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Hématopoiese normale : rappels
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Hématopoiese

e Ensemble des mécanismes impliqués assurant la
production constante et régulée des diverses cellules
sanguines a partir de la cellule souche hématopoiétique

Hématies

e Alieu dans la moelle osseuse

Cellules souches Progéniteurs Précurseurs Cellules matures
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Le systeme hématopoiétique en « chiffres »

Moelle osseuse Cellules souches 4
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Progéniteurs <1%
immatures

//l\<\A /l\ => CSH et progéniteurs sont rares !

Progéniteurs déterminés
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Hématopoiese : lieu de production

Hematopo'l'élse primitive Hematopo'l'?ise définitive

Y
e
10.5 weeks
Yolk 1st hepatic Arterial 2nd hepatic bone marrow
Sac colonization clusters colonization colonization
AGM
Hémangioblastes CSH Baron, Blood, 2012
Erythrocytes primitifs Cellules myéloides
Mégacaryocytes primitifs Cellules lymphoides
Macrophages primitifs
Localisation de I'hématopoiése chez le foetus
" Moelle osseuse = site exclusif de I'hématopoiese a la
naissance et pour toute la vie
o (tous les os jusgu’a 4 ans, puis uniguement les os courts
o et plats : sternum, cbtes, bassin, crane, vertebres)

1 mois 3 mois 5 mois Naissance



Types de cellules souches

e Totipotentes :
Oeuf au stade de pré-compaction (= masse homogéne de 4, 8 ou 16
blastomeres)
Cellules trophoblastiques + cellules souches embryonnaires

e Pluripotentes = cellules souches embryonnaires (ES)

< Masse cellulaire interne (morula / blastocyste) g

Cellules souches germinales + cellules souches des 3 feuillets
embryonnaires

e Multi/pauci/unipotentes = cellules souches somatiques ou adultes (AS)

Présentes chez 'embryon et dans les tissus adultes
< Tout/partie des cellules issues d’un des trois feuillets embryonnaires
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Propriétés des CSH

e Définition fonctionnelle :
» Auto-renouvellement (maintien du pool de CSH)
» Différenciation en cellules spécialisées
» Divisions symétriques et asymétriques

Division symétrique 1 cellule souche

\ \
1 cellule souche Q/ %

— quiescence l
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Division asymétrique 1 cellule souche | HSC decline
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1 cellule différenciee Eaves, Blood, 2015
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Niche hématopoiétique

Niche vasculaire

Cytokines
(Tpo, SCF, HGF, OPN...)

Ostéoclastes

Protéases °
(MMP9...)

VCAM/VLA-4
Ang-1/Tie2

Wnt/B-caténine
Jagged-1/Notch...

Niche endostéale

Chimiokines
(IL-8, SDF-1/CXCL12...)

CSM Nestine”

Ostéoblastes
(N-Cad+)

CSH : cellule souche hématopoiétique
CSE : cellule souche endothéliale

CSM : cellule souche mésenchymateuse
MEC : matrice extracellulaire

CAR : CXCL12 abondant reticular cells

Niche endostéale : maintien des CSH en quiescence, rétention et maintien

du pool

Niche vasculaire : mobilisation des cellules souches de la niche endostéale
vers la circulation, prolifération et différenciation des CSH



Régulation

CSH Quiescence
indifférenciée

multipotente Auto-renouvellement

Engagement
/ \ C{ \ Différenciation

Maturation

Cellule hématopoiétique
différenciée

e Facteurs intrinseques (propres a la cellule) :
» Facteurs de transcription
» Régulateurs épigénétiques

e Facteurs extrinseques (micro-environnement de la niche hématopoiétique) :

» Interaction directes (cellules-cellules) : couples ligands / récepteurs,
molécules d’adhérence

» Interactions indirectes : cytokines, chemokines, hormones, etc..



Caractérisation des CS

Caractérisation phénotypique

CSH Progéniteur Progéniteur Précurseur
Immature Mature Différencié
‘ Différenciation Différenciation Maturation
CD34* CD34* CD34* CD34
CD38 CD38" CD38* CD38*
Lin- Lin Lin® Lin*

Lin = ensemble de marqgueurs de lignée (B, T, NK, granulo, mono, neutro, érythro,etc....)

»N'expriment pas de marqueurs de cellules différenciées
»Mais n'expriment aucun marqueur qui leur soit spécifique !



Caractéristiques

Caractérisation fonctionnelle

Transplantations xénogéniques
(SRC= Scid Repopulating Cell )

CSH >

Cultures a long terme
(LTC-IC= Long Term Culture-Initiating Cell

Progéniteurs immatures e

)

Tests clonogéniques
(CFC= Colony Forming Cell)

Progéniteurs matures >

Cellules matures identifiables au microscope



Caractéristiques

Caractérisation fonctionnelle

Transplantations xénogéniques

S (SRC= Scid Repopulating Cell )
Cultures a long terme
Progeniteurs immatures —_— (LTC-IC= Long Term Culture-Initiating Cell )
- > Tests clonogéniques
Progeniteurs matures (CFC= Colony Forming Cell)

Cellules matures identifiables au microscope




Tests clonogéniques (CFC)

e Méthylcellulose + cytokines

* Milieu semi-solide => immobilisation : 1 colonie provient
d’une cellule

e Culture pendant 14 jours => colonies => mise en évidence
rétrospective de progéniteurs clonogéniques

Colonies
%\ + cytokines Méga Erythro Mixte  GM
. (]
o _© ® 14 jours % @
©®p 0o  — Oﬁ .
[ : CFU-6M
: | CFU-Mixte
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Caractéristiques

Caractérisation fonctionnelle

Transplantations xénogéniques
(SRC= Scid Repopulating Cell )

CSH

Cultures a long terme
(LTC-IC= Long Term Culture-Initiating Cell

Progéniteurs immatures e

)

- Tests clonogéniques
Progéeniteurs matures > (CFC= Colony Forming Cell)

Cellules matures identifiables au microscope



Cultures a long terme (LTC-IC)

e Co-culture sur cellules stromales puis culture en milieu
semi-solide ave cytokines

Culture sur cellules
stromales MS-5

AN ©_Q_ @ | 510 semaines LR

\ 4

Colonies Culture en milieu semi-

Méga Erythro Mixte EM  solide + cytokines |

‘l’ + cytokines

14 jours
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Caractéristiques

Caractérisation fonctionnelle

Transplantations xenogenigues
(SRC= Scid Repopulating Cell )

@@

CSH >

Cultures a long terme
Progeniteurs immatures —_— (LTC-IC= Long Term Culture-Initiating Cell )

- Tests clonogéniques
Progéeniteurs matures > (CFC= Colony Forming Cell)

Cellules matures identifiables au microscope




Transplantations xénogéniques (SRC)

e Utilisation de modeles de souris immunodéficientes (SCID, NOD-SCID, NSG...)

e Greffe et reconstitution a long terme de tous les lignages hématopoiétiques

Irradiation
sub-létale

(3 6y) . e
Souris immunodéficiente o o
Analyse du chimérisme:

moelle, rate, sang
o W p anti CD45 humain

10-16 semaines Tests fonctionnels

% SoLris neg Souris pos
Cellules

hematopoiétiques
Cellules souches humaines

humaines O O ﬁ//

>
CD45 humain




5-12 sem
/
3-4 mois
| g

Détection in vitro
Culture liquide +

Détection in vivo culture semi solide

Potentiel de greffe

En résumeé

Immédiat

éc Lymphocytes T CD8

g
o

Fluorochrame 1 (CD4)

Détection par cytologie et cytométrie

Détection in vitro
directe

culture semi solide
——

Caractéres morphologiques spécifiques
Marqueurs phénotypiques spécifiques

[ cellule souche hématopoiétique

)

progéniteur hématopoiétique
immature

[ cellule mature




Hématopoiese : modeles de différenciation

Mono
Mk RBC Granu Mac DC NK B T

Haas, Cell Stem Cell, 2018

Génération de progéniteurs multipotents (MPP)

Restriction progressive du potentiel de différentiation avec embranchements
binaires

Séparation précoce des lignages myéloide et lymphoide

Possible voie directe a partir des HSC pour le lignage mégacaryocytaire



Modeéles alternatifs
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Myelmd ceils Myelmd cells Megakaryocyte (NK cell?)
Ceredig, Nat Reviews, 2009
* Progéniteur commun myéloide et lymphoide * Perte progressive du potentiel méga-érythro

puis du potentiel granulo-macrophages
e Silencing des genes myéloides = pré-requis
pour I'engagement dans le lignage lymphoide

Dans tous ces modeles :
e CSH = population homogene
 Chaque stade = état cellulaire stable et figé



Hématopoiese : « potential » vs « cell fate »

e « Potential » : capacité des CSH a se différencier ou a
s‘autorenouveller dans un contexte ou elle sont
poussées a s‘expandre (expériences de reconstitution
de greffe)

e « Cell fate » : comportement des CSH dans des
conditions physiologiques (approches non invasives in
situ)



Hématopoiese normale :
nouveaux concepts



Hématopoiese : hétérogénéité des CSH

e Déterminants extrinseques :

» Microenvironnement médullaire / niche : cytokines, contact
cellules-cellules, propriétés biochimiques et biophysiques de la
niche (ex: rigidité de la matrice extracellulaire)

»Signalisation paracrine et juxtacrine

e Déterminants intrinseques :
»Anomalies génétiques

»Anomalies épigénétiques : modifications de la configuration /
accessibilité de la chromatine +++

A

Niche localization

Genetic heterogeneity

)

Epigenetic heterogeneity

ST & &Y
S-S
()

o o
00 00
0000 0000
Haas, Cell Stem Cell, 2018




 Etat cellulaire (cycle) : activité métabolique, transcriptionnelle, taille
de la cellule

»Phase GO/ quiescence / faible production de ROS / protection
contre les dommages de 'ADN

»Influence le biais de lignage ( « priming » lymphoide)

e Divisions asymétriques : division asymeétrique de certains facteurs
cellulaires qui déterminent le « destin » des HSC

e Stochasticité : transcrits et protéines issues de cellules « identiques »
peuvent beaucoup varier

E Segregation F
Biological processes of coll fate determinants Stochasticity
asymmetric symmetric T Stochastic processes
° o0
° GO0 61 ° S :‘go ‘.'oc;, Transcription
° ° Co-factors factors
. " translation
(%) O : ~ i AANAA
00090 09999, VA
2 ( 02%93 03 %000
‘ - v# il 820 Polymérasd j/ Itranscriplioﬂ
o ©. A n i
& o6 °cs Promoter ON transcriptional bursting
Transcriptional activity o 5 090 0 © —
Metabolic activity E
Cell size 1 Cell fate determinants oo OFF

Haas, Cell Stem Cell, 2018



 Hétérogéneéité moléculaire et fonctionnelle des CSH :

> Biais de différenciation : « myeloid », « lymphoid » ou
« megakaryocytic-biaised HSC » (barcoding in situ)

» « Transcriptional lineage priming » : présence de profils
d’expression spécifiques de lignages (single cell RNA seq)

» Biais fonctionnel : « transcriptional lineage priming » est
corrélé au biais fonctionnel de lignage (analyse fonctionnelle
en single cell)

Haas, Cell Stem Cell, 2018



Hématopoiese : nouveau modele de

différentiation

e Les CSH ne « sautent » pas d’un état transcriptionnel stable a un

autre mais changent progressivement :
» Perte progressive de la plasticité aboutissant a un engagement

dans la différentiation
» Acquisition progressive de programmes transcriptionnels

spécifiques de lignées

e Etats transitoires et non stables / notion de continuum
e Possibilité de transition dans les 2 sens

Lineage-blased HSC ¥

Lineage-biased HSC™ Balanced HSC
Transcriptional &=
lineage priming

°q
e
Q29 9 o

* . Conservent leur potentiel de multipotence Haas, Cell Stem Cell, 2018



Conséquences sur I'hématopoiese
pathologique

e Hétérogéneité des CSH :
» Evolution vers une hémopathie (myéloide ou
lymphoide)
»Phénomenes de résistance au traitement et de
rechute

»Développement d’'une hématopoiése clonale avec
I'age par 'accumulation d’anomalies génétiques

Haas, Cell Stem Cell, 2018



Hématopoiese leucemique



e Hématopoiese associée au développement des leucémies

e Dérive d’un petit contingent de cellules souches leucémiques
(LSCs)

e |SCs:
e Rares ++

e Population hétérogene de cellules leucémiques, provenant
de la transformation de CSH ou de cellules myéloides
progénitrices

Normal and leukemic hematopoiesis: Are leukemias
a stem cell disorder or a reacquisition of stem
cell characteristics?

Progenitors

Passégué, PNAS, 2003
Bonnet, BJH, 2005
Wang, Mol Ther, 2017
Léwenberg, Blood, 2017,

Mature cells




e Hétérogeéneité phénotypique, génétique, épigénétique
et fonctionnelle

* Propriétés d’autorenouvellement, de quiescence
cellulaire et de chimiorésistance

Untreated AML Relapsed AML

O chemotherapy
. induced
O remission
|}
[ )
| 4

e Quiescence => résistance aux traitements cytotoxiques
standards

e Ciblage thérapeutique difficile



* Phénotype aberrant : expression du CD123
(interleukin-3 receptor a) au sein du compartiment
CD34+/CD38-

=> anticorps monoclonal anti-CD123

* Propriété métaboliques différentes
(phosphorylation oxydative, activation of NF-kB...)

=> anti BCL2, inhibiteurs d’IDH2
* Propriétés épigénétiques différentes
e => inhibiteurs de BET, EZH?2

Pollyea & Jordan, Blood, 2017



Hématopoiese clonale et CHIP



Hématopoiese clonale : définition

Présence d’un clone (caractérisé par une ou plusieurs mutations
partagées) qui contribue de facon plus importante et
disproportionnée a la production des cellules sanguines matures

CHIP MDS AML

Time

Steensma, Blood, 2015



* 10% des plus de 70 ans sont porteurs de mutations
pouvant prédisposer au développement d’hémopathies

Exome Exome
0.5- 25+
— Clonal hematopoiesis with
candidate drivers
0.4+
20+ Clonal hematopoiesis with
os g unknown drivers
§. Clonal hematopoiesis
£ o2 -t 154
™
s
0.1 =]
« 10
0.0 g
o 3 o S &
o s & & & ‘ﬂoh" & ;,\k 5
Age (yr)
, - —————rrrTrTT
No. with Mutation 0 1 SO 138 282 219 37 14 s SO N N Y N W A W A W ¥
Total 240 855 2894 5441 5002 2300 317 36 17 LR g ¥ Pl W N

Age at Sampling (yr)
Jaiswal, NEJM, 2014 Genovese, NEJM, 2014



Techniques de détection

Limites de détection (profondeur) :
e Exome:0,07%
 Reséquencage ciblé : 0,0003%

=l DD
o - W \ / Gibson & Steensma, Clin Cancer Res, 2018

Reséquencage ciblé (seuil de VAF : 0,0003%)
20 patients avec échantillons disponibles a 10 ans d’intervalle (time
point 1 : range 51-65 ans, time point 2: 63-76 ans)

A 60 ans, 95% présentaient des mutations dans des génes associés aux
LAM (ex : TET2, DNMT3A, etc...) => hématopoiese clonale (# CHIP)

Young, Nat commun, 2016



e WGS : couverture plus importante / pas uniquement ciblé sur séquences
codantes ou genes candidats

Clonal hematopoiesis, with and without candidate driver mutations,
is common in the elderly

Florian Zink,"* Simon N. Stacey,'* Gudmundur L. Norddahl,' Michael L. Frigge,' Olafur T. Magnusson,' Ingileif Jonsdottir,"
Thorgeir E. Thorgeirsson,’ Asgeir Sigurdsson,' Sigurjon A. Gudjonsson,' Julius Gudmundsson,’ Jon G. Jonasson,®*
Laufey Tryggvadottir,* Thorvaldur Jonsson,>* Agnar Helgason,'® Amaldur Gylfason,' Patrick Sulem,’ Thorunn Rafnar,’
Unnur Thorsteinsdottir,'* Daniel F. Gudbjartsson,'® Gisli Masson,' Augustine Kong,' and Kari Stefansson'*

Method
B Candidate genes
B WES
I WES + candidate genes ’ RN
B WGS —b VAF médiane :0,17% Hématopoiese clonale :
Y * Associée a un taux de mortalité plus

élevé et a un risque plus important
d’hémopathie

Fraction of samples with detected clonal hematopoiesis

2l T * Mais dans la majorité des cas, non
liée a une mutation dans un gene
_________ J candidat
& m:::z::ﬁaj

(025) (2535) (35.45) (‘5 55) (5555 (65.75) (75,85] (85,110)

Age at blood draw [years) Zink, Blood, 2017



Mutations

Exome Reséquencage ciblé WGS
403 ‘0‘
400 Mutation Number of Number of WGS
impact and nonoutliers with outliers with

g
Detected exonic clonal SNVs
3 -

o

Jaiswal, NEJM, 2014

Une seule mutation dans la plupart des cas
Mais accumulation de plusieurs mutations
avec l'age

No. of Patients

Young, Nat commun, 2016

800

gene symbol mutation in gene” mutation in genet P valuet OR
High and moderate
39 105 66 x10% 2036
TET2 21 85 78 x10°% 30.18
ASXLY 27 23 50x 10" 6.07
16 16 26 %107 7.09
SRSF2 ] 5 30x10*® Int
PRKCG 5 8 41 x10 * 11.30
ATM 59 24 6ax10*® 289
MTA2 4 7 96 x10°° 1235

Zink, Blood, 2017
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40%

88
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evalence

P

2 2
7—;_%_ 5569 70-79 80-89
1 2 L] 1 Age Group
Mutations

15
90-99

W one mutation [ more than one mutation

Jaiswal, NEJM, 2014 Arends, Leukemia, 2018



Hématopoiese clonale : physiopathologie

e Causes principales de stress mutagénique :
» Chimiothérapie / Radiothérapie

> Age TEEE
» Consommation tabagique S0
SLS

e Pressions de sélection qui permettent I'expansion du clone

Aging-associated selective pressure Therapy-associated selective pressure
4 Q000000000000 s QOO )
- _ 5&:. 4

b et
g % 9000
N
________________________ O

Clonal development over time - Clonal development over time "

TET2, DNMT3A, ASXL1 | mmune-mediated clonal selection TET2, DNMT3A, ASXL1
TP53 PPM1D, ATM, CHEK2

A

------ () No somatic variant
"""" ) TP53/PPMID
") DNMT3A/TET2/ASXL1
* )O ) IDH1/2
* ) BCOR/BCORL1/ PIGA
< Apoptosis

[ ] Differentiation

HSC Pool

>
Clonal development over time

TET2, DNMT3A, ASXL1
BCOR, BCORL1, PIGA Bowman, Cell Stem Cell, 2018



Hématopoiese clonale : origine cellulaire

* CSH ou progéniteur précoce

> Mutations sont observées de maniere durable et a
plusieurs timepoints (Young, Nat commun, 2016)

» CHIP peut étre observée en cas d’allogreffe de moelle
osseuse / CHIP issue du donneur

A

Donor age (years)

80 4

@ Donor CHIP
© No donor CHIP
ained I No sequencng

® O o LA BN J

Donor
||”i|il|i| L'IIIIIH

ao Ao O o0 ©

Explained
<40 >40 years

Gibson, Blood, 2017



Deep targeted sequencing
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Méme clone 2 clones indépendants

Si plusieurs mutations, plusieurs scénarios possibles
Arends, Leukemia, 2018



Définition CHIP

Clonal Hematopoiesis of Indeterminate Potential (CHIP)

* Features:

-~ Absence of definitive morphological evidence of a
hematological neoplasm

— Does not meet diagnostic criteria for PNH, MGUS or MBL

- Presence of a somatic mutation associated with
hematological neoplasia at a variant allele frequency of
at least 2% (e.g., DNMT3A, TET2, JAK2, SF3B1, ASXL1,
TP53, CBL, GNB1, BCOR, U2AF1, CREBBP, CUX1, SRSF2,
MLL2, SETD2, SETDB1, GNAS, PPM1D, BCORL1)

- Odds of progression to overt neoplasia are approximately
0.5-1% per year, similar to MGUS

=2%

Steensma, Blood, 2015



Plusieurs entités clinico-biologiques

Table 1.

Acronyms describing clonal hematopoiesis and related conditions

Aconym Condition

Description/Definition

ARCH

CHIP

CHOP

IDUsS

ICUsS

ccus

Aging related clonal
hematopoiesis

Clonal hematopoiesis of
indeterminate potential
Clonal hematopoiesis of
oncogenic potential
Idiopathic dysplasia of
undetermined significance
Idiopathic cytopenia of
undetermined significance

Clonal cytopenia of undetermined
significance

Describes the presence of detectable, benign clonal hematopoiesis (defined by the presence of
somatic mutations in the blood or bone mamrow) whose incidence increases with age. No formal
definition involving clonal abundance or types of mutations. No clinical significance is implied.

Defined by somatic mutations of myeloid malignancy-associated genes in the blood or bone marrow
present at 2 2% variant allele frequency in individuals without a diagnosed hematologic disorder.

Describes clonal hematopoiesis in a dinical context where it is associated with a significant
likelihood of progressing to a frank malignancy.

Individuals with unexplained morphologic dysplasia of blood cells who are not cytopenic. Can occur
with or without clonal hematopoiesis.

P.mems vn!h one or more unexplained cytopenias who do not meet diagnostic criteria for
ic synd or another hematologic disorder. Can occur with or without clonal
heﬂu!oponeus althouw often used to refer to cytopenias without evidence of donal hematopoiesis.

Patients with one or more unexplained cytopenias who do not meet diagnostic criteria for
myelodysplastic syndrome or another hematologic disorder, but who have somatic mutations of
myeloid malignancy-associated genes in the blood or bone marrow present at > 2% variant allele
frequency. Can be considered as the intersection between CHIP and ICUS.

MDS by WHO 2008
A

Traditional ICUS\

Clonality - - + + +
Dysplasia - - - + +
Cytopenias i = + + -

BM Blast % <5% <5% <5% <5% <19%
OverallRisk | veryLow | VeryLow Low (?) Low High
Treatments | QObs/BSC | Observation | Obs/BSC/GF | Obs/BSC/GF | HMA/HCST

L IMiD/IST )
A\

Bejar, Leukemia, 2017

Clonal Cytopenias Steensma, Blood, 2015



Hématopoiese clonale : variables cliniques

— By

——

Table 1. A lations bet 1 CH and CH-PD and Clinical Variables
Overall CH No CH p value CH-PD No CH-PD p value
Number of patients 5,649 1,353 4,206 - 246 5,403 -
58.3 66.1 55.8 <0.001 69.1 57.8 <0.001 I
20 50 49 0.40 ) o) 0.69
Race
White (%) 81 25 75 0.002" 5 o5 0.18°
Black (%) 6 20 80 - 2 a8 -
Other (%) 13 20 80 - 4 96 -
Cancer category
Gl (%) 2 24 76 0.06 4 26 0.039”
GU (%) 18 25 75 - 3 o7 -
Lung (%) 16 27 73 - [ 94 -
Breast (%) 13 21 79 - 3 o7 -
Sarcoma (%) 8 21 79 - 4 96 -
Gynecological (%) 5 24 76 - 4 96 -
Other (%) 19 24 76 - 5 95 -
Hematologic parameters
WBC 71 74 71 0.008 75 7.1 0.15
ANC 5.03 523 497 0.023 5.39 5.02 0.12
AMC 0.46 0.50 0.45 <0.001 0.51 0.46 0.029
ALC 1.35 1.36 1.35 0.51 1.31 1.35 0.38
NLR >4 (%) 38 40 38 0.1 44 38 0.062
Hemoglobin 12.4 124 125 0.12 123 12.4 0.19
RDW (%) 14.7 14.8 146 0.096 14.9 14.7 0.047
MCV 80.2 91.2 89.9 <0.001 82.1 90.1 <0.001
Platelet count 254 249 256 0.029 242 255 0.065
RBC transfusion (%) 22 21 22 0.69 22 22 0.91
Platelet transfusion (%) 6 4 6 0.011 5 6 0.83
Growth factor (%) 28 27 28 0.70 27 28 0.79
Associations with prior toxic exposures
Current or former smoker (%) 46 53 Iz <0.001 55 46 0.004 |
Chemotnerapy (%) o4 ] B4 0.60 80 4 0.24
37 41 35 <0.001 a4 37 0.021 |

—l |mm(s)

Coombs, Cell Stem Cell, 2017



Proportion without Hematologic

Cancer

Hématopoiese clonale : risque d’hémopathie

N=12380
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Genovese, NEJM, 2014
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CH-PD : CH with presumptive drivers
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o

Coombs, Cell Stem Cell, 2017

Risque de développer une hémopathie chez les patients porteurs de CH:
» Risque relatif multiplié par 4 a 15
» Risque absolu trés faible : 0,5% a 1% par an / Identique au risque

de développer un myélome chez patients avec MGUS

Quel type d’"hémopathie ?
> Myéloide (MDS, LAM)
» Lymphoide ?

Clonal hematopoiesis

-

Whyelosd progenitor

hmphad cragennor oo

MuURgOtential peogeriton
o stem celd

Progression:
=~0.51.0% per year

Most patients do not progress

No progression;
death from
unrelated causes

Steensma, Blood 2015



Hématopoiese clonale et maladies non
hématologiques
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s 75.%

£é %

$ X
£85 50
FELs %%

L N
G 5%%
- %
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Age-associated myeloid skewing
Skewed lymphoid compartment within tumors
Increased inflammatory tumor-associated macrophages

Bowman, Cell Stem Cell, 2018



CHIP et maladies cardio-vasculaires

CHD (coronary heart disease)
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Ischemic Stroke

% m Jaiswal, NEJM, 2014

Risque de maladie coronarienne multiplié
par 1,9 (IC95%: 1,4 a 2,7; p<0.001)

Risque d’IDM précoce multiplié par 4 (IC
95%: 2,4 a 6,7; p<0.001)

Jaiswal, NEJM, 2017



Modeles murins : CHIP et maladies cardio-
vasculaires

Greffe de moelle de souris Tet2 7/~ dans souris irradiées Ldlr /-
Régime riche en cholestérol

Size of Aortic-Root Lesions, According to Tet2 Status
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Jaiswal, NEJM, 2017



Modele de CHIP
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= Augmentation de lI'expression de chimiokines et cytokines
%= pro-inflammatoires dans les macrophages Tet2 -
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Effet de l'inhibiteur de I'inflammasome => protection contre la formation des
plaques d’athérosclérose chez les souris Tet2 /-

Fuster, Science, 2017



Hématopoiese clonale et micro-environnement

o Altérations du micro-environnement tumoral

* Présence de mutations de CH dans le stroma de cancers du sein ou de la
vessie

* Accumulation de TILs au sein du microenvironnement tumoral (Kleppe, NPJ
Breast Cancer, 2015 ; Pan, Immunity, 2017)

S ou ri S Tetz_/_ Tumor microenvironment Tumor microenvironment

(compartiment myéloide) Ly? .Lm' . “ . n_m

- Lysm* | o @ ™) -

+ mélanome et2™" ~ Tot2"" D TAM Tet2'/'
L}{) ‘JY{)

Tet2 WT macrophage Tet2 deficient macrophage l

\ Shift d’un programme immunosuppresseur a

un programme pro-inflammatoire

Treg Treg 1

A (R - 3 .
) ), \fﬁbdj pN/ Augmentation des TIL

Reduced tumor burden l

= S Réduction de la croissance tumorale

Pan, Immunity, 2017



Hématopoiese clonale : prise en charge

Pas de consensus
A surveiller comme les MGUS ?
Mieux définir les groupes a risque d’évolution vers une hémopathie

Quelle population screener ?
» Population générale asymptomatique ?

= A priori non : pas d’études, anxiété, pas de traitement efficace (Gibson & Steensma, Clin
Cancer Res, 2018)

> Population ciblée ?
= Apres traitement cytotoxique ? Dans le contexte d’aplasie médullaire ?

Si oui, comment ?
» Quelle profondeur ? Quelle technologie ?
» Quelles anomalies ? Genes candidats vs tous les genes ?
» Quel seuil de VAF considérer ? 2% ? Moins ?

La recherche d’une CH doit-elle faire partie du bilan systématique d’évaluation
du risque cardiovasculaire ?

Si diagnostic de CHIP, intérét des traitements anti-inflammatoires ou
hypolipémiants ?



Hématopoiese clonale et
hémopathies lymphoides



Atteinte de |la CSH dans la LLC

* Moelle osseuse de patients atteints de LLC : proportion plus importante
de progéniteurs pro-B CD10+CD19+ (x5 par rapport aux sujets controles)

e Greffe dans souris NSG de CSH de patients atteints de LLC =>
développement de clones B CD5+ ou CD5-(# controles ou la proportion
de cellules B CD5+ est tres faible (<1%))

e Xénogreffes sériées de CSH de patients avec LLC : maladie
transplantable avec a chaque passage, développement de clones B CD5+

et CD5-

L Processes recapitulated in the xenograft model 1
I 1
MBL phase CLL phase

O. 00, 0 Oncogenic events
°“Veine
Primary event ™
(L
.—.~ ".'
~ { w47
»~a (O L]

HSC CLL-HSC

®=@

Polycional Oligocional Monocional

Kikushige, Cancer Cell, 2011



e Présence de mutations acquises dans les progéniteurs multipotents

des patients atteints de LLC

(Damm, Cancer Discovery, 2014; Quijada-Alamo M, J Hematol Oncol, 2017)

a NOTCHI Mutations

CD19+
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XPO1 Mutations
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Quijada-Alamo, J Hematol Oncol, 2017



HCL

HSC

Atteinte de |la CSH dans la leucémie a

tricholeucocytes
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Présence de la mut BRAFV600E dans
les cellules de HCL, CSH et Pro-B

e Greffe de CSH mutées d’un patient HCL dans souris NSG
» Prise de greffe => autorenouvellement des CSH de HCL
» Développement d’une maladie de type HCL

Chung, Sci Transl Med, 2014



Atteinte de la CSH dans les lymphomes T
périphériques

e Mutations de TET2 et DNMT3A fréquentes dans les PTCL

e Présentes aussi dans les hémopathies myéloides (LMMC, SMP,
LAM) et dans les CHIP

e Observées dans les CSH chez les patients avec hémopathies
myéloides ou CHIP

Atteinte de la CSH dans les hémopathies lymphoides T matures

Quivoron, Couronné, Cancer Cell, 2011
Couronné, NEJM, 2012
Sakata-Yanigomoto, Nat Genet, 2014



Modele d’oncogenese multi-étapes

Myeloid Pre-lymphoma state Malignant transformation
lineage (AITL)
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Microenvironmental interactions
(cytokine, chemokine signaling activation)

Fujisawa, J Clin Exp Hematop, 2017
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Double pathologie : MDS et AITL
Ancétre commun

Les mutations de DNMT3A sont observées dans
les CSH de patients avec hémopathie lymphoide T

Tumor BM

DNMT3A: 43.0% DNMT3A: 42.0%

DNMT3A: 35.4%

DNMT3A: 38.6%

Mutations de TET2 et DNMT3A surviennent
dans des CSH/progéniteurs précoces

Sakata-Yanigomoto, Nat Genet, 2014



Conséquences sur la prise en charge

e Chimiothérapies de type CHOP / CHOEP => Survie a 5 ans = 30%
e Autre stratégie thérapeutique ?

Thérapies ciblées

Greffe de moelle l
Agent hypométhylants
Normal Hematopoiesi IDH2 AITL
. RHOA
P 1: CHIP
atient 1: CH CD28...

* % Additional hits

Primary hit ’j \

> Lymphoma
TET2 ? stem cells?

DNMT3A ?

>

Patient 2: CHIP alone No MDS/AML

Adapté de Sato, Front Oncol, 2016



Nouvelles technologies



e Apport des nouvelles technologies pour la
compréhension de ’'hématopoiese

Table 1

Lineage tracing methods in the study of hematopoiesis

Approach Utility in hematopoietic development

—p Mass cytometry (CyTOF) Allows for simultaneous identification of multiple cell types from heterogeneous sample of
blood
Matrix-assisted laser desorption ionization-time of Analyzes protein contents in samples and elucidates glycosylation pattems

flight (MALDI-TOF)

—p Single-cell RNA sequencing | Investigates cell-to-cell variation at transcription level
CRISPR/Cas9-based genome editing Used 1o knock out hematopoietic genes and the p-globin gene in human s and allows
=P Polylox barcoding | To study origin and clonal composition of HSCs |
Multiplexed fluorescent labeling and sequencing The single-cell transplant data are coupled with single-cell gene expression analysis on
different cells to resolve subpopulations with corresponding gene expression and
repopulation potential
Tissue engineering & 3D scaffold development Recreates 3D microenvironment conducive for HSC formation, expansion, development,

and differentiation.

Dharampuriya, Curr Opin Cell Biol, 2017



CYTOF / Cytométrie de masse

Métaux rares conjugués a des anticorps
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Bendall, Trends Immunol, 2012
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Single-cell RNA-seq

RT& Second-strand
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Manual
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Actuellement, analyse de 10° a 10° cellules en méme temps

Svensson, Nat Protoc, 2018



ATAC-seg

Assay for Transposase-Accessible Chromatin with highthroughput sequencing

Starting material Preparation time

chromatin

2 3 4

No. of cells 10°10*10*10°10°10"10* Day 1

Scale
°’"‘9 36,150,000 36,200,000 ' 36,250,0001
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Meéthodes de tagging

* In vitro : barcoding

»1¢r¢ étape dans la préparation de la librairie

»Permet lors de I'analyse de distinguer les cellules entre
elles (nécessaire dans les analyses par single cell)
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o.. :.: e primer mRNA droplet G —
*" celis o release (UV) o gm ome pimer  breakup S | cell 1
S DG = OO < - —— ..
hydrogels ‘ cell lysis /\ N A e linear
lysis buffer L ﬂ "(‘; ‘

> - L i amplification - \
@ RT mix e /,:-‘\{‘;’,\-; A e — . }‘f"”
0 ek ( 7\"f ) "f/‘_l?f B :
P S —
(__ L e —
/ cell

sSDNA primers R hydvogel ‘
10N
polyacrylamide mix L seq ng
mesh r adaptor o —
w— TTTTT 17 RNAP conoacode AAA ) Sequencing and Analysis
w—TTTTT promoter — — e Each read assigned to cell
J ; T mRNA ‘o . "cDN A according to barcode identity
photo- -
cleavable barcode

linker

Klein, Cell, 2015



* In vivo:

» Barcoding ex-vivo puis réinjection des cellules

barcodées dans la souris (expériences de greffes) :

" |ntégration virale (lenti ou rétrovirus)
= Transposons

= CRISPR-CASS

Wiral rki
iral marking ‘ Traria- -
- Plantation @ i, Y )

Integrated lentiviral vector

e - I -

: 5

Barcode Tracking

Integration Site Tracking

Glimm, Cell Stem Cell, 2011
Gerrtits, Blood, 2010



»Tagging in situ :
= Systeme Polylox : barcoding

a joxr Unique DNA elements

/3 \ .
e e B B 2R
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PEC DD D¢
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Pei, Nature, 2017

" Transposons : site d’intégration unique et propre a chaque cellule
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Rodriguez-Fraticelli, Nature 2018



