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Hématopoiese

Du grec "hemato” et “poiesis’,
litteéralement faire du nouveau sang

Environ 5*10

Cellules sanguines produites chaqgue jour
- > 5 millions par seconde !
>98%: globules rouges et plaquettes




Vue “Classique” de I'hématopoiese

Multipotent Multipotent Committed Mature cells
Stem Cells Progenitors Progenitord
MEP / @ @ RBC
o!'\ .
- ® "=, Megakaryocyte
L%
self
renewal |ST-
() HSC @ & Mast cell
® — CMF‘Z
BT \_ 2 ‘% Eosinophil
HSC > e . P
GMP : .
\ —~ @ ¥ Neutrophil
® & Monocyte/
Macrophage
/ & @ B lymphocyte
CLP\ 9 @ T lymphocyte

HSC: Hematopoietic stem cell
ST-HSC: Short-term HSC

CLP: Common lymphoid
progenitor

CMP: Common myeloid
progenitor

GMP: Granulocyte/Monocyte
progenitor

MEP: Myeloerythroid
progenitor

RBC: Red bhlood cell



N

Ou trouve-t'on des Cellules Souches
Hématopoiétiques (CSH) ?

Dans la moélle osseuse
Dans le sang

Dans le cordon ombilical et le
placenta

Dans le systeme hématopoiétique
foetal

Placenta et cordon ombilical



Hematopoiese pendant le developpement (souris)
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Niche des CSH embryonnaires
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Hématopoiese adulte: dans la moélle osseuse
rouge
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Niche des CSH adultes
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Histologie de |la moélle osseuse

Moglle jaune
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https://www.kenhub.com/en/library/anatomy/histology-of-bone-marrow




La moélle rouge de plus pres

En vert: cordons
hématopoiétiques




Comment peut-on trouver des
CSH dans la moélle osseuse ?



Les CSH comme “Label Retaining Cells”

» Les CSH se divisent tres rarement

» Sion margue leur ADN, les CSH devraient garder ces marqueurs plus
longtemps que des progéniteurs plus avancés (dilution des marqueurs par
division) ou des cellules différenciées (sortent de la moélle/durée de vie

limitée)
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Sottocornola and Lo Celso, Stem Cell Res. Ther. 2012



Comment marquer 'ADN des cellules ?

*H-Thymidine 3H Thymldlne Radioactif
r T oy - Détection: (autoradiographie)

AO BrdU

—> Détection: avec un anticorps



|dentification des CSH dans la moélle osseuse

c-Kit: marqueur de CSH
DAPI. marque les noyaux
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BrdU c-Kit DAPI 1/5 est une CSH

Oser and Trumpp, 2006



Les CSH circulantes

Tres rares
Preuve de leur existence: connexion de la circulation

sanguine de 2 souris = parabiose: les CSH d'une
souris passent chez l'autre souris et y produisent des
cellules sanguines

8 8 & g

Percentage chimerism

—_
=

% 2 4 6 8 10

Days post-surgery

Fig. 1. Rapid establishment of cross circulation
after parabiosis. Peripheral blood chimerism of
parabiotic mice was determined by CD45 allo-
type analysis. Data were obtained by flow cy-
tometry and are plotted as the percentage of
partner-derived blood leukocytes for a repre-
sentative pair. ll, CD45.1 cells in CD45.2 part-
ner; O, CD45.2 cells in CD45.1 partner.



Comment etudier 'lhéematopoiese ?

* |n vivo
« Utilisation du FACS / Essai de formation de colonies in vitro
« Analyse de cellules individuelles:

» RNA-seq
» Barcoding



Reconstitution de la moélle osseuse

x-irradiation halts blood cell
production; mouse would die

(1) Gold standard pour prouver qu’'une cellule (ou i nofurther treatment were given
des populations de cellules) a une activité de
cellule souche

(2) Technique cruciale qui:

- A permis d’identifier les CSH

- Permet d’étudier le potentiel de cellules qui
portent une mutation specifique pour former les
lignees du sang

mouse survives; the injected stem
cells colonize its hemopoietic tissues
and generate a steady supply of
new blood cells

£



La moélle osseuse contient un mélange de cellules hétérogenes

Les CSH constituent environ 0.01% des cellules de la moélle osseuse
- Comment les purifier ?



Les CSH et les cellules progénitrices ont des
marqueurs de surface specifiques
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Marquage de populations cellulaires spécifiques

- Ultilisation de combinaisons d’anticorps pour marquer des
protéines de surface spécifiques a chaque type de cellules

Labeled Secondary
Antibody

Primary Antibody

Antigen

https://www.sinobiological.com/category/fcm-facs-dual-staining




Ces mardgueurs de surface peuvent étre utilises
pour purifier différents types cellulaires

cell suspesion
— <€— Sheath fluid

Cell sorting



Purification de CSH

Hematopoietic Hierarchy
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Fin de la 1° partie



On peut ensuite tester le potentiel des cellules
purifiées

Science

Copyright © 1996 by the American Association for the Advancement of Science

Volume 273(5272) 12 July 1996 pp 242-245

Long-Term Lymphohematopoietic Reconstitution by a Single

CD34-Low/Negative Hematopoietic Stem Cell
[Reports]

Osawa, Masatake*; Hanada, Ken-ich1; Hamada, Hirofumi; Nakauchi, Hiromtsu**

M. Osawa and H. Nakauchi. Department of Immunology. Institute of Basic Medical Sciences and Center for Tsukuba
Advanced Research Alliance. University of Tsukuba, Tsukuba Science-City. Ibaraki 305, Japan.

K.-i. Hanada and H. Hamada. Department of Molecular Biotherapy. Cancer Chemotherapy Center, Japanese Foundation for
Cancer Research, Tokyo 170, Japan.

*Present address: KIRIN Pharmaceutical Research Laboratory. Gunma 371. Japan.
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In vitro: Colony forming unit-culture (CFU-c)

—> Quantification du nombre de progéniteurs et de leur potentiel in vitro

Melange de cellules

(moélle osseuse, sang)

\ Etape 1
@ Transfert des cellules sur une culture de
- méthylcellulose contenant des cytokines

SRS p— (IL3, IL6, Epo, SCF)

] \ \ Etape 2 (12 jours plus tard)
\g \‘ x‘ Compter et examiner les colonies




In vitro: Colony forming unit-culture (CFU-c)

- Permet d’étudier des colonies dérivées de CSH et de cellules plus
différenciées in vitro.

- Permet d’estimer la taille, le nombre de cellules et leur morphologie

* CFU-E (colony-forming unit-erythroid)
* CFU-G (colony-forming unit-granulocyte)
- * CFU-M (colony-forming unit-macrophage)
' * CFU-GM (colony-forming unit-granulocyte/
- macrophage)
* CFU-GEMM (colony-forming unit-granulocyte/
erythroid/macrophage/megakaryocyte)




In vivo: analyse de CFU dans la rate

Permet de quantifier les CSH a court terme/progéniteurs (apres 8 jours) ou
les CSH a long terme (apres plusieurs semaines) in vivo.

Rate avec des nodules
(Clonaux)

e A e
e T

Section de

e Py %

ez les CFU



Comment analyser la fonction des
CSH humaines in vivo ?



La souris SCID-hu

A

Il est possible d’avoir une différenciation de cellules T et B humaines in
Vivo, en transplantant des CSH et des tissus immunitaires humains



La souris SCID-hu

J. McCune and |I.Weissman, Science, 1988

—> Souris immunodéficiente transplantee avec des éléments du
systeme immunitaire humain:
Les souris ne peuvent pas réarranger leurs récepteurs aux antigenes dans

les lymphocytes B et T en différenciation (pas d’anticorps ni de réponse
Immune cellulaire)

SCID: Severe Combined Immuno-Deficiency
- En greffant un foie humain foetal, des noeuds lymphatiques

ou un thymus chez ces souris, la differenciation des CSH
humaines peut étre étudiee in vivo



Analyse de cellules individuelles



Single Cell RNA-seq

O-pm 0w 3 <

Solid Tissue  Dissociation Single Cell Isolation RNA cDNA
Cell Types Amplified L, » v PCR

Ident|f|cat|on RNA
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Single-cell Sequencmg Sequencing Library  Amplified cDNA
Expression Profiles

https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Single-cell_RNA-Seq_workflow.pdf



Analyse des données

Population de cellules N
o®
¥ e » ., °®
03 Q
o - o®
D ..
O .Q..
Gene 2 "

...Comment représenter ces cellules sur une diagramme de > 20’000 dimensions ?

- On utilise des méthodes statistiques de réduction de dimensionalité, qui
permettent de positionner les cellules sur un diagramme en 2 dimensions en
fonction de la similarité de leur transcriptome



nalyse de dizaines de milliers de cellules
ématopoiétiques par single cell RNA-seq

Myeloid

Mast cells

Erythroid

~

Bone Marrow
Human Cell Atlas



Analyse du potentiel des CSH par barcoding

Principe: insérer dans le génome de chaque CSH une séquence
d’ADN artificielle différente = code barre

Lu et al., Nat. Biotech 2011



Analyse du potentiel des CSH par barcoding

33bp DNA barcode
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Lu et al., Nat. Biotech 2011

Harvest cells
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1 Isolate
genomic DNA



Analyse du potentiel des CSH par barcoding

Wi: =OEINO 3.: WR:

1 1 1PCR

High-throughput sequencing

- On peut quantifier la représentation de chaque code barre
dans differents types de cellules du sang

Lu et al., Nat. Biotech 2011



Analyse du potentiel des CSH par barcoding

80% 60% 40% 20%
Relative contribution to B cells



Régulation de I'hématopoiese

STIMULATORY GROWTH FACTORS
Erythropoietin (EPO), GCSF, GMCSF, TPO, IL-3, SCF

il

HEMATOPOIESIS

@ * RED CELLS
&
@ ; °5% © PLATELETS

PROGENITORS

2990

INHIBITORY CYTOKINES
TNF, TGF, IL-6, IL-1, Interferons

® <

STEM CELL

Bachegowda et al., J. Hem&Onc 2013



Différentes cytokines agissent a différents

niveaux de 'hematopoiese
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L'eryhtropoiétine est synthétisee par le rein en
reponse a une hypoxie
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Dans les annees 90: scandale de dopage a 'EPO

45

Richard Virenque, apprenant son exclusion du tour de France en 1998



Déeregulation pathologique de 'hematopoiese:
leucémie myéloide
cose % ~%
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CSH en homéostasie vs en transplantation

Les tests fonctionnels classiques des CSH se font par transplantation

Des CSH prelevées (donc potentiellement « stressées ») injectées
dans un animal dont le systeme hématopoiétique est détruit

- Est-ce que la fonction mesurée des CSH dans ces conditions
reflete vraiment leur role normal ?



Comment mesurer la fonction homéostasique
des CSH ?

a b Unlabelled cells Labelled cells Labelled progeny
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M2-rtTA: facteur de transcription activé par la doxycycline

tetO: promoteur auquel le M2-rtTA activé se lie pour activer la transcription

HSB: Hyperactive Sleeping Beauty = Transposase

Tn: Transposon qui saute d’'un endroit a I'autre dans le génome quand HSB est présente

Rodriguez-Fraticelli et al., Nature 2018



Cette analyse montre que les megacaryocytes
sont directement issus des CSH

LT-HSCs MPP1

MPP4

MPP2 p B MPP3

Rodriguez-Fraticelli et al., Nature 2018



Classical model '
Quiescent Hsc

Low cell cycle

Highly proliferative
Short-term survival MPP
CMP

/| / \\ \

MK‘

Revised model

Low cell cycle Cell cycle activation
Low RNA content Increased gene expression
Low gene expression Increased protein biosynthesis
Low cellular respiration HOXA2 S OMG Increased cell respiration
GATA3

HOXB6
MPP MECOM

27 L
A TCF4
PBX1 . ATA2 o

FLT3 CBPE

LMPP TCF4
STAT1
CEBPD
MLP
MP CEBPE
& GMP IRF8 D3
DC
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NK
Lol PMN

Vision classique vs revisee de I'hematopoiese

HSC: Hematopoietic stem cell
MPP: Multipotent hematopoietic
progenitors

CMP: Common myeloid progenitor
MLP: Multi-lymphoid progenitor
ETP: Early thymic progenitor
GMP: Granulocyte-macrophage
progenitor

MEP: Megakaryocyte/Erythroid
progenitor

M: Macrophage

PMN: Polymorphonuclear neutrophils
DC: Dendritic cells

Scala et al., Blood advances 2019



Fin de la 2°™¢ partie



Applications thérapeutiques
des CSH



Transplantation de CSH pour traiter la leucémie

Haematopoietic
stem cell

T v
Leukemia patient T

Transplant into

E. Donnall Thomas, Prix Nobel 1990 the patient




Transplantation de CSH

il

Nombre de transplantations de CSH en Europe:
Aujourd’hui: > 40'000 par année en Europe)

~

2 8 8 8

European BM transplantation registry, statistics 2009



Transplantation autologue de CSH

Reinfusion
Thawed stem cells
are reinfused into
the patient

-

Cryopreservation
Blood or bone marrow
is frozen to preserve it

Collection

Stem cells are collected
from the patient’s bone
marrow or blood

Processing

Blood or bone marrow

is processed in the lab

to purify and concentrate
the stem cells.

”,

Ch h
& BONEMARROW§ HigﬁTcget: cﬁzér]n[?;herapy

and/or radiation therapy
Autologous Transplant Process is given to the patient

https://adandidstemcells.weebly.com/pros.html



Transplantation allogénique de CSH

Processing

Blood or bone marrow

is processed in the lab

to purify and concentrate
the stem cells.

Collectionu

Stem cells are collected

from the patient’s bone ‘

marrow or blood €2

Cryopreservation
Blood or bone marrow
is frozen to preserve it

Reinfusion
Thawed stem cells
are reinfused into

the patient

% P

Chemotherapy

High dose chemotherapy
and/or radiation therapy
is given to the patient

PATIENT

& BONEMARROW§ Allogeneic Transplant Process

https://adandidstemcells.weebly.com/pros.html



Avantage de la purification de CSH pour
applications clinigues

 Transplantation allogenique: évite la maladie aigué ou chronique du
greffon contre I'héte en eliminant les cellules T immunoréactives de la greffe

 Transplantation autologue: Purification des CSH de patients cancéreux et
réintroduction ultérieure apres radiothérapie ou chimiothérapie - peu de
risque de restitution des cellules cancéreuses au patient !



Autres applications cliniques de la transplantation
de CSI

1. Traiter les effets toxiques d'une chimiothérapie a forte dose + / - radiothérapie lors d’'un
traitement de cancer (autologue ou allogénique)

2. Corriger un trouble sanguin grave congénital ou acquis en remplacant le systéme
hématopoiétique du patient par celui du donneur (allogénigue)

3. Augmenter le contréle d'une maladie maligne par des mécanismes effecteurs allo-immuns
de la réaction du greffon contre I'h6te (allogénique)

4. Reéinitialiser le systeme immunitaire pour abolir l'auto-immunité (autologue ou allogénique)



Transplantation de CSH: Donneurs et Compatibilité

. Human Leukocyte Antigen (HLA, = MHC humain) (A, B, C, DR, DQ)
. 18" choix: famille - 25% de chances de compatibilité

. 2¢me choix: donneurs enregistrés (5 millions de personnes) = 40%
de chances de compatibilité

. Sources de CSH:

- Sang apres traitement avec la cytokine G-CSF pour recruter
des CSH

- Aspiration de moélle osseuse
- Sang du cordon ombilical

http://medweb2.unige.ch/immunologie/home/HSC/index.php



Que se passe t'il apres la greffe ?

. 2-3 semaines pour que la greffe prenne

. Reconstitution des globules rouges, plaguettes et cellules de
'immunité innée (1 mois)

. Immunité des lymphocytes B (1-2 ans)

. Immunité des lymphocytes T (jusqu’a 5 ans)

- Risque prolongé d’infection aux virus et champignons

http://medweb2.unige.ch/immunologie/home/HSC/index.php /
Ogonek et al., Frontiers in Immunology 2016



Complications de la greffe de CSH

. Echec de la greffe/rejet

. Attaque de I’héte par la greffe: 20-50% des cas

- Maladie inflammatoire initiee par les lymphocytes T du donneur qui
reconnaissent le patient comme étranger. Correle avec le mismatch
HLA.

Peut étre bénéfique aussi: Greffe contre la leucémie: les lymphocytes T
du donneur attaquent les cellules cancereuses résiduelles

. Infections causées par 'immunosuppression

http://medweb2.unige.ch/immunologie/home/HSC/index.php /



Circulation sanguine et hémostase



Circulation sanguine
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Types de vaisseaux sanguins

To the
heart Frﬂg; H\e

Oxygen Muscle
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Le foie

- Recoit le sang des intestins puis le
remet en circulation

Capillaries
of liver

Inferior
vena cava

- ROle majeur dans le métabolisme
des lipides et des glucides

Hepatic artery

Capillaries of digestive
tract: stomach, intestines,
pancreas, and spleen

Hepatic portal
vein

Figure 21-19: The hepatic portal system
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Détails de la circulation du foie
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Systeme lymphatique

Circulatory Lymphatic Inter-relationship
System System between systems

Veins Artery

Ganglions 4
lymphatiques

Capillaries

https://ib.bioninja.com.au/



Collection de fluide extracellulaire par la
circulation lymphatique
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(a) Relationship of lymphatic capillaries (b) Details of a lymphatic capillary
to tissue cells and blood capillaries
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Lymphatic capillaries

Precollector

Collecting lymphatics

Pas de pompe, mais des valves dans les grands
vaisseaux lymphatiques

Fluid flow

Jiang et al., Ann. Rev. In Phys. 2018 https://cardiovascularsystemud.weebly.com/the-histology.html



Formation d’un caillot sanguin - hémostase

A. arteriolar vasoconstriction arteriole smooth muscle B. primary hemostasis ; platelet aggregation
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Formation d’'un bouchon plaquettaire
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Formation d’un caillot sanguin - hémostase
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Cascade de coagulation

- Implique 12 (I-XII) protéines circulantes appelées facteurs de
coagulation, qui vont genérer une cascade protéolytique pour
aboutir a la polymeérisation de fibrine

- Le plus souvent initiée par le Facteur VII qui quitte la circulation
sanguine lors d’'une lésion, et entre en contact avec le « Tissue
Factor » qui est exprimé sur les fibroblastes et les leucocytes.

- Formation d’'un complexe activé et début de la cascade de
coagulation

Autre initiation possible: conversion de facteur Xll en facteur Xlla.



Cascade de coagulation
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