cellectis

L'ingénierie des génomes :
une clef de la biologie synthétique

David J.D. Sourdive

Vice Président Exécutif

Janvier 2013

ceflectis

Mise en garde

Cette communication contient explicitement ou implicitement des faits concernant Cellectis et son
Business. Certains de ces faits impliquent certains risques connus ou non, des possibilités et
d’autres facteurs, qui pourraient provoquer que les faits présents, les conditions financieres, les
performances ou les réussites de Cellectis, soient différents des résultats futurs, de la performance
annoncée ou sous-entendue par des prospectives d’avenir.

Cellectis fournit cette communication a ce jour et n’entreprend pas d’actualiser les prospectives

établies dans cette présentation suite a de nouveaux résultats, évenements futurs ou autres.
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Point de bascule : le vivant est un objet d’ingénieur

¢ Le vivant connaitra au XXlé siécle ce que la chimie a connu au XXé.
— L'ingénierie a souhait des molécules a conduit a de nombreuses applications en: pharmacie,
agro-chimie, cosmétique, matériaux, énergie, industries, transports, etc.

— L'ingénierie rationnelle des génomes libere le potentiel industriel du vivant pour des
applications en : médecine, pharmacie, cosmétique, matériaux, agriculture, énergie,
environnement, etc.

Biologie de synthese :

m Ingénierie des systemes biologiques

Bases Modéles / paradigmes Systeme entier ' Technologie / retroaction
Composants / Systemes pseudo-isolés Description complexe E
déterminants ' /
= Q ~
Em)> Applications
concepts mécanismes ensembles E Ingénierie de systémes \
E complexes
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Une révolution accélérée sur 40 ans

La biologie de synthése est le prolongement naturel d’'une révolution récente mais
structurante de I'économie mondiale : la biotechnologie

balbutiements dans les années 1970 avec les premiers médicaments recombinants « bio-
produits » (hormones, puis anticorps) : « ére de 'ADN et du géne »

- consolidation de la science dans les années 80-90 (séquengage complet du génome
humain, « mécanisation » de la biologie) ;

- découverte du role et fonctionnement des méganucléases : premier pas dans I'ingénierie
rationnelle des génomes

- appropriation par I'industrie des technologies fonctionnelle de la génomique rationnelle,
etc

- pénétration exponentielle des biotechnologies dans tous les secteurs d’activité (60% des
nouveaux médicaments en sont issus, agro-industrie, réparation humaine, médecine
régénératrice etc.)
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Abondance de lI'information « brute »
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Approche historique : ingénierie par transgénése

1. Identifier un périmétre ou quelques hypothéses pouvaient étre vérifiées:

v on peut y mimer le « mécanisme » tel qu’il est déployé par les ingénieurs dans d’autres
disciplines

v Sous-systemes disjoints, interfaces claires et modélisables de fagon satisfaisantes

2. modifier un élément génétique (par exemple un géne) en ayant un impact prévisible
v Impact réduit sur un nombre limité d’autres génes ou parametres de I'organisme
v’ systéme biologique équivalent a un « sac de géne »
v’ stable a I'échelle de I'expérience

» Reégne du transgéne « autonome » qui, a lui seul, véhicule une propriété (une « fonction »)
» Approche par modélisation mécaniste avec des fonctions toujours plus explicites

Janvier 2013 9
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Déploiement classique

En premiére approximation:
i. Espéces permissives (aux hypothéses simplificatrices de séparabilité)

- peu d’effet positionnel : un transgéne = un géne = un déterminant génétique simple
- permissive aux transgénes : peu d’extinction, de variégation, etc.
- aisément manipulables : haploides, propagation végétative permise, etc.

R
R

=> souvent microbiennes en premier lieu

ii. Problématiques interférant peu avec la physiologie
- agissant plutét sur la synthése de métabolites (a contrario de la morphologie, etc.)
- relachement de contrainte compétitive (cultures plutot axéniques)
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Premieres approches de biologie synthétique

cellectis

Dans le périmétre ou
- les hypothéses sont a peu pres vérifiées, et

- pour des problémes bien poses,

I'approche mécaniste fonctionne

Janvier 2013
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Dépasser cette premiere génération

Dans la réalité et 'écrasante majorité des cas :
- un génome n’est pas réductible a un « sac de (trans)génes »
- c’est un ensemble de lieux, organisés, finement régulés et qui ne sont pas équivalents

- il y a beaucoup d’interactions croisées
=> grande complexité et peu de formalisme pour le comprendre

I

g

L
N
/1

Enjeux:

= Passer du transgéne a I'ingénierie des génomes

= Comprendre comment un génome fonctionne dans son ensemble

= Dépasser les quelques especes « dociles » et embrasser toutes les formes et espéces
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Cellectis en bref

Société v Pionnier mondial de l'ingénierie des génomes ; fondée en décembre 1999
v' Cotée sur le marché Alternext a Paris depuis 2007 (ALCLS)

v" 13 ans dans l'industrie des biotechnologies
v' Leader européen de I'ingénierie cellulaire

v" Principaux axes de développement : immunothérapie du cancer et médecine régénératrice
v' Autres activités : outils et services industriels, agriculture biotechnologique

Organisation v Groupe industriel de 220 personnes
» Siege a Paris (France)
> filiales a Evry, Goteborg, Boston et Saint Paul, Minnesota, Etats-Unis

Technologie v  Plateformes :

» production d’outils d’'ingénierie génomique (TALENs, méganucléases)

» production, différentiation et ingénierie de cellules (de bio-production, modéles
cellulaires, cellules souches ES & iPS, etc.)

» ingénierie de cellules T de grade clinique (cible : immunothérapie du cancer)

» production et différentiation de cellules souches de grade clinique pour la médecine
régénératrice

v" Plus de 400 brevets et demandes
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Intégration du groupe autour de trois axes

celfectis

= Plateforme de R&D
= Fonctions support

@tils & Services \ (I'hérapeutiques \ /Biotech. Industrielle \

Produits et réactifs de recherche I- Médecine régénératrice ¢

- TALENs & Meganucleases I

. Biologie ceIIuIagire = Diabéte: cellules B novo nordisk” = Substituts au pétrole

- Kits & services o
Services pour Pindustrie ll- Plateforme de cellules T oA
pharmaceutique = Cancer: immunothérapie

- Drug discovery = ingénierie végétale

- Production recombinante LLC/lymphome, Glioblastome,

- Modéles physiologiques et

pathologiques NSCLC
%?i:rﬂgl)neenng Hub (panels de / k-TranspIantation de moelle osseusej

i 7D
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Technologie d’ingénierie des génomes Cer‘eChS

Innovation: cibler n'importe quel site ou géne
dans n’importe quel génome
de n’importe quelle espéce

Meganucleases TALEN™

Couper le chromosome en ciblant des séquences longues (donc uniques)
Approche industrielle, systématique et robuste (développement continu depuis 13 ans)
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Ingénierie des génomes

* Les méganucléases sont des « ciseaux a Ces 2 types de protéines:
ADN » existant naturellement chez certains = Coupent 'ADN a un site unique (motif de 12 a
organismes unicellulaires plus de 32 paires de base)

* Les TALE sont des protéines se liant a = Créent une ouverture dans 'ADN qui permet
I’ADN qui peuvent étre couplées a une de provoquer une délétion de séquence, une
nucléase pour former des endonucléases insertion et/ou une réparation

spécifiques et efficaces, les TALEN

— ,, ;:zéf%

Chromosome <77

|

> ADN coupé avec une
»@1«:@ . trés haute spécificité

“couper”
s
Y, W
e i Délétion/insertion/

Taille du génome humain : [ | réparation

6.4 milliards de bases (G, A, T, C). oA O TN )
illi ( ) W@Wxﬂ;‘m “coller”

Nucléase
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L'ingénierie des méganucléases permet de cibler des séquences choisies

(1) Sélection de la séquence-cible

Groupes de paires de bases
différant de la cible de la
méganucléase initiale

5"-CGGGACGTTGTACA
T

T
3’-GCCCTGC17ACATG 7&

~50 000 modules

>10"% méganucléases possibles
(permettant de cibler pratiquement
n’importe quel géne dans n’importe
quel génome)

Screening in vivo fondé sur
la spécificité et I’efficacité

L’approche a réduit un probléme en 20%° en
4 x 64 problémes en 203 « parallélisables »

Janvier 2013 18
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TALEN™ (Transcription Activator-Like Effector Nucleases)

Domaine répété NLSAD Effecteur TAL

NE  DORDIRORRONEONENT ([If

Cassure et frecombinaison

Ingénierie de la molécule

Janvier 2013

;;Code naturel se liant a ’ADN

Molécules chimériques formées
d’un squelette « TALE » fusionné a

Ingénierie des génomes par nucléases

une téte catalytique

19
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La nucléase (Meganuclease ou TALEN) coupe
I’ADN en un site cible unique (motif de 12-30
paires de bases)

Ouvrir le chromosome permet l'insertion, la
délétion ou la réparation de séquences autour
du site de coupure

GENE INSERTION
KNOCK IN

m: Engineered nuclease

&Y > chromosome

GENE REPAIR

TRIEIVS VTVE

Non Homologous End
Joining (NHEJ)

loss of a few

y
2
base pairs (
TS A

GENE INACTIVATION
KNOCK OUT

© Cellectis

/ N\

Dans un site sr « SAFE HARBOR » 1 Au locus du géne cible

|

pour la complémentation géniq

Janvier 2013
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Spécifique d’un géne
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Exemples de ciblage génique ce“ecﬁs

Mono (N-terminal in-frame) gene tagging of Actine and Tubuline using ACTB and TUBA1B TALEN™

GFP-ACTB (U-20S) GFP-TUBA1B (U-20S) GFP-ACTB (HelLa)

Double gene tagging ACTB and TUBA1B TALEN™

RFP-ACTB (U-205) GFP-TUBA1B (U-208)

Janvier 2013

Ciblage en cellules souches CeHeCﬁS

Mono gene tagging ACTB TALEN™

+ ACTB and TUBA1 TALEN™ allows for highly efficient gene tagging in iPS cells, U-20S or Hela cells

Janvier 2013
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DNA Sequencing of Kl positive clones

Correction de mutation en cellules de patients XPC

=i nnm-e XPCT1 TALEN™
1l =

SRS IR, ATGXPC ORF
:
X ) X

DNA repair matrix

¢ \
PR H.‘,“h,“Aﬁrgmhhmmmﬂh

* TALEN™ : > 8% de cellules Kl positive sans sélection G T ATGTGTAGACTGTGTIGCAGGGTGTGGGGCCCCCCCcCT

GTATGTGTAGACTGTGCAGGGTGTGGGGCCCCCCCCT

* La majorité de Kl+ ont une correction de la délétion ATG 75 % des clones ont la correction TG

» La majorité de Kl+ expriment la protéine XPC sauvage et
sont résistants aux UVC

Résistance aux UVC

100
e ()
Western blot of Kl positive clones 5 . 90 -|
© E 80
2 3 2 Z 70
Fo 8= 2 60 -
o - © [] >
* 8 OE L.) H 50
gmﬁwmwmm N 0 oo g o 40 a1
X 2 UTUTO0OO0 T U T OTUO > £ 30 | s
G 20 | ==CI3
i —_— o
XPC wild type == ~—— = 10 | —*—xPC-cells
0 == XPC+ cells
1 had T v
- - 0 5 10

Bactine " e qy — - —-—— e
UVC Doses (J/m?)

ATG correction F -+ o+ -+ -+ o+
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Chirurgie génomique in vivo par méganucléases (électroporées)

Mini-dystrophine du chien
(frameshift)

%ﬁ% STOP
-

A) Negative control u-Dyst, ./VS B) Positive control p-Dyst/V5

@ C) p-Dyst,,,/V5 + RAGI D) u-Dyst, . /V5 + I-Scel

Indels
Rétablissent le cadre de
lecture dans 1/3 cas

Gene Ther. 2010 Apr 15
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Triple disruption génique en lymphocytes T primaires humains

5 .
g Cible et TCR
é 10*4 Q 10 3
o 2 a1 .
$103' néma_ 31.42% s .
£ 3 T
8
10°4 10° 5 3
0
0 L __
0 SDK mﬂK 150K 200K 250K E
FSC-A: F! FSC-A:FSC-A
L o . g ~oQ:11% ?io%
KO TCR Q0 i ey e
10*4 10 44.8% 8

Comp-B1-A: FITC-A
Comp-B2-A: PE-A

\ TCR/CD3

{ 144.8 % |

T T T T T
0 5UK 1uuk 15m< znnK 25DK 0 50K 100K 150K 200K 250K
FSC-AzFSC-A

Electroporation d’ARN codant pour les
] nucléases : simple dose conduit a ~10-15%
des cellules triple « knock-out »
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Cellules T sur étagére

Lymphodepletion
(traitement courant)
Triple « knock-out »

@ 222222227
» @5 ©©» 9 L

Dose:
.1-1x 108
T cells/kg

\'H"-ZH

Donneur ’ Transduction du CAR ‘ Patient

stimulation/
Cellules T CD3+ amplification

&L

Lots manufacturés et validés, immédiatement disponibles

>
>

Janvier 2013 26



cellectis

Avancement comparé: objets industriels, puis cliniques

Protéines Tissus Organes
complexes

&

+ Passer de I’ « extraction » a la production
» Opter pour 'allogénique

Janvier 2013 27
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Ciblage génique dans le tabac

Insertion YFP en phase

T30
1000 -

80.0 -+
600 -
40.0 -+

200 -+

T30+Insertion Donor  Donor only YFP

YFP positive (%)

.
o

s & &£
* 16% des cellules de tabac ont I'insertion ciblée S O A
&
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Modification allélique ciblée dans les végéntaux

TALEN

+
Donor -

PCR Xhal

123 456M12345¢6M boner

gaggatcggttctatAAGGCTAACAGAGCA
aggatcgattctatAAGGCTAACAGAGCA

WT ttc

GAATGGTGGTTCAA'
GAATGGTTGTACAA

Biallelic | |
HR

Single
Allelic HR /||

GAGCA

~10% des cellules transformées ont la modification allélique (sans sélection)

Janvier 2013

Inactivation génique dans le soja
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TALEN

TALEN

TALEN 1_C40
wfeccaccaccTacTTecACCToC FEOTEARGOO T TE0GTCA T CCATGGCCARTCTRT

ATTGCCACCACCTACTTCCACCTCCTTCCTCAACCCTTTTCCCTCATTGCATGGCCAATCTAT!
ATTGCCACCACCTACTTCCACCTCCTTCCTCAACCCTTTTCCCTCATTGCATGGCCAATCTAT!
ATTGCCACCACCTACTTCCACCTCCTTCCTCAACCCTTTTCCCTCATTGCATGGCCAATCTAT!
ATTGCCACCACCTACTTCCACCTCCTTCCTCAACCCTTTTCCCTCATTGCATGGCCAATCTAT!

TALEN 4_C11

CCTFATTTCTCATGGAAAATAAGCCA' ACCGTGATGAAG' T CQAR?

CATGGAAAATAAGCCATCGCCGCCATCACTCCAACACAGGTTCCCTTGACCGTGATGAAG

GGTGTTTGT

CTCATGGAARATAAGCCA

ICTTATTTCTCATGGAAAATAAGCCATCGCC TTGACCGTGATGAAGTGTTTGTCCCAAL

Genel | aCChCOTACTTCORCCTOOTTCOTCAACO-~TTTCCCTORTTGOATCROCARTCTAT T TATTTCTCATOGARARTARGCCA O TOATOAAGTOTTTOTCC AR
\TTGCCACCACCTACTTCCACCTCCTTCCTCAR G2 GCCARTCTAT'
\TTGCCACCACCTACTTCCACCTCCTTCCTCAR GCCARTCTAT'

\TTGCCACCACCTACTTCCACCTCCTTCCTCAA GCCAATCTAT' CTLATTTCTCATGGARAATAAGCCA T OO NN NOONNONOEEEINBBOINE; CCGTGATGAAGTGTTTGTCCOAR

\TTGC ATGGCCAATCTAT' !CTTATTTCTCATGGAAAATAAGCCATCGCCGCCACCACTCCAACACGGGTTCCCTTGACCGTGATGAAGTGTTTGTCCCAA

N - . !CTTATTTCTCATGGAAAATAAGCCATCGCCGCCACCACTCCAACACGGGTTCCCTTGACCGTGATGAAGTGTTTGTCCCAR

STTGC ATGGCCRATCTAT !CTTATTTCTCATGGAAAATAAGCCATCGCCGCCACCACTCCAACACGGGTTCCCTTGACCGTGCACACTCGTTTGTCCCAA

!CTTATTTCTCATGGAAAATAAGCCATCGCCGCCACCACTCCAACACGGGTTCCCTTGACCGTGAACAATNGTTTGTCCCAA

T1GCCACCACCTACTTCCACCTCCTRCCTOACCECTITTCCOTOATTGCATGGCCAATCTAT ‘CTTATTTCTCATGGAAAATAAGCCATCGCCGCCACCACCCCAACACGGGTTCCCTTGACCGTGATNAAGNNTTTGTCCCAR,

G 2 TTGCCACCACCTACTTCCACCTCCTCCCTCACCCCTTTTCCCTCATTGCATGGCCARTCTAT! T eaace R

e CTAT' >
ene TTGCCACCACCTACTTCCACCTCCTCCCTCA TTGCATGGCCARTCTAT T TATT TR AR A AT AR GCCATCOCCG AomeTCOTTTOTC oA
TTGCCACCACCTACTTCCACCTCCTCCCICA TTGCATGGCCAATCTAT' T ATTTOTCATCOAAARTAACCCATCO GATGAAGIOTTTOTOCCAR

Janvier 2013
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De nombreux partenaires adoptent la technologie ce .‘eC'l'IS

ec erche Outils de PUtIS ,L, Biotech
SRS Y Rerehorech Y industrele

B
cnio AstraZeneca celonic QYER
ﬁﬁﬁ%\ e jgn o

CRG" @c[axosmmm.ne Ayl iy NOvVO NOrdisk.  BASF Gorporation
et (Shire -
EMBL T
tesieeet 6 MERCK LONZAQ - E FS -~ UNIVERSITEIT

Harvard Institut, L—Cellules Souches L sl

@ eemviern " C%MMM MONSANTO@ ]
e ‘b 90 mrme= z

ciRA Bristol-Myers Squibb gﬁmc SESVANDFRHAVE

JVA
MILLENNIUM
e

PIONEER.
Y] U) NOVARTIS = (35) PIONEER
INSTITUT PASTEUR REGENERON 5 & ‘ : R
PHARMACEUTICALS ‘ .
blogen biogen idec \’ . g %’ “35INSR
@
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Le vivant sait trés bien mettre en ceuvre une chimie
sophistiquée,

ceﬁecﬁs

Une révolution globale pour I'’économie

v" un des grands gisements de croissance des années a venir ;
v" Le vivant fait autrement, et autre chose

v" montée en gamme dans le médicament, I'industrie, I'énergie, ...
v Acces a la sophistication, au renouvelable et a I'efficience

v' des millions d’emplois dans le monde a la clef
v Des applications possibles sur un large spectre de domaines d’activité

Janvier 2013 &
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Opportunité pour une industrie durable dans I'’économie de la connaissance

a l'origine de produits élaborés (antibiotiques, autres
médicaments, bio-polymeéres, etc.)

de facgon particuliérement économe et efficace.

4x10%° J/an

=
Le vivant transforme la matiére et transpose I'énergie @

sous pratiquement toutes ses formes.

Il est une ressource renouvelable et permet une -
industrie durable. N, +3H,->2NH, M

¥

La matérialisation industrielle de ce potentiel passe par N, +8 H* (+ 16 ATP) > 2 NH,+ H,
une intelligence des processus du vivant, une élucidation
et une maitrise de ses complexités

Janvier 2013 34



Segmentation ce["ecﬁs

» On distingue :
v Optimisation d’'un géne
travaux « in vitro » qui relevent du génie enzymatique (Genencor, Novozymes,
Berkley...), ou I'on crée de nouvelles fonctionnalités chimiques isolables

v Optimisation d’organismes
travaux « in vivo » qui visent a I'élaboration de nouvelles souches vivantes, et qui
relévent, a proprement parlé, de la biologie de synthése :

= Optimisation de voies métaboliques (« groupes de génes », dans l'organisme) ‘
= Optimisation de la physiologie (ingénierie plus vaste du génome)

v Optimisation de groupes d’organismes
travaux, encore émergents, « in vivo » pour des processus plus élaborés
= Symbioses
= micro-écosystémes

Janvier 2013 85

La concurrence mondiale s’organise CeHeChS

» Historiquement concentrées aux Etats-Unis, les approches de biologie de synthése ont
accéléré leur développement sous I'impulsion du gouvernement fédéral (autour des
substituts au pétrole) et autour de quelques axes:

1. fondés sur des organismes simples : souches plate-forme. Pratiquement les seules a ne
pas étre de purs objet de laboratoire et ayant une chance de devenir de réels objets
industriels sont quelques levures particulieres (cf. Amyris, Bio-Amber, etc.)

=> jn fine ont besoin d’'ingénierie génomique et utilisent les technologies francaises

2. Ecriture d’'un génome « simple » dans une cellule « receveuse » : Synthetic Genomics.
Tres spectaculaire, mais tombe dans la complexité d’'un génome et de sa manipulation
=> jn fine ont besoin d’'ingénierie génomique et utilisent les technologies frangaises

» En Europe, les travaux sont plutét concentrés sur d’autres espéces pour des domaines
différents (bactéries, champignons), en Allemagne, aux Pays-Bas et dans d’autres pays :
DSM, Sandoz, Lonza, ....
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Rationnel: domestication raisonnée

5000 ans de

domestication Gains

A

Teosinte :  Mais Mais
I'ancétre  vers hybride
1492 aujourd’hui
Janvier 2013

/ Amélioration variétale

Domestication
raisonnée

* Domestication

37
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Tirer parti de milliards d’années d’évolution

Domestication raisonnée :
- vaste choix d’espéces

Performance , !
, o - peu d’art antérieur
pour I'application - requiert une ingénierie puissante
A\

f

Souches sauvages,
cellules physiologiques
(primaires, souches, etc.)

e.g.
- Cellules souches pluripotentes humaines

- Tissus / cellules de patients

- Champignons pour la production d’antibiotiques

- Plantes de grande culture

~

Souches ou lignées

Organismes/
souches
Industriels /
cliniques

Ingénierie métabolique simple :
- limitée par I'organisme ou le systeme
> biologique de départ
- requiert une méta-génomique compatible
- art antérieur et positions préemptives

domestiquées €g. o y
de lab R -Lignées cellulaires immortalisées
(de laboratoire) -E Coli

Commodité technologiqué

Janvier 2013

> - Algues vertes « simples »
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La France peut prendre une place importante dans cette révolution

v" Quelques savoir faires privilégiés positionnent la France sur ce créneau :
1. La capacité a gérer la complexité (mathématique, modélisation, etc.),

2. La production historique d’ingénieurs de haut niveau (en mesure
aujourd’hui de s’approprier le vivant),

3. Une position déja établie dans I'ingénierie du vivant.

L'approche de ciblage, précis, robuste et maitrisé est une révolution vis-a-vis de la
transgénése : sachons bien la différencier et 'accompagner (enjeu réglementaire).

L'opportunité peut étre matérialisée sur plusieurs secteurs pour le bénéfice des
patients, des industries, de I'agriculture et de notre économie en général.

La France peut prendre un position de leader sur le créneau « haut de gamme » :
'ingénierie la plus fine, la plus rigoureuse et la plus efficace des objets biologiques les
plus pertinents (« vraies » cellules — de patients, souches, espéces de rente, etc.).
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Saisir I'opportunité Ce“eCﬁS

La matérialisation de ce potentiel passe par un investissement vigoureux dans la filiere
1. Conforter notre leadership la ol nous avons établi des tétes de pont

2. Rapprocher les ingénieurs, les mathématiciens, etc. des problématiques biologiques
= ingénierie du géne,
=> puis des voies métaboliques,
= puis de la physiologie,
= puis ingénierie symbiotique,
=> puis, a terme, I'ingénierie de micro écosystemes comportant des populations
différentes d’organismes vivants

3. intégrer les approches dans un nombre limité d’entités industrielles fortes structurant la filiere.

Comme tout domaine extrémement novateur, le développement d’'une industrie européenne de la
biologie synthétique exige un volontarisme avéré :

* Organisation et financement de filiéres.
+ Soutien aux acteurs via une politique volontaire.
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Merci de votre attention

Cellectis SA

8, rue de la croix Jarry
75013 Paris

France

http://www.cellectis.com

Alternext : ALCLS.PA investors@cellectis.com
Tel: +33 éog 1816916 00

Fax: +33(0) 18169 16 03
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