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..qu’est ce que la “médecine régéenérative” ?

maladies dues
a une mort cellulaire inappropriée et massive :

1. déficiences immunitaires séveres
2. diabete

3. lésions de la moelle épiniere

4. démyélinisation des nerfs

5. maladie de parkinson

6. infarctus du myocarde ...



« médecine régéneérative »

...thérapie de remplacement
ou « rechange » des cellules manquantes...

...produites a partir de « cellules souches »
OU « progeénitrices »

... ou de cellules adultes différenciées !!!
(par « reprogrammation cellulaire »)

« THERAPIE CELLULAIRE »



Médecine Régénérative: deux approches

e génération ex vivo de cellules de remplacement obtenues a partir
de cellules souches dérivées du patient : moelle, cellules ES ou
cellules iPS
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...C’est quoi une cellule souche ?
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cellules indifférenciées ...

...y a-t-il des cellules souches chez I'adulte ?
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le potentiel de différenciation cellulaire
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...y a-t-il des cellules souches « adultes » ?

¢ "3 Haematopoietic
=, stem cell

Stromal
stem cell

...OUl: systéme de « réparation » du corps!



Des cellules souches indifférenciées et multipotentes
persistent dans I'organisme adulte
(grace aux divisions asymétriques)

Stem cells




Traitement des leucémies...
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...Il'y a des cellules souches aussi
dans le cordon ombilical et le placenta

...potentiellement utiles pour traites des maladies
genétiques



...et les cellules souches « embryonnaires »
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Obtention de cellules souches « embryonnaires » (ES cells)

zygote Fertilized ;

€99

Blastocyst

~5 jours de
développement

Inner cell mass

Culture in incubator



Les cellules souches « embryonnaires » (« cellules ES »)
sont PLURIPOTENTES

Blastocyst

Pancreatic islet calls  Hematopoletic cells Cardiomyocytes Neurons Hepatocytes

...mais on commence seulement a maitriser la facon de diriger
in vitro la différenciation des cellules souches...



organoides, embryoides et gastruloides

Un organoide est une version miniature et simplifiée d’'un organe, fabriquée in
vitro avec une “micro-anatomie”.

Un embryoide est ainsi une version d’'un embryon précoce (“blastoide”), et un
gastruloide est un modele in vitro d’'un embryon pendant la gastrulation.

lls sont issus de cellules souches embryonnaires (ESc) ou de cellules souches
pluripotentes induites (iPSC), ou autres cellules souches tissulaires,

qui peuvent s'auto-organiser en structures tridimensionnelles grace a leurs
capacités d'auto-renouvellement et de différenciation.
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vers une thérapie cellulaire du diabete

actuellement : transplantation d’ilots pancréatiques

en recherche biomédicale :
utilisation des cellules souches embryonnaires (“cellules ES”)
et surtout
des cellules souches pluripotentes induites (“cellules iPS”)




diabete :

polyurie associée a polydipsie

/ \

diabetes insipidus diabetes mellitus
défaut en ADH (vasopressine) : hyperglycémie; glycosurie

mauvaise réabsorption
de l'eau dans les reins

v

type |,
juvénile

type Il

déficience relative d’insuline
(épuisement de production) :

7 . \ . . 7 e 7 2 . .
“résistance a l'insuline”; obésité manque absolu d’insuline :

destruction des cellules

productrices d’insuline
(par le systeme immunitaire)

diabete gestationnel (grossesse) :
foetus de grande taille

Avec une composante géenétique :
MODY (diabetes monogéniques)
NEONATAL (sécrétion d’insuline inhibée)
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... Vers une thérapie cellulaire

pour traiter le diabete ?
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« CLONAGE THERAPEUTIQUE »
par transfert de noyau d’une cellule du corps du patient...

fécondation in vitro

(SC NT) ovule

spermatozoide N 7

zygote

extraction
du noyau du zygote (énucléation)

transfert du noyau
cellule , .
. d’une cellule du patient
du patient

N A

zygote cloné
a partir du patient
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A baby long-tailed macaque, named Zhong Zhong, is one of the first cloned monkeys.

ml\jlmonkeys cloned in China

Genetically identical animals promise improved models of human disease, but raise
concerns about reproductive cloning of humans.

BY DAVID CYRANOSKI

iologists in Shanghai, China, have
Bcrcalcd the first primates cloned with
a technique similar to the one used to
clone Dolly the sheep and nearly two dozen
other species. The method has failed to
produce live primates until now.
Researchers hope to use this revised
technique to develop populations of geneti-
cally identical primates to provide improved
animal models of human disorders, such as
cancer. The technology, described in Cell on
24 January (Z. Liu et al. Cell http://dx.doi.
org/10.1016/j.cell.2018.01.020; 2018), could

also be combined with gene-editing tools
such as CRISPR-Cas9 to create genetically
engineered primate-brain models of human
disorders, including Parkinson's disease.
“This paper really marks the beginning of a
new era for biomedical research,” says Xiong
Zhi-Qi, a neuroscientist who studies brain
disease at the Chinese Academy of Sciences
Institute of Neuroscience (ION) in Shanghai.
He was not involved in the cloning project.
But the achievement is also likely to raise
some concerns among scientists and the pub-
lic that the technique might be used to create
cloned humans, “Technically, there is no bar-
rier to human cloning,” says ION director

Mu-Ming Poo, who is a co-author of the study.
But ION is interested only in making cloned
non-human primates for research groups, says
Poo: “We want to produce genetically identical
monkeys. That is our only purpose.”

Primates have proved tricky to copy, despite
many attempts using the standard cloning
technique. In that method, the DNA of a donor
cell is injected into an egg that has had its own
genetic material removed.

ION researchers Sun Qiang and Liu Zhen
combined several techniques developed by
other groups to optimize the procedure. One
trick was to undo chemical modifications in the
DNA that occur when embryonic cells turn »

25 JANUARY 2018 VoL 553 NATURE 387
£ 2018 Macmilian Publishers Limited. part of Springer Nature. All rights reserved.
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by Somatic Cell Nuclear Transfer
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SUMMARY

Reprogramming somatic cells into pluripotent em-
bryonic stem cells (ESCs) by somatic cell nuclear
transfer (SCNT) has been envisioned as an approach
for generating patient-matched nuclear transfer (NT)-
ESCs for studies of disease mechanisms and for
developing specific therapies. Past attempts to pro-
duce human NT-ESCs have failed secondary to early
embryonic arrest of SCNT embryos. Here, we identi-

find mrarmatira Avid fram maiacis in huiman Aansudkas

cloning, the nature of reprogramming oocyte factors and their
mechanism of action remain largely unknown.

In humans, SCNT was envisioned as a means of generating
personalized embryonic stem cells from patients’ somatic cells,
which could be used to study disease mechanisms and ulti-
mately for cell-based therapies (Lanza et al., 1999; Yang et al.,
2007). However, the derivation of human nuclear transfer-em-
bryonic stem cells (NT-ESCs) has not been achieved despite
numerous attempts during the past decade. The roadblock
responsible for failure is early embryonic arrest of human
SCNT embryos precluding derivation of stable NT-ESCs. Typi-
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LETTER

Human oocytes reprogram adult somatic nuclei of a
type 1 diabetic to diploid pluripotent stem cells

Mitsutoshi Yamada'#, Bjarki Johannesson'#, Ido Sagi®, Lisa Cole Burnett®, Daniel H. Kort"”, Robert W. Prosser®”, Daniel Paull’,
Michael W. Nestor', Matthew Freeby?, Ellen Greenberg’, Robin S. Goland?, Rudolph L. Leibel®, Susan L. Solomon',
Nissim Benvenisty”, Mark V. Sauer®” & Dieter Egli’

doi:10.1038/nature13287

production de cellules hES a partir d’'un patient diabétique

(technique de clonage thérapeutique)



En théorie...

SCNT = transfert du noyau d’une cellule somatique du patient
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Generation of Functional Human (2014)
Pancreatic 3 Cells In Vitro
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Reversal of diabetes with insulin-producing cells
derived in vitro from human pluripotent stem cells

Alireza Rezanial, Jennifer E Bruin?, Payal Arora!, Allison Rubin!, Irina Batushansky!, Ali Asadi?,
Shannon O’Dwyer?, Nina Quiskamp?, Majid Mojibian?, Tobias Albrecht?, Yu Hsuan Carol Yang?,
James D Johnson?? & Timothy J Kieffer?3

Transplantation of pancreatic progenitors or insulin-secreting cells derived from human embryonic stem cells (hRESCs) has been
proposed as a therapy for diabetes. We describe a seven-stage protocol that efficiently converts hESCs into insulin-producing
cells. Stage (5) 7 cells expressed key markers of mature pancreatlt: heta t:ells mcludmg MAFA, and displayed glucose-stimulated
insulin secretion similar to that of human islets during s . aqracterization using single-cell
imaging and dynamic glucose stimulation assays revealqd 5|m|Iar|t|es but also notable dlfferenc between S7 insulin-secreting
cells and primary human beta cells. Nevertheless, S7 cqlls rapidly reversed diabetes in mice witlin 40 days, roughly four times
faster than pancreatic progenitors. Therefore, although {7 cells are not fully equivalent to maturp beta cells, their capacity for
glucose-responsive insulin secretion and rapid reversal of diabetes in vivo makes them a promising alternative to pancreatic
progenitor cells or cadaveric islets for the treatment of diabetes.




Making Personalized Stem Cells

Scientists report Wednesday that they have successfully cloned human embryos from a person's skin cells. Here's how they could eventually use
the technology to create new therapies for a patient.
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CLONAGE THERAPEUTIQUE
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Les cellules souches pluripotentes induites (/PS cells) sont des
cellules pluripotentes obtenues a partir de cellules somatiques adultes.

Elles permettent de contourner les problemes éthiques lies a la
production de cellules souches embryonnaires

(clonage d’embryons humains). < S
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La reprogrammation cellulaire vers |'état de non-différenciation
peut se faire
par effacement des marques epigenéetiques
et forcant I'expression de facteurs de transcription du développement
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Production de cellules iPS cells (cellules souches pluripotentes induites) :

par transfection (avec des retrovirus) de certains “stem cell-associated” genes dans des
cellules non pluripotentes (p.ex.. fibroblastes adultes): régulateurs de la transcription
comme Oct-3/4 (Pouf51), Nanog et Sox2, entre autres. Aprés 3—4 semaines, quelques-
unes parmi les cellules acquierent la morphologie et les traits biochimiques typiques des
cellules souches pluripotentes.
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~ Prize
@ ™~ ® in
a Physiology
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2012

A scheme of the generation of induced pluripotent stem (iPS) & S” e
cells. (1)Isclate and culture donor cells. (2)Transfect stem cell-

associated genes into the cells by viral vectors. Red cells indicate the

cells expressing the exogenous genes. (3)Harvest and culture the cells

according to ES cell culture, using mitotically inactivated feeder cells

(lightgray). (4)A small subset of the transfected cells become iPS cells

and generate ES-like colonies,

Shinya Yamanaka

=>» Nanog, Oct4 et Sox2 sont fortement exprimés dans I'épiblaste !!!



Pertinence clinique des cellules iPS. La technologie des cellules iPS a des applications
potentielles passionnantes dans la modélisation des maladies et la découverte de
médicaments. La thérapie de remplacement cellulaire avec des cellules saines dérivées de
cellules iPS est également un développement futur possible. Les mutations génétiques
peuvent étre ciblées par des approches de thérapie génique avant ou apres
reprogrammation.

- In vitro screen of drug candidates
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Cellules « iPS » (induced Pluripotent Stem Cells)
= cellules souches pluripotentes induites

par « reprogrammation » de cellules adultes différenciées !!!
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En 2006 (Yamanaka) ...pas besoin de produire
Prix Nobel en 2012 ! des embryons par clonage !!!
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Transplantation of chemically induced pluripotent
stem-cell-derived islets under abdominal anterior

rectus sheath in a type 1 diabetes patient

Wang et al., 2024, Cell 187, 6152-6164
October 31, 2024 © 2024 Elsevier Inc. All rights are reserved, including those

for text and data mining, Al training, and similar technologies.

https://doi.org/10.1016/].cell.2024.09.004
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1-Year Follow-Up

stem-cell-derived Isle'is

CiPSC-islets

Transplantation

Insulin independence from 75 days
post-transplantation

A
Sub-anterior rectus sheath I, | A"

———— LS o oo Yo

Decrease in glycated hemoglobin

Highlights

Chemically induced stem-cell-derived
islets were transplanted beneath the
abdominal anterior rectus sheath in one
patient with type 1 diabetes, resulting in
tolerable safety and promising
restoration of exogenous-insulin-
independent glycemic control at 1-year
follow-up.

¢ Patient-derived islets were generated with chemically

induced pluripotent stem cells

+« Transplantation of these islets to an abdominal site led to

engraftment in one patient

+ Exogenous insulin-independent glycemic control was

restored in the patient

+ All safety and efficacy clinical endpoints were met at 1-year

follow-up of the patient

[ 31 octobre 2024 ]




Autologous CiPS cells
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Regenerative Medicine for Diabetes

by generating surrogate cells, for cell replacement
(“ex vivo cell reprogramming”)
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...vers des nouvelles thérapies pour traiter la stérilité féminine...
via la production d’'ovocytes par reprogrammation cellulaire

Reconstitution in vitro of the entire cycle of the

| mousel|female germ line

Orie Hikabe'*, Nobuhiko Hamazaki', Go Nagamatsu', Yayoi Obata?, Yuji Hirao®, Norio Hamada'*, So Shimamoto!,
Takuya Imamura', Kinichi Nakashima', Mitinori Saitou®®"# & Katsuhiko Hayashil-?*

processes that confers totipotency to the egg'~. The reconstitution of
these events in vitro using pluripotent stem cells is a key achievement
in reproductive biology and regenerative medicine. Here we report
successful reconstitution in vifro of the entire process of oogenesis
from mouse pluripotent stem cells. Fully potent mature oocytes were
generated in culture from embryonic stem cells and from induced
pluripotent stem cells derived from both embryonic fibroblasts
and adult tail tip fibroblasts. Moreover, pluripotent stem cell
lines were re-derived from the eggs that were generated in vifro,
thereby reconstituting the full female germline cycle in a dish. This
culture system will provide a platform for elucidating the molecular
mechanisms underlying totipotency and the production of cocytes
f other mammalian species in culture.

uchve bl 15 Lo
reconstitute the entire nrocess of sametoeenesis in enlhire. Snecificallv

ﬁc female germ line undergoes a unique sequence ufdiﬂ'crmﬂah

the combination of media yielded a high number of primary cocytes
with a follicle structure in preliminary culture experiments ( Extended
Data Fig. 1a). To prevent multiple oocyte follicle formation such as
that seen frequently in culture (Extended Data Fig. 1b), we added the
oestrogen inhibitor ICI182780 to the culture”. The rOvaries were filled
throughout with follicle structures, each of which possesses a single
oocyte, in an ICI182780-dependent manner (Extended Data Fig, 1b, ).
During IVDi culture, BV, a marker of early PGCs'", was detectable at
3 days of culture, but became weak after one week of culture (Fig. 1b).
At two weelks of culture, BV disappeared and SC—a marker of both
oocytes and PGCs—became prominent in rOvaries, and at three weeks
of culture, a number of SC-positive primary oocytes were observed in
rOvaries (Fig. 1b). The close observation of IVDi revealed that clusters
of PGCLCs were formed by 5 days of culture and gradually fragmented
from 5 to 9 days, after which, follicles were formed around 11 days of
enlnire (Fxtended Data Fie. 221, Foxl 2. a functional marker of eranilosa
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Generation ofhuman|oogonia from induced pluripotent
stem cells in vitro

Chika Yamashiro"?, Kotaro Sasaki"?, Yukihiro Yabuta'?, Yoji Kojima"***, Tomonori Nakamura"?, Ikuhiro Okamoto"?, Shihori
Yokobayashi"**, Yusuke Murase"?, Yukiko Ishikura'?, Kenjiro Shirane®®, Hiroyuki Sasaki®®, Takuya Yamamoto®"7, Mitinori Saitou"***

Department of Anatomy and Cell Biology, Graduate School of Medicine, Kyoto University, Yoshida-Konoe-cho, Sakyo-ku, Kyoto 606-8501, Japan. 2JST, ERATO, Yoshida-
Konoe-cho, Sakyo-ku, Kyoto 606-8501, Japan. ®Institute for Integrated Cell-Material Sciences, Kyoto University, Yoshida-Ushinomiya-cho, Sakyo-ku, Kyoto 606-8501,
Japan. “Center for iPS Cell Research and Application, Kyoto University, 53 Kawahara-cho, Shogoin, Sakyo-ku, Kyoto 606-8507, Japan. °Division of Epigenomics, Medical
Institute of Bioregulation, and Epigenome Network Research Center, Kyushu University, Maidashi 3-1-1, Higashi-ku, Fukuoka 812-8582, Japan. °Graduate School of Medical
Sciences, Kyushu University, Maidashi 3-1-1, Higashi-ku, Fukuoka 812-8582, Japan. ’AMED-CREST, AMED, 1-7-1 Otemachi, Chiyoda-ku, Tokyo, 100-0004, Japan.

*Corresponding author. Email: saitou@anat2.med.kyoto-u.ac.jp

Human in vitro gametogenesis may transform reproductive medicine. Human pluripotent stem cells
(hPSCs) have been induced into primordial germ cell-like cells (hPGCLCs); however, further
differentiation to a mature germ cell has not been achieved. Here, we show that hPGCLCs differentiate
progressively into oogonia-like cells during a long-term in vitro culture (~four months) in xenogeneic
reconstituted ovaries with mouse embryonic ovarian somatic cells. The hPGCLC-derived oogonia display
hallmarks of epigenetic reprogramming, i.e., genome-wide DNA demethylation, imprint erasure, and
extinguishment of aberrant DNA methylation in hPSCs, and acquire an immediate precursory state for
meiotic recombination. Furthermore, the inactive X chromosome shows a progressive demethylation and
reactivation, albeit partially. These findings establish the germline competence of hPSCs and provide a
critical step toward human in vitro gametogenesis.
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ovules humains fécondables

Article https://doi.org/10.1038/s41467-025-63454-7

Induction of experimental cell division to crees

generate cells with reduced chromosome a partir de cellules de la peau
ploidy d’une femme gréce ala
Received: 27 February 2025 Nuria Marti Gutierrez', Aleksei Mikhalchenko', Maria Shishimorova', Daniel Frana', teC h n i q u e S C N T
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Crystal Van Dyken@®", Ying Li', Hong Ma', Amy Koski®", Dan Liang ®'%,
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Paula Amato™® & Shoukhrat Mitalipov®"

Depuis des années, des chercheurs travaillent a la création d'ovules pour les femmes qui
en sont dépourvues. Jusqu'a présent, leurs efforts se sont limités aux souris. Dans un
article recemment paru dans Nature Communications, une équipe de scientifiques
annonce avoir réussi.

En utilisant les noyaux des cellules cutanées avant le doublement chromosomique, puis en
les faisant se diviser prématurément une fois a l'intérieur des ovules, I'équipe du Dr
Mitalipov est parvenue a initier un nouveau type de division cellulaire, gu'ils appellent

mitoméiose. Ce processus force les noyaux, qui subiraient normalement une mitose, a

subir une division réductionnelle. lls ont ainsi créé 82 ovules issus du transfert nucléaire

de cellules somatiques (SCNT), qu'ils ont ensuite fécondés avec des spermatozoides.

Cing d'entre eux ont atteint le stade de blastocyste avant |'arrét de I'expérience.



génération d'embryons de souris avec deux génomes paternels (androgénotes)

Cell Stem Cell
Li et al., 2025, Cell Stem Cell 32, 361-374

Adult bi-paternal offspring generated through direct march 6, 2025 © 2025 The Authors. Published by Elsevier Inc.
modification of imprinted genes in mammals https://doi.org/10.1016/j.stem.2025.01.005

“En utilisant des embryons de souris “bipaternelles”, présentant de graves
anomalies d'empreinte génomique et non viables, nous avons introduit des
mutations et des modifications régulatrices au niveau de 20 loci clés soumis
a empreinte, obtenant ainsi le développement d'animaux adultes, malgré un
taux de survie relativement faible. Ces résultats démontrent que les
anomalies d'empreinte génomique constituent un obstacle majeur a la
reproduction unisexuée chez les mammiferes. De plus, cette approche peut
ameéliorer significativement le développement des cellules souches
embryonnaires et des animaux clonés, ouvrant des perspectives
prometteuses pour les progres de la médecine régénérative.”

CasQ/ngNA
transfectlon
e

Injectlng first Haploid Haploid ESCs Co injecting with Injecting into In utero development
Bi-paternal
sperm into androgenetic carrying imprinted second sperm into ESCs tetraploid with complemented
enucleated oocyte ESCs region deletions enucleated oocyte blastocyst placenta



La modification du génome “ a la carte ”, in vitro ou in vivo :
CRISPR/Cas9

Guide RNA
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Target specific
crRNA sequence
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mRNA



CRISPR / Cas9
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The era of human gene-editing may have
begun. Why that is worrying

A Chinese scientist claims to have edited the genomes of

twin baby girls le danger

de 'eugénisme !

Dec 1st 2018

la « science de I'amélioration des

lignées animales » appliquée aux
étres humains, sur le modele de
I’élevage sélectif des animaux
(Francis Galton, XIX¢ siecle)...

Psaitar Schrank

HUMANITY’'S POWER to control the four-letter code of life has advanced by leaps and
bounds. A new gene-editing technology called CRISPR-Cas9, which was not
discovered until 2012, has been the subject of particular excitement. It allows DNA to
be edited easily, raising hopes that it could eventually be used to relieve human
suffering. This week, however, CRISPR has caused more unease than optimism,
because of claims by a Chinese scientist that he edited the genomes of twin girls
when they were embryos, as part of IVF treatment.



2018: un chercheur chinois a utilisé CRISPR, de facon illégale, pour modifier le génome de
deux embryons, apres FIV. |l est en prison (... bon, il est ressorti maintenant !)

Il avait inactivé un gene (CCR5) pour conférer aux embryons une résistance au virus du SIDA.
Ces deux embryons sont devenus deux fillettes qui vont tres bien.

Apreés coup, on a découvert, avec des souris KO, que ce géne CCR5 est impliqué dans la
suppression (effacement) de la mémoire et dans la capacité des neurones a établir des
nouvelles connexions (synapses)...

HUMAN GENE EDITING

March 2015: Chinese researchers become the first to edit genes in a human embryo.

Chinese researcher claims birth of first
gene-edited babies — twin girls

June 2016: He Jiankui launches a project to edit genes in human embryos, with the goal of a live birth.

March 2017: He starts recruiting couples (each with an HIV-positive father) for the experiments.

By Associated Press Nov. 25, 2018 R

Early November 2018: Gene-edited twin girls are reportedly born, and a second pregnancy with a third gene-
edited embryo is established.

25-26 November 2018: The MIT Technology Review reveals the existence of the research programme; the
Associated Press quickly goes public with the story of the girls’ birth.

28 November 2018: He offers details about his work at a gene-editing summit in Hong Kong and is roundly
criticized.

November-December 2018: China’s National Health Commission orders an investigation into He’s work.
January 2019: He is censured by the Guangdong health ministry and fired from his university.
18 March 2019: A World Health Organization committee will meet to set guidelines for human gene editing.

= August 2019: Third gene-edited baby expected.




rétinite pigmentaire (maladie génétique de l'oeil -cécité)

In vivo genome editing via CRISPR/Cas9 mediated
homology-independent targeted integration

Keiichiro Suzuki'#, Yuji Tsunekawa®*, Reyna Hernandez-Benitez!**, Jun Wu'*#, Jie Zhu-®, Euiseok J. Kim’,

Fumiyuki Hatanaka', Mako Yamamoto!, Toshikazu Araoka'*, Zhe Li®, Masakazu Kurita', Tomoaki Hishida', Mo Li', Emi Aizawa’,
Shicheng Guo®, Song Chen®, April Goebl!, Rupa Devi Soligalla', Jing Qu®'?, Tingshuai Jiang®', Xin Fu®®, Maryam Jafari®,
Concepcion Rodriguez Esteban!, W, Travis Berggren'?, Jeronimo Lajara®, Estrella Nufiez - Delicado?, Pedro Guillen®*,

Josep M. Campistol, Fumio Matsuzaki?, Guang-Hui Liu'®%'617 Pierre Magistretti®, Kun Zhang®, Edward M. Callaway’,

Kang Zhang™®'%!% & Juan Carlos Izpisua Belmonte!

Targeted genome editing via engineered nucleases is an exciting
area of biomedical research and holds potential for clinical
applications. Despite rapid advances in the field, in vivo targeted
transgene integration is still infeasible because current tools are
inefficient’, especially for non-dividing cells, which compose most
adult tissues. This poses a barrier for uncovering fundamental
biological principles and develo treatments for a broad ra
genetic disorders”. Based on clustered regularly interspaced
short palindromic repeat/Cas9 (CRISPR/Cas9)** technology, here
we devise a homology-independent targeted integration (HITT)
strategy, which allows for robust DNA knock-in in both dividing
and non-dividing cells in vitro and, more importantly, in vivo
(for example, in neurons of postnatal mammals). As a proof of
concept of its therapeutic potential, we demonstrate the efficacy of
HITI in improving visual function using a rat model of the retinal
degeneration condition retinitis pigmentosa. The HITI method
presented here establishes new avenues for basic research and
Q{g:l&d gene therapies.

methods" using CRISPR/Cas9. To evaluate knock-in efficiencies
we generated a GFP-correction HEK293 line (Fig. 1a). The absolute
knock-in efficiencies via HDR, MME]-mediated targeted integration
(precise integration into target chromosome (PITCh)) I3 or NHE]-
mediated targeted integration (designated herein as homology-
independent targeted integration, or HITI) (Extended Data Fig. 1a),
were presented as percentages of GFP™ or mCherry™ cells (Fig. 1a, b).
e observed little to no knock-in events when using genome cut
ly (IRESmChery-0c) and donor DNA cut only (IRESmCherry-MC-
ramble) control donors (Fig. 1a, b and Extended Data Fig. 1b, c).
Notably, we observed higher knock-in efficiency with HITI donors
(IRESmCherry-1c, -2c and -MC; see below for definitions) than
ith an HDR donor (truncated GFP (tGFF) and IRESmCherry-
DR-0c), a PITCh donor (IRESmCherry-MH) or a HITI donor
ith homology arms (IRESmCherry-HDR-2c). Consistent
ith previous observations, inserted DNA devoid of bacterial
ckbone (IRESmCherry-2c and IRESmCherry-MC) resulted in

ss pronounced transgene silencing than DNA carrying bacterial
camsamecar [ TDECa i hasesr 12%  Retandad Tiata Bie 14 #1415

(1¢" décembre 2016)



Drépanocytose (anémie falciforme)

mutation sur un des genes codant I’lhémoglobine (un nucléotide du géne HBB, chaine 3 de ’hémoblogine A; chr. 11)

érythrocytes 8 e érythrocytes ‘
normaux A drépanocytaires

Des perspectives intéressantes grace aux outils d’edition du génome (tel le systeme
CRISPR-Cas9) :

I’idée est de les utiliser pour corriger directement la mutation responsable de la maladie,
ou pour modifier les régions régulatrices, en particulier au niveau du gene BCL11A,

afin d’inhiber la production de 'hémoglobine mutée au profit de I’'hémoglobine fcetale
dont le gene est réprimé deés la naissance.

Concretement, la mise en ceuvre de ces approches passe par le recueil de cellules souches
hématopoiétiques du patient, la réalisation de la modification génétique thérapeutique
(insertion du géne normal ou suppression d’'un gene régulateur de I’'hémoglobine feetale),
puis la réinjection des cellules modifiées dans 'organisme du patient apres
conditionnement (chimiothérapie myéloablative comme dans l'allogreffe).



https://www.institutimagine.org/fr/journee-mondiale-de-lutte-contre-la-drepanocytose-un-espoir-de-traitement-par-une-nouvelle-approche
https://www.institutimagine.org/fr/journee-mondiale-de-lutte-contre-la-drepanocytose-un-espoir-de-traitement-par-une-nouvelle-approche
https://www.institutimagine.org/fr/journee-mondiale-de-lutte-contre-la-drepanocytose-un-espoir-de-traitement-par-une-nouvelle-approche

génération de “chimeéres inter-espece” : porc / humain

chimére
porc / humain

morula de porc
transgénique

nuclear transfer

zygote

fibroblastes de porc de porc

modifiés génétiquement
(CRISPR) :

inactivation d’un gene
nécessaire pour le
développement d’un organe
(p.ex. : géne PDX1, requis pour
le développement du pancréas)

hiPSCs (dérivées du

patient, et modifiées
avec CRISPR)

pig with
humanized tissue

S )

Porc avec un organe
(le pancréas dans cet
exemple) dérivé des
cellules iPS humaines,
car elles possedent le
gene PDX1 fonctionnel

...il est possible de générer des chiméres porc/humain avec des cellules iPS humaines
injectées dans des blastocystes transgéniques de porc, pour produire des organes
“humanisés”..., c.-a-d. dérivés uniquement des cellules iPS humaines.




Meédecine Régénérative: deux approches

e génération ex vivo de cellules de remplacement obtenues a partir
de cellules souches dérivées du patient : moelle, cellules ES ou
cellules iPS

4 Cell replacement Skin punch 1

therapy biopsy
Patient
cellules
-
de remplacement e Q %\J \—'>-
dérivées du patient Cardiomyocyte Hepatocyte Neuron “-’

Skin fibroblasts
3 In vitro dlfferentlak ‘%programmlng 2
into diseased cell type

PS-IPS cells

e exploiter la capacité de régénération (intrinseque) de I'organe




L'étonnante capacité de régénération du foie...

le Titan Prométhée “Prometeo”, José de Ribera (1630)



Est-ce que le pancréas adulte peut
réegenérer de nouvelles cellules a insuline
apres les avoir perdues ?

(c.-a-d., comme chez les patients

diabétiques type 1)

=> REGENERATION ?



Comment étudier la régénération pancréatique ?

souris transgéniques

Comment rendre une souris
diabétique ?

Par élimination
des cellules B...

...en rendant uniguement les cellules B sensibles a une toxine,
dans une souris transgénique



Deux types d’expériences chez la souris:

- ablation ( = destruction) cellulaire

- tracage des lignages cellulaires

Modele Transgénique
d’ablation inductible et rapide des cellules B :

sans inflammation ou auto-immunité



ZYGOTE MURIN

Production de souris transgéniques par micro-
injection dans le zygote :

1. d’ADN (le « transgéne ») (intégration au hasard :
transgenése «classique»), ou mieux encore

2. de Cas9 + guide RNA + '/ADN a insérer

(intégration dirigée : souris «knock-in»)

B. Cas9 combines with sgRNA to
target corresponding DNA

A. Pronuclear injection of Cas9
and sgRNA

Mouse zygote

C. l Donor DNA

@“@

OVOUIL TIDVOV¢ OV GTIIDVI Ve

Indel - Frame Shift
mutation (Knockout)

Knock-In



injection

Souris / de toxine diphtérique

(DT)

O * » Pas d’effet

/\ "

Les souris sont
insensibles a DT

Souris o
injection de
transgenlque / toxine (DT)

A Mort des cellules a insuline

v

Les cellules B sont sensibles a (B)
DT




transgene: “RIP-DTR”

promoteur récepteur de la
du gene de l'insuline toxine diphtérique (DTR)

—> (human HB-EGF)

)



— + NICOTINAMIDE + H*

EEF2 + NAD* —-C ADP-RIBOSE-DIPHTHAMIDE-EF2

DTA
(toxine diphtérique) \

inhibition de la synthese de protéines:
mort cellulaire (apoptose)
— RIP> DTR |-

Glucagon
Somatostatine



Elimination des cellules 8

Cellules B sensibilisées

injection
de toxine
diphtérique
Cellules a insuline: 100% >0,1% !
Souris “saine” DIABETIQUE

Traitement: insuline | s

Ay



Destruction des cellules a insuline chez TO;“'"e
des Souris adultes | Souriceau | Adulte | Agée >

Aprés 15 jours 1 mois

10 mois

v
A 4

Cellules a

insuline: 1000/0 04% 12%

\&y

Réapparition progressive de nouvelles cellules a
insuline au cours du temps

...mais régénération lente et partielle



Quelle est I'origine

des nouvelles cellules a insuline?



souris transgéniques
Rapporteur Marqueur

ANLOMSL X PEE AN

gene cellule a
promoteur Cre 3
« bleu » du génedu recombinase (a glucagon)
inactif glucagon

souris doublement transgénique

cellule a

(a glucagon):
gene

rapporteur
activé

= £ =

Tous les descendants de la
cellule marquée sont marqués
aussi, de facon irréversible!




Les cellules a (a glucagon)
sont marquées irréversiblement (bleues)

llot de Langerhans ( = ilot pancréatique)



Marquage du lignage des cellules a glucagon

et ses descendants

injection de DT

nouvelles
cellules B

cellules 3
@ - régénérées

cellules a / ‘
(glucagon) ?



Origine des nouvelles cellules a insuline ?

Rapidement apres la destruction des cellules B: m—

Des cellules produisant simultanément de
I'insuline et du glucagon {

Nouvelles cellules a insuline

Traceur de cellules a

Les nouvelles cellules a insuline
sont des cellules a glucagon (a) reprogrammées naturellement !



Conclusion intermédiaire

Les cellules a glucagon (a) se convertissent en cellules a insuline
apres I'élimination quasi-totale des cellules B chez les souris adultes

Toxine

| Souriceau | Adulte | Agée >

Cette régénération n’est pas efficace:

seulement 2% cellules a glucagon se convertissent

Une bonne nouvelle:

Capacité de regénération préservée dans le temps

Les cellules a glucagon se convertissent
aussi chez les souris agées [ Souriceau_| Adulte T :>




L'insuline agit elle méme comme un frein constitutif qui restreint la
plasticité des cellules alpha.

Le maintien de l'identité cellulaire est un processus actif médié par
des signaux répressifs qui refrenent une tendance naturelle des
cellules a changer.



Qu’en est-il chez PHomme?

**lot humain : DIABETE type 2 DIABETE type 1

Cellules produisant de l'insuline Cellules produisant de insuline et
et du glucagon la somatostatine

Pourrait suggérer que des cellules humaines a (glucagon) et 6 (somatostatine)
se convertissent en cellules a insuline dans le diabéte de type 1 et 2

Observation surprenante:

Ablation du pancréas chez enfants (si tumeurs) => diabétiques ... redeviennent souvent normo-
glycémiques!
Régénération par conversion cellulaire ? a partir de cellules 8 ? (anaiogie / jeunes souris)



Qu’en est-il chez ’THomme?

Quelques rares cellules B persistent dans le pancréas
de patients humains avec un diabete de type |

depuis de nombreuses années:

e est-ce que ce sont des cellules B qui ont « échappé » au

systeme immunitaire (auto-immunité) ?

e est-ce qu’il s'agit de cellules B nouvellement formées

(c.-a-d. régénérées) ?



isolation et

purification
cellulaire
[ 4 o r a-cells

FI:\CS y-cells

ilots de donneurs
sains ou diabétiques

en culture (in vitro)
GFP DAPI

a-cell pseudoislet
|| Control (GFP) |

PM

les cellules non-beta humaines
reprogrammeées secretent de
I"insuline en réponse au glucose

(DAPI: marqueur de I'ADN des noyaux)

reprogrammation

induction
génique reaggrégation production
Vel 3 d’insuline ?
facteurs de

“pseudo-ilots” a .
cellules alpha fonct/onnelles ?

transplantation chez la souris (in vivo)

Engrafted pseudoislets (aPM)

GFP DAPI
. ‘ L

after 1 month

les cellules non-beta humaines qui
secretent de I'insuline en réponse au
glucose guérissent le diabete des
souris transplantées




Régénération du Pancréas Adulte

Le pancréas adulte des mammiferes a la capacité intrinseque de
régénérer des cellules a insuline nouvelles

apres leur perte totale.

Les cellules productrices de glucagon, de somatostatine et de polypeptide
pancréatique (les cellules « non-beta ») peuvent, dans des conditions
appropriées, se « reprogrammer » (convertir, « transdifférencier »)
naturellement

pour faire de l'insuline.

——> Plasticité Cellulaire
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