friedreich par la meilleure TALE, -VP64

Induction de 1.9 a 3.0 de I'expression de TARNm de la frataxine

Induction de I'exon 1 de la frataxine

FXN/HPRT1 | FXN/GAPDH |FXN/18SRNA
Cellules Freidreich non traitées 1 1 1
Cellules Freidreich traitées avec TALE#8 2.1 2.6 3
Cellules Freidreich traitées avec TALE#8 2 2.6 2.1
| Cellules Freidreich traitées avec TALE#8 1.9 2.3 2.7

GMO04078 Coriell 541 and 420 GAA repeats




Augmentation de I’”ARNmM de la frataxine (exon 5)
Induite dans des fibroblastes d’un patient
Friedreich par la meilleure TALEE,,-VP64

Augmentation de 1.3 a 2.0 fois TARNm de la frataxine

| HPRT1 185

Cellules Friedreich non traitées 1.02 1.1 1.08
Cellules Friedreich non traitées 0.98 0.89 0.92

~ Cellules Freidreich traitées avec TALE#8 14 1.67 2.05
Cellules Freidreich traitées avec TALE#3 1.38 1.71 1.69

~ Cellules Freidreich traitées avec TALE#8 1.28 1.41 1.94




Détection de la protéine frataxine
60 heures apres la nucléofection dans les cellules
d'un patient Friedreich d’un plasmide codant pour une
TALE-VP64 s’attachant au promoter de la frataxine

Augmentation d’environ 2 fois de la protéine frataxine
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Purification de la protéine
6XHis-Tat-TALEE, . vpss

sur une colonne de nickel
1 2 3 4

250 kD

100 TALE

: 50
1: Marqueur de poids

2: Extrait bactérien sans
Induction

3: Extrait bactérien apres
induction avec IPTG

4: Eluat de la colonne de
nickel avec 250 mM
'imidazole



Immunobuvardage de type Western
avec un anticorps anti-6His
6XHis-Tat-TALEE, . vpes

1 2
100 kD iy

1) Extrait soluble des bactéries apres induction
2) Elution de la colonne de nickel avec 250 mM NPI



Conclusions sur les TALEs

® Les plasmides codant pour des proteines TALEs ciblant le
promoteur de la frataxine.

® Ces TALEs augmentent I'expression de la frataxine.

® Nous avons produit et purifier des proteines TALEs couplées
a un peptide (Tat) permettant la pénétration cellulaire.

® |l nous reste a déterminer si ces protéines TALEs peuvent
penetrer dans les cellules in vitro et dans des souris
modeles et augmenter I'expression de frataxine ce qui serait
un traitement pour I’Ataxie de Friedreich.

® Nous essayons aussi actuellement cing autres
domaines d’activation de la transcription plutdt que
VP64




3) Administrer un AAV
codant pour la frataxine



Virus Associé a l’Adénovirus
(AAV)




Virus Associé a l’Adénovirus

Actuellement le virus le plus populaire
Seulement 25 nm de diametre
ADN linéaire simple brin (4.7 kb)

2 terminaux repétitifs
® |nverted Terminal Repeats (ITR 145 bp)
® Origine de replication

Contient 7 genes:

® Rep: 4 genes pour la réplication et
I”Intégration

® Cap: 3 proteines de structure



Virus Associé a l’Adénovirus

Plus de 100 sérotypes
® AAV? étalit le plus utilise
® AAVS et AAV9I maintenant tres utilises

Naturellement non-replicatif
® Non pathogénique

Neécessite un autre virus pour sa production

® Adenovirus, Herpes ou vaccinia
® QOu I’expression de Ela, E1b, E2a, E4 et VAL



Virus Associé a l’Adénovirus

Insert seulement 4.7 kb

® [ orsque les genes Cap et Rep sont enleves
® Peut contenir seulement la micro-dystrophine

Le transgene demeure episomal
Induire une reponse immune
Anticorps pre-existants pour AAV?2

® Yuasa et al Gene Ther 2002
® Clinical trial of Aviagen for factor X halted

Peu de personnes ont des anticorps
® contre AAVS et AAV9



Infection systemique des muscles avec un

AAV6 codant pour la B-Galactosidase
Gregorevic et al. Nat. Med. 10, 828, 2004.

AAV seul




Réponse immune chez les chiens
avec AAV2 et AAV6

Wang et al Hum Gene Ther 2007

AAV?2 et AAV6 induisent de fortes reponses
Immunes
® Quelque solit

le transgene

la spécificité du promoteur

le muscle injecté

la méthode de purification

La réponse immune est due aux proteines de la
capside



Essai clinique de AAV micro-
dystrophine

Dr Mendell
® N Engl J Med. 2010 Oct 7;363(15):1429-37.

Aucun succes du a la reponse immune



Rétablissement de I'audition
chez des souris modeles avec
un AAV1 codant pour VGLUT3

Rétablissement de I’expression de ce
gene dans des cellules de 'oreille
Interne

Rétablissement de la fonction auditive
® Akil Neuron75, 283, 2012



Application clinique de PAAV
(1)

Maguire NEJM 2008

Amaurose congenitale de Leber

® maladies hereditaires menant a la perte de la vue
® causées par des mutations de la rétine

® spécifiguement le gene de la protéine de 65-kDa (RPEG5)

AAV carrying RPEG5 cDNA
® |njection sous la rétine

Amélioration modeste de la fonction de la retine



Application clinique de PAAV
(2)

Bennett Sci Transl Med-2012

Amaurose congenitale de Leber

2e adminjstration de I’AAV dans I’ oell
contralateral

® 1.7 a 3.3 years after 15t injection
3 patients

Ré-administration est secure et efficace
® Pas de réponse Immune



Application clinique de ’AAYV (3)

Nathwani NEJM 2011 (landmark article)
Hemophilia B, une maladie liée au X
AAVS8 codant pour le Facteur IX

Injection dans une veine chez 6 patients
® 2 X 10142 X 102 par kg

Immunosuppression avec la prednisone
® pour 2 patients

Suivi de 6 a 16 mois

FIX exprimé de 2 a 11% du niveau normal
® pour tous les participants.

4 patients n’ont plus besoin de facteur X |



Thérapie genigue pour
I’Ataxie de Friedreich avec un
AAV9 codant pour la frataxine

Administration
de 'AAV

to Cellule
au patient -

Geéne AAV Gene

Gene :
de la contenant le b produit la
frataxine géne de la | proteins proteine

frataxine frataxine |




Avantage et inconvenients

Avantage:
® —permanent treatment

Inconveénients
® —réponse immune potentielle contre virus

® —risque possible de mutagenese par
Insertion



Expérience avec les souris conditionnellement
KO obtenues du Dr Puccio

Frataxine est produite
Gene frataxine avec un codon d’arrét

Gene frataxine avec une séquence entre 2 LoxP

_ _ Cre-recombinase
Frataxine n’est pas produite

Gene frataxine avec un codon d’arrét

Gene frataxine avec un LoxP and un codon d’arrét



Situation actuelle

Dans mon groupe de recherche:
® AAV9 codant pour la frataxine déja fait

Injection dans une souris modele (NSE-Cre)
® Previent le développement de symptomes
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Examen par échographie
cardiaque

e A date 10 souris traitées avec le AAV-frataxine

®* Amelioration de la fonction cardiaque

® avec Dr. Marie Arsenault (cardiologue)
® mais elle n’est pas normale!




Dr. Puccio résultats récents

Dans le laboratoire du Dr Puccio:
® En mai 2012 (Congres de FARA)

Résultats tres encourageants

dans une autre souris modele (MCK-
Cre)

prévention des symptomes

renversement des symptomes
cardiaques existants



Conclusions

® Mon groupe de recherche continue d’explorer ces 3
thérapies possibles

¢ Chacune d’entre elles a des avantages et des
iInconvenients




