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DIFFERENCIATION: LA




Différenciation: irréversible?

o Diagramme de
Waddington

Waddington, C. H., 1956, Principles of Embryology, op. cit., p. 412
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Différenciation: irréversible?

o La différentiation est
médiée par:
o Réseaux de facteurs
de transcription

Waddington, C. H., 1956, Principles of Embryology, op. cit., p. 412
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Différenciation: irréversible?

o La différentiation est
médiée par:
o Réseaux de facteurs de
transcription

o Meéthylation de 'ADN,
Modification des
histones (Epigénome)

o mIiRNA, Inc RNA

Waddington, C. H., 1956, Principles of Embryology, op. cit., p. 412

I I FACULTEH n



Différenciation: irréversible?
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Waddington, C. H., 1956, Principles of Embryology, op. cit., p. 412




Différenciation: irréversible?

o La différenciation est
irréversible

o Exceptions:
o Régénération
o Meétaplasie
o Cancers

RS o
gk
. .

- o A T
‘.= Macrophage " ) " V|
s PRAGE | pancreas » -\
\ 1] -
i 11 Exo — ' ~r

Fibroblaste Neurone

: :
e !' 1| ‘l ' Pancreas
1 115 3 » RN lakitiab Endo

Waddington, C. H., 1956, Principles of Embryology, op. cit., p. 412




Différenciation: irréversible?

o Peut-on reverser la
différenciation? e
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Les dyskinésies ciliaires primitives (DCP)

o Pathologies génétiques rares (1/10 000) D —
o Dysfonctionnement ciliaire
o Hétérogene : > 35 genes
. . . . NCSB’C&V"Y ‘ : "l
o > stase du mucus, infections respiratoires ;ﬂdm"m- —\ Middle
. . rachea ; ' & ear
chroniques, destruction des bronches, (windpipe) —=
L2 Bronchial
déces Shar

Collaboration avec le Département
Pneumologie et Addictologie
Pr Arnaud Bourdin

g m o _ or
fertility problems
| (male and female) ||




Echec des aérosols de thérapie génique

o Dans |la
mucoviscidose, échec '3
des essais cliniques i

par aérosol -

oo

iy Mucus

o Accessibilité petites
bronches

o Mucus
o Acces cellules basales

_



Vers une thérapie cellulaire et génique de la DCP

Conditionnement




Vers une thérapie cellulaire et génique de la DCP

Par innondation bronchique
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Vers une thérapie cellulaire et génique de la DCP

3. Utiliser des cellules basales réparées
(autologues)

mﬁ>:‘

Réparation,
expansion

Ou trouver des cellules basales?
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REPROGRAMMATION
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Reprogrammation par facteurs définis?
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Induced pluripotent stem cells (iPS)

OCT4
SOX2
cMYC ﬁ W
KLF4 "
i e

Proerythroblast

2006 S Yamanaka — Nobel Price 2012
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K. Takahashiand S. Yamanaka. Cell, 126:663, 2006.



Induced pluripotent stem cells (iPS)
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TURNING BLOOD INTO LUNG

Sendai virus
(Thermo Fischer)
IL-3/ -‘
SCF/EPO

Ahmed E, Stem Cell Res. 2018 Dec:33:15-19

En_gi Ahmed, CCA
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Colonies IPS (sur Geltrex)
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Dérivation de lignees IPSs

o 7 lignées iPSC:

o 1 donneur sain
o 1 primary ciliary dyskinesia (CCDC40)
o 4 BPCO, 1 gros fumeur sans BPCO
o Contrbles qualité : integrité génétique (ddPCR et caryotype)
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MIMER LE DEVELOPPEMENT PHYSIOLOGIQUE

Lung progenitors
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MIMER LE DEVELOPPEMENT PHYSIOLOGIQUE

Isotype
ypP NKX2.1
control
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Engi Ahmed OCT4 + MIXL1 + CXCR4 SOX2 + NKX2.1 + Lung
SOX2 + BRACHYURY ++ FOXA2 + SOX2 + progenitors
NANOG +  OCT4- SOX17 + AFP -
FOXA2 +

Ahmed E, Cells. 2022 Aug 5;11(15):2422
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MIMER LE DEVELOPPEMENT PHYSIOLOGIQUE

‘gl . ' Mathieu Fieldés
il TS ®Y Interne en
d pharmacie

Lung
progenitors
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IALLI :
IPS-derived Bronchial epithelium in Air/Liquide Interface

il Mathieu Fieldeés
@ Interne en
} pharmacie

Lung
progenitors

PneumacCult (Stem Cells Technologies)
+ DAPT

2 - 3 weeks
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Cellules basales et cellules ciliées

KRTS TUblV R =S “Merged

Cellules basales Cellules ciliées
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CELLULES A MUCUS

Dot Blot MUC5AC

Positive controls

Pluripotency hiPs Diffecentiation
medium (E38) medium
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CELLULES CILIEES
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CELLULES CILIEES

Microscopie
électronique a

balayage
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CELLULES CILIEES

Vidéo a haute
fréquence
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CELLULES CILIEES

fréquence



CELLULES CILIEES

Florent Foisset




CELLULES A MUCUS

Florent Foisset
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Modélisation de la pollution

Amel Nasri

Controle

Pollution
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Allele-specific gene editing induces interallelic
gene conversion in hiPSC

IPS mutée CCDC40

Joffrey Mianné, PhD
student

WT

A-2nt AGGAGGAGGAGCTGCAGGCCGCCCGCGCTCTCTACACCAAGACCTGCGCAGCCGLCAALCG
AGGAGGAGGAGCTGCAGGCCGLCCCGLCGCTCT - -ACACCAAGACCTGCGCAGCCGLCAALG CCDC40 gene

AERERRRRRRRR RS RERR R R R R R R R R R R R R R ***T***********************

A-2nt allele 1 specific SgRNA

Mianné et al. BMC Biol. 2022 Jan 7;20(1):8.
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Allele-specific gene editing induces interallelic

gene conversion in hiPSC

IPS mutée CCDC40 a eté corrigée par conversion genigue

IV i
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CONCLUSION
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Thérapie cellulaire et génique de la DCP

CRISPR/Cas9

Reprograming Differentiation

\\w//

PCD Patient
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5 ml blood

Ex vivo gene therapy




Thérapie cellulaire et génique de la DCP

CRISPR/Cas9

Plasticité controlée et extreme!
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5 ml blood I

Ex vivo gene therapy
PCD Patient
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Thérapie cellulaire et génique de la DCP

CRISPR/Cas9

IPSC

5 ml blood

Cellule basale?
- o
PCD Patidnt Administration®

I I CARREFOUR PATHOLDGIE - PARIS -g;29nd Itlon nement? 54




IRMB INSERM 1183 DE VOS’s team Montpellier CHRU BOURDIN’s team

- Said ASSOU, PhD, Research Engineer - Engi AHMED, PhD
- Chloé BOURGUIGNON, former MD,PhD student - Isabelle VACHIER, PhD
- Joffrey MIANNE, former PhD student - Anne-Sophie GAMEZ, MD

- Mathieu FIELDES, former PhD Student i L1 i
- Amel NASRI, PhD Student Aurélie FORT-PETIT, PhD

- Carine BOURDAIS, PhD Student - Mathilde VOLPATO, Master degree

F

MONTPELLIER

W™ CHU M
11 ‘

.MM

TAMB

£ IREGENERATIVE
E| MEDICINE
2|4 BIOTHERAPY

CHARLES COULOMB Laboratory Others co-workers: ! !nserm
- Gladys MASSIERA - Elena HAUSER, Stem Genomics (Engineer)
- Myriam JORY, PhD student - Hassan BOUKHADDAOUI, INM (PhD)

A
- Chantal CAZEVIEILLE, INM (PhD) VeCta|yS




