Quelles cellules souches ?

1. Cellules souches adultes et foetales

2. Cellules souches pluripotentes
« Cellules souches embryonnaires

« Cellules souches « reprogrammeées »

Pour quelles applications médicales ?

1. Remplacement de cellules malades : thérapie cellulaire

2. Découverte de nouveaux médicaments
3. Modélisation de maladies humaines



CS embryonnaires et foetales/adultes
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Diversité des cellules souches tissulaires adultes

Adapté de Nature 441, 1080, 2006
Turn-over cellulaire élevé

Potentiel de réegénération +++
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Cellules souches mésenchymateuses ???



Cellules souches utilisées en thérapeutique
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Cellules souches présentes dans le cordon ombilical

Greffe thérapeutique
- ———— (maladies hématologiques,
C e immunologiques) +++
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/ Cellules souches
hématopoiétiques
>40 ml .
Ostéoblastes, chondroblastes
cell musculaires ?
00 . ﬁ%ﬁ

Cellules souches
meésenchymateuses

Sang de cordon
Gelée de Wharton (conjonctif)

Déchet opératoire, prélevement facile, sans danger.

- Conservation dans des banques publiques autorisées et pour indication de
greffes allogéniques (indications hémato-immunologiques ++).

- Interdiction de conservation dans des banques privées pour une application
autologue (pour soi)




Des cellules souches particulieres : les cellules souches
mésenchymateuses
Intérét : roles immunomodulateur et anti-inflammatoire

Moelle osseuse Elimi ) Amplification dans des
imine cellules non-adhérentes . . .
milieux tres variés

Sang de cordon (hématopoiétiques) e
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&2 Populations
¥l hétérogénes ?
14 Non immortelles

Adhérence au plastique

Origine : cellules périvasculaires ?

Remplacement Roéle immunomodulation
progéniteurs osseux : Réle trophique

osteoblastes, (antiapoptotique, proangiogéniques,
chondroblastes anti-inflammatoire)

Utilité thérapeutique rare Utilité thérapeutique ++ Pas utilité thérapeutique



Exemples d’essais cliniques utilisant les cellules
souches mésenchymateuses

Réaction du greffon contre I’h6te
Maladie de Crohn

Sclérose en plagues

Accidents vasculaires cérébraux
Infarctus du myocarde

Gros dégats osseux

Pas d’essais cliniques ayant conclu a un bénéfice certain



Qu’est ce qu’une cellule souche pluripotente ?

Ce”UIGS souche adulte est « SpéCialiSée » CS pluripotente ala Capacité de donner
dans une voie tissulaire, ne peut pas donner naissance a tous les tissus

de cellules d’'un autre tissu
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Deux categories de cellules souches pluripotentes

Biopsie de peau
Globules blancs
Kératinocytes

Blastocyste préimplantatoire

Transfert de génes
pluripotents ou de
protéines

Destruction
du blastocyste

Lignées immortelles
de CS pluripotentes
ADULTES

Lignées immortelles
de CS pluripotentes
EMBRYONNAIRES




Totipotence et pluripotence embryon humain
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Etablissement de lignées de cellules souches
embryonnaires humaines

Morula Blastocyste In vivo
(embryon congelé)

Destruction
+ Facteurs de du blastocyste

croissance

pluripotentes

Lignées immortelles de
cellules souches

Couche de fibroblastes
embryonnaires de souris

Colonies de cellules
souches pluripotentes ES



Le processus de gastrulation

Préimplantatoire

J12-14

3 feuillets

Post-implantatoire ... ooes
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Syncytiotrophoblast

Epiblaste
Hypoblaste

Extraembryonic

Definitive mesoderm

yolk sac
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Cut edge of Buccopharyngeal membrane
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Wall of
yolk sac

B Hypoblast > Epiblast



HHMI, .
W Cellules germinales

Dérivés de I'ectoderme
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Production de cellules différenciées a partir de cellules
souches pluripotentes

Différenciation
>

48 heures 10-15 jours 30-60 jours

v

Formation de corps
embryonnaires

pluripotentes .

cellules ES pluripotentes —
+ cellules différenciées

100 % cellules
différenciées



Utilisation des cellules souches embryonnaires

1. Etablissement de plus de 600 lignées dans le monde

2. En recherche : Identification des réseaux de génes et de protéines qui
font gu’une cellule est une cellule souche pluripotente

3. Protocoles de différenciation permettant d’obtenir des cellules

spécialisées de tous les tissus a partir de CSEh
= Neurones, cardiomyocytes, hépatocytes, photorécepteurs, etc.

4. Premiers essais cliniques en cours



Problémes soulevés par 'utilisation de cellules
souches embryonnaires dans le domaine médical

1. Problemes éthiques +++ : destruction d’'embryons préimplantatoires
congus par FIV apres abandon du projet parental

2. Risques liés a ces cellules :
» Risque tumoral s'il reste des cellules souches dans le greffon

» Risque immunologique car on est en situation allogénique (mais on
peut traiter le risque de rejet par des immunosuppresseurs)
» Risque d’inefficacité du greffon

3. Difficulté de diffusion des lignées au secteur industriel



Cellules souches embryonnaires : Essai de phase | multi-centrique
Dystrophie héréditaire maculaire de type Stargardt’s et
dégénérescence maculaire liée a I’'age

Situation normale DMLA

Cross section of macula
Top view of eye . "Dry" Macular Degeneration

Cornea

U
N N
Cans == Optic Nerve

Front view
of healthy retina

Cone Cells s

W3st€ products build up under
Retinal Pigment Driisen _ ~tfie retina. Vision loss is gradual. Driisen
Epithelium

Macula

The Choroid

Optic Nerve
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o7 Injection sous-rétinienne de cellules de

I’épithélium rétinien pigmentaire

On commence a savoir différencier des N AP _
différenciées a partir de cellules souches

cellules pluripotentes en photorécepteurs et _
une greffe de ces photorécepteurs a embryonnaires
réecemment été bénéfique chez I'animal Envisagé en 2013 au Japon avec es iPS




Réparation cardiaque

Infarctus = destruction tissu
= inflammation

= Cicatrice fibreuse

= Ne se contracte pas

= Insuffisance cardiaque

Cellules musculaires
= cardiomyocytes

Pas de cellules souches + Vaisseaux sanguins

dans le coeur adulte

Pour réparer
Il faut apporter tous les constituants du tissu
Source de cardiomyocytes

+ Vascularisation

+ Innervation



Thérapie cellulaire de l'insuffisance cardiaque post-ischémie

Feuilles cellulaires
(cardiomyocytes issus de CSEh % cellules
mésenchymateuses)

Essai en 2013 ? (P Menasché)

Ischémie cardiaque
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La feuille est appliquée sur I'épicarde
recouverte par le péricarde ; les cellules
pénétrent jusqu’a la zone lésée.

Chen et al: Biomaterials in cardiac tissue engineering



Reconstitution d’un épiderme pluristratifié a partir de CSEh ou d’iPS

CSEh

40 jours

Kératinocytes

.HK,- y

(Nissan, Baldeschi, Lemaitre, Peschanski)

F:pidermes reconstitués in vitro

~—Stratum corneum —»
- Stratum granulosum »
——Stratum spinosum —

¥ <— Stratum basale —
~— Polycarbonate —» K-h€SC
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Implantation sur matrice insert

(équivalent derme)

Application
(essai clinique prévu, 2014)

-

Pansement transitoire pour
ulceres chroniques de jambes
chez les drépanocytaires

But : stimuler la réparation
par les CS endogenes

Ensemencement
sur matrice 3D

Greffe sur souris Analyse
immunodéficientes du greffon

A& . e

.

Kératinocytes Reconstitution 12 semaines
dérivés d'une peau de greffe
de cellules partielle
h&sC

Peau humaine
fonctionnelle



Deux categories de cellules souches pluripotentes

Biopsie de peau
Globules blancs
Kératinocytes

Blastocyste préimplantatoire

Transfert de génes
pluripotents ou de
protéines

Destruction
du blastocyste

Lignées immortelles
de CS pluripotentes
ADULTES

Lignées immortelles
de CS pluripotentes
EMBRYONNAIRES




Reprogrammation de cellules différenciées adultes en

cellules souches pluripotentes
Shinya Yamanaka, prix Nobel 2012 pour sa découverte de 2007

Fibroblastes de peau ou Reprogrammation
CD34 de sang compléete = iPS autonomes

proteéines (4) qui vont o avec facteurs de croissance, ceIIngs font former des
« reprogrammer » |'organisation du comme milieu de cellules colonies de cellules souches
noyau et induire I'expression de souches embryonnaires pluripotentes

genes pluripotents

> J30

Comment ? Via virus qui porte le
gene codant ce protéines, ou via
'ARN



Lignées de cellules souches pluripotentes adultes

Avec 10 000 cellules différenciées

- a
Fibroblastes de peau - . | >
Globules blancs = it :f
Cellules musculaires B e Tﬂ"*“"

Kératinocytes
(cheveu /peau)
Etc.

..... Nombre illimité de
cellules pluripotentes pour

‘ chaque individu

Cardiomyocytes Neurones Pancréas (endoderme)
(mésoderme) (ectoderme)

Différenciation en de
multiples cellules
tissulaires
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Différenciation de cellules souches pluripotentes iPS en neurones
du cortex

Beurones
glutamatergiques

vGlut1/Tuj1/DAPI

Enregistrement électrophysiologique " 200ms Nature Protocols, Shi et al, 2012



Génome et épigénome : comment se fait la reprogrammation

Les deux brins d’ADN — qui portent les génes - sont les mémes
dans toutes les cellules

Comment les cellules établissent-elles un programme différent ?
Par régulation épigénétique de I'expression des génes

.td‘h { :4."'.

DNA dogble helix

‘\‘ .J O r_t'.‘i \ i

9 B
Ve

Core of eight

. histone molecules 2

© 2001 Sinaver Associates, Inc




Organisation de la chromatine définit ’expression des génes

Configuration « ouverte » : les génes

peuvent s’exprimer

% ___» EXpression des genes

—

Cll

.

Molécule d’ADN entouré
autour des histones

Modifications chimique qui
D « ferment » la chromatine

O Modifications chimiques qui
’ « ferment » la chromatine
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Configuration « fermée » les génes ne

peuvent pas s’exprimer



Meéecanisme de la reprogrammation

Protéine pluripotente

Facteurs de pluripotence
forcés dans la cellule vont
réorganiser la molécule d’ADN
ARN
dans le noyau r RNA polymerase
II enzyme

La malécule d’ADN est
« libérée » et les génes
pluripotents s’expriment




Multiples technique de reprogrammation

Comment surexprimer dans la cellule les facteurs de reprogrammation (Oct4/Sox2/
myc/klf4, etc.)

~  Virus intégratif (ADN)

vAyg
<19Cv>4>

Séquence ADN Non intégratifs ?

efficacité 0,01 -1% Plasmides
( )] )
Adénovirus

Vecteurs épisomaux

Pa; d’APN \ ARN messager
(efficacité 0,1 a > 1) microARN

Protéines purifiées pluripotentes
Petites molécules chimiques induisant la reprogrammation




Caractéristiques des cellules reprogrammeées iPS

1. Aucune étape faisant intervenir un « embryon »: ce sont des cellules
adultes et non pas « embryonnaires »

2. Caractéristiques sont celles des cellules ES : autorenouvellement et
production nombre illimité de cellules pluripotentes (mais pas identité
stricte avec cell ES)

3. Toute cellule différenciée peut-étre « reprogrammée » en cellule souche

pluripotente (sauf neurone ?), qui pourra étre ensuite différenciée en de

nombreux tissus

Reprogrammation en iPS est facile

Mais efficacité faible (0,01 a 0,001 % des cellules sont reprogrammeées)

Reprogrammation de « 7 a 100 » ans mais plus efficace avec cellules

de sujets jeunes

o 0~



Quelles applications pour les cellules souches
pluripotentes de type iPS ?

1. Modélisation de maladies
2. Criblage de molécules a la recherche de futurs médicaments
3. Remplacement de cellules malades

Arrhythmic event

Disease modelling

Molecular mechanism
of the disease

| b Lo

‘} =) ‘ Reprogramming ‘ ‘ Differentiation ‘ —

!‘ @ V > % l/ > 6 O o = S

b Somatic cells iPS cells Specialized Drug screening

(unipotent) differentiated and discovery
cells ¢ —_—

y New drugs
Patient

Cell therapy?
Human preclinical
trials ‘in a tube’

Cardiac, neural,
liver toxicity tests

Nature Reviews | Molecular Cell Biology



Maladies humaines modélisées avec les iPS (liste non exhaustive)

Table 2 | Diseases modelled with iPS cells
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Deux exemples : syndrome de Rett et arythmie cardiaque

-f‘:{-SOXZ oH y CH,
HO N__cH, :
OCTELH':‘?:' MYC Embryoid bodies Y (’/X\E)\C”:

- HO CH, H OH
Retroilruses 0%8 Isoproierenol OO
& Reprogramming %Pifferentiation‘ - B-adrenergic stress . MJ\J\J\ Propanolol R Mjm

Skin fibroblasts ) Cardiomyocytes
(KCNQ1 mutation) iPS cells (KCNQ1 mutation)
(KCNQ1 mutation) Electrical activity in
single cardiac cells
Patient with LQT1
& SOX2 : i
ocuﬁ. ':(}f' Reduced glutamatergic Increased glutamatergic
KLF4 Embryoid bodies synapse number and synapse number and
X R MYC cell soma size cell soma size
Retroviruses N
l Further differentiation
e Reprogramming q Differentiation s #%\:8 weeks) e @ <
Skin fibroblasts .
(MECP2 mutation) iPS cells Neurons

(MECP2 mutation)  (MECP2 mutation) Glutamatergic neurons

(with synapses)

Patient with RTT

Nature Reviews | Molecular Cell Biology



Modélisation du syndrome de RETT

Le syndrome de Rett est une maladie d’origine génétique se traduisant par un trouble
grave du développement du systeme nerveux central. Du a une mutation du géne
MECP?2 situé sur le chromosome X.
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dendrite ® Jglutamatergic synapse dendritic
axon T electrophysiology Spane

Current Opinion in Neurobiclogy




Analyse des anomalies détectées sur les neurones différenciés a
partir d’iPS de Sd de Rett
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iPS : modélisation du syndrome du QT long

Le syndrome du QT long est une anomalie cardiaque familiale héréditaire responsable de désordres
du rythme cardiague exposant les personnes atteintes a des syncopes ou a la mort subite. Le
syndrome est d( a des défauts dans les structures cellulaires du muscle du coeur appelées canaux

ioniques, par mutation du gene d’un de ces canaux.
Oct4, kif4, sox2 + c-myc
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Modélisation de maladies hépatiques grace aux iPS

1. Différenciation hépatique normale de cellules iPS issues d’individus normaux

hIPSCs Endoderm Hepatocyte maturation
Day 0 Day 1 to Day 3 Day 4to Day 8 Day 9 to Day 25
CDM + Activin/FGF CDM + Activin/FGF/BMP4/Ly RPMI + Activin Maturation medium + HGF + OSM
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albumin

Glycogéne et LDL Sécrete albumine, métabolise drogues (C.P450)
Protrusions

L Vallier — J Clin Invest 2011



2. Modélisation et correction du déficit en alphal antitrypsine

Biopsie peau

3 patients avec A1AT
mutation homozygote (Glu342Lys)

B All AAT Polymeric AAT
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Présence d’agrégats d’alantitrypsine dans
les hépatocytes différenciées a partir d'iPS
des patients

A1ATD

Control

L. Vallier, Nature 2012
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Correction de la mutation dans le géne AAT
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Obstacles a l'utilisation prochaine des cellules iPS en thérapie
cellulaire

1. Incertitudes concernant les cellules

=" Mécanismes de reprogrammation incompletement compris et maitrisés
» Techniques de reprogrammation la plus efficace incompatible avec une
utilisation clinique (intégration virale = OGM)

= Stabilité génétique incertaine = risque tumoral

= Incertitude sur l'efficacité du processus de différenciation dans certains
lignages

= Tolérance immunologique (situation autologue irréaliste)

2. Probléemes liés a la transplantation des cellules

= Comment greffer les cellules (pbs de survie, de vascularisation, d’insertion
dans les réseaux cellulaires existants, etc.)

" Importance de la bio-ingénierie : reconstituer un « miniorgane » avec son
environnement



3. Probléemes « logistiques » et réglementaires

» Problémes logistiques liés a production d’'un produit répondant aux
normes réglementaires actuelles

» Questions économiques +++ : colt aujourd’hui insurmontable, et
pas de rentabilité pour les industriels qui seuls pourraient produire
ces cellules aux normes et pour une large application

= Possibilité de banques internationales ?

Quelles applications pourraient néanmoins étre possibles ?

» Production de cellules qui ne posent pas de risque : globules rouges ou
plaquettes ?

» Greffe dans un tissu facilement accessible (peau) ou immunotolérant
(rétine)

» Insertion séquence « suicide » dans les cellules



Production de globules rouges de culture

>
CD34+ de sang de
cordon ; ou apres ...3 semaines
différenciation de
@ cellules souches plus tard

embryonnaires ou

d’iPs 1

‘ ‘ &2 microenvironnement

I

Equipe Luc Douay, hopital Saint-Antoine



Production de globules rouges a partir de cellules
souches hématopoiétiques

Equipe Luc Douay, hopital Saint-Antoine

1 cellule CD34 sang cordon —» 20a50x106 GR
1 poche de sang de cordon —> 50 a 100 culots globulaires

En théorie, il faudrait 10 lignées iPS issues de sujets représentatifs des différentes groupes
sanguins pour pouvoir assurer une compatibilité a 'ensemble de la population francgaise..

MAIS : peu efficace a partir des iPS, et GR issus des iPS n’expriment QUE de I’Hb
foetale in vitro.



Cellules souches en thérapeutique

Modélisation de maladies
in vitro ou chez ’animal
I

Voo

Criblage librairies
petites molécules
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CS mésenchymateuses
(Support de greffe)

Cellules souches adultes
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Modélisation de maladies
in vitro ou chez I’animal
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CrycCe

INTERNATIONAL

Innovative Stem Cell Solutions

Blood B

anking

calus247 1-800-786-7235

O Have a question? Chat Live

Cryo-Cell en espariol

Our Service Vhy Choose Cryo-Cel Search our web site Q

 print Enrotiment Form ) | Requestrorms @) Girt Certificates ()

Bank your baby’s cord blood With (> g, erior quaiy
America’s Most-Established ') Best Value

i Compare
Family Cord Blood Bank ) comparc RSN

Since 1992, we've helped more than 215,000 clients
worldwide preserve their newborn's umbilical cord
blood for potential use against many diseases.
with cord blood banking, Cryo-Cell Cord Blood B
pioneering the way in research, toﬂndmoresolullmsb
stem cells in a noncontroversial way. Cord
blood is just the first step in new medical
advancements. You have a once-in-a-lifetime
opportunity to preserve your baby's cord blood, trust it A
to the experts at Cryo-Cell Cord Blood Bank .

TESTIMONIALS & @

Express Enroll Online Q
Request Information O
Refer Friends, Earn Cash! [5) W

ViaCord Pricing and Storage F

Enrolling with ViaCord is simple; we offer several convenient payment p
No payment is due until after the cord bloed is collected.

Pay in Full Pricing

Collection and Processing Fee $1,975

This fee covers the collection and processing of your baby's cord
blood.

Private Medical Courier Fee $150

This fee covers the transportation of your baby's cord blood from
your hospital room to our lab.

First year storage Fee* $125

This fee covers the first year of cryopreservation of your baby's
cord blood.

TOTAL First Year Fees $2.250



The World's Largest Clinical Experience in Fetal Stem Cell Transplantation
Stem Cell Treatment for Various Diseases And Conditions. Anti-Aging Treatment
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Conditions and diseases ~ Stem cell treatments, cell therapy, stem Testimonials for Fetal
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ALS Treatment in Kiev, Ukraine

Alzheimer's Disease
Welcome to EmCell!
Anemia

Anti-Aging Treatment Watch EmCell Arabic version
Arterial Hypertension
Cancer
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Eye Diseases

Idiopathic Encephalopathy
ischemic Heart Disease

Liver Diseases

P TN S



Communiqué de presse de La Société Francaise de Greffe de Moelle et
de thérapie cellulaire. APPEL A LA VIGILANCE SUR LES SOCIETES
PRIVEES INCITANT A LA CONSERVATION DE SANG DE CORDON A
VISEE AUTOLOGUE décembre 20009.

Du strict point de vue médical et scientifique, I'utilisation autologue, c'est-a-dire
pour le donneur lui-méme, est pour I'heure totalement inutile et rien ne laisse
penser que cela pourrait changer dans un futur méme lointain. Pour traiter une
leucémie, cela n’est d’aucune utilité ...[ ].

On fait miroiter aux parents qu’il serait possible a partir des cellules du sang
placentaire de générer des tissus pour remplacer ou réparer tel ou tel organe et
que cela sera plus facile a partir des cellules du sang placentaire autologue. Ceci
ne repose pas sur des bases scientifiques solides, les cellules d’intérét pour la
meédecine régenérative n’étant que peu ou pas présentes dans le sang placentaire.
De plus, il est désormais possible d'obtenir des tissus différents a partir de cellules
adultes sans avoir besoin d’aller chercher les cellules du sang placentaire.
Demandons clairement aux parents de refuser ces offres pour le moins
fallacieuses qui soulevent des espoirs quasi-inexistants. Les progres qui
permettent de soigner leurs enfants se sont faits et continuent de se faire sans ces
compagnies.



Essais cliniques en cours utilisant de cellules dérivées de CSEh

Traumatisme de
la moelle épiniere

Oligodendrocytes dérivés carii
de cellules ES 7-14 jours
apres le traumatisme ™

stabilitédu tronc

4 patients inclus

Arrét de I'essai pour raisons financieres

Geron corporation

Woracique

Essai de phase | multi-centrique

Dystrophie héréditaire maculaire de type Stargardt’s
et dégénérescence maculaire liée a I'age

Injection sous-rétinienne de cellules de
I’épithélium rétinien pigmentaire
différenciées a partir de cellules souches
embryonnaires

Advanced Cell Technology

2013 ? : insuffisance cardiaque post-ischémique (France, P Menasché)



Cellules iPS : induced pluripotent stem cells

(1) Fabuleux outil pour comprendre le contréle de l'identité
cellulaire

o~

N

On peut reprogrammer 'organisation épigéneétique et chromatinienne
d’'une cellule dans un état « différencié » vers un état « pluripotent » de
facon simple, reproductible par I'expression de 2 ou 3 facteurs clés.
Aucune étape faisant intervenir un « embryon »: ce sont des cellules
adultes et non pas « embryonnaires »

Caracteristiques sont celles des cellules ES : autorenouvellement et
production nombre illimité de cellules pluripotentes (mais pas identité
stricte avec cell ES)

Processus peu efficace (0,001% a 1% des cellules)

Reprogrammation de « 7 a 77 » ans mais plus efficace avec cellules de
sujets jeunes

Efficacité dépend stade ontogeénie des cellules (souches++, matures )
Plusieurs états de reprogrammation plus ou moins complets




Quelles applications dans le domaine médical ?

Application en thérapie cellulaire > 10 ans. Pourquoi ?

- Mécanismes de reprogrammation incompletement compris -
quelles conséquences pour la stabilité ?

- Absence actuelle de techniques de reprogrammation compatibles
avec une utilisation clinique

- Risques (instabilité, transformation)

- Compatibilité immunologique : théoriquement possible de dériver
des cellules autologues, mais improbable en pratique

Applications immédiates

1. Modeles de maladies : possibilité de dériver des cellules
pluripotentes a partir de cellules de patients (sans restriction d’'indications
comme pour les cellules ES issues du DPI). Ex : syndrome de Rett,
vieillissement préecoce Progeria syndrome (HGPS), syndrome QT long, maladies
meétaboliques hépatiques (déficit alpha1-antitrypsine, hypercholestéro- Iémie
familiale, glycogénose de type 1a), thalassémie (couplée a correction genétique),
etc.

2. Criblage pharmacologique



Bl Figure 2 Human pluripotent stem cells for cell-based therapy
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Les cellules ES différenciées fonctionnent-elles comme des cellules
adultes normales ?

.......
* .
. .
-

Développement physiologique : )
In vivo naissance < o -

{ Cellules
somatiques
adultes

- Différenciation|tres rapide
- Propriétés de gellules embryonnaires,

foetales ou adultes?

In vitro: Milieu artificiel N : ,
Cytokines - Fonctionnement chez I'adulte?

Cellules ES




