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I. INTRODUCTION



Hématopoiése : ensemble des meécanismes qui assurent le remplacement
régul¢ et continu des cellules sanguines

Sang : cellules matures des différentes lignées a taux constant et
ayant une durée de vie limitée
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L’hématopoicse se deéroule a partir d’une population

de cellules rares et indifférenciées :

—— Les cellules souches hématopoictiques (C.S.H.)

—» ATlorigine de toutes les lignées sanguines



Utilisation potentielle des CSH
en meédecine régénerative

Transplantation de CSH: traitements de maladies dues
a des désordres hématopoiétiques

- Apporter un systeéme immunitaire fonctionnel a des individus atteints
d’une immunodéficience

- Remplacer un systeme hématopoictique defectueux par un systeme
fonctionnel dans le cas de maladies génétiques (drépanocytose)

- Restaurer le systéme hématopoiétique de patients atteints de cancer et
traités par des agents cytotoxiques

- Utilisation des CSH en thérapie génique (interessant car les CSH sont

capable d’autorenouvellement ce qui permet d’éviter 1’injections

périodiques de cellules matures)



Les compartiments hématopoiétiques

4 compartiments:

LES CSH
Multipotentes

Cellules engagees dans un lignage cellulaire

Cellules qui se divisent et se maturent

Cellules fonctionnelles qui
passent dans le sang



I1. Les Cellules Souches Hématopoiétiques



Deux propriétés fondamentales

a/ L’autorenouvellement : capable de se diviser a I’1dentique
sans se différencier

——— maintien du pool de CSH
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b/ Multipotence: capacite de se différencier en n’importe
quelle cellule du sang

Cellules
souches
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Caractéristiques des cellules souches hématopoiétiques

- Cellules tres rares (0,01% a 0,1% des cellules de 1a m.o.)

- Cellules indifférenciées
- Pas de marqueurs spécifiques
- Non reconnaissable morphologiquement

- 90% en GO (stade quiescent)



Engagement dans une voie de différenciation

par division asymétrique

Cellule Souche

Cellule souche engagée .

/ Autorenouvellement

Différenciation




Les deux modeles de la division asymétrique
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II1. MISE EN EVIDENCE DES C.S.H.



Premicre mise en évidence de cellules multipotentes
chez la souris : Expérience de Till et Mc Culloch (1961)
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Chaque colonie est 1ssue d’une seule cellule de 1a m.o appelée
CFU-S : Colony Forming Unit in the Spleen



CSH
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Monocytes Granulocytes



Mise en ¢vidence des CSH par culture des cellules de m.o.
en milieu semi-solide (Methylcellulose).

Expérience de Metcalf (1966)

| Culture en milieu
semi-solide avec
facteurs de croissance
hémtopoiétique

Fréquence 1/1000
dans la moelle osseuse

Facteurs de croissanc

Lymphocytes T stimulés
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Mise en évidence des CSH chez ’Homme

Apport de 1a pathologie: clonalit¢ des tumeurs

Exemple de la L.M.C. (leucémie my¢loide chronique)

— toutes les cellules de 1a lignée my¢loide
(GR-PN-macrophage-Megacaryocytes) et les lymphocytes B
présentent la méme anomalie chromosomique :

Le chromosome Philadelphie qui résulte d’une translocation

entre le chr 9 et le chr 22.



Reconstitution de ’hématopoiese.
Utilisation des souris SCID
(severe combined immunodeficiency)

Rayons X
Ce Ce
R moelle
my éloides I 0sseuse
lymphoides T [ \\/ ;l thymus Cellules
/Y de m.o.
O
lymphoides B . rate m

4 a 6 mois
Reconstitution multi-lignées
Reconstitution définitive



Caractérisation phénotypique des CSH
de 1a moelle osseuse

Chez la souris : Expérience d’l. Weissman

Utilisation d’anticorps monoclonaux et du tri cellulaire par cytomeétrie en flux

Prelevement des cellules de la m.o
— ¢limination des cellules matures:
- Ac anti CD4, anti-CDS8 et anti CD3: lymphocytes T
- Ac ant1 B220: Lymphocytes B
- Ac anti-Mac-1: Macrophages et cellules NK
- Ac anti-GR20: granulocytes
- Ac anti-Ter 119: Globules rouges

— > Cellules sans marqueurs de différenciation : cellules LIN-



Utilisation d’autres anticorps
— Permet d’1soler un population de cellules
Thyl*~ Scal* cKIT* LIN-

—* 0,02% des cellules de la m.o.= CSH

2 AN

A B C
Mac 1- CD4- Mac 17- CD4- Mac 1+- CD4*-



1/ Rayons X Cellules A

A W

Ty —> Ty Cellules A+B+C
Q.7 Reconstitution a long terme
2/ Rayons X + capacité d’autorenouvellement

% Cellules B des cellules A

(X —— "y Cellules B+C
@ 7 Reconstitution a court terme
+ autorenouvellement moins efficace
3/ Rayons X Cellules C
des cellules B
/\ N\ s fl W\ Cellules C

7~ . o
O 3 o
QA T~ Reconstitution tres courte

Pas d’autorenouvellement
des cellules C



Potentialité de reconstitution A > B > C

Les cellules A (Macl- CD4- CKIT* Sca 1" Thyl * LIN-) : véritables

CSHs,

>  seule population capable d’autorenouvellement
et de reconstituer definitivement les territoires hématopoiétiques

d’une souris irradi¢e (production de toutes les cellules du sang)



Compartiments hématopoiétiques

Bone Marrow Blood
T celis
Dendritic cells
Selfeenewal activity
{at least for life) NK celis
e Psen1Pcoae’Ferr’ L B cells
Granulocytes
P Tyt YRC08C P iyt oose” eyt sPeos” Monocytes
T Dendritic cells
cKit*Sca-1*
P TR T
A B C Erythrocytes
Platelets

kit Sex4 OO PR

Cellules souches Progéniteurs Cellules matures



Haematopoietic stem cell
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CD34 marqueur des CSHs humaines

Cellule souche totipotente
CD34 + | CD34+, CD38-, HLA-DR-, CD33-, |

CFU-GEMM '
BFU-E P 14-20 J * T~y CFU.Meg 14J

CD34+, CD38+,

GO CR38T, HEAURT,

HLA-DR+, 3 CFU-GM CD34+, CD38+, | 33345!'?:-:03&‘
‘ HLA-DR+ ' % '
CD33+ 14 J ' ’ CD33+ CD157
CD33+.CD15- ' %
* : - | GPlibliia
CD34+, BFU-E
CD38+, 10-12) y CD34+, CD38+,
HLA-DR+, - CF7U JGM HLA-DR+, CFU-Meg 7 J
__CD_:_S_:{*_ALB!-.H_I_ ; CD33+.CD15 + \ CD34+. CD38+.
/ \ | HLA-DR+,
- CD33+,CD157
CFU-E | : :
CD34+/-CD33+/- 74 , | GPllbllla+
gEjg& : < | CD34+, CD38+
ABH,GPC+ * } Jaea BTt *
CD34 -

Proérythroblaste Promyélocyle Promonocyte Promégacaryoblaste



Phénotype des CSH de la moelle osseuse

c-Kit* c-Kit*

Negative for: Negative for:

B220 cD10
CD34,8 CD14
Mac-1 CD15
Gr-1 CD16
Ter 119 CcD19

CD20

Cellules KTLS

Lin-CD34*CD38-THy1*- Kit*
Lin-Sca1*Kit*THy1*-CD34-CD48-CD150*



IV. Les territoires hématopoiétiques



Cellularity (%)

100 |

Territoires ou se déroule I’hématopoicse

— Variation au cours du développement

-~ Bone marrow|
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Ou sont génerées les CSH chez I’embryon?

Travaux réalises chez le poulet

(Nicole le Douarin et Francoise Dieterlen)



(Eufs d’oiseaux deux régions:

— blanc d’ceuf (I’albumen) et jaune d’ceuf ou se développe 1I’embryon

e Sereuse raphé .
amnl séro-amniotique

WOE neiveus cavité amniotique
myotome
corde

archentéron

coquille et membrane coquilligre pédicule vitellin

albumen pédicule allantoidien
cavité séro-amniotique

vésicule vitelline

) membrane
=) vitell
jaune e

A. 48 heures

C. 4 jours

—» Aires embryonnaires et extra-embryonnaires



Dans I’aire extra-embryonnaire (sac vitellin) apparition des
premiers vaisseaux sanguins ——» [10ts sanguins (1ler globules

rouges)

Embryo
Area pellucida
Vascular area

‘ Sinus_
terminalis

Internal
* vitelline area

External
vitelline area

Yolk




Ilots sanguins 1,5j Vaisseaux sanguins, 2,5j




D’ou proviennent les CSH responsables

de la formation de ces premiers globules rouges ?

—— Aire embryonnaire ou extra-embryonnaire ?



Utilisation des greffes caille-poulet (chimeres)

Caille
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Observations des coupes au microscope :

— 7 e¢me jour : GR de type poulet

A partir 10 éme jour : GR et lymphocytes de type caille

2 sites de production de CSH qui se succedent :

- Sac vitellin : hématopoiese primitive

- Embryon qui donne les CSH qui colonisent les organes
hématopoiéetiques (foie feetal, thymus)

—— hématopoiese définitive



Territoire embryonnaire = Splanchnopleure para-aortique

Se transforme en un territoire appelée AGM
aorte-gonado-mesonephros

(comprend ’aorte, les ¢bauches des crétes génitales
et I’¢bauche du rein)




Expériences chez la souris réalisées par A. Cumano :

2 géneérations de CSH qui se succedent au cours de la vie embryonnaire

'Embryon de 8,5 a2 9,5 JPC
(10 a 25 somites)

Dissociation

Vo

IL7 + KL+IL3 SV Sp-Pa
!;HL‘LQR’D Q \“. ®
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Fractions de clone
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KL+ 1L 11+ EPO

vl |

Erythropoiése  Lymphopoiése Lymphopoiése
myélopoiése B T




Sac Vitellin AGM
C.Myéloides | C.Lymphoides |c Myéloides | C.Lymphoides
7j-8j + - t *
9j-10; + + + +

Meémes successions d’événements chez les mammiferes
avec deux territoires de production des CSH



Les territoires de production des CSH chez I’embryon de souris

islands

(c)

Neural tube

29mile Mesonephros

.| Dorsal aorta

, Genital ridge/
Hindgut

1; gonad




Les CSH de Paorte




Le placenta : nouveau site de production des CSH embryonnaires




Succession de territoires hématopoiétiques au cours de I’ontogenése

Production des CSHs
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Umbilical - Expansion des CSHs

artery

Résidence des CSHs

Vitelline

Vitelline 5
vein

artery

Yolk sac




Embryo Fetus Adult

Placenta

D

Endosteal niche
Bone

gdeIel o)

Aorta
Gonad

Mesonephros Osteoblasts

Blood
vessels

Progenitors
Vascular
Stromal cells niche

Yolk Sac




V. Régulation de ’hématopoiese



1/ Facteurs extrinseques
a/ role du microenvironnement

— niche hématopoiétique :

Dans moelle osseuse

-Ostéoblastes (endostéum)

-Ostéoclastes (endostéum)

- Cellules réticulaires

- Cellules peri-vasculaires (Cellules endothéliales...)

- Matrice extracellulaire



Les niches hématopoiétiques dans la moelle osseuse

Trabecular
bone

Endosteun

Cancellous
bone

s

Trabecular
zone

Sinusoid

Central sinus

fvein)

Medullary
artery

Adult

Endosteal niche

Stromal cells

Bone

{ | Blood
vessels

Vascular
niche




Les interactions niche hématopoiétique-CSH

Ostéoblastes




Implication de la niche dans la quiescence et
I’auto-renouvellement des CSH

Interface between
niche and non-niche
Non-niche microenvironment microenvironment Niche
[

Non-niche microenvironment  Cell-fate A E Stafrcall rS:r:fe-wal

() @G
D] o] o] o] o] o] o] o] o

Non-specialized stromal cell Specialized niche cell

-

5 Cell-fate B




Plusieurs types cellulaires sont impliqués dans la biologie des CSH

a Contribution of cells near the endosteum

Osteoblast

©
4

Endothelial
QOsteoclast cell




Hypotheses sur ’existence d’une niche périvasculaire

a Residence in perivascular niche

Endothelial
cell

W cell

o b Residence in endosteal niche with migration
through perivascular sites

~< ¢ Residence in distinct endosteal and
_perivascular niches




Hypotheses sur ’existence d’une niche périvasculaire

a Residence in perivascular niche

Endothelial
g cell

Endosteal
cell

o b Residence in endosteal niche with migration
through perivascular sites

¢ Residence in distinct endosteal and
_perivascular niches







b/ Role des facteurs de croissance ou cytokines

Glycoprotéines
production locale excepté EPO et la TPO poduites a distance
respectivement par le rein et le foie

— cellules du stroma

— lymphocytes T

— monocytes/macrophages
Action a faible concentration

Action synergique et parfois redondante



Facteurs synergiques : SCF (Stem Cell factor), FLT3-L, IL1,IL6, IL11
LIF(Leukemia inhibitory factor),

Action sur les CSH: Tsurvie, tnb en cycle,

sensibilisent les cellules aux autres FC (expression des récepteurs)

Facteurs multipotents: IL3, GM-CSF (prog. my¢loides)
IL7 (prog. Lymphoides)
Action sur les progéniteurs: ¥ survie, action sur plusieurs lignées,sortie de
I’état de quiescence
Facteurs restreints: G-CSF, M-CSF, EPO, TPO, IL5
Facteurs de différenciation terminale

Facteurs de maturation



. Hémangioblaste
VEGF

SCF, FLT3L

TPO C @ Cellule souche
Progéniteur myéloide commun |6 |11 hématopoiétique
CFU-GEMM / L

Cellule souche

IL-1
*/—W*
(o @  cucsF(e (o (@
Progéniteur Progéniteur Progéniteur CFU-Eo CFU-Bas
érythroide BFU-E meéga- granulo-
caryocytaire macrophagique
CFU-MK CFU-GM
T
CFU-M  CFU-G T L5 T L4

@ M-CSF

Mégacaryocyte

v v
EPO © ®
Monocyte Neutrophlle Eosinophile Basophile

G-CSF

!
©

Erythrocyte Plaquettes Macrophage

5 @ lymphoide

IL-ML-?
(@ (®

Progéniteur B Progéniteur T

IL-2 ——

o o

Lymphocyte B Lymphocyte T




2/ Facteurs intrinseques
Les facteurs de transcription

Expériences des souris KO

Zinc F  Eryth, Meg, E, Mast Pas d’erythro/megaK

Ets Pr. myéloides, B Pas de myelop / B
Runt C. hematopoiéetiques Pas d’Hematopoiese

P. box Cellules B
Zinc F Cellules T

Pas de cellules B
Pas de C. lymphoides



Les facteurs de transcription

Cellule souche hématopoiétique

(@

tal-1 / SCL
AML-1/ CBF

Lmo2 / Rbtn
GATA-2
E @ ikaros
P L PU.1 Progéniteur
Progéniteur myéloide commun @ @ lymphoide commun
PU.1

(@ (@

FOG A/l\A

(@ (5 © € ® ® ® ® (@

Erythroblaste Mégacaryocyte Mastocyte Monocyte /  Polynucléaire ostéoclaste Lymphocyte B Lymphocyte T Cellule NK
Macrophage  neutrophile

GATA-1 GATA-1
FOG NF-E2

Erythrocyte  Plaquettes




V1. Différenciation des lymphocytes T et B
a partir des CSH



La différenciation intrathymique

Thymus

s B-selection
Other cell types, /
Erythrocyte, NKDC o // yS-selection ETCROBSN. ~o o e
megakaryocytic myeloid /DG, TCRYS
cells " Mac NK RY
/ m
— CDs8
»
\ g N O
0 Y
/\ m X CD4
O— O —==0—0—0 O-O—0O
Stem cell Early lymphoidor | c-Kitt DN1 DN2 DN3 DN4,ISP DP
or multipotent  lympho-myeloid : O
precursor precursors O NKT
Treg
Loss of B potential Commitment

Postcommitment T cell development

DNI1 : CD44+*CD25
DN2 : CD44*CD25*
DN : CD4-CD§- DN3 : CD44-CD25*
DN4 : CD44-CD25

DP : CD4+CD8*



Pre-TCR
TCR-B

Ptcra
mRNA + —+ St o+ e

TCR

DP




Les facteurs qui régulent la différenciation T

a MYB
P Notholl] -
lkaros /_\ i |BMP
RUNXI-CB#B | [Eprotein] -
Self-
o—1<LoL.g=L .o
HSC Precursor ETP Natch—DLL DN2
cell + MINT
b S C.CEN,  Mhtom B-selection TCRB-dependent stages
DS checkpoint [ I
.\
i #———— |Notch-DLL Notch-DLL
“ BA 7 MYB
Notch-DLL RUNXI-| |GATA3 D3
IGFnl Eprotcin’ [pur| TA3"| CBFB BCL-11b MYB | [E protein]
Precursor ? -
cell ‘ e c / \ l l l DN4
©——|0-+>CD
ETP Dm """ ]' = i DN3a T DN3b  |«[WNT] P
[TCF1] |B-catenin] Eproteh] [Eprots] TCF1] [B=catenin
\TCR gene LEF) [E-catenin]
rearrangement




Les facteurs qui régulent la différenciation T (1)

D
| ==

Notch1

' Notch1 ' Notch1 GATA3 '
Notch1
TC
Ets- 1




Les facteurs qui régulent la différenciation T (2)

IL-15
TCRU

oz:
o
*®

NKT cell

> @

TCRa

TCRa
RUNX3

SP CD8*

TGFB
FOXP3
RUNX1

SP CD4*




Pré;‘lmuur f\q
/ thymique P

l' Notch-IL . ”ESI

CSL )( " noyau /

\ mtal MxS
eag”

Induction de la Inhibition de la
differenciation T différenciation B



Les facteurs qui régulent la différenciation B

P Pax5
IL-7Ro* B220* CD19* pre-BCR* igM* IigM*/igD*
R d
Vi
B-biased pro-B pre-B Immature Mature Plasma

progenitor B cell B cell cell



Transcription Factors Active in Lymphocyte Devetopment*

Targets

Expression

Phenotype of
knockout mutant

Factor Class
Multilineage
CBFa2 = AML1, Aunt
PEBP2aB
c-Myb Myb
PU.1 Ets Winged helix
tkaros 2Zn finger
(Hunchback)
T-Cell “specific”
TCF-1 HMG
LEF-1 HMG
Sox-4 _HMG
CREB
GATA-3 Zn finger (GATA)
B-Cell “specific”
E2A (similar target bHLH class A
genes possible for
HEB or other bHLH)
EBF EBF/OIf HLH-like
Pax5
Cther
Ets family Ets Winged helix

TCRq, B, v, 8; RAG1;
CD35; CD3e, IgH

TCRYy, 3, CD4, c-kit, Lek,
Bcel-2? ’

IgH, g J chain, Igk, Ig\,
CD79a

CD35, CD2, CO8«, TdT,
RAGH1, Lek proximal?

TCRa, B, 8; CD3¢; CD4,
CDB8u«, IL-4, IL-13, Lek
proximal?

Same as TCF-1

CD2,CD3¢

bZiP (CREB/ATF) TCRa, B; CD2, CD8«

TCRa, 8, 8, CD2, CO8a

RAG1, CD4, CD8a, TCRy,

IgH, igk, TdT? EBF?
Pax5?, cyclin-depen-

dent kinase inhibitor p21

CD79a (Ig-a, mb-1), AS,
VpreB, Pax5?

Pax Paired, homeo CD19, A5, VpreB, bik

kinase, ig J chain, Vh

germtiine promoters, ig-x

TCRaq, B, v, 8, Bei2, CD2,

CD25, TdT; CD3e?,
CD4, CD8a, Lck, per-

forin, many B-celi genes

Thymocytes, T-cell lines, B-cell lines,
myeloid cell lines, pluripotent pre-
cursors i

Hematopoistic cells, other embryonic
tissues

PU.1 mainly in B cells and macro-
phages, aiso precursors and early T
cells

T celis, thymocytes, early B cells,
hematopoietic stem cells; some
myeloid precursors

Thymocytes > mature T cells; many
nonhematopoletic embryonic cell
s
Pre-B cells, thymocytes, many nonhe-
matopoietic embryonic cell types

Thymocytes, gonads, and muitiple
embryonic tissues

Ubiquitous, aiso many ubiquitous
tamily members; possible T-cell-
specific splice variants

Hematopoistic precursors, T cells,
other embryonic tissues, including
midbrain and eye

Ubiquitous

Oifactory neurons, adipocytes, B-celi
precursors
Central nervous system, B cells

Many detailed expression patterns for
different family members. Ets-1 in
mature B & T cells

Lack of definitive hematopoiesis: all lin-
eages

Multilineage fetal hematopoiesis defect

Prenatal or perinatal death due to mac-
rophage loss; also efimination of B
cells and stem cells, early loss, late
recavary of T-cell development

Dominant negative: no lymphoid devel-
opment (T, B, NK), some myeloid
abnormalities. Null mutation: block of
B, NK, fetal T development but post-
natal T development recovers

¥
T-cell development blocked during
DN — DP transition

Lack of B-1 B cell lineage; lack of whis-
kers, hair, teeth; neurologicat
defacts; most thymic populations
appear OK i

Cardiac maltormation, early B develop-
mental defect; aiso T lineage slow-
down

Complete knockout: perinatal death
whung detect, also selective block of
fetal TCRap thymocytes, not other
hematopoietic cells; dominant nega-
tive from T-cell specific promoter:
normal T cell development, inhibited
response to activation

Severe neurologic abnormalities, gross
defects in fetal liver hematopoiesis;
T-lineage developmental block in
RAG /- chimera.

E2A knockout: severe B-lineage devel-
opmental arrest, stowdown of T-lin-
eage devel due to early defect.
E2A/HEB double heterozygotes
show similar effects

Severe B-lineage developmental arrest

Posterior midbrain abnormal, severe
B-lineage developmental arrest, no
V-DJ joining

Ets-1 knockout: T, B cells develop but
show accelerated cell death, plasma
cell differentiation in response to acti-
vation



