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Note de mise en garde

La présents présentation et les informations qu’elle contient, ne constituent ni une offre de
vente ou de souscription, ni la sollicitation d'un ordre d’achat ou de souscription, des
actions Cellectis dans un quelconque pays. Ce document contient des déclarations
prospectives de la Société relatives a ses objectifs. Ces déclarations prospectives
reposent sur les estimations et anticipations actuelles des dirigeants de la Société et sont
soumises a des facteurs de risques et incertitudes tels que la capacité de la Société a
mettre en ceuvre sa stratégie, le rythme de développement du marché concerné,
I'évolution technologique et de I'environnement concurrentiel, et tous les risques liés a la
gestion de la croissance de la Société. Les objectifs de la Société mentionnés dans le
présent communiqué pourraient ne pas étre atteints en raison de ces éléments ou d'autres
facteurs de risques et d'incertitude tels que décrits, notamment, dans le prospectus
préparé par la Société a l'occasion de son introduction en bourse et ayant recu de
I'’Autorité des marchés financiers (“AMF”) le visa n° 07-023 en date du 22 janvier 2007.
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Utilisation de la recombinaison homologue

Recombinaison ciblée
« Classique »:
106-10°

[
X X

<

Homologous gene targeting décrit
par
-Rothstein (1983) in yeast

- Cappechi, Smithies and co-workers (1986-
1987) in mammalian cells

Recombinaison ciblée
induite par endonucléases:
102-10°

@*ﬁ%

-
Meganuclease-induced gene targeting,
décrit par

- Rouet et al. (1994)

- Choulika et al. (1995) in mammalian cells
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Différent types d’ Endonucléases utilisés pour la
recombinaison cibléee

Méganucléases (homing endonucleases)

- Protéines naturelles

1?‘&&”‘5&»‘&0”‘&4”‘ - 1¢r¢ endonucleases utilisées en ingénierie de génomes
. - peu de modularité apparente (2 domaines séparable ?)

Zinc-Finger Nucleases

- Protéine artificielle: Fusions de doigts de zinc (« DNA binding
domain ») avec un domaine catalytique (Fokl)

- 1¢r¢ endonuclease artificielle décrite clivant un géne humain

- Haut niveau de modularité (6-8 séparable domaines “polydactyls”

Endonucléases chimiques - « DNA binding domain » Chimique (TFO, polyamine) fusionné a

mm“. un effecteur (chimique ou enzyme de restriction)

- grande modularité

1?‘&“”‘5&»‘&40‘&6% Cannata et al., PNAS 2008: Eisensschmidt et al., NA R 2005; Simon et

al., NAR 2008; Arimondo et al., MCB 2006)

6 ceﬁecﬁs



Principales approches de « chirurgie genomique »
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| Non Homologous

Recombinaison Homologue End Joining
(NHEJ)
Elimination de duplication « Knock-in » de Correction de Inactivation de géne

séquences manquantes  Mutation
(Limitée par taille
« Knock-out » des tracts de conversion)
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2. Méganucleases
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La découverte des méganucléases,
et du mécanisme de “homing”

v
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F

g
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» 1983: identification de la méganucléase HO initiant
changement de signe sexuel chez la levure

> 1986: identification de la méganucléase I-Scel et du
mécanisme de « homing »

» Depuis, plus de 500 méganucléases identifiees. Les
meganucléases sont par définition des endonucléases
ayant un large site de reconnaissance (>14 bp). Leur

fonction est d'initier la recombinaison homologue

» Ont été utilisées comme outils d’'ingénierie de génomes
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1994-2009: Validation de la technologie par de nomb  reux laboratoires,
dans plusieurs types cellulaires and organismes

> 1994-1995: « gene correction » et « gene insertion » . I-Scel en cellules mammiferes

» 1988-2009: méganucléase HO sous promoteur inductible a été utilisée dans I'étude
des mécanismes de réparation des cassures double brin de 'ADN chez la levure S.
cerevisiae (Jim Haber & autres)

»> 1993-2009: : méganucléase I-Scel utilisée dans I'étude des mécanismes de réparation
des cassures double brin de 'ADN chez la plante (Holger Puchta & autres)

»1994-2009: I-Scel utilisée dans I'étude des mécanismes de réparation des cassures
double brin de 'ADN chez la plante dans les cellules mammiferes (Maria Jasin & others)

» 2000-2009: I-Scel utilisée pour I'induction de recombinaison ciblée, et I-Crel pour
I'induction de recombinaison entre répétitions en tandem chez la Drosophile, (Kent Golic)

» 2009: Centaines de publications décrivant l'utilisation de I-Scel, HO, I-Crel, et I-Ceul,
(plantes, levure, cellules mammiféres, souris, bactérie, poisson, nématode, Trypanosome,
etc... par trés nombreux of laboratoires




Les meéganucléases de la famille LAGLIDADG
Nos « scaffolds » preféerées

I-Crel (dimere)

» Les méganucléases LAGLIDADG sont les
endonucléases naturelles les plus spécifiques

> Leur fonction est d'induire une recombinaison {5 #%
ciblée (the homing process)

» La famille LAGLIDADG est aussi la plus
grande des 4 familles de méganucléases et la
mieux caracterisée (plusieurs structures
disponibles depuis1997)

» Etudes structurales montrent une forte
interdépendance entre la fixation et la coupure
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Méganucléases comme squelette pour lI'ingénierie
d’endonucléases

Détermination de domaines separables (2 ou plus?)

I-Crel (dimer) I-Scel (monomer)

o ——y

Pt
PO

Chevalier et al., Mol. Cell 2002
Epinat et al., NAR 2003
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L'ingénierie des méganucléase

6 t0 9 mois

squelette Initial I-Crel ﬁ L

OMEGABASE

Demi-mega
(homo-dimére)

Méganucléases
« a fagon »
(hétéro-dimere)

Méganucléase

optimisée

Méganucléase
monomerique

Epinat et al. (2003) Nucleic Acids Res.
Arnould et al. (2006) J. Mol. Biol.
Smith et al. (2006) Nucleic Acids Res.
Arnould et al. (2007) J. Mol. Biol.
Redondo et al. (2008) Nature

Grizot et al. (2009) Nucleic Acids Res.

3 mois




3. Caractérisation
des méeganucléases
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Héterodimere Obligatoire et molécule simple chaine

Une question, deux réponses
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Molécule simple chaine
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Activity en CHO
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Hétéro-dimere  Hétéro-dimére  Simple chaine %)
(activité optimisée)  obligatoire

Epinat et al. NAR 2003
Grizot et al., NAR 2009
Li et al.; NAR 2008
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Caractérisation : en levure (essai extra-chromosomique)

3.10° points / week
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Caractéerisation : en cellules CHO -K1
(systeme rapporteur extra-chromosomique)

104 points / week

B-gal activity (AU)

0 5 10 15 20 5 0

@ transfected plasmid (ng)
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Caractéerisation : en cellules CHO -K1
(systeme rapporteur intra-chromosomique)

Y
'

Cible Ragl

e

CMV LacZ

=
gt

*

Arnould et al. IMB 2007
Redondo et al. Nature 2008
Grizot et al. NAR 2009

Ciblage génique (%)

1,0

0,9

—

200 400 600 800 1000
Vecteur d’expression transfecté (ng)

—#- |-Scel
Ragl vl
Ragl v2
A~ Ragl HO v1
—%- Ragl HO v2
Ragl SC vl
® RaglSCv2
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Caractérisation : test de survie cellulaire en CHO -K1

Co-Transfection
en CHO-K1
(MN et GFP)

Determination
cellules GFP+
(Jour 1 et 6)

Cell survival (%)

=
N
o

[N
N
o

00 B , 1-Scel
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i —— |-Crel
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transfected plasmid (ng)
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Caractérisation : activité au site endogene

Transfection
293H

Clonage
en plaques
96 puits
Culture
extraction ADNg

<

PCR et sequencage

(mutagéneses)
i [ RAGI TN
Aok
i ¢ RAGL IS

-TATGACTTGTTTTCATTGTTCTCAGGTACCTCAGCCAG CATGGCAGCCTCTTTC- WT

>

-TATGACTTGTTTTCATTGTTCTCAG------------------- CCAGCA TGGCAGCCTCTTTC- 40 %
-TATGACTTGTTTTCATTGTTCTCAG--------- CTCAGCCAGCATGGCA GCCTCTTTC-
-TATGACTTGTTTTCATTGT---------=------- ACCTCAGCCAGCAT GGCAGCCTCTTTC-

-A 34bp ACCTCAGCC AGCATGGCAGCCTCTTTC-

-A 168bp A22 bp-

-A 13bp- |- insertion 50bp - A 38 bp-

-A 23bp |- insertion 40bp - | A 4bp--
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Caractérisation : activité au site endogene
(recombinaison homologue ciblee)

Transfection
293H

Clonage
en plaques
96 puits
ou
10 cellules/puits

Culture sans sélection
extraction ADNg

{4

Analyse PCR

&

Amplification and
Southern Blot

o
Y

i
g

sauvage —»
ciblé

~a
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Exemple d’activité de méganucléases au site endogen e

Meganuclease InDel % Frequence
HR (%)
RAG 1.04/1.47/0.75 8
(0.03)
MN 2 ND 6
MN 3 0,3 0
(0.2) - Conditions standardisées
MN 4 0.3 0 sans sélection
(0.07)
MN 5 0.44 03 - InDel: Mutagénése par
(0.05) Deep sequencage a J7
MN 6 0.22 0.9 (% de produit PCR)
(0.02)
MN 7 a 1,35/1.01 8.7
(0.05)
MN 7 b 0,08 0,09
(0.07)
MN 7 C 0.8 ND
MN 8 0,4 0
(0.00)
MN 9 0,08/0.03 1
(0.03)
MN 11 0.19 ND
(0.07)
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Ingenierie robuste de lignées cellulaires

Gene d'intérét o
Gene d’'intérét

|
. Intron pCMV * pSVv40
Plasmid de KiI = '_MJ_' —— MCS '_'., *Hygro® PA pCMV TG pA’
“\ .': ,s’::“‘ Introns ."::,. “‘.:"
X oo Locus endogene  pHPRT vy ; s, RO
“Landing pad” dans le  pEFlas ™, M3 M2 d’intégration _-‘D"D&m_
chromosome > Sl (exon3 du géne HPRT) Eﬁn 3 pA
de CHO-KI

Meganuclease

Recombinaison
ciblée

Southern Blot
24 clones ciblés issus d’'une expérience controle
(100% ciblés)

Insertion ciblée a >95 %
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Homogénéite, reproductibilité et stabilité

00 10! 102 103 10*

FACS Transgene : LacZ Bglo
Elonf.i_ismés T __ 0.4, *Moyenne de 4 clones LacZ
g - ® /0.3
ER ‘
3 { I
S 02 { {{Hhh{{‘f
Population totale transduite g |
" ~— 0,1
= ©
" O
z Q0
° 0O 2 4 6 8 10 12 14 16 18
S R e S B Temps (semaines)
CD4 mAb
8 3 0:14 T
Sif/ i 83 'h‘ 2 0,08 - T

. . 0,00
2 semaines 16 semaines ™03 20 29 30 39 62 87 95 11 132

Clone n°
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4. Conclusions
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Les méganucléases sont depuis 15 ans des outils eff  icaces
d’'ingénierie des génomes

HTS et design semi-rationnel permettent de creerde s
méganucléases a spécificité modifiee

Les meéganucléases monomériques ameliorent la spéci  ficité et
résolvent le probleme de la stoechiométrie liée aux hétérodimeres

Les méganucléases peuvent induire des évenements de
recombinaison homologue au site endogene (fréquence s de
plusieurs pourcents)

L'efficacité peut dépendre du locus

Cible potentielle trouvée toutes les 300 bp (20% de  taux de
succes, dépend de la séquence de la cible)

20 ceﬁecﬁs



ceﬁeciis

Mercl




Evaluation In vivo

Réparation d’'un gene marqueur dans le foie

X

— CHD—— > () _
souris transg. wt (B6D2)
PN + Adeno I-Scel  + Adeno control
Marqueur déficient Marqueur réparé “
Souris avec hépatocytes réparés
DO Injection IV de 2 x 10 vg
Adenovirus exprimant I-Scel I-Scel 33/33

Jv contrbles 0/16

D4 Aplation du foie et marquage X-Gal
(in toto ou sections) Non-traitées 0/36
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