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> ’hématopoiese repose sur des cellules
souches multipotentes et des progéniteurs
hématopoiétiques ayant une grande capacité
d’amplification, et se déroule dans des niches
spécialisées des os. Grdce aux progres réalisés
dans le typage HLA (human leucocyte antigen ; en
francais : complexe majeur d’histocompatibilité
ou CMH) et dans le conditionnement des sources
cellulaires, la transplantation de cellules souches
hématopoiétiques permet de traiter efficacement
les hémopathies malignes ainsi que certaines
maladies génétiques. Le tracage des cellules
révéle une reconstitution temporelle biphasique
apres greffe: d’abord par des progéniteurs
cellules

hématopoiétiques, puis par les

souches hématopoiétiques multipotentes.
U'hématopoiese reconstituée reste polyclonale,
influencée par I’age du donneur, le contexte
pathologique et les antécédents génétiques
du donneur et du receveur. La transplantation
n‘augmente pas le nombre de mutations, mais
elle induit une sélection clonale qui réduit la
diversité, surtout chez les donneurs agés. Ces
résultats valident les stratégies de thérapie
génique fondées sur Iutilisation de cellules
souches hématopoiétiques et ouvrent des
perspectives d’optimisation pour la sélection des
donneurs, le conditionnement des cellules et la
prise en charge personnalisée du receveur. <

Hématopoiése : quelques chiffres

Chez I’étre humain, I’hématopoiese se déroule dans
la moelle osseuse des os plats (sternum, cdtes, ver-
tébres, os iliaques) et dans les épiphyses des os longs.
On dénombre environ 1,2 x 10'2 cellules mononucléées
et 2,8 x 10%% cellules sanguines dans la moelle osseuse
humaine [1]. Chez une personne adulte, environ
500 milliards de cellules sanguines sont produites
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chaque jour. Cette production élevée est nécessaire pour compenser
la durée de vie courte de certaines cellules sanguines, comme les neu-
trophiles, qui survivent seulement quelques heures a quelques jours,
ou les plaquettes, dont la durée de vie moyenne est de sept a dix jours.
Cette production repose sur les cellules souches hématopoiétiques
(CSH), dont environ 10 % seulement sont actives, les autres étant en
état de quiescence [2]. Les CSH ont la capacité unique de s’autore-
nouveler et de se différencier en différents lignages hématopoiétiques.
On estime qu’une CSH se divise en moyenne toutes les 40 semaines
chez I’étre humain [2]. Cette estimation a été obtenue en mesurant,
chez des femmes, le pourcentage de cellules sanguines porteuses de
I’inactivation du chromosome X soit paternel, soit maternel. Cette
mesure de la sélection hémizygote donne une estimation du nombre
de divisions cellulaires depuis la naissance, moment ou la distribu-
tion hémizygote est considérée comme étant de 50 : 50. Des données
biologiques ainsi que des simulations computationnelles ont permis
d’estimer que la production quotidienne des cellules sanguines repose
sur environ 10000 CSH [2]. Ces chiffres ont récemment été remis
en cause par deux études [3, 4] utilisant le séquencage profond du
génome entier de CSH amplifiées in vitro. Ces études concluent a un
nombre de CSH compris entre 44000 et 215000 et a une fréquence de
division comprise entre deux et vingt mois. Ces résultats, basés sur la
détection de mutations dans des ensembles de genes préétablis, ont
été complétés par des modéles bayésiens'.

Ces chiffres, bien supérieurs a ceux rapportés jusqu’a présent, doivent
étre confirmés, car, dans les deux études, le nombre de cellules
analysées est faible (140 dans [3], et 18 dans [4]), ce qui réduit

! La statistique bayésienne est une approche statistique fondée sur I'inférence bayésienne, dans laquelle
la probabilité exprime un degré de croyance en un événement. Le degré initial de croyance peut étre basé
sur des connaissances a priori, comme les résultats d’expériences antérieures, ou sur des croyances per-
sonnelles concernant I’événement (ndlr).
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considérablement la robustesse statistique des données. Cependant,
le fonctionnement quotidien du systeme hématopoiétique repose sur
des progéniteurs hématopoiétiques® & forte capacité de multiplica-
tion, ainsi que sur des CSH « activées », et proches de la niche vas-
culaire, qui vont entrer en cycle et produire de nouveaux progéniteurs
hématopoiétiques [5, 6]. De plus, les marqueurs de surface cellulaire
couramment utilisés pour isoler les CSH permettent d’obtenir une frac-
tion cellulaire composée de CSH et de progéniteurs hématopoiétiques
multipotents. Dans la suite de cette étude, nous appellerons les cel-
lules utilisées pour la thérapie génique ou cellulaire « cellules souches
et progéniteurs hématopoiétiques (CSPH) » afin de mieux refléter la
diversité populationnelle obtenue et traitée. Les populations cellu-
laires seront nommeées « CSH » dans le cas de greffes a long terme et/
ou lorsque leur quiescence est avérée.

La notion de niche hématopoiétique

Chez P’adulte, les CSPH résident dans le microenvironnement unique
de la moelle osseuse, appelé niche hématopoiétique. Celle-ci a été
particulierement bien décrite chez la souris adulte, mais elle reste
moins bien définie chez I’étre humain, malgré quelques avancées
récentes [7-9]. Chez la souris comme chez I’tre humain, les niches
sont définies en fonction de leur localisation anatomique dans la
moelle osseuse et du type de vaisseau sanguin qu’elles contiennent : les
sinusoides ou les artérioles®. Deux niches au moins sont définies sur une
base anatomique : la niche endostéale, au contact de 'os, et la niche
centrale, localisée au centre de la moelle. La premiére occupe environ
10 % du volume total et abrite environ 15 % des CSH totales ; elle est
composée de cellules dérivées de cellules souches mésenchymateuses,
c’est-a-dire d’ostéoblastes, de fibroblastes et d’adipocytes, ainsi que
de cellules hématopoiétiques impliquées dans la résorption osseuse.
La seconde, qui contient la majorité des sinusoides et des artérioles,
comprend plus de 90 % du volume de la moelle osseuse et 80 % des
CSH. Les deux niches assurent des fonctions différentes. Les CSH actives
transitent par la niche centrale, qui assure la production quotidienne de
cellules sanguines et est sensible au stress génotoxique et a la myéloa-
blation®. A Pinverse, la niche endostéale est relativement préservée de
ces agressions et semble jouer un réle important dans la reprise héma-
topoiétique aprés une déplétion médullaire [10].

La transplantation hématopoiétique : des origines...
a nos jours

La transplantation de cellules hématopoiétiques, également appe-
lée greffe de moelle osseuse ou greffe de CSH, a émergé comme une

? Les progéniteurs hématopoiétiques représentent le stade ultime de différenciation des cellules-souches
hématopoiétiques engagées de facon irréversible dans une lignée (ndlr).

® Les sinusoides sont des capillaires, qui se trouvent dans les glandes surrénales, le foie, la rate et la
moelle osseuse. Les artérioles sont de petits vaisseaux sanguins situées a la fin du réseau artériel, entre
les artéres et les capillaires (ndlr).

* La myéloablation correspond @ I’administration de chimiothérapies et/ou d’irradiations & haute
intensité visant a éradiquer I’hématopoiese médullaire endogéne afin de permettre I'implantation de
nouvelles cellules souches hématopoiétiques (ndlr).
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avancée médicale majeure au cours de la seconde
moitié du xx®siecle. Historiquement, elle s’inspire
des travaux d’€gon Lorenz (1892-1954), médecin ger-
mano-américain, publié en 1951 [11], qui ont démontré
I'utilité de la greffe de cellules de la moelle osseuse
chez des souris et des cobayes pour réduire la morta-
lité apres irradiation. Les premiers essais de greffe de
cellules de la moelle osseuse chez I’6tre humain ont
eu lieu en 1957 [12], mais n’ont abouti qu’a une greffe
a court terme. Le premier succeés thérapeutique a été
obtenu avec la premiére greffe hématopoiétique hété-
rologue (encore appelée allogénique) aprés I'accident
de PInstitut des sciences nucléaires de Vinéa® [13] en
1958, lorsqu’une prise de greffe temporaire a permis
la survie des patients jusqu’a la reconstitution de leur
propre moelle. Dans la greffe allogénique, on recherche
le donneur le plus compatible par rapport au receveur.
Le donneur peut étre apparenté ou non apparenté. La
premiere greffe a long terme fut une greffe géno-iden-
tique, publiée en 1961, avec la transplantation d’un
patient, atteint d’aplasie médullaire, avec des cellules
de son frére jumeau [14]. Quelques années plus tard,
la premiere greffe hétérologue a long terme a permis
de traiter des patients atteints de leucémie [15]. La
méconnaissance des systemes d’histocompatibilité a
cependant posé probléme jusqu’aux années 1990, car de
nombreux patients décédaient de la maladie du gref-
fon contre I’hdote (GVH, graft-versus-host disease) ou
développaient une GVH chronique [16]. La découverte,
par le Pr. Jean Dausset®, du role crucial des antigénes
HLA (human leukocyte antigen) dans la tolérance de la
greffe [17], a permis d’améliorer considérablement le

(=) Voirm/s n° 5,
2010, page 447

taux de succes des greffes de moelle
osseuse [18] (=).

Actuellement, un typage HLA de haute résolution (HLA-
A, -B, -C, DRB1 et DQBI) est réalisé dés le diagnostic. €n
premiére intention, le typage est effectué au sein de la
fratrie du patient. €n absence de donneur apparenté
HLA-identique, la recherche est élargie aux registres
internationaux. La compatibilité entre le receveur et
le donneur est évaluée a I’aide d’un score, calculé en
fonction du degré de correspondance entre les dif-
férents HLA typés [19]. La plupart des greffes sont

5 L’accident nucléaire de Vinga s’est produit le 15 octobre 1958 & I’Institut Boris
Kidri¢ des sciences nucléaires de Vinca en Serbie, lorsqu’une fuite de matiéres
radioactives a eu lieu dans un réacteur nucléaire installé plusieurs mois plus tot, le
premier dans I’ex-Yougoslavie (ndlr).

¢ Jean Dausset [1916-2009] a révolutionné le monde de I'immunologie avec sa
découverte des molécules du « complexe majeur d’histocompatibilité », une
contribution essentielle pour comprendre les régles de la compatibilité tissulaire
entre les donneurs et les receveurs de greffe d’organes, et les mécanismes présidant
au développement de la réponse immunitaire. Ses travaux lui ont permis de recevoir,
en 1980, le prix Nobel de physiologie ou médecine qu’il partagea avec les Américains
Baruj Benacerraf et George David Snell (ndlr).
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réalisées de maniere hétérologue avec un donneur compatible. Cepen-
dant, chaque année, plusieurs milliers de patients restent en attente
de donneurs compatibles (source : world marrow donor association’,
2021). Aujourd’hui, la greffe de CSH demeure le principal traitement
curatif pour de nombreuses hémopathies malignes et des maladies
génétiques héréditaires [20], ainsi que pour les thérapies géniques
basées sur les CSPH [21].

Les progres techniques ont permis de diversifier les sources de cellules
souches : la moelle osseuse, le sang périphérique et le sang du cordon
ombilical. Parallélement, I’optimisation des traitements de condition-
nement et des thérapies post-greffe a permis de réduire les risques de
rejet et de complications. Des avancées majeures dans la compréhen-
sion du microbiome et du réle de I'immunité dans la réponse au greffon
ont également amélioré les résultats a long terme. Dans ce contexte,
il est essentiel de comprendre le role de différentes populations de
CSPH apres la transplantation afin d’améliorer les procédures cliniques
visant a établir non seulement le maintien a long terme du greffon,
mais aussi la récupération précoce de I"aplasie médullaire®.

Le tracage cellulaire pour étudier I’hématopoiese

Depuis quelques années, de nouvelles approches basées sur le tragage
cellulaire in vivo sont progressivement employées pour étudier le com-
portement des CSPH aprés transplantation [22]. Ces techniques ont
été utilisées dans deux articles récents parus dans la revue Nature,
rapportant respectivement I'utilisation des sites d’insertion virale
comme des codes-barres dans le cadre de thérapies géniques [23],
et I'utilisation des mutations naturelles acquises au cours du temps
comme marqueurs de lignage, permettant de recréer des arbres phylo-
génétiques apres transplantation [24].

Dans de nombreuses thérapies géniques utilisant les CSPH, des copies
fonctionnelles du gene défectueux sont délivrées aux cellules a I'aide
d’un vecteur viral recombinant qui s’integre dans le génome. Cette
intégration spécifique a chaque couple vecteur viral-cellule, consti-
tue un véritable code-barre unique. Les conditions de transduction
sont ajustées pour que chaque cellule regoive tout au plus un vecteur
viral, assurant ainsi 'intégration d’une seule copie du vecteur viral
par cellule. Chaque CSPH transduite devient alors un clone dont la
descendance héritera du méme code-barre. U'analyse par séquengage
des sites d’intégration permet de reconstituer I’histoire de différents
clones, leur capacité a s’amplifier et a se différencier dans un ou plu-
sieurs lignages.

Ce tracage des sites d’insertion du vecteur viral a permis, dans un
premier temps, d’étudier en détail la transplantation hématopoiétique
chez des primates non humains dans des conditions trés proches de
celles de I’&tre humain [25-27]. Ces trois études ont conclu & une
contribution importante de progéniteurs hématopoiétiques a court
terme dans les premiéres phases post-transplantation, suivie par la

" https://wmda.info/

® L'aplasie médullaire est une défaillance de la moelle osseuse entrainant une diminution des cellules
sanguines (globules rouges, globules blancs et/ou plaquettes), provoquant fatigue, infections et
saignements, et regroupant des formes idiopathiques, toxiques ou constitutionnelles selon I'origine (ndlr).
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mise en place d’'une hématopoiése stable assurée par 4
a 10 % des clones, sans doute des CSH. Une étude a, de
plus, montré que la dynamique de reconstitution aprés
traitement myéloablatif pouvait impliquer des CSH
greffant rapidement et persistant a long terme [28].
Quelques études similaires utilisant les sites d’inser-
tion, cette fois-ci dans le cadre de thérapies géniques
chez I’étre humain, ont révélé la complexité du fonc-
tionnement du systéme hématopoiétique [29-34]. Ces
études montrent que, durant les six premiers mois post-
thérapie, ’hématopoiése est initialement assurée par
des clones restreints a un seul lignage cellulaire, avant
d’étre progressivement relayée par des cellules héma-
topoiétiques capables de différenciation multilignage,
vraisemblablement des CSH. Certaines de ces cellules
peuvent rester quiescentes pendant la premiere phase
de la reconstitution, puis s’activer ensuite, indiquant
que la transplantation ne s’accompagne pas néces-
sairement d’une activation hématopoiétique liée au
stress de la transplantation [33]. Ces études indiquent
également que cette stabilisation de la reconstitution
cellulaire au profit des CSH survient entre un et deux
ans post-transplantation, et, que, si le nombre de
clones observés est important immédiatement aprés
la thérapie génique, il tend a diminuer pour atteindre
une moyenne de 2000 a 50000 clones de CSPH actifs,
en accord avec des chiffres obtenus par d’autres
moyens [1] sur des sujets normaux et en étudiant
d’autres types de maladies [29, 35].

Dynamiques hématopoiétiques post-greffes

Linsertion virale comme code-barre

L'étude de Calabria et al., s’appuie sur un suivi clonal
de la reconstitution hématopoiétique apres théra-
pie génique lentivirale de CSPH chez 53 personnes
Ggées de 6 mois a 15 ans, atteintes de trois mala-
dies génétiques distinctes : 9 patients atteints de
B-thalassémie, une maladie génétique héréditaire qui
affecte la production des chafnes & de I"hémoglobine
produites en quantités insuffisantes, ce qui altere
la fonctionnalité des globules rouges; 15 patients
atteints du syndrome de Wiskott-Aldrich (WAS), une
maladie récessive liée a I’X dont la cause principale
est une mutation du gene WAS, fortement exprimé
par les cellules hématopoiétiques, et dont la protéine
(WASP) est un régulateur majeur de la polymérisation
de I'actine, ce qui provoque un déficit en lympho-
cytes; et 29 patients atteints de leucodystrophie
métachromatique (MLD), une maladie métabolique
neurodégénérative causée par une mutation dans le
géne ARSA (arylsulfatase A) qui conduit & I’accumu-
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Figure 1. Suivi de ’hématopoiése post-greffe. €n haut : greffe de cellules autologues aprés correction génique par lentivirus et tracage des CSPH
ingéniérées grace aux sites d’insertion des vecteurs viraux. Trois maladies génétiques distinctes affectant I’hématopoiése ont été ciblées: la
leucodystrophie métachromatique, maladie métabolique neurodégénérative ; le syndrome de Wiskott-Aldrich, maladie récessive liée a I'’X et
la B-thalassémie, maladie génétique héréditaire qui affecte la production des chaines R de I’hémoglobine. Cette étude révéle le rdle clé du
microenvironnement pathologique pour biaiser la production hématopoiétique vers les lignages déficients dans la maladie. CSPH : cellules souches
pluripotentes hématopoiétiques ; BTHAL : B-thalassémie ; WAS : syndrome de Wiskott-Aldrich ; MLD : leucodystrophie métachromatique. €n bas :
greffes allogéniques et suivi des CSPH greffées et résiduelles par I’analyse des mutations somatiques. La liste des mutations présentes dans les
cellules hématopoiétiques du donneur est établie et sert de socle pour évaluer I'influence de la greffe sur "accumulation de mutations post-
greffe. Les profils mutationnels hématopoiétiques des donneurs et des receveurs sont suivis longitudinalement. L'influence de la greffe sur le profil
mutationnel est établie ainsi que les dynamiques de reconstitution hématopoiétique post-greffe. La conclusion est que I’age du donneur influence
de fagon majeure la dynamique de reconstitution hématopoiétique avec, dans le cas de donneurs dgés, une trés forte réduction du nombre de
CSH contribuant a ’hématopoiése chez le receveur, accompagnée d’une accumulation plus importante de mutations par rapport aux cellules du

donneur n"ayant pas subi de greffe.

lation de sulfatides dans le systeme nerveux central et périphérique  L’étude a suivi les patients jusqu’a huit années apres la
en raison d’un déficit de ’enzyme arylsulfatase A, entrainant une greffe, avec des échantillons collectés a 1, 3, 6, 9 et 12
démyélinisation et une accumulation nocive de mois post-traitement au cours de la premiére année,

L . (=) Voir m/s n° 10, . . . i e
lipides dans le systeme nerveux, et provoquant ., page 768 puis une fois par an par la suite. Le suivi a été réalisé sur

une inflammation locale. Les progres en thérapie les CSPH de la moelle osseuse et du sang périphérique,
génique et le traitement de la B-thalassémie et du (=) Voirm/s ainsi que sur les cellules myéloides, B, T, érythroides,
WAS ont fait 'objet d’articles récents dans méde-  n°8-9, 2023, précurseurs et progéniteurs CD34" purifiés, pour un total
cine/sciences [36, 37] (=). page 589 de plus de 6700 échantillons séquencés. Plusieurs para-
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metres ont été étudiés : la dynamique des clones de cellules marquées,
la taille des populations souches et progénitrices, la production des
cellules CD34" et I’analyse longitudinale de la différenciation des cel-
lules souches et progénitrices (Figure I). Dans cette étude, le nombre
de CSPH actives au cours de I’hématopoiése stable varie de 1800 a
74000, ce qui représente 0,0007 a 0,03 % des cellules totales inoculées,
un chiffre similaire pour les trois maladies, que les cellules soient
collectées a partir du sang périphérique ou de la moelle osseuse.
Cette étude met également en lumiéere I"avantage d’utiliser les CSPH
mobilisées’ du sang périphérique. Pour les trois maladies, la produc-
tion de CSPH ayant un potentiel multilignages (dans cette étude, sont
considérés comme multilignages les clones qui produisent au moins
deux lignages hématopoiétiques différents, ce qui peut introduire un
biais dans I’analyse) ne représente que 50 % des clones, tandis que
les 50 % restants sont constitués de clones engagés vers un lignage
spécifique, avec des différences propres aux programmes cliniques.
De maniere intéressante, plus de 75 % des sites d’insertion du vecteur
viral ont été identifiés au cours des 12 premiers mois post-traitement
et ont persisté pendant au moins 10 ans, avec cependant des clones
additionnels qui apparaissent au cours du temps. Les sites d’intégra-
tion sont majoritairement retrouvés dans des régions riches en genes,
en particulier dans des génes impliqués dans les modifications de la
chromatine et des histones, comme précédemment décrit [29, 35].
Si le nombre de clones actifs est important au début du traitement,
il diminue notablement aprés 24 mois. Ceci reflete la contribution
de nombreux progéniteurs engagés au début du traitement, qui vont
s’épuiser et étre progressivement remplacés a long terme par un plus
petit nombre de CSPH actives assurant ’hématopoiése.

Chez les patients atteints de MLD, de WAS et de B-thalassémie, les
clones transduits montrent une production préférentielle et un enga-
gement dans les lignées myéloide, lymphoide et érythroide respective-
ment, méme apres plusieurs années de traitement. Les CSPH transplan-
tées répondent donc a I’environnement pathologique en favorisant la
production des types cellulaires les plus nécessaires, c’est-a-dire que
la maladie oriente la différenciation hématopoiétique des CSPH injec-
tées. Le suivi des cytokines dans ces maladies montre soit une persis-
tance de la production d’érythropoiétine dans la B-thalassémie, soit
une diminution tardive de la thrombopoiétine au moins un an apres la
thérapie pour le WAS. Ceci suggere que la maladie impacte non seu-
lement les cellules hématopoiétiques, mais influence aussi fortement
le microenvironnement médullaire et la production des cytokines. Ce
biais n’est cependant pas observé dans d’autres maladies telles que la
granulomatose chronique ou les leucodystrophies [35, 38-40]. De plus,
I’Gge affecte également ’engagement hématopoiétique multilignages.
Les patients plus agés atteints de MLD et de B-thalassémie présentent
moins de clones multilignages que leurs homologues plus jeunes. Les
CSPH génétiquement modifiées, une fois leur stabilité atteinte, contri-
buent a environ 50 % de I"hématopoiese, tandis que les clones restants

9 Le terme « mobilisation » désigne le phénomene par lequel les CSPH quittent transitoirement le com-
partiment médullaire pour circuler dans le compartiment sanguin. Dans le cas de greffes de cellules
sanguines, les CSPH médullaires sont recueillies chez le donneur, grace a 'injection sous-cutanée pendant
445 jours d’un facteur de croissance hématopoiétique, le G-CSF (Granulocyte Colony-Stimulating Factor)
qui mobilise les CSPH, les fait passer dans la circulation ot elles sont recueillies par prélevement sanguin.
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sont engagés dans un lignage donné. Ces observations
confortent I’hypothese selon laquelle, a distance de la
transplantation, I’hématopoiése est maintenue par de
nombreuses CSPH engagées dans un lignage et capables
de persister pendant plusieurs années, sans qu’aucune
preuve de dominance clonale ne soit mise en évidence,
méme a distance de la greffe.

Cette étude confirme et étend les conclusions des
études précédentes [29, 34, 35, 38, 41, 42] (=) concer-
nant I'efficacité a long terme de

la thérapie génique par un vecteur (=) Voir m/s n° 11,

e 2025, page 877
rétroviral intégratif dans les mala- Pe

dies du sang. Les conclusions générales sont que le ren-
dement a long terme, I’engagement dans la différencia-
tion des CSPH, ainsi que I"accumulation de mutations
somatiques post-traitement, sont fortement modulés
par les antécédents génétiques des patients, sans
doute pour mieux s’adapter et compenser les exigences
posées par I’état clinique spécifique.

Les mutations somatiques comme traceur de lignage
Létude de Spencer-Chapman et al. [24] utilise les
mutations spontanées qui se produisent au cours de
la vie comme codes-barres pour le suivi de la recons-
titution cellulaire. A partir de la fécondation, les
cellules du corps humain subissent continuellement
des dommages génomiques, soit pour des raisons
intrinséques, soit en raison d’une exposition exogene
a des mutagenes. Bien que la quasi-totalité des dom-
mages causés a I’ADN soit réparée et que le génome
soit répliqué avec une fidélité extrémement élevée,
les cellules acquierent progressivement des mutations
somatiques tout au long de la vie. Si des mutations
sont présentes dans une cellule, elles sont partagées
avec sa descendance. Comme des mutations iden-
tiques surviennent rarement par hasard, les mutations
partagées indiquent souvent une histoire développe-
mentale commune. Une fois acquises, les mutations
sont rarement perdues. Ainsi, les relations dévelop-
pementales passées des phases embryonnaire, feetale,
infantile et adulte de la vie peuvent étre identifiées a
partir des mutations dans les cellules adultes. C’est ce
principe d’accumulation et de tracage des mutations
somatiques que Spencer-Chapman et al. ont utilisé,
pour étudier la dynamique hématopoiétique apres
transplantation de CSH. Si la majorité des mutations
sont neutres, certaines peuvent aussi conduire des
clones possédant une mutation somatique confé-
rant un avantage sélectif a s’amplifier plus que les
autres [41].

L'étude de Spencer-Chapman et al., offre une image
de la dynamique de la prise de greffe a long terme (9 a
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31 ans post-greffe) des CSPH en suivant la phylogénie du systeme
hématopoiétique au sein de paires’® donneur-receveur, fréres ou sceurs
ayant une compatibilité HLA totale. U'indication la plus fréquente de
ces transplantations était la leucémie aigué myéloide, et les régimes
de préparation étaient soit la myéloablation, soit le conditionne-
ment'. Les sources de cellules souches étaient la moelle osseuse ou
le sang périphérique mobilisé, et les receveurs et donneurs étaient
d’Gge similaire (de 7 & 11 ans). Pour chaque donneur et receveur, des
CSPH ont été isolées, leur capacité a produire des colonies hémato-
poiétiques en milieu semi-solide a été analysée, et ces colonies ont
été prélevées et séquencées. Les génomes de 2824 colonies hémato-
poiétiques ont ainsi permis d’étudier les mutations somatiques des dix
paires (Figure 1).

Pour les greffes provenant de donneurs relativement jeunes (Ggés
de 18 a 47 ans au moment de la greffe), environ 5000 a 30000 CSPH
avaient greffé. En revanche, ce nombre était environ dix fois inférieur
pour les greffes provenant de donneurs plus dgés (50 a 66 ans). La
greffe a considérablement réduit la diversité clonale chez les rece-
veurs, correspondant a 10 a 15 ans de vieillissement supplémentaire
par rapport @ une personne en bonne santé n’ayant pas bénéficié
d’une greffe. Cet effet était encore plus prononcé lorsque la greffe
provenait de donneurs plus Ggés. Sur les centaines de millions de
cellules recues du donneur, seuls quelques milliers ou dizaines de
milliers contribuent encore a I’hématopoiese 10 ans plus tard, voire
au-dela. La diversité clonale observée chez les donneurs les plus
dgés repose sans doute sur des CSPH particulierement bien adap-
tées a survivre en condition de stress, plus adaptées que les CSPH
“normales”. Cela dit, la détérioration de la fonction hématopoié-
tique liée a I’age ne se produit pas par un déclin général des CSPH
transplantées, mais par "acquisition de mutations particuliéres par
un petit nombre de CSPH. La contrepartie est que ces clones peuvent
présenter un désavantage pour le receveur sur le long terme, tel
qu’un biais de lignage, une réponse faible au stress hématopoiétique
ou une diversité immunitaire réduite, ce qui explique les moins bons
résultats de la transplantation hématopoiétique chez les individus
plus dgés. Cette image est a rapprocher de celle fournie par une
étude de la hiérarchie hématopoiétique chez 10 individus sains agés
de 0 a 81 ans, sans maladie hématopoiétique connue [42]. L’étude
montre que les CSPH accumulent en moyenne 17 mutations par an
aprés la naissance et que I"hématopoiese chez les adultes de moins
de 65 ans est massivement polyclonale, avec une population de
20000 a 200000 CSPH contribuant a la production hématopoiétique.
€n revanche, les individus agés de plus de 75 ans voient leur diversité
clonale diminuer drastiquement, 12 a 18 clones indépendants contri-
buant entre 30 et 60 % de I’hématopoiése globale, chacun d’eux
y contribuant entre 1 et 34 %. La plupart des clones ont initié leur

1 Dans ce texte : une paire fait toujours référence & un ensemble « donneur-receveur ».

' Le conditionnement pré-greffe correspond & I’administration de chimiothérapies et/ou d’irradiation
a haute intensité visant a fortement supprimer I’hématopoiese et le systeme immunitaire du receveur,
afin de permettre I'implantation du greffon, de réduire la charge tumorale résiduelle et de prévenir le
rejet immunologique. Un conditionnement peut étre une myloablation mais une myéloablation n’est pas
un conditionnement.
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expansion avant 40 ans, mais seuls 22 % portent une
mutation driver'? connue. Ce changement abrupt peut
s’expliquer par I’accumulation de mutations (driver
et non driver) qui confére un désavantage progressif,
devenant délétére autour de 75 ans. €n considérant
entre 20 000 et 50 000 CSH par individu, autour de 70
ans, le pool de CSH portera entre 350000 et 1400000
mutations [43].

Chez les donneurs, la charge globale des mutations
ponctuelles s’accumule tot avec I’dge, a un taux de
15,8 mutations par CSPH et par an, en accord avec
des résultats déja publiés [4, 42]. €n moyenne, les
CSPH du receveur présentent 23 mutations de plus que
celles du donneur, ce qui équivaut a un an et demi de
vieillissement normal. Cependant, cette différence
n’est observée que dans la moitié des paires et n’est
donc pas significative selon les auteurs. Cette faible
différence dans le nombre de mutations entre donneur
et receveur corrobore les résultats antérieurs concer-
nant la transplantation de CSPH issues de sang de
cordon ombilical et plaide en faveur d’un r6le neutre
de la transplantation dans I"apparition de mutations.
Soixante et onze mutations indépendantes ont été
trouvées dans les 10 paires étudiées. Les génes mutés
les plus fréquents sont DNMT3A [DNA methyl — trans-
ferase-3A1 (n = 23) et TET2 [ten-eleven-transloca-
tion 2] (n =9). Les mutations dans le gene DNMT3A
sont réparties de maniére variable entre donneurs et
receveurs. La superposition du moment de la trans-
plantation hématopoiétique avec ces phylogénies
montre que toutes les mutations partagées entre don-
neur et receveur datent d’avant la transplantation.
Cependant, chez les receveurs, il y a une coalescence®
accrue des arbres phylogénétiques au moment de la
greffe ou apres, indiquant que le conditionnement et/
ou "acte méme de greffe contribuent a un appauvris-
sement de la diversité cellulaire.

L'estimation du nombre de CSPH ayant greffé a long
terme varie de 700 a 25000 selon les paires. Ce chiffre
est supérieur chez les donneurs les plus jeunes, et la
diversité clonale est plus importante chez les donneurs
que chez les receveurs. Cependant, la trajectoire indi-
viduelle des clones est plus variable, avec des clones
s’amplifiant davantage chez les receveurs que chez les

12 |es mutations driver sont des mutations somatiques acquises par les cellules
souches hématopoiétiques qui conférent un avantage sélectif, se traduisant par une
augmentation de la prolifération et/ou une différenciation anormale des cellules
concernées. Ces mutations sont responsables de I"expansion clonale des cellules
souches hématopoiétiques et de leur descendance, un phénomene désigné sous le
terme d’hématopoiése clonale.

% La coalescence désigne la réunion, normale ou pathologique, de tissus voisins. Il
peut s’agir de deux organes végétaux différents comme un pétale et une étamine. ||
peut aussi s’agir des deux lévres d’une plaie simple en voie de cicatrisation (ndlr).



donneurs. La grande majorité des clones montre un biais vers I’un ou
I'autre des lignages, avec une préférence pour le lignage myéloide,
puis vers le lignage lymphoide B et enfin le lignage T. Si le lignage
myéloide se développe rapidement dans les deux a trois mois suivant
la transplantation, les lignages lymphoides mettent des années a se
rétablir, probablement en raison du traitement immunosuppresseur
et de la vitesse plus lente d’établissement de I'immunité adaptative.
Il a été établi que la diversité clonale de I’lhématopoiese diminue pro-
gressivement avec ’dge, de sorte qu’apres 70 ans, une grande partie
de la production sanguine repose sur 10 a 20 clones ayant acquis au fil
des années des mutations driver. Chez les paires les plus dgées, ce pro-
cessus est accéléré : les receveurs ont une proportion d’hématopoiese
dérivant de clones mutés plus élevée que leurs donneurs appariés, ce
qui entraine une baisse globale de la diversité clonale. 'analyse phy-
logénétique indique que cela équivaut a pres de 12 années supplémen-
taires de vieillissement hématopoiétique. Au cours de cette étude, 52
mutations driver connues [44-46] ont été analysées. Sur le long terme,
la fréquence post-greffe de la majorité des clones ne change pas
significativement : 14 ont augmenté, 5 ont diminué ; il est cependant
a noter que les mutations du géne CHEK2 (checkpoint kinase 2) sont
systématiquement amplifiées chez les receveurs. Les trajectoires sont
comparables dans les monocytes, les cellules B et les cellules T. Les
clones cumulant plusieurs mutations driver connues tendent a croftre
davantage que ceux n’en possédant qu’une seule.

Un modele bayésien a été développé par cette équipe pour déduire les
distributions a posteriori de la fraction clonale de chaque mutation
somatique dans chaque type cellulaire. Les différences observées
entre les compartiments myéloides et lymphoides T ne s’expliquent
que partiellement par les biais identifiés. 'analyse des mutations
embryonnaires précoces montre que, chez les paires donneur-rece-
veur jeunes, les fractions clonales sont similaires entre donneurs et
receveurs pour tous les types cellulaires. Pour les paires plus dgées,
la composition clonale des lymphocytes des receveurs reste proche de
celle des donneurs, sans signe de dérive vers quelques clones domi-
nants induite par la greffe, a I’exception d’une paire, pour laquelle une
expansion clonale spécifique apparait dans les cellules T du receveur
(environ 20 %).

La perte de diversité clonale aprés greffe ne peut pas étre expliquée
uniquement par la sélection liée a I’dge. LU'analyse phylogénétique
révele deux modes distincts de sélection clonale. Le premier, la sélec-
tion par élagage, voit certains clones faiblement présents chez le
donneur prendre I'ascendant apres la greffe, en raison d’avantages
intrinséques favorisant leur survie, leur collecte ou leur implantation.
Le second, la sélection par croissance, correspond a I’amplification de
certains clones, principalement apres la greffe, grace a une proliféra-
tion préférentielle dans la moelle du receveur. Ces deux mécanismes
expliquent mieux la perte de diversité clonale observée ; cependant,
certains cas suggerent une combinaison des deux ou I'influence
d’autres facteurs spécifiques aux clones. €n particulier, il est forte-
ment envisageable que I'environnement inflammatoire associé a la
greffe influence les trajectoires clonales et favorise la persistance de
certaines mutations.
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Une étude parue simultanément [47] confirme les
résultats de Spencer-Chapman et al., tout en apportant
un éclairage original sur "hématopoiese clonale. Cette
étude utilise seize paires donneurs-receveurs d’un
dge a la transplantation de 6,6 a 45,7 ans. Issue des
patients du Fred Hutchinson Cancer Center entre 1971
et 2010, elle inclut les plus anciens patients transplan-
tés au monde. Elle étudie les fréquences relatives de
mutation et les schémas d’hématopoiese clonale en
utilisant une technique ultra-sensible de séquencage
appelée “séquencage duplex”. Cette technique détecte
les variants a faible fréquence que d’autres méthodes
de séquencage de I’ADN ne détectent pas, en marquant,
copiant et séquengant séparément les brins d’ADN
direct et inverse, ce qui élimine presque totalement
les artefacts résultant d’erreurs de polymérase ou de
dommages de ’ADN. Le taux d’erreur du “séquencage
duplex” est inférieur a 1 sur 10 millions, ce qui permet
une détection sensible et spécifique de variants a fré-
quence exceptionnellement faible. Le séquencage est
réalisé directement sur les cellules du sang périphérique
sans culture, comme dans I’étude de Spencer-Chapman
et al. De fagon surprenante, des mutations d’héma-
topoiése clonale dans des genes régulierement mutés
dans des maladies myéloides sont détectées chez
tous les donneurs sains, y compris au cours de leurs
vingt premieres années de vie. La fréquence des muta-
tions d’hématopoiése clonale augmente avec I'Gge.
Les variants les plus fréquents concernent les genes
DNMT3A, TET2 et ASXLI (additional sex combs-like 1).
Cette étude démontre que la transplantation n’induit
pas d’augmentation de la charge mutationnelle. Néan-
moins, cette conclusion doit étre nuancée en raison des
limites liées a la composition de la cohorte. €n effet,
sur les 16 paires, 4 sont des donneurs-receveurs appa-
rentés et non freres et sceurs, et les maladies initiales
sont hétérogenes (un syndrome myélodysplasique, trois
leucémies aigués lymphoblastiques, cinq leucémies
myéloides chroniques, quatre anémies aplasiques et
une hémoglobinurie paroxystique nocturne). Ces diffé-
rences cliniques et génétiques pourraient influencer la
dynamique clonale observée apres la greffe.

Conclusion

Uétude du devenir des CSPH post-transplantation a
considérablement enrichi notre compréhension de
I’hématopoiese humaine. Les approches de tracage
clonal, reposant sur I'analyse des sites d’intégration
des vecteurs viraux, utilisés en thérapie génique, ou
sur I"étude des mutations somatiques, montrent que
la reconstitution hématopoiétique s’effectue en deux
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phases : une contribution initiale massive de progéniteurs a court
terme, suivie de I'installation plus durable des CSH a long terme. Ces
analyses révelent également que la diversité clonale persiste a long
terme, bien que modulée par I’dge, I’état clinique et les antécédents
génétiques des receveurs. Si la greffe ne semble pas accroitre signi-
ficativement la charge mutationnelle, elle s’accompagne néanmoins
d’une sélection clonale complexe, mélant les concepts statistiques
d’élagage et d’amplification préférentielle, pouvant ainsi accentuer
la perte de la diversité hématopoiétique chez les receveurs plus agés.
La découverte de nombreuses mutations driver jusque-la non réperto-
riées souligne I’existence de mécanismes sélectifs encore mal compris,
potentiellement propres au contexte de la transplantation. Ainsi, I’hé-
matopoiese post-greffe ne repose pas uniquement sur quelques clones
dominants, mais sur un équilibre entre clones multipotents et engagés,
capables de contribuer de fagon stable a I’hématopoiese pendant des
décennies. Ces travaux éclairent les fondements biologiques de la
greffe de CSH et ouvrent des perspectives pour optimiser la sélection
des donneurs, affiner les stratégies de conditionnement et améliorer la
prise en charge des receveurs, en particulier chez les patients dgés ou
porteurs de mutations clonales préexistantes. ¢

SUMMARY

Clonal trajectories of post-transplant hematopoiesis

Hematopoiesis relies on self-renewing hematopoietic stem and more
committed progenitor cells (HSPCs), which occurs in specialized niches.
Their transplantation can effectively treat malignant blood disorders
and genetic diseases, thanks to advances in HLA typing, cell sources,
and conditioning regimens. Clonal tracing reveals a biphasic pattern
of hematopoietic reconstitution following transplantation, with initial
contribution from short-term progenitors followed by long-term multi-
potent hematopoietic stem cells (HSCs). Reconstituted hematopoiesis
remains polyclonal, and is influenced by donor age, pathological
context, and genetic history. Transplantation does not increase the
mutational burden but induces clonal selection, leading to reduced
clonal diversity, especially with HSPC from older donors. These results
validate HSPC-based gene therapy and open new prospects for optimi-
zing donor selection, conditioning regimens, and personalized patient
care. ¢
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