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. Résumé

Aujourd’hui, I'application des techniques de cytométrie en flux (CMF) joue un réle essentiel
dans la prise en charge des hémopathies malignes dans la plupart des centres hématologiques

a travers le monde, notamment pour les leucémies aigués myéloide et lymphoide.

La cytométrie en flux est la technique de choix pour détecter les cellules souches et les progé-
niteurs hématopoiétiques (CSPH) au diagnostic et lors du suivi, grace aux connaissances sur

leurs marqueurs de surface.

De nombreux travaux ont permis d’établir les marqueurs des CSH applicables et utiles en pra-
tique clinique ainsi qu’en recherche, facilitant une caractérisation de plus en plus précise de

leur réle dans I’hématopoiese maligne des hémopathies myéloides.

Dans les syndromes myéloprolifératifs (SMP), la physiopathogénie est décrite comme une at-
teinte acquise et clonale touchant les cellules souches hématopoiétiques et les progéniteurs.
La classification de 'OMS 2022 distingue les SMP phi+ (présence de la translocation t (9 ;22))
et les SMP phi-, comprenant la thrombocytémie essentielle (TE), la polycythémie vraie (PV) et
la myélofibrose primitive (MFP), ainsi que I’entité frontiere des syndromes myéloproliféra-

tifs/myélodysplasiques, dont la leucémie myélomonocytaire chronique (LMMC).

De nombreuses recherches et études portent sur I’hématopoiese et les CSH dans les SMP phi+
et phi-, mais tres peu d’études s’intéressent a la compréhension de leur architecture hémato-
poiétique. Une approche synthétique et analytique par CMF pourrait permettre de mieux

comprendre I'organisation des CSH et des CPH dans les SMP.

Mon travail de these consiste a explorer cette voie afin, d’'une part, de synthétiser et d’analy-
ser les connaissances actuelles sur les CSH dans les SMP et, d’autre part, de décrire les carac-

téristiques architecturales des CSPH dans les SMP phi-.

Liens d’intéréts : déclaration d’aucun liens d’intéréts
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Il. Introduction

Les syndromes myéloprolifératives (SMP) ont été décrites pour la premiére fois en 1951 par
William Dameshek comme une prolifération des précurseurs hématopoiétiques dans la moelle

osseuse (MO) et des cellules matures dans le sang (1).

Le caractere clonal de la polyglobulie de Vaquez (PV) a ensuite été suggéré en 1976 par John
W. Adamson, qui a mis en évidence la présence unique de G6PD de type A dans les cellules
sanguines de deux patientes atteintes de PV, toutes deux hétérozygotes (GdB/GdA) pour le

locus de la G6PD, situé sur le chromosome X (2).

L'origine et le mécanisme génétique précis de ces maladies sont restés longtemps inconnus.
Ce n’est qu’en 2005 que la découverte des mutations du gene Janus Kinase 2 (JAK2) par James
et al., a marqué un tournant dans la compréhension de la physiopathologie des SMP (3). Cette
avancée a permis d’améliorer significativement la prise en charge thérapeutique des patients

atteints de SMP, notamment grace a I'’émergence de traitements ciblés, tels que le Ruxolitinib

(4) (5).

Dans la méme dynamique de recherche, Jamieson et al. (2006) ont mis en évidence la présence
de la mutation de JAK-2 dans les CSPH, ainsi que ses effets sur I’hématopoiése dans la
polyglobulie de Vaquez (6) . Ensuite, en 2014, Lundberg et al. ont démontré qu’un SMP pouvait
se développer a partir d’'une seule CSH mutée JAK2 dans un modéle expérimental de souris

transplantées (7).

Avec I'ensemble de ces preuves scientifiques solides accumulées au cours des 20 derniéres
années, les SMP sont aujourd’hui considérés comme des maladies acquises et clonales,
affectant les cellules souches et les progéniteurs hématopoiétiques (CSPH). lls sont
caractérisés par l'apparition d’anomalies génétiques acquises des CSPH, responsables de
I’activation anormale de la signalisation proliférative intracellulaire. L’effort de la communauté
scientifique dans la recherche sur les CSH et I'architecture de I’lhématopoiése, et notamment
sur les SMP, a permis des connaissances avancées et approfondies en biologie de la recherche,
ainsi que des applications cliniques et thérapeutiques innovantes dans les hémopathies
malignes. Nous développons dans les parties lll, IV, V et VI la synthése de ces connaissances

et, dans les parties VIl et VIII, notre étude sur I’architecture de I’hématopoiéese.
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lll. Hématopoiese et cellules souches hématopoiétiques

lll.1 Hématopoiese
L’'hématopoieése humaine démarre trés té6t dans la vie foetale, durant le développement

embryonnaire, et comprend deux étapes principales (8) (9) (10) (11).

L’hématopoiese primitive débute vers la 2,5¢ semaine d’aménorrhée (SA, J17-J21), avec le dé-
veloppement des cellules souches hématopoiétiques primitives (CSH) dans le sac vitellin (d’ori-
gine mésodermique) de 'embryon. Ces CSH primitives ont un potentiel limité : elles donnent
principalement naissance aux érythroblastes, aux mégacaryocytes et aux macrophages primi-

tifs. Vers J23, elles colonisent une premiére fois le foie (8) (9) (10) (12) (13) (14).
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Figure 1 : Hématopoiése embryonnaire (Vincenzo et al., Blood, 2023)
Chez I'étre humain, I’'hématopoiése primitive débute dans le sac vitellin entre la 2° et la 3° semaine d’aménorrhée (SA). Les
premieres cellules souches hématopoiétiques (CSH) de I’'hématopoiése primitive produisent principalement la lignée
érythroblastique primitive. Ensuite, lors d’une étape transitoire (hématopoiese pré-définitive durant la 3¢ SA), les CSH
primitives colonisent le foie. L’hématopoiése définitive commence des la 4° SA avec I’émergence des CSH définitives a partir
de la région aorte-gonades-mésonéphros.

L’hématopoiése définitive prend le relais entre la 4°™ et la 6°™¢ SA et les CSH définitives ont
pour I'origine de I'endothélium artériel embryonnaire (12) (15) (16). Les 1° CSH définitives
émergent de maniére prédominante d’un cluster appelé IAHCS (intra-aortic hematopoietic
clusters) au niveau de la partie ventrale de I’aorte dorsale primitive dans une région nommée
I’aorte-gonades-mésonéphros (AGM) (10) (12) (15) (17) (18) (19) (20) (21).

La transition entre I’'hématopoiese primitive et ’hématopoiése définitive humaine reste en-
core incomplétement comprise. L'utilisation de la cytométrie en flux (CMF) et, plus générale-
ment, des techniques de single-cell, pour I'étude de I’'hématopoiese embryonnaire a permis
ces dernieres années de mieux la caractériser (10) . Par exemple, le CD201 et le CD45 sont
identifiés par Zhou et al., en 2016, comme des marqueurs distinctifs : les CSH primitives de
I’'hématopoiese primitive et de I’étape transitoire sont de phénotype CD201*CD45", alors que

les CSH définitives d’origine AGM sont de phénotype CD201*CD45* (22).
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Figure 2 : Hématopoiése et localisation des CSH au cours de I’embryogenése (Vincenzo et al., Blood, 2023)

L’hématopoiese définitive débute vers la 42me SA et les CSH ont pour origine I’endothélium artériel embryonnaire. lls émergent
au niveau d’un cluster nommé IAHCS (cluster hématopoiétique intra-aortique) de la région AGM. llIs colonisent ensuite
successivement différents organes dont le placenta et le foie durant le 1% trimestre , puis la moelle osseuse (pendant le
deuxieme trimestre) et le cordon ombilical (en fin de la grossesse) (10).

Finalement, les CSH arriveront dans un 2™ temps dans la moelle osseuse(MO), vers le début

du deuxieme trimestre (1) (5) (9) (12-14).

Ainsi, entre le 2°™¢ et le 7°™¢ mois, le foie et la rate sont les deux sites principaux de
I’'hématopoiese foetale. Ce n’est qu’a la fin de la vie intra-utérine que la MO assure le réle

principal. Aprés la naissance, la MO est le site exclusif de ’'hématopoiese (18).
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Figure 3 : Principaux sites de ’hé matopoiése au cours de la vie intra-utérine (Gargon et al., Hématologie, 2024)

- L’'hématopoiese embryonnaire débute tot dans la région para-aortique et assure son réle principal durant les 2 premiers
mois de la grossesse

- Le foie et la rate sont les deux principaux sites d’hématopoiése foetale pendant les deux premiers trimestres

- L’hématopoiése dans la MO démarre vers le 4éme mois et devient le relais principal a la fin de la vie intra-utérine (18).
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11l.2 Généralités concernant les CSH

111.2.1 Les CSH sont des cellules multipotentes

Les CSH sont caractérisées par leurs capacités d’auto-renouvellement et de reconstitution de
I’'hnématopoiese compléte (8) (16) (17). Chez I’étre humain, les CSH a long terme (CSH-LT) ont
la capacité d’auto-renouvellement la plus importante et la plus durable. Elles générent ensuite
les CSH a moyen et court terme, qui sont aussi capables de reconstituer complétement

I’hématopoiese (18) (19).

Le caractere multipotent des CSH a été vérifié par plusieurs études expérimentales comme
celles de de Notta et al. (20) (28), de Boyer et al. (25) , de Sumide et al. (29),et de Psaila et al.
(30).

lIs ont d’une part mise en évidence par le caractere multipotent des CSH, capable de
reproduire toutes les lignées hématopoiétiques en aval par culture couplée a des analyses de
single-cell. D’autre part, ils ont montré la prédominance de productions érythro-

mégacaryocytaires des cellules souches et progénitrices humaines (CSPH).

Notta et al. retrouvent également la prédominance du potentiel érythro-mégacaryocytaire,

aussi bien des CSPH feetales que de celles de I’adulte (20) (28).

A Steady state Figure 4 : Reconstitution de I’lhématopoiése des CSH humains
‘ (Boyer et al., Stem Cell, 2019)

A : L'étude single-cell de Boyer et al., montre a la fois in vitro (culture
clonogénique) et in vivo (modele de souris xénotransplantée) que les
CSH possedent un caractére multipotent et un fort potentiel érythro-
______________________________ mégacaryocytaire.

/\"- . e B : Culture in vitro des CSPH. Les épreuves de culture fonctionnelle
: montrent la prédominance des CFU érythroides et mégacaryocytaires
(CFU-EP et CFU-Meg).

C : Régénération de I'hématopoiese in vivo chez la souris
Q xénotransplantée de CSH. Les résultats montrent une prédominance de
la régénération des lignées érythro-mégacaryocytaires par les CSPH.

-

2 AN s
Reconstitution by transplanted cells (@

)

100% - c ! Approximate Proportion of the Absolute Number of
B mEP Cells Generated by Each Transplanted Progenitor Cell Type
=  80% - HEP+B RBC Plt GM B T
Q
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111.2.2 Immunophénotype des CSH humaines de ’hématopoiése physiologique

Grace aux différentes recherches menées depuis 30 ans, I'immunophénotypage des CSH s’est
progressivement enrichi. Sa connaissance a permis le développement d’applications cliniques
et de recherche.

Les CSH humaines peuvent étre identifiées actuellement par cytométrie en flux grace aux
marqueurs CD34, CD38 et CD45RA (31), bien que leurs réles cellulaires précis restent encore

trés peu connus chez homme.

Surface antigens of human CD34+ hematopoietic stem cells (HSCs) .
Figure 5: Les marqueurs de surface des CSH

Best-described cell surface antigens for human CD34" HSC identification include:

humaines les plus utilisés en clinique et en

* CD34+CD38-CD45RA- phenotype
c.m“‘ EPCR’ recherche chez I’étre humain (Anjos-Afonso et al.,
¥ CD4%f"
% * THY1 (CD90) Blood, 2023)
CD90"
o « Integrin-u6 (CD49%) Les CSH sont de phénotype CD34*CD38 CD45RA".
D’autres marqueurs pour lidentification des
C::g « EPCR (endothelial protein C receptor|  différentes sous-populations de CD34+ sont :
cor3s Cb201) -CD90 (THY1)
7~ -CD49f (Intégrine a6)
\crm‘ « CD33 (Siglec-3) -CD201 (EPCR)
crnesct IR \ S -CD33 (Singlec-3)
4 cony “ * CD370 (CLEC9A/DNGR-1)

CD370™

-CD370 (CLEC9A)

La glycoprotéine transmembranaire sialomucine de type |, ou CD34, est le marqueur le plus
utilisé dans la pratique de routine pour identifier les CSPH. Cependant, de tres rares CSH

humaines CD34" existent et se situent au sommet de I’"hématopoiése (26,29).

Par la combinaison des marqueurs CD133 et GPI-80, Sumide et al indiquent que les CSH CD34"
(Lin"CD34-CD133*GPI-80*) sont a I'apex de la hiérarchie hématopoiétique et peuvent donner
naissance aux CSH CD34* (Lin"CD34*CD133*GPI-80*/7). Ces deux populations de CSH

humaines ont une grande capacité d’auto-renouvellement, démontrée par Sumide et al., (29).

Figure 6 : Capacité de repopulation des CSH CD34+ et CD34-

b Kinetics of repopulation in PR mice
(Sumide et al., Nat. Comm., 2018) 100 - - *
°
Dans le modele de souris xenotransplantée, les CSH humaines +8 s
m
sont identifiées et marquées CD45RA+. g o
(&=
Les CSH CD34+ et CD34- montrent une cinétique de S e 1d
L R . EQ MW CD34°CD38 CD133'GPI-80"
repopulation importante et similaire dans la MO de la souris | 2 s
Yo = w + +
transplantée. 5 4 CD34°CD133'GPI-80
& 0
0 6 12 18 20-22
Weeks after transplantation
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En 2017, AbuSamra et al. montrent que les CSH exprimant le CD34+ se fixent sur le récepteur
E-Sélectine des cellules endothéliales, tandis que les CSH CD34- ne le fixent pas. Cela indique

son rdle dans la migration vers la niche vasculaire de la moelle osseuse (32).

250

150

100
75

Figure 7 : Les CSH CD34+ se fixent sur les sélectines de I’endothélium (AbuSamra et al., Blood Adv, 2017)
A : La fixation des cellules souches hématopoiétiques (CSH) CD34+ sur les sélectines présentes sur I’endothélium permet
leur migration vers la niche vasculaire de la moelle osseuse (MO).

B : En utilisant la technique d'immunoblot, il a été observé que les CSH CD34+ se fixent spécifiquement a I'E-sélectine, tandis
qu'aucune fixation n'est détectée pour les CSH CD34-.

Les deux marqueurs CD90 (protéine a ancrage GPI, Thyl) et CD49f (intégrine a6) ont été
testés dans différentes études successives (Notta et al., 2011 et 2016 ; Belluschi et al., 2018 ;
Loeffler et al.,2022 ; Anjos-Afonso et al., 2022) comme des marqueurs performants
permettant de séparer de maniére précise les CSH CD34*CD38 CD45RA-CD90*CD49f* des
CPH les plus immatures CD34*CD38"CD45RA"CD90CD49f" (27,28,33-35).

Parmi les CSH, I’expression des marqueurs CD93, CD201 (EPCR) (Afonso et al., 2013 et 2022),
GPI-80 (Keisuke et al., 2018), CD370 (CLEC9A) (Belluschi et al., 2018) est trés hétérogeéne.
Les CSH Lin"CD34°CD38" exprimant ces marqueurs sont tres rares au sein du pool des CSH.
Elles ont une meilleure capacité de renouvellement et peuvent donner naissance a toutes les

CSPH (26) (29) (34) (35) (36).

CD34 SRC _’ CD34* SRC Figure 8 : Capacité de renouvellement in vivo des CSH
compartment ‘+ compartment de sang de cordon (Afonso et al., Nature, 2013)
LinCD34CD38CD93™ LinCD34'CD38 CD45RA"

Les CSH humain (CD34°CD38°CD93*) ont une meilleure

capacité de renouvellement que les CSH CD34* dans le
gg::'_ modele de souris xenotransplanté.
¢ La capacité de renouvellement des CSH CD34*CD38"
CD49f varie de maniere similaire a la diminution de
A A > -

I’'expression des marqueurs CD90 et CD49f
(CD90*CD49f* > CD90-CD49f* > CD90*CD49f >
CD90-CDA49f").

A Self-Renewal
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Belluschi et al. (2018) trouvent que la perte progressive du potentiel des CSH varie dans le
méme sens que |’expression continue de CD34 et dans le sens inverse de celle de CLEC9A.
Les CSH CD49f*CD34'sf CLEC9A* ont une plus grande capacité d’auto-renouvellement 3 long
terme et un plus fort potentiel myélo-érythroide, tandis que les CSH CLEC9A"CD34"* sont plus

actives, avec un potentiel restreint aux lignées myélo-lymphocytaires (34).

- Comi:uum Figure 9 : Continuum de I’expression de CD34*, de
Multipotent 1
a®0 491+ subsett CLEC9A et du potentiel des CSH
o og{o R i .
Slow quiescence exit [ ] H .. (Belluschi et al., Nature, 2018)
@
® .. a L’analyse single-cell de Belluschi et al. indique qu’au
o W @ Mutipotent cours du lignage des CSH, I'expression de CD34* et de
E’:g:::;’emp' @ MmyEry CLECOA varie dans le sens inverse.
K My/L
Fast quiescence exit .".. e : Ny Les CSH CD347CLEC9A* ont un fort potentiel myélo-
..r ° : E;V érythroide, tandis que les CSH CD34*CLEC9A™
@ Expression présentent plutdt un potentiel myélo-lymphoide.
Ery-nul intensity
My/Ly committed

L'expression de GPRC5C (récepteur couplé a la protéine G de classe C, groupe 5) dans les CSH
CD34* a été démontrée par I'analyse en single-cell de Zhang et al., comme un mécanisme
régulateur de I'état de quiescence cellulaire. Les CSH exprimant GPRC5C se divisent moins et

se trouvent plus souvent en phase Gy, avec une activité métabolique réduite.

D’ailleurs, comparées aux CSH-CT, les CSH-LT expriment davantage de GPRC5C. Leur profil
transcriptionnel est positivement associé a la quiescence (HLF, CLEC9A) et négativement au

cycle cellulaire (CDK6, MYC) (37).

GPRCSC regulates dormancy Down in LT-HSCs

Identification of hu-dHSCs

e NS @ UpinLT-HSCs
30 - i i

hu-dHSCs 600 7 p=00108
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Figure 10 : L’expression de GPRC5C et la quiescence des CSH (Zhang et al., Nature, 2022)

A : L’étude des CSH CD34* issues du sang de cordon et de la moelle osseuse montre le role de GPRC5C dans la régulation de
la quiescence. Le gain de fonction de GPRC5C entraine une diminution des ROS et du métabolisme cellulaire, favorisant ainsi
I’état quiescent des CSH.

B : Les CSH-LT expriment davantage GPRC5C par rapport aux CSH-CT.

C: Le profil transcriptionnel des CSH-LT est positivement associé a la quiescence (LMNA, EMCN, HLF, CLEC9A) et négativement
au cycle cellulaire (CDK6, MYC).
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En 2017, Fares et al. montrent la performance de CD201 (EPCR) pour le tri des CSH-LT par CMF,

parmi les marqueurs cytométriques utilisés en recherche et en thérapie (38).

Selon Anjos-Afonso et al. (2022) le pool des CSH exprimant CD201 est une population cellulaire
homogene avec un profil génétique dormant et peu actif (35). Un gradient de I'expression de

CD201 est corrélé ainsi a la capacité d’auto-renouvellement des CSPH.

Figure 11 : L’auto-renouvélement des CSPH selon I’expression de CD201/CD90 (Anjos-Afonso et al., Nat. Comm., 2022)

Au sein du compartiment CSPH, la capacité de renouvellement des CSH
CD90+
B4 EPCR- M - et des progéniteurs varie en fonction de leur degré d’expression de

CD201 (EPCR*). Le pool de CSH exprimant CD201 constitue une

population trés homogéene de CSH, située au sommet de la hiérarchie,

self-renewal avec la meilleure capacité de renouvellement.

l11.3 Des différents modeles de ’hématopoiese

111.3.1 Le modéle séquentiel classique

Le modeéle classique de I’'hématopoiese est apparu aux alentours des années 2000 (39) (40).
Selon ce modeéle, I'hématopoiese se déroule de facon séquentielle et dichotomique entre
transition et choix de maturation cellulaire :

-Les CSH, au sommet de la hiérarchie, donnent naissance a un progéniteur pluripotent (MPP).
-Ces progéniteurs immatures (MPP) se différencient en s’orientant vers la lignée lymphoide
(LMPP) ou la lignée myéloide (CMP).

-Les LMPP et les CMP se différencient et donnent a leur tour naissance a des progéniteurs plus

engagés (CLP, GMP, MEP), qui générent ensuite des précurseurs et des cellules matures

(18,39,40).
A Classic model
=
Figure 12 : Modéle classique d’hématopoiése humaine (Liggett et al., Cell, 2020) L@
- Les CSH s’engagent dans la cascade de I'hématopoiése via les progéniteurs MEE

multipotents (MPP).

- Les MPP sont capables de donner soit les progéniteurs myéloides communs (CMP),
soit les progéniteurs lymphoides multipotents (LMPP). Ces deux derniers produisent
différents progéniteurs plus orientés : les progéniteurs érythro-mégacaryocytaires
(MEP), les progéniteurs granulo-monocytaires (GMP) et les progéniteurs lymphoides
communs (CLP).

- Enfin, les trois progéniteurs (MEP, GMP, CLP) générent a leur tour I’ensemble des
cellules sanguines matures.



https://www.nature.com/articles/s41467-022-29675-w#auth-Fernando-Anjos_Afonso-Aff1

111.3.2. Des modeles alternatifs de I’lhématopoiése classique
Depuis 20 ans, les approches utilisant diverses techniques single-cell, dont la CMF, ont permis
d’apporter des modifications au modeéle classique (41,42). Ces approches ont remis en

guestion le caractére hiérarchique et symétrique du modele classique.

Les nouveaux modeles de I’hématopoiese different notamment dans la maniere de
représenter les relations entre les lignées myéloides et lymphoides, ainsi que dans la flexibilité

des connexions entre les différents stades (43) (44) (45) (46).

111.3.2.1 L’hématopoiése selon Katsura (2002)

Dans ce modele, les CSH peuvent s'engager précocement soit vers la voie myéloide et éry-
thro-mégacaryocytaire, soit vers la voie myélo-lymphocytaire. Les progéniteurs communs
lymphoides et myéloides (CMLP) peuvent se différencier soit en lignées myéloides et lym-
phocytaires (M+B et M+T), suggérant une relation et des caracteres proches entre eux. Des
progéniteurs mixtes M+B et M+T sont ainsi produits depuis les CMLP.

Cette idée évoque donc une relation proche entre les lignées lymphoides T et B et les cellules
myéloides, ainsi qu’une voie érythro-mégacaryocytaire divergeant plus tot dans I’architec-

ture hématopoiétique (43) (47) (48).
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Figure 13 : Modéle d’hématopoiése avec des progéniteurs mixtes (Katsura et al., Nat Rev Immunol, 2002)

Les CSH peuvent s'engager précocement soit vers la voie myéloide et érythro-mégacaryocytaire, soit vers la voie myélo-
lymphocytaire, en donnant naissance aux progéniteurs communs lymphoides et myéloides (CMLP).

111.3.2.2 Modéle de Lai et Kondo (2006)

Lai, Kondo et al. ont introduit les preuves immunophénotypiques d’un engagement asymé-
trigue des lignées myéloide ou lymphoide. Précocement dans la différenciation, le potentiel
érythro-mégacaryocytaire est perdu au profit des potentiels granulocytaire et monocytaire.
Les auteurs indigquent aussi que I'inhibition de I’expression (silencing) des génes associées aux

potentiels myéloides est un prérequis pour I’engagement dans la voie lymphocytaire (43) (49).
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R ,@ ) Figure 14 : Modéle d’hématopoiése de Lai et Kondo
7 (Ceredig et al., Nat. Rev. Inmunol., 2009)
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111.3.2.3 Modéle de Doulatov (2010)

L’étude de Doulatov et al., analyse les progéniteurs hématopoiétiques par CMF a partir de sang

de cordon ombilical et de prélévements médullaires adultes (38) (42).

lIs montrent que les monocytes et les cellules dendritiques sont générés a la fois par des
progéniteurs aux potentiels lymphoides et myéloides. Ainsi, les progéniteurs multilymphoides
(MLP) peuvent donner naissance aux cellules lymphoides, aux monocytes-macrophages et aux

cellules dendritiques.

Les résultats d'immunophénotypage et de culture de colonies valident les origines mixtes des
progéniteurs hématopoiétiques et, par conséquent, une certaine flexibilité des voies de

différenciation cellulaire de ’lhématopoiése (46) (50).

B cells

@ ‘ T cells Figure 15 : Modéle d’hématopoiése selon
— Doulatov (Doulatov et al., Cell Stem Cell, 2012)
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111.3.2.4 Modéle d’hématopoiése de Gorgens (2013)

Gorgens et al., en 2013, montrent qu’en utilisant le CD133, il est possible de distinguer les
LMPP et les EMP parmi les CSPH CD34+. Les progéniteurs CD34+ CD133- sont des progéniteurs
érythro-myéloides (EMP) capables de produire les lignées érythrocytaire et mégacaryocytaire,
ainsi que les lignées éosinophile et basophile. Les MPP CD34+ CD133+ peuvent se subdiviser

en LMPP, puis en MLP et GMP, selon I’expression de CD45RA, CD38 et CD10, comme suit :

Tableau 1 : Immunphénotype des progéniteurs CD34+ selon Gottgens et al.

Progéniteur CD34+ CD133+ CD45RA | CD38 CcD10 @

lympho-myeloid erythro-myeloid
Progéniteurs multipotents (MPP) - - - Stk ,/'/ \\,l Y $
Progéniteurs multipotents lym- | - + - @
phoide (LMPP) ,/ \ / \
Progéniteurs multilymphoides | - + + @ @
(MLP) l i
Progéniteurs granulocytes-macro- | + + - . basophils
phages (GMP) neutrophils | | sinophils

Figure 16 : Hématopoiése humaine
(Gottgens et al., Cell Rep, 2013)

Gorgens et al. suggere que les GMP dérivent de la méme branche que les lymphocytes et sont

capables de créer des neutrophiles mais pas des éosinophiles et des basophiles (51) (52).

111.3.2.5 Modéle d’hématopoiése avec by-pass érythro-mégacaryocytaire

(Gekas et al., (2013), Haas et al., (2015), Woolthuis et al (2016), Sumide et al., (2018), Psaila B
et al. (2019))

L'idée principale de ces modéles est |’existence d’un engagement direct des CSH dans une voie
précoce et indépendante du schéma classique de la différenciation mégacaryocytaire, prouvé
chez I'étre humain (29) (30) (45) (53) et chez la souris (54) (55) (56) (57).

Cette idée est développée dans plusieurs groupes dont Gekas et al. (2013), Yamamoto et al.
(2013), Hass et al. (2015), Woolthuis et al. (2016) et Rodriguez-Fraticelli et al. (2018) (54) (55)
(56) (57) (58). Si Hass et al. montrent que, chez les souris, un by-pass mégacaryocytaire est
favorisé dans les conditions inflammatoire, Gekas et al., ont observé que I'expression de celui-

ci augmente avec le vieillissement murin.
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Sumide et al. (2018), apportent la preuve fonctionnelle du by-pass érythro-mégacaryocytaire
dans I’hématopoiese humaine, depuis les CSH CD34- vers les progéniteurs érythro-
mégacaryocytaires (MEP).

Les analyses en single-cell ont montré les signatures génétiques et phénotypiques
mégacaryocytaire (CD41+) et érythrocytaire (CD235a+) des CSH CD34- résidant au sommet de
la hiérarchie hématopoiétique. Les deux marqueurs CD235a et CD41 sont également plus
exprimés par les CSH CD34- que par les CSH CD34+ (29). Comme Boyer et al., (25) qui ont

montré le fort potentiel de différenciation érythro-mégacaryocytaire des CSH CD34+, Sumide

et al., (29) indiquent que ce potentiel est encore plus marqué chez les CSH CD34-.

Figure 18 : Hématopoiése humaine avec bypass mégacaryocytaire

CDNI' . CD110°
_ ©D38”"” CD133"
(Sumide et al., Nat. Comm., 2018) C @ CO4SRA” GPL30
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et transcriptionnelles) de Sumide et al., montre que les CSH CD34- issues ggig: AL
1
du sang de cordon se situent au sommet de la hiérarchie hématopoié- 2832.;{22.’.221

tique. '
Les CD34- peuvent donner naissance aux CSH CD34+ et suivre les voies ggg‘;
. P 5N . 4 CDS0
classiques de I'hématopoiese ou s'engager directement dans la mégaca- gg‘lg?A
14
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g — Figure 19 : Potentiel et sighature phénotypique méga-érythrocytaire des CSH
80 > CD34" versus CD34" (Sumide et al., Nat. Comm., 2018)
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Le groupe de Miyawaki et al. (2017) montre que I'expression de CD41 signant le potentiel
mégacaryocytaire parmi les progéniteurs myéloides communs précoces (les CMP

CD34+CD38+CD123 faible CD45RA-) (53).

Figure 20 : Expression phénotypique mégacaryocytaire e Hse e GMP of MEP
(CD41+) du pool CSPH (Miyawaki et al., Blood, 2017) ol ol "
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Le potentiel mégacaryocytaire est ensuite confirmé a la fois par I'analyse single-cell transcrip-
tionnel et par les tests de culture fonctionnel. Des CMP CD41+ donnent comme attendu par

les auteurs, majoritairement les CFU-Meg (Colony-Forming Unit Megakaryocyte).
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Figure 21 : Les CMP avec expression transcriptionnelle mégacaryocytaire (Miyawaki et al., Blood, 2017)

A : Chez les CMP CD41+, les génes associés au potentiel mégacaryocytaire sont majoritairement exprimés, alors que ceux
associés au potentiel érythrocytaire et au potentiel granulo-monocytaire sont quasiment absents.

B, C : Cultures clonogéniques des progéniteurs. La culture clonogénique montre une prédominance du potentiel

mégacaryocytaire chez les CMP CD41+.

34



111.3.2.6 Modéle « continuum » de ’lhématopoiése de Velten
Les travaux de I'équipe de Velten publié en 2017 (45) a permis d’avancer dans les connais-
sances de I'"hématopoiése en combinant I'identification phénotypique, transcriptomique et

fonctionnelle (culture clonogénique) des CSPH de la MO humaine.

L’ensemble des trajectoires de I’'hématopoiese est ensuite reconstitué pour construire I'archi-
tecture hématopoiétique. C’est I'étude pionniére qui décrit ’"hématopoiése comme un pro-

cessus continu avec une flexibilité.
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Figure 22 : Reconstruction de I’hématopoiése par I’étude single-cell (Velten et al., Nat. Cell Biol., 2017)
L’étude de Velten, combinant les techniques de single-cell (transcriptomique, cytométrique et fonctionnelle), permet

I'identification des CLOUD-HSPC et la redéfinition de I'hématopoiése humaine comme un modeéle « continuum ».

Les CLOUD-HSPC (Continuum of LOw-primed UnDifferentiated Hematopoietic Stem and Proge-
nitor Cells), correspondant au pool des CSH multipotentes précoces et indifférenciées, sont

identifiables par les marqueurs Lin"CD34*CD38" (45).

Elles se situent au sommet de I’lhématopoiése, avec de multiples possibilités d’engagement
dans des voies interconnectées. Différents types de lignées peuvent émerger directement en
aval des CLOUD-HSPC, sans nécessairement passer par des étapes cellulaires intermédiaires

communes (59).

Figure 23 : Chaque CSPH est un arc-en-ciel

Lineage Continuum Model
(Karen et al., Cell, 2017)

Q\ . Dans le modele continuum, les CLOUD-HSPC présentent un
O (’/ profil moléculaire variablement amorcé et peuvent
2 \ / X, s'engager directement vers différentes lignées
@—O— 0= B— @ o

Les voies d’engagement hématopoiétique sont

" / \ J ' ' gag . p q ‘
interconnectées et dynamiques. Les CSPH possedent de
/ \ multiples possibilités d’engagement, a 'image d’un arc-en-

. ‘ ciel.
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111.3.2.7. Le modéle “continuum ponctué“
Il est proposé et soutenu par plusieurs études et revues récentes (29) (30,44) (52). lls associent
les idées du modele classique et du modeéle continue et se développe grace aux approches

d’analyse single-cell comme la CMF.

Globalement, ’hématopoiése se déroule comme un processus continue mais il passe aussi par
certains états cellulaires de transition et/ou branche de division intermédiaire sur les diffé-
rentes voies de différenciation. Ces stades cellulaires peuvent étre reconnus ou classés phé-
notypiqguement ou génétiquement mais ils ne peuvent pas étre considérés comme des types

de cellules distincts (44,60).

La composition des progéniteurs et les étapes de transition intermédiaires des différentes
voies de différenciation sont constituées de pools de cellules trés hétérogeénes, tant sur le plan
phénotypique que génétique, tout en conservant la méme flexibilité fonctionnelle. Les voies
sont interconnectées, et les cellules sont variablement amorcées dés le stade CSH pour donner

naissance aux différentes lignées en aval.
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Figure 24 : Modéle du « continuum ponctué » (Liggett et al., Cell, 2020)

Le modéle mixte combine clees deux approches, continu de Velten et classique. Il indique que la
différenciation des CSPH peut suivre un processus a la fois continu et séquentiel.

Figure 25 : Hématopoiése en continuum, avec les états de transition et les voies interconnectées
(Laurenti et al., Nat. Immunol., 2018)
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111.4 Origine de I’hétérogénéité des CSPH et de I’hématopoiese

Le pool de CSH est estimé entre 3 000 et 10 000 cellules chez I’étre humain. Chaque CSH ne se

divise qu’environ toutes les 40 semaines (entre 25 et 50 semaines) (60) (61). Les CSPH ne

représentent qu’une fraction minime (environ 1 %) des cellules de la moelle osseuse, mais

sont trés hétérogénes sur les plans phénotypique, génétique et fonctionnel (29) (32) (34)

(36,62) (63) (

64) (65). Cette hétérogénéité est d’ailleurs déja décrite au stade de

I’hématopoiese embryonnaire (15) (16).

Les facteurs déterminants de I’hétérogénéité du pool de CSH sont :

111.4.1 Le microenvironnement médullaire
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Figure 26 : Microenvironnement médullaire et les CSH (Bou-
lais et al., Blood, 2015)

Dans la MO, la niche des CSH est composée de cellules
hématopoiétiques et mésenchymateuses qui régulent la
quiescence, la différenciation, la prolifération, la migration et
la mobilisation des CSH. Le systeme vasculaire est une
structure clé pour maintenir les CSH dans la moelle osseuse.
Les CSH dormantes se trouvent proches des artérioles, ol
des facteurs tels que CXCL12 et SCF (stem cell factor),
sécrétés par les cellules neuronales et endothéliales,
favorisent leur maintien, tandis que les CSH peu dormantes
sont situées pres des sinusoides, influengant leur
prolifération et leur différenciation (66).

Le microenvironnement médullaire est hétérogéne dans sa composition cellulaire et ses ca-

ractéristiques biochimiques, physiques ou métaboliques. L’'ensemble des cellules de la niche

vasculaire interagit avec les CSH via des facteurs de croissance et des cytokines qui ont des

réles directifs et régulateurs, importants pour maintenir I’équilibre du pool de CSH (proliféra-

tion, maturation, quiescence) et ’lhoméostasie de I'hématopoiése (67) (68) (66) (69,70).
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Figure 27 : Les CSH et le rdle instructif des cytokines
(Geoffrey Brown et al., Ann. N.Y. Acad. Sci., 2021)

Dans un modéle de type continuum, les CSPH s’orientent vers
une lignée en exprimant, a des niveaux tres variables, des
récepteurs spécifiques de facteurs de croissance (EPOR, M-
CSFR ou G-CSFR). Par conséquent, un gradient chimiotactique
de diverses cytokines et de facteurs de croissance peut les
attirer et guider leur engagement dans une voie de
différenciation, au sein d’un environnement médullaire adapté
(69).
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Au cours de la différenciation des CSPH, [I'activité transcriptionnelle et Ila
prolifération/maturation cellulaire sont corrélées au niveau d’élévation de la masse et de
I'activité mitochondriales, de I'activit¢ OXPHOS (phosphorylation oxydative) et de la

génération des espéces réactives de I'oxygene (71) (72).

Self-renewing HSC
Quiescent HSC
(é A @ e Figure 28 : Métabolisme des CSH
N /4 :‘J (Papa et al., Ann. N.Y. Acad. Sci., 2020)
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Lors d’une situation d’urgence, un élément déclencheur comme les PAMP, les DAMP ou une
perte sanguine aigué entraine la libération de cytokines (LPS, IFN, TNF, IL-1), activant I’"héma-
topoiése de maniere proportionnelle a I'intensité du signal. Ces cytokines induisent la prolifé-
ration et la différenciation des CSH-CT et des CPH orientées, mais pas des CSH quies-

centes/dormantes, qui restent protégées et écartées de ces messages cytokiniques (73) (74).
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Figure 29 : Hématopoiése d’urgence (Zhao et al., Blood, 2023)

Lors d’une situation de « stress aigu », des cytokines (IFN, IL-1, TNF) libérées par I'ensemble des cellules hématopoiétiques et
non-hématopoiétiques vont solliciter les CSPH actives et/ou primées pour démarrer I’"hématopoiése en urgence.
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111.4.2 Le vieillissement des CSPH participe a leur hétérogénéité fonctionnelle
Selon Haan et al. (2018) et Dykastrad et al. (2011), au fil des divisions cellulaires et du vieillis-

sement, les CSH murines perdent leur potentiel a long terme (75,76) (77).

Young , S Aged Figure 30 : Potentiel souche et pool de CSH murines selon
;01— rage
>
N\ .\\\-\» . (Haan et al., Blood, 2018)
O \‘ —H
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’ [~ < Chez les jeunes souris, le pool de CSH est quantitativement
\\“ B plus restreint, mais leur potentiel souche est plus élevé.
\* Alinverse, chez les souris agées, le pool de CSH s’élargit, mais
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Dans la MO des souris, le taux de CSH est trouvé signicativement plus important chez les souris
agées. En culture clonogénique et in vivo dans les modeles souris transplantées de CSH,
Dykstraad et al montrent que la capacité d’auto-renouvellement est réduit avec le

vieillissement (75).
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Figure 31 : Caractéristiques des CSH murines selon I’dge (Dykstra et Haan, J. Exp. Med., 2011)

A : La capacité d’auto-renouvellement a long terme est significativement réduite chez les souris dgées.
B : La capacité de repopulation in vivo est significativement plus faible chez les souris agées.
C: Le taux de CSH LSK CD48- CD34- CD150 +est plus élevé chez les souris agées.

De nombreuses expériences murines dont Yamamoto et al. (2013), Young et al.(2021),
Konturek et al. (2023), Su et al. (2024), retrouvent les mémes conclusions que Dykstraad et al.
(2011) et Bernitz et al. (2016).

Globalement, avec le vieillissement, I’'hématopoiese et le profil des CSH murines sont biaisées

vers la myélopoiése au détriment de la lymphopoiése (56) (75) (77) (78) (79) (80).
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Deux études de 2011, celles de Pang et al. (81) et de Kuranda et al. (82) ainsi que I'étude

d’Amoah et al. en 2022 (83) mettent en évidence des caractéristiques similaires chez les CSH
humaines. Elles montrent une augmentation significative du taux de CSPH Lin~ CD34* (81)
(82,83) chez les patients agés par rapport aux patients jeunes. La culture cellulaire et I’étude
fonctionnelle révelent une diminution des capacités de différenciation lymphoide et une

augmentation du potentiel myéloide des CSH chez les patients agés.
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Figure 33 : CSPH et vieillissement A (Pang et al., Haematologica,
2022)
A : Pang et al. montrent que le taux de CSH dans la moelle osseuse est significativement plus élevé chez les personnes agées.

B : Selon Amoah et al., le taux de CSH et de CSPH CD34+ est également significativement plus élevé chez les personnes agées.
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Figure 34 : Etude fonctionnelle et potentiel myéloide/lymphoide selon I'dge (Pang et al., Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A., 2011)

Avec I'age, les taux de CSH CD34+ a potentiel myéloide (CD13+, CD33+) augmentent, tandis que le taux des CSH a potentiel
lymphoide (CD19+) diminue. Ainsi, le ratio des CSH a potentiel myéloide sur celles a potentiel lymphoide augmente avec I’age.

Comme Kuranda et al. et Pang et al., les travaux d’Amoah, avec plus de patients et davantage
de marqueurs cytométriques, montrent qu’il n'y a pas de différence significative dans la

proportion des progéniteurs CD34*CD38* entre les patients jeunes et agés (83) .
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& L2 0 Figure 35: Comparaison des progéniteurs chez les patients
Fia jeunes et agés (Amoah et al., Haematologica, 2022)
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::: proportion des progéniteurs CD34* CD38* entre les sujets agés et

jeunes.

-Les taux des progéniteurs myéloides communs et des
progéniteurs mégacaryocyte-érythroides (CMP/MEP : Lin~ CD34*
Lo SSC faible CD38* CD90~ CD45RA7), ainsi que ceux des progéniteurs
. Loz myéloides multipotents (MPP : Lin- CD34* SSC faible CD38~ CD90"~
=i lyp CD45RA"™), sont comparables dans les deux groupes.

w

-
=1

1.0
r0.8
0.6

w

CMP/MEP freq in Lin- (%)
(%) =ur uy bay 41N /ddIN

-Les progéniteurs lymphoides multipotents (MLP : Lin~ CD34* SSC
faible CD38~ CD90~/faible CD45RA*) diminuent avec |'dge.

Avec le vieillissement, la lymphopoiése est démontrée comme étant significativement réduite
chez les personnes agées. Si, en 2011, Pang et al. ont mis en évidence une diminution
significative des progéniteurs lymphoides communs (CLP : Lin- CD34* CD127*), Kuranda et al.
ont, quant a eux, observé une diminution des progéniteurs lymphoides B/NK précoces (CD34*
CD38* CD90~ CD45RA* CD10*) et engagés (CD34* CD19*). En 2022, Amoah et al. ont également
décrit une diminution des progéniteurs lymphoides multipotents (MLP : Lin~ CD34* SSC faible
CD38~ CD90-/faible CD45RA*) (83).

Concernant la relation entre le cycle cellulaire des CSH et I’age, Pang et al. montrent une
diminution du nombre de CSH quiescentes en phase GO chez le groupe de patients agés (81)
tandis que I'équipe d’Amoah observe que les CSH agées débutent leur premiere division
cellulaire avec un retard par rapport aux CSH jeunes. Toutefois, une fois les deux premiéres

divisions effectuées, leurs cinétiques deviennent comparables (83).

120%

100% ; i Figure 36 : Cycle cellulaire des CSH chez les sujets jeunes versus les sujets agés

(Pang et al., PNAS, 2011)

% of HSC
§

La comparaison entre les CSH des deux groupes montre que le taux de CSH en phase GO

0% (en quiescence) est significativement plus bas dans le groupe des sujets agés (# : p< 0,013).
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Figure 37 : Cycle cellulaire des CSH selon I’dge (Amoah et al., Haematologica, 2022)

A: Le temps pour que 50 % des CSH des sujets agés effectuent leur premiere division est significativement plus long.

B : Le temps pour que les CSH des sujets agés achevent complétement leur premiére division est significativement plus long.
C : Une fois la premiere division effectuée, leur cinétique de division est similaire dans les deux groupes.
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111.4.3 La ségrégation asymétrique des CSPH

La division cellulaire asymétrique (DCA) d’une CSH en deux cellules filles différentes (deux CSH
distinctes ou une CSH et un progéniteur), par une distribution déséquilibrée des composants
cellulaires durant la division, contribue a la génération de I’'hétérogénéité fonctionnelle du

pool de CSPH ainsi qu’aux variations importantes de I’hématopoiese (33,35) (62) (84,85) (86).

L’'origine de la DCA est incompléetement expliquée. Le phénoméne stochastique des processus
biochimique et génétique incluant la réplication, la transcription et la traduction représentent

un facteur important de la variabilité intra et intercellulaire (87) (62) (88) (89).

Au cours du cycle cellulaire, I'ADN répliqué, I'ARN transcrit et les protéines traduites, prove-
nant d'une méme cellule souche hématopoiétique (CSH) ou de CSH génétiquement iden-
tigues, peuvent présenter une variabilité trés importante. En conséquence, les CSH ne sont
pas toujours identiques et le pool de CSH est tres hétérogene. L'existence de nombreux régu-
lateurs épigénétiques, cofacteurs de transcription et modifications post-traductionnelles ac-

centue encore davantage cet effet stochastique.

Stochasticity

T Stochastic processes Figure 38 : Stochasticité (Hass et al., Cell Stem Cell, 2018)
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La démonstration expérimentale de la DCA des CSPH humaines en CMF est réalisée pour la
1ére fois en 2007 avec I’étude fonctionnelle des cultures de CSH issues du sang de cordon de

Beckmann et al (85).

Durant la mitose, la ségrégation de nombreux marqueurs de surface est observée de maniere
asymétrique, mais les 4 protéines de surface CD53, CD62L (L-sélectine), CD63 (LAMP-3) et
CD71 (récepteur de la transferrine) sont les plus remarquables. Elles se séparent de maniére
asymétrique dans environ 20 % des cellules CSPH. Le CD71 et les tetraspanines (CD53 et CD63)
sont des protéines associées aux endosomes et fournissent donc une preuve indirecte du pro-

cessus de DCA au sein du compartiment CSPH CD34+.
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Figure 39 :

Ségrégation asymétrique des marqueurs membranaires des CSPH CD34+ (Beckmann et al., Blood, 2007)

CD62L

CD63 intra

Table 3. Distribution of CD53, CD62L, CD63, and CD71 in late mitotic CD34* cells
\“3 "-7 Total no. Totalno.asym  Contentof asym  Average rate of asym
Antigen 1 telophases telophases telophases, % telophases per CB, %
CD53/CD133 3 97 19 196 18.9+94
\_. CD62L/CD133 4 112 17 15.2 178+137
CD63/CD133 5 146 30 205 23.6+65
( ( || CD71/CD133 4 131 29 221 2091163
She CD63/CD71 4 221 40 18.1 203£65
)

En 2014, deux groupes mettent en évidence la répartition hétérogéne de la myosine IIB (Shin

et al.) et du CD133 (Goergens et al.) lors de la DCA des CSPH (84) (86) (90).
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Figure 40 : DCA de la myosine et de CD133

(Nunes et al., Front. Hematol, 2024)

Méme si Shin et al et Goergens et al ne peuvent pas mettre en évidence ou
confirmer leur role précis concernant la ségrégation asymétrique de la myosine
1B (MI1IB) et du CD133 dans I’'hématopoiese, leurs études sont les premiéres a
introduire le role de la DCA dans la différenciation et le lignage des CSPH (90).

Figure 41 : Expression de la myosine IIB selon la hiérarchie de ’lhématopoiése
(Shin et al., Cell Stem Cell, 2014)

Par I'analyse de cytométrie de masse (ou CyTOF) en culture, Shin et al. démon-
trent que le ratio myosine-1IB (MIIB) polarisée / myosine lIA est le plus élevé au
niveau des CSPH CD34+. Puis, au cours de la différenciation, la transformation
de la myosine Il de I'isoforme B en A et I'activation de la MIIA par déphospho-
rylation augmentent progressivement en méme temps que la ségrégation asy-
métrique de la myosine IIB. Cela suggére par conséquent sa contribution a la
différenciation cellulaire des CSPH (84) .

En s’appuyant sur leur modele d’hématopoiese précédemment établi en 2013 (51), I'étude de

Goergens et al. (2014) montre une ségrégation asymétrique importante du marqueur CD133

pour les progéniteurs CD34*. La DCA concerne environ 67 % des MPP, 31 % des LMPP et 15 %

des GMP pour le CD133. En méme temps,

leur étude démontre ainsi que les MPP

(CD34*CD133*CD45RA") donnent naissance a la fois aux progéniteurs LMPP (CD133*CD45RAY)

et aux EMP (CD133 faible, CD45"). La ségrégation asymétrique de CD133 et CD45RA suggere

donc un réle instructif de la DCA de ces marqueurs dans le lignage lymphoide et érythro-
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myéloide des MPP (86).
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Figure 42 : DCA des marqueurs CD133 et CD45RA des

progéniteurs MPP (Goergens et al., Stem Cell Rep.,
2014)

La reconstruction de I’hématopoiese par les analyses
single-cell (cytométriques et fonctionnelles) montrant
I'asymétrie de CD133 chez environ 67 % des
multipotents (MPP), 31 %

progéniteurs lymphoides pluripotents (LMPP) et 15 %

progéniteurs des
des progéniteurs granulo-monocytaires (GMP). La
conséquence de DCA du CD133 des MPP est
I’expression de CD133+ par les LMPP et I'absence de
celui chez les EMP.

En 2022, I’étude single-cell des CSH issues du sang du cordon de Loeffler et al. montre une

co-ségrégation asymétrique des lysosomes et de I’activité mitochondriale, ainsi que des mar-

queurs CD49c, CD34 et CD71. D’un c6té, les CSH filles de CSH ayant plus de lysosomes ont

une augmentation de I'autophagie, un cycle cellulaire plus court et une diminution de I'acti-

vité métabolique et mitochondriale. D’un autre coté, les cellules avec plus d’activité mito-

chondriale ont une différenciation myéloide plus importante (33). L’asymétrie fonctionnelle

est liée entre autres a I'expression des marqueurs CD34 et CD49c (I’adhésion cellulaire) (91),

CD71 et CD201 (le métabolisme cellulaire et ’homéostasie des ROS) (92) (93) .
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Figure 43 : DCA lysosomale et mitochondriale et des marqueurs (CD49¢c, CD34, CD71) (Loeffer et al, Blood, 2022)

L’étude en single-cell des CSH par Loeffler et al. indique une ségrégation asymétrique, dans des sens opposés, des

mitochondries et des lysosomes, entrainant ainsi une asymétrie fonctionnelle entre les cellules filles. Les cellules héritant d’un

plus grand nombre de lysosomes ont un cycle cellulaire court, tandis que celles contenant davantage de mitochondries et

moins de lysosomes présentent un cycle plus long et une activité métabolique plus élevée. Ces dernieres expriment par

ailleurs davantage les marqueurs CD34, CD71 et CD49C et témoignent aussi d’une différenciation myéloide plus importante.
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111.4.4 Les CSPH présentent des profils d’expression spécifiques de lignage

(Trancriptional lignage priming)

De nombreuses études, dont celles de Velten et al. (2017) (45) et Komic et al. (2025) (94), ont
prouvé que chaque CSPH possede un profil d’expression transcriptionnelle spécifique de li-

gnage (transcriptional lineage priming).

En combinant différentes techniques d’analyse single-cell, telles que les approches transcrip-
tomiques, phénotypiques et clonogéniques, ils ont montré que chaque sous-population de
CSPH posséde sa propre expression phénotypique et transcriptionnelle, ainsi qu’un potentiel
préférentiel, soit vers une lignée cellulaire unique, soit vers plusieurs lignées différentes. D’ail-
leurs, I'existence de nombreuses preuves montrant des CSPH biaisées vers la lignée mégaca-
ryocytaire, aussi bien chez la souris que chez I'étre humain (29) (95) (56) (77) (96) (57), ren-
force I'idée de profils d’expression spécifiques de lignage des CSH et, par conséquent, de leur

hétérogénéité génétique et fonctionnelle.

Au cours de la différenciation, les CSPH acquiérent progressivement des spécificités trans-
criptionnelles et/ou perdent leurs potentiels pour s’engager vers une lignée hématopoié-

tigue en aval. L’'engagement ou I'lignage des CSPH dans I’hématopoiése peut étre :

Equilibré : les CSPH ont un potentiel identique et peuvent s’engager vers chaque lignée de

facon équitable.

Biaisé/orienté : les CSPH ont des potentiels hétérogénes et peuvent s’engager de fagon pré-

férentielle vers une seule lignée.
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Figure 44: Engagement et lignages des CSH dans un modéle d’hématopoiése en continuum (Haas et al., Cell Stem Cell, 2018)

Chaque CSH possede son propre profil transcriptionnel. Elles peuvent reconstruire une hématopoiése compléte avec les
différentes lignées de maniére équilibrée ou créer un lignage biaisé si leur profil génétique et fonctionnel est orienté vers une
ou plusieurs lignées différentes.
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IV. Généralités sur les syndromes myéloprolifératifs

IV.1 Définition

Les syndromes myéloprolifératifs (SMP) ou néoplasies myéloprolifératives (NMP) sont des
hémopathies clonales des CSPH, caractérisées par la production excessive de cellules
myéloides matures (18) (97) (98) (99) (100) (101).

On distingue le SMP Philadelphie positif ou la leucémie myéloide chronique avec la présence
de la translocation t(9 ;22) et du transcrit BCR-ABL, des autres SMP Philadelphie négatifs (SMP
phi-) (97).

Les SMP phi- comprennent la thrombocytémie essentielle (TE, 55% des cas), la polyglobulie
de vaquez (PV, 34% des cas) et la myélofibrose primitive (MFP, 11% des cas) (98) (102).
Depuis 2016, I'OMS a introduit le stade MF pré-fibrotique dans la classification des SMP.
Cette entité est distinguée de la TE et de la PV du fait de son mauvais pronostic car plus a

risque de transformation leucémique (103) (104).

De nouvelles entités SMP, comme la leucémie chronique a éosinophiles (LCE), la leucémie
chronique a neutrophiles (LCN) et la leucémie myélomonocytaire juvénile (LMMJ), ont été

récemment décrites et modifiées dans la classification de I’'OMS en 2022.

La leucémie myélomonocytaire chronique (LMMC) est une hémopathie frontiére apparte-
nant au groupe des néoplasies myéloprolifératives/myélodysplasiques (SMP/SMD). Elles par-

tagent donc plusieurs caractéristiques physiopathologiques et génétiques avec les SMP (97).

IV.2 Description statistique de I’ensemble des SMP

Les SMP sont des hémopathies malignes peu fréquentes.

IIs touchent principalement les adultes agés de 60 a 70 ans, mais peuvent étre observés, bien

que trés rarement, chez I'adulte jeune et I'enfant (105) (106) (107) (108) (109) (110).

En France, la prévalence des SMP phi- est estimée a 3 762 cas en 2018 dont 52% chez les
femmes. Les incidences standardisées sont de 2,5 chez ’lhomme et 2,9 chez les femmes pour
100 000 personnes-années (111) (112) (113). Les incidences de chaque entité sont détaillées

comme suit :
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Tableau 2 : La synthése épidémiologique des SMP en France

Données nationales de santé publique 2021 concernant les SMP (105) (112) (114) (115) (116).

Maladie Incidence par 100 000 | Age Médian Ratio SNS a5 ans
personnes-années H/F H/F (%)
(H/F)
PV 1,0/0,6 68/72 1,7 93% [90 -95]
TE 1,4 /1,5 69/73 0,9 91% [89 - 93]
LMC 1,0 /0,7 61/62 1,4 86% [77 -92]
MFP 0,4/0,3 71 /72 1,3 46% [41 -51]
LMMC et | 1,1/0,5 77/80 1,1-0,5 45% [41 - 48]
autre
SMP/SMD

SNS : survie nette standardisée

Les SMP sont des hémopathies de pronostic favorable

A I'exception de la MFP, qui présente un pronostic médiocre, le pronostic des patients atteints

de SMP est généralement trés bon (105).

Selon les données de Santé publique France de 2021, la survie nette standardisée (SNS) a 1 an

pour les patients atteints de SMP phi-, diagnostiqués entre 2005 et 2015, est de 96 %, quel

que soit I’dge. A 5 ans de suivi, la survie est en moyenne de 85 %, mais elle diminue en fonction

de la tranche d’age (96 % pour les moins de 40 ans contre 77 % pour les plus de 80 ans).

Le pronostic est [égerement meilleur chez les femmes, avec une SNS a 5 ans de 88 % contre

81 % chez les hommes.
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Figure 45 : Survie nette standardisée selon I’dge des patients atteints

de SMP phi- (Mounier et al., Santé publique France, 2021)

Pour les tranches d’age de 40, 50, 60, 70 et 80 ans chez les 2 sexes :

-La SNS a 1 an est respectivement de 99, 99, 99, 98 et 96 %.

-La SNS a 5 ans est respectivement de 98, 96, 92, 85 et 77 %.
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IV.3 Tableau clinique et critéeres diagnostiques des SMP

Un SMP peut étre suspecté sur une NFS anormale, réalisée a titre systématique, qui montre,
selon les cas, une augmentation de I’hémoglobine, de I’hématocrite, des plaquettes, des leu-
cocytes, ainsi que la présence d’une myélémie et d’érythroblastes circulants. Il est également
souvent évoqué en présence d’une complication vasculaire et/ou lors de la découverte d'une

splénomégalie (18).
1V.3.1 La thrombose vasculaire des SMP : incidence et mortalité

La revue et méta-analyse de Rungjirajittranon et al. (2019) montre qu‘au moment du diagnos-
tic, la prévalence des thromboses vasculaires dans les SMP est de 20 % (9,5 a 38,6 %), contre

6,2 % (5 a 7,8 %) pour les complications hémorragiques.

La prévalence globale des thromboses artérielles est de 16,2 % (13 a 20 %), tandis que celle
des thromboses veineuses est de 6,2 % (4,9 a 7,8 %). Les événements thrombotiques fréquents
incluent I'accident vasculaire cérébral (AVC) et 'accident ischémique transitoire (AIT), le syn-
drome coronarien aigu (SCA) et les thromboses veineuses profondes (TVP). Les complications

hémorragiques sont principalement gastro-intestinales et cutanéomuqueuses (117).

Lors du suivi a 3 mois, 1 an et 5 ans, le risque relatif de thromboses artérielles est
respectivement de 3, 2 et 1,5 fois, tandis que celui des thromboses veineuses est de 9,7, 4,7
et 3,2 fois par rapport a la population générale, selon |’étude cas-témoins de Hultcrantz et al.,

(2019) (118).

La thrombose vasculaire est associée a des taux de mortalité et de morbidité élevés (104)

(117,119) (120) (121).

Dans une cohorte de 1 547 patients atteints de PV (Barbui et al., 2023), le taux de mortalité a
10 ans est de 40 % chez les patients ayant présenté une thrombose, soit deux fois plus que
chez les patients sans épisode thrombotique (20 % ; p < 0,01) (102). De méme, une étude
rétrospective portant sur des patients atteints de TE et de pré-MFP (Carobbio et al., 2023) a
mis en évidence un surrisque de mortalité plus (HR = 4) chez les patients ayant présenté une
thrombose. La mortalité indirecte causée par la thrombose est de 25,3 % chez les patients

atteints de TE, contre 11 % chez ceux atteints de pré-MFP (104) (122).
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IV.3.2 Le caractére thrombophilique des SMP est de nature multifactorielle
Plusieurs mécanismes sont décrits comme participant a la création de thromboses dont les 2

principaux sont :

P d Mechanism for MPN-related Tati vati . . .
ropose echanism Tor related coagu ation activation ﬂgure 46 . PhVSIODath0|Og|e de Ia
@ Stem Cell JAKZ*'™ Expression
| thrombose dans les SMP (Reeves et al.,
1 Main Endothelial Effectors Curr. Hematol. Malig. Rep., 2021)
Leukocyte JAK2¥*'™" I
Expression with Excess production of VCAM Y icam P-selectin . X .
Leukocyte sctivation RBCs and platelets La mutation somatique motrice, telle que
-. AQ yon Wilebrand factor Tissue factor V617F des CSPH, entraine une production
‘.. v excessive de cellules sanguines matures,
infl i . . . oz . . .
(3) S e induisant une hyperviscosité sanguine ainsi
e o e e emrseraons qu'une activation leucocytaire et une
g b aemladaltos hi d othe latels ;s . . . .
() il Vel adhésion plaquettaire. Ces trois derniers
“"“"“"""‘:" inflammation, événements coopérent avec les cytokines
Y Leukocyte, RBC and fibrin deposition, i . .
\:; A T__{ i e ()  thrombosis pro-inflammatoires et prothrombotiques
Veisl ki ) o | — “'d_, ::":":r’mge des SMP, qui activent et altérent
P o e | { VT & I’endothélium vasculaire, amplifiant ainsi le
Y . N \16‘\ - . s __me . . .
= . s : ' — B\ 21 mécanisme de thrombophilie.
Interstitial space  JAKZ 2 (&
Expression
Endothelial activation and loss of
anticoagulant properties

1. Une hyperviscosité : augmentation de la masse globulaire circulante et des forces de
cisaillement, ainsi qu'une intensification des interactions cellulaires, de I’adhésivité

plaquettaire et leucocytaire (117,123) (124) (125).

2. Un environnement inflammatoire, caractérisé par I’activation des leucocytes et la libération
de cytokines ainsi que de substrats oxygénoréactifs, pro-agrégants et pro-inflammatoires,
entraine une dysfonction de I’endothélium vasculaire, ainsi que I'agrégation des plaquettes et
des leucocytes. Par la suite, 'adhésion des leucocytes, des plaquettes et des hématies a un
endothélium altéré est a |'origine de I’activation de la cascade de la coagulation (120) (126)

(127) (128) .

Parmi les marqueurs inflammatoires, une hyperleucocytose > 11 G/L et un ratio
neutrophiles/lymphocytes (RNL) ont été démontrés comme étant significativement corrélés
au risque de thrombose vasculaire, a la mortalité et a I’évolution vers une myélofibrose (122)

(129) (130).

IV.3.3 Stratification du risque thrombotique des SMP

Le travail de Pasquer et al. (2024) a identifié quatre facteurs de risque associés a la thrombose
artérielle, intégrés dans le score ARTS : un antécédent de thrombose artérielle, un age
supérieur a 60 ans, la présence de facteurs de risque cardiovasculaires, ainsi qu'une mutation

des génes TET2 ou DNMT3A (119).
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Le risque de thrombose veineuse peut étre estimé par le score VETS (Pasquer et al.,2024, (119)
annexe 1), qui prend en compte la mutation JAK2V617F et les antécédents de thrombose. Ce
score est comparable aux scores actuels, tels que I'IPSET-thrombosis (Barbui et al., 2012 ,

annexe 1) pour la TE (131) (132).

L0 ARterial Thrombosis Score (ARTS) Figure 47 : Score ARTS prédictif de la thrombose

Risk factor HR Points
Cvrisk factors * 3.00 3

artérielle (Pasquer et al., Leukemia, 2024)

Age at diagnosis > 60 years 219 2
0.75 arterial thrombosis prior to or at diag 1.81 1
TETZ or DNMT3A mutations 1.80 1

Le risque de thrombose artérielle est classé en deux

Risk group Score L, .
Low risk 03 catégories selon le score ARTS :

High risk 4-7

0.50

e - Faible risque de thrombose artérielle : 0,37 % par an

- Risque élevé de thrombose artérielle : 1,19 % par an
0.25

Low risk

Cumulative incidence of arterial thrombosis

0.00 * pe0.001

0 5 10 15 20 25 30
Time from MPN diagnosis (years)

Number at risk

Low risk 764 567 383 222 119 68 32

High risk | 282 185 ] 39 2 12 3

IV.4 Diagnostic bioclinique des SMP et classification OMS 2022

Chaque SMP a sa propre présentation clinique et biologique.

Les critéres diagnostiques cliniques et biologiques sont synthétisés dans la classification OMS
2022, un outil essentiel dans la pratique diagnostique de routine.

IV.4.1 Polyglobulie de Vaquez

La PV peut survenir a tout age, mais elle est le plus souvent diagnostiquée autour de 60 ans.
Elle est évoquée devant une polyglobulie lors d’'une réalisation d’une NFS ou des signes

d'hyperviscosité sanguine.

La présence des signes d’hyperviscosité comme le prurit a l'eau et [I'érythrose
cutanéomuqueuse et les signes neurosensoriels (érythromélalgies, céphalées, vertiges,

troubles visuels, paresthésies) sont des arguments cliniques évocateurs de PV (133) (134).

Au diagnostic de la PV, une complication thrombotique est retrouvée dans 20,7% des cas
(102) (106). Une splénomégalie est présentée chez environ 30 a 40% des patients (98) (135)
(136) (137). La confirmation diagnostique d’une PV nécessite la présence de trois criteres
majeurs ou des deux premiers critéres majeurs associés a un critere mineur, selon la

classification de I’OMS 2022 (97).
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Tableau 3 : Critéres diagnostiques de la PV selon la classification de I’'OMS 2022

Criteres Hb > 16,5 g/dL chez ’lhomme, > 16 g/dL chez la femme, ou Ht > 49 % chez I’homme, > 48 % chez
Majeurs la femme.

BOM avec hypercellularité des trois lignées myéloides et maturation mégacaryocytaire
pléiomorphe.

Présence d’une mutation de JAK2 V617F ou de I'exon 12 de JAK2.

Critéres Taux sanguin d’EPO normal ou inférieur a la normale.

Mineurs

En paralléle, une autre démarche importante consiste a éliminer les causes secondaires
d’hyperglobulie, telles que I’hypoxie chronique ou certaines néoplasies sécrétant de I'EPO.

A noter : deux critéres mineurs (I’augmentation de la masse sanguine totale et la pousse
spontanée des progéniteurs érythroblastiques) ont été exclus depuis 2016. Toutefois, ils

conservent un intérét dans certains cas, notamment en I’absence de mutation de JAK2.

Figure 48 : Moelle osseuse de PV

(Ng et al., Int. J. Lab. Hematol., 2023) (138)
(A) BOM montrant une hyperplasie myéloide

(B) Amas de mégacaryocytes hyperplasiques et pléomorphes
(C), (D) Agrégat de lymphocytes réactionnels
(C) HE x200

(D) Anti-CD20+ et anti-CD3+ en immunohistochimie

IV.4.2 Thrombocytémie essentielle

Au moment du diagnostic, le patient peut étre asymptomatique ou présenter des symptémes
liés a I’hyperviscosité et aux désordres microcirculatoires, similaires a ceux de la PV.

Parfois, la TE peut étre découverte a I'occasion de complications thrombotiques (20 % des cas)
ou d’un syndrome hémorragique (7 % des cas) (99) (117) (133) (139).

A l'examen clinique, on peut trouver des érythromélalgies. La splénomégalie concerne environ
12 a 17 % des patients, ce qui en fait la moins fréquente des trois SMP phi- (98) (139) (140)
(141).

La démarche diagnostique doit d'abord confirmer le caractere chronique de la thrombocytose
et éliminer une cause réactionnelle ou secondaire, comme une pathologie infectieuse,

inflammatoire ou néoplasique (142).
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Enfin, le diagnostic est posé sur la présence des 4 critéres majeurs, ou des 3 premiers critéres

majeurs associés a un critere mineur, selon la classification de I’'OMS de 2022.

Tableau 4 : Critéres diagnostiques de la TE selon la classification de ’'OMS 2022 (97)

Critere majeur 1 Plaquettes > 450 G/L

Critere majeur 2 BOM avec prolifération mégacaryocytaire et augmentation du nombre de formes matures
de grande taille, présentant un noyau hyperlobulé.

Pas d’augmentation significative des autres lignées. Rarement, une densification minime
de la trame réticulinique peut étre observée (fibrose de grade 1).

Critére majeur 3 Absence de critéres en faveur d’'une LMC, d’une PV, d’une MFP, d’un SMD ou d’une autre
hémopathie myéloide.

Critere majeur 4 Présence d’une mutation de JAK2, CALR ou MPL

Critéres mineurs Présence d’un marqueur de clonalité ou absence d’étiologie pour une thrombocytose
réactionnelle

Figure 49 : Moelle osseuse de la TE

(Ng et al., Int. J. Lab. Hematol., 2023) (138).

A : La MO montre des mégacaryocytes géants (Wright-
Giemsa, x200).

B : La BOM révele une hyperplasie mégacaryocytaire (HE,
x200).

C : La BOM met en évidence des mégacaryocytes géants

avec des noyaux hyperlobés (HE, x400).

D : La BOM, en coloration réticulinique, montre une

myélofibrose de grade 1.

IV.4.3 Myélofibrose primitive

La MFP (également appelée splénomégalie myéloide) se caractérise par une prolifération
anormale des lignées mégacaryocytaire et granulocytaire, associée a une prolifération
polyclonale des fibroblastes, conduisant a une fibrose collagénique ou réticulinique de la MO

(133).

La MFP concerne principalement les personnes agées, avec un age médian au diagnostic de
72 ans (143). Parmi les trois SMP, la splénomégalie est plus fréquente dans la MFP, touchant
70 % a 80 % des patients (136) (140) (144). La classification de I'OMS et de I'ICC 2022
distinguent une phase dite pré-fibrotique et une phase de myélofibrose proprement dite (97)
(145). La MF pré-fibrotique présente le méme tableau clinico-biologique que la MFP, mais son
histologie médullaire est différente, avec la présence d’'une myélofibrose de grade 0 ou 1. De

plus, elle a un pronostic plus défavorable que la TE (104,143) (146) (112).
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La MFP est le SMP avec le pronostic le plus sombre.

Selon Santé publique France, la survie nette standardisée (SNS) est de 86 % a 1 an et de 46 %
a 5 ans, tous ages confondus. Elle diminue avec I'age, la SNS a 5 ans étant de 67 % a 50 ans
contre 29 % a 80 ans. Le taux de mortalité a 5 ans est tres élevé, de I'ordre de 50 %, et la quasi-

totalité des déces survient au cours des cinq premiéres années suivant le diagnostic (143).
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Figure 50 : SNS et mortalité des patients atteints de MFP selon I’age (Cornet et al., Santé public France, 2021)

Le taux de SNS par tranche d’age de 50, 60, 70 et 80 ans sont respectivement de 92, 90, 86 et 79% a 1 ans et 67, 57, 44 et 29%
a 5 ans du suivi.

La médiane de survie est d’environ 4 a 5 ans pour la MFP, tandis qu’elle est de I'ordre de 15 a
20 ans pour la TE et la PV, selon différentes études de cohortes de grande envergure :
Guglielmelli et al., 2017 (103), Vallapureddy et al., 2019 (147), Baade et al., 2019 (148), Szuber
et al., 2019 (140), Htun et al., 2022 (149) et Verstovsek et al., 2022 (150).

Le diagnostic de MFP peut étre évoqué devant le tableau clinico-biologique ci-dessous :

Tableau 5 : La présentation clinique et biologique de la myélofibrose

Tableau clinique- Présentation, interprétation

biologique (103) (133) (138) (151) (147) (152) (153) (154)

Clinique Signes Asthénie, amaigrissement, sueurs nocturnes, hyperthermie, prurit (30-50%)
généraux

Métaplasie | -Splénomégalies 70-80% : Parfois douloureuse, compressive voire infarctus
myéloide splénique
-Hépatomégalie (70%)

Hémogramme -Anémie (37-50%) avec aniso-pokilocytose
-Présence de dacryocytes avec érythromyélémie
-Thrombopénie (15-30%)

-Hyperleucocytose (10%)

-Myélémie

-Blastose sanguine (20-30%)

Biochimie LDH augmenté
Myélogramme Densité cellulaire diminué
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Le diagnostic requiert les trois criteres majeurs et au moins un critére mineur selon la
classification de I’'OMS et de I'ICC 2022 (97) (145) comme suit :

Tableau 6 : Les

criteres diagnostiques de la myélofibrose selon OMS et ICC 2022

Critere
majeure

BOM avec prolifération et atypies mégacaryocytaires, accompagnée d’une fibrose réticulinique
ou collagénique (grade 2 ou 3)

Absence de criteres OMS pour une LMC (BCR-ABL), une PV, une TE, un syndrome
myélodysplasique ou une autre hémopathie myéloide

Présence d’une mutation de JAK2, CALR ou MPL, ou présence d’un marqueur de clonalité (par
exemple, une mutation de ASXL1, TET2, EZH2, IDH1/2, SRSF2, SF3B1), ou absence de cause
réactionnelle de fibrose médullaire

Critéres

Anémie non liée a une comorbidité

mineurs

Hyperleucocytose > 11 G/L

Splénomégalie

Augmentation de LDH

Erythomylémie

Figure 51 : MO de MFP (Ng et al., Int. J. Lab. Hematol.,

2023) (138)

A. Frottis sangu
érythroblaste

B. Frottis sanguin avec des érythroblastes, un
micromégacaryocyte et des plaquettes géantes

hypogranuleuses

C. BOM montrant une hyperplasie mégacaryocytaire en
amas, avec présence de noyaux proéminents et
hyperchromatiques

D. Cellules hématopoiétiques présentes dans des
capillaires sinusoidaux dilatés

E. Ostéosclérose
trabéculaire

F. Expansion de |

I’anti-CD34 en immunohistochimie

‘endothélium vasculaire marquée par

in montrant des dacryocytes et un

avec rétrécissement de I'espace inter-

IV.5 Evolution naturelle des SMP : La transformation leucémique et la myélofi-
brose secondaire

Comme la LMC, I’évolution naturelle des SMP phi- comporte 3 phases principales (97) (145)

(155) (156) :

1- Une phase chronique : le SMP est diagnostiquée et identifiée grace a la classification OMS.

2- Une phase d’accélération : le taux de blastes médullaires est compris entre 10% et 19%.

3- Une phase blastique : présence de plus de 20% de blastes dans le sang ou la MO.
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Tableau 7 : Risque de tranformation hématologique des SMP phi-

Pathologie Médiane de survie et/ou Survie Risque d’évolution Risque de la transformation
globale vers la myélofibrose leucémique
TE Barbui et al., Passamonti et al., Passamonti et al. (157) | Rumi et al. (146)
(146) Rumi et al. (146) (157) (158) -0.3% a5 ans -1,9 (0,4-6) % 2 10 ans
(157) -Environ 90% a 10 ans et 80% a 15 | -3.9% a 10 ans Barbui et al. (158)
(158) ans Barbui et al. (158) -0,7% a 10 ans,2,1% a 15 ans
-0,8% a 10 ans Passamonti et al. (157)

-2.6% a 10 ans

PV Tefferi et al. (135) Tefferi et al. (135) Tefferi et al. (135)
(98) -Médiane de survie = 18.9 ans 9% a 10 ans -Médiane=3% a 10.8 ans
(135) -23%al0ans,55%al5anset7,9%
a20ans
Sureau et al. (98) Sureau et al. (98) Sureau et al. (98)
-70% / médiane de suivi de 10,5 -6,2% a 10,5 ans -6,2% a 10,5 ans
ans
MFP Guglielmelli et al. (103) Barbui et al. (158) Guglielmelli et al. (103)
préfibrotique | -Médiane de survie 14.7 (7.7-21.8) | -12,3% a 10 ans -7% a5 ans
(103) ans -16,9% a 15 ans -12%a 10 ans
(146) Rumi et al.(146) Rumi et al. (146) Rumi et al. (146)
(158) -86,4% a 10 ans -9,7% a 10ans -2,3% (1C 0,4-7,3%) a 10 ans
MFP Guglielmelli et al. (103) NA Guglielmelli et al. (103)
(103) -Médiane =7.2 (5.7-8.7) ans -11% a5anset23%al0ans
(146) Tefferi et al (154) Vallapureddy et al. (147)
(147) (154) -Médiane = 5.9 ans -11 % apres un suivi médian de 3 ans
LMMC Elena et al. (159) NA Patnaik et Tefferi et al. (160)
(159) (160) -La médiane de survie est de de 48 -Entre 15%-20% /3-5 ans

(161) (162) mois (18-144) en fonction des
groupes de risque.

IV.5.1 La MFP a le risque de transformation leucémique le plus élevé
Sila TE et la PV présentent un risque de transformation en LAM de I'ordre de 1a 2 % a 10 ans,

ce risque atteint 10 a 20 % pour la MFP. De plus, la LAM est également la principale cause de

déces chez les patients atteints de MFP (103) (119) (151).

Dans une approche curative, de nombreux outils et scores pronostiques internationaux sont
actuellement utilisés pour organiser une prise en charge personnalisée de la MFP. lls
permettent d’identifier les patients les plus a risque et ceux pouvant le mieux bénéficier de

I'allogreffe.

Les scores IPSS (Cervantes et al., 2009) et DIPSS (Passamonti et al., 2010) sont les premiers
scores cliniques publiés et restent les plus simples a utiliser. Ensuite, a I'instar de I'IPSS et du
DIPSS, le DIPSS-plus (Gangat N et al., 2011) prend en compte des facteurs pronostiques tels

que I'age, I'anémie, la leucocytose, la présence de blastes circulants et les symptémes
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généraux. En outre, trois autres facteurs de risque y sont ajoutés : la thrombopénie (< 100

G/L), le caryotype a haut risque et la nécessité de transfusions (153,163) (164).

En 2013, I'étude de Vannucchi et al. a permis d’identifier cinqg mutations (ASXL1, EZH2, SRSF2,
IDH1 et IDH2) associées a un mauvais pronostic pour la MFP. La présence de |'une de ces
mutations suffit a classer les patients dans le groupe a haut risque moléculaire, caractérisé par
un taux de mortalité et un risque de transformation plus élevés (165).

Dans le méme axe de recherche, les travaux de Tefferi et al. ont également démontré
I’association péjorative des mutations de U2AF1 (166) et des anomalies cytogénétiques (167)

avec le mauvais pronostic de la MFP.
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Figure 52 : Pronostic de la myélofibrose selon le risque moléculaire (Vannucchi et al., Leukemia, 2013)

Les patients présentant au moins une mutation parmi ASXL1, EZH2, SRSF2, IDH1 et IDH2 sont classés en haut risque
moléculaire, tandis que I'absence de ces mutations les place en bas risque moléculaire. La survie globale et le risque de

transformation leucémique sont significativement moins favorables chez les patients a haut risque moléculaire.

Lors de la prise en charge initiale des patients atteints de MFP, |’évaluation des mutations
motrices est essentielle, non seulement pour établir le diagnostic, mais aussi pour affiner le
pronostic. En effet, Rumi et al. ont démontré que la survie globale et le risque de
transformation leucémique sont significativement corrélés aux mutations motrices,
indépendamment du score pronostique IPSS (168).

Le pronostic est nettement plus favorable chez les patients porteurs d’une mutation CALR et
plus défavorable chez les patients triple négatifs (CALR- > JAK2 et MPL > triple négatif). La
médiane de survie est la plus élevée (17,7 ans) chez les patients mutés CALR, tandis qu’elle est
d’environ 9 ans pour les patients mutés JAK2 et MPL, et de seulement 3,2 ans pour les triples

négatifs.
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Figure 53 : Courbes de survie des patients atteints de MFP en fonction des mutations motrices et du score IPSS

(Rumi et al., Blood, 2014)

(A) Patients a risque faible ou intermédiaire-1 selon le score IPSS. (B) Patients a risque élevé ou intermédiaire-2 selon IPSS.

Dans les deux sous-groupes (A et B), les patients porteurs de la mutation CALR présentent une survie significativement
meilleure que ceux porteurs de la mutation JAK2 V617F (p = 0,01) et que les patients triples négatifs (p < 0,001).

L'identification des mutations somatiques (motrices et additionnelles) a permis le
développement de plusieurs modeles pronostiques, tels que le MIPSS70 (Guglielmelli et al.,
151) , ainsi que le MIPSS70+ et le GIPSS (170,171) qui intégrent spécifiquement les profils
cytogénétiques et moléculaires afin d’améliorer la stratification des patients atteints de MFP.
Par ailleurs, le MYSEC-PM (Passamonti et al., 134) est le score de référence pour estimer le
pronostic des patients atteints de myélofibrose secondaire, tandis que le MTSS (Gagelmann et

al., 154) permet d’évaluer la survie post-allogreffe dans la myélofibrose.
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Figure 54 : Stratification du risque de survie selon le score MTSS (Gagelmann et al., Blood, 2019)

Le score MTSS repose sur plusieurs facteurs pronostiques, dont I’age, le score de I'état général de Karnofsky, la thrombopénie
(<150 G/L), la leucocytose (>25 G/L), la mutation ASXL1, I’absence de mutation CALR/MPL et I'incompatibilité HLA. Il permet
de classer les patients en quatre groupes de risque (bas, intermédiaire, haut et treés haut risque), avec une survie a 5 ans post-
transplantation estimée respectivement a 83, 64,37 et 22 % (172).
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IV.5.2 Le pronostic des patients atteints de SMP en phase blastique

Le pronostic des syndromes myéloprolifératifs apres transformation en phase blastique ou en
myélofibrose est particulierement défavorable. En effet, aucune amélioration significative de
la survie des patients n’a été observée au cours des 20 dernieres années, y compris chez les
patients allogreffés (173) (174) (175) (176). C’est pourquoi la prise en charge doit combiner un
diagnostic précoce, une thérapie adaptée et un suivi personnalisé, en fonction du profil

bioclinique de chaque patient, afin de limiter ces transformations péjoratives.

Selon une étude menée sur une cohorte européenne de 250 patients (Lussana et al., 2014), le
pronostic des patients allogreffés aprés transformation d’'un SMP en myélofibrose ou en

leucémie aigué myéloide (LAM) reste sombre :

-Le taux de survie globale et I'incidence de rechute a 3 ans post-allogreffe sont respectivement
de 55 % et 32 %. La survie était significativement meilleure chez les patients plus jeunes (< 55

ans : 65 % contre 47 %, p = 0,015).

Le taux de survie global a 3 ans post-allogreffe est significativement plus faible chez les patients
ayant présenté une transformation leucémique par rapport a ceux ayant une myélofibrose

secondaire (28% contre 62%, p<0,001) (175).

Figure 55 : Survie post-allogreffe des patients atteints de SMP transfor-
més en MF versus en LAM (Lussana et al., Haematologica, 2014)

Chez les patients allogreffé pour un SMP et un LAM secondaire a un SMP,

le taux de survie globale a 3 ans post-allogreffe est significativement plus

faible chez les patients ayant présenté une LAM par rapport a ceux ayant

0.401 développé une myélo-fibrose secondaire MF (28 % contre 62 %, p < 0,001).
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En 2018, I'étude de Tefferi et al. a observé I'absence de différence significative dans la survie
des patients en phase blastique diagnostiqués entre 2010 et 2017 par rapport a ceux
diagnostiqués entre 2001 et 2009. En analyse multivariée, plusieurs facteurs de risque (FDR)
significatifs de mortalité ont été identifiés : un caryotype a haut risque, un nombre de

plaguettes < 100 x 10°/L, un age > 65 ans et une nécessité transfusionnelle (173).
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Figure 56 : Survie des patients SMP-PB (Tefferi et al., Leukemia, 2018)

Tefferi et al., a partir de deux cohortes de 248 et 142 patients, ont montré une médiane de survie de 4 mois en moyenne.
Les taux de survie a 3 ans et 5 ans étaient trés faible, respectivement de :

-32, 10 % chez les patients allogreffés.

-19,13 % chez les patients sous chimiothérapie seule.
-1 %,1 % chez les patients sans traitement (p < 0,01).

Enfin, 'une des derniéres études longitudinales, portant sur le suivi de 231 patients en phase
accélérée et en phase blastique (Patel et al., 2024), montre que le pronostic de ces patients
reste extrémement péjoratif, malgré les avancées thérapeutiques récentes.

La médiane de survie de I'ensemble de la cohorte est de 0,86 an (1,09 ans pour la phase
accélérée contre 0,67 an pour la phase blastique). Méme chez les patients allogreffés, la
médiane de survie post-allogreffe n’est que de 2,3 ans. De plus, aucune corrélation
statistiquement significative n’a été observée entre la réponse au traitement pré-allogreffe et

la survie post-allogreffe (176).

Product-Limit Survival Estimates

With Number of Subjects at Risk Figure 57 : Courbes de survie post-allogreffe des patients
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V. Physiopathologie biomoléculaires des SMP

Grace aux avancées et aux progres en génétique, de nombreuses mutations génétiques et
mécanismes moléculaires impliqués dans la pathogénése des SMP ont été découverts.

Parmi eux, les trois mutations motrices les plus importantes sont JAK-2, MPL et CALR. Il s'agit
de mutations génétiques acquises de type gain de fonction, entrainant une prolifération
myéloide excessive par I'activation constitutive des voies de signalisation JAK/STAT, de

maniere indépendante des cytokines régulatrices (177) (178) (179).

V.1 Les mutations motrices des SMP Phi - touchent JAK-2, MPL et CALR

Concernant les mutations motrices du SMP, la mutation de JAK-2V617F est prédominante
dans la PV (environ 95- 97%) et environ 50-60% dans la TE et la MFP alors que la mutation de
CALR concerne uniquement la TE (27%) et la MFP (30%) (18) (100) (177) (178) (179) (180).

Tableau 8 : Synthése des mutations motrice dans le syndrome myéloprolifératives

Mutation Role-mécanisme Location Implication Impact clinique
JAK 2 Active la voie de - Chromosome 9 97-98% PV Critére diagnostique
(3) signalisation (locus 9p24.1) 54-55% TE OMS et ICC
(181) JAK-STAT -V617F 97% et Exon 12 : 2% | 55-60% MFP
(128)
MPL Active le récepteur a la - Chromosome 1 0% PV Critére diagnostique
(182) TPO et la voie JAK-STAT | (locus 1p34.2) 5-7% TE OMS et ICC
(183) - Exon 10 7-10% MFP
(184) - Sur le résidu
W515K/L/A/G/S/R

CALR Protéine CALR mutée -Chromosome 19 0% PV Critére diagnostique
(185) interagit avec MPL et (locus 19p13.13) 25-30%TE OMS et ICC
(186) active la voie JAK-STAT -Décalage du cadre de 20-30% MFP
(181) lecture / exon 9
(187) -Type 1 : del52
(188) -Type 2 : ins5

PV TE MFP

inconnus

8% __\

inconnu

inconnus
16%

JAKZ ex 12
2%

CALRm CALRm
279 30%

MPLm MPLm
3% 7%

Figure 58 : Implication des mutations drivers dans la PV, la TE etla MFP (Plo et al., Horizons Hémato, 2017)

La mutation JAK2 V617F est retrouvée dans 97 % des cas de PV, 54 % des TE et 55 % des MFP. Les mutations de CALR et de
MPL concernent respectivement 27 % et 30 % des TE, ainsi que 7 % et 3 % des MFP. Les cas de SMP sans aucune de ces trois
mutations sont appelés « triple négatifs ».
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En conditions physiologiques, la prolifération cellulaire est controlée et régulée par différents

axes cytokines/récepteurs (EPO/EPOR, TPO/MPL et G-CSF/G-CSFR). Lorsque JAK2, MPL ou

CALR sont mutés, la voie JAK-STAT5S est activée de facon constitutive, indépendamment des

mécanismes de régulation. Cela entraine, d’une part, une prolifération des cellules myéloides

sans dépendance aux cytokines et, d’autre part, une hypersensibilité aux facteurs de

croissance due a I’activation persistante de la signalisation intracellulaire JAK2/STATS.

D’autres voies de signalisation, telles que PI3K/AKT/MTOR, MAPK-ERK (3,178) (179) (182)

(181) (187) et Hedgehog (187) (189) participent également a la signalisation proliférative des

trois SMP phi-.

Constitutively active JAK2 signaling
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Figure 59 : Mécanisme moléculaire commun aux PV, TE et MFP

(Szybinski, Hematol. Oncol. Clin. North Am., 2021)

Les trois mutations somatiques, JAK2, CALR et MPL, entrainent toutes |'ac-
tivation constitutive de la voie de signalisation JAK2-STATS5.

Lorsqu’elle est activée, cette voie induit I'activation du facteur de trans-
cription STATS5, ainsi que d’autres voies de signalisation intracellulaires,
conduisant a une prolifération incontrélée des CSPH.

Figure 60 : La pousse spontanée et indépendante de I'EPO avec
I’hypersensibilité des CSPH mutées JAK2 V617F a I'EPO

(Dupont et al, Blood, 2007)

Lors des épreuves de culture clonogénique, les colonies des progéniteurs
des patients TE et PV (porteurs de la mutation JAK2 V617F, homozygote ou
hétérozygote) se développent méme en l'absence d'EPO. Elles sont
également hypersensibles a de faibles concentrations d'EPO (181).

(m) : JAK2 V617F homozygote (B&) JAK2 V617F héterozygote (0) mutation
sauvage et (0) non-muté.

Figure 61 : Activation constitutive de la voie JAK-STAT5
(James et al, Nature, 2005)

La fixation en Western blot montre la phosphorylation et I'activation
indépendante de I'EPO des médiateurs des différentes voies de
signalisation intracellulaire chez les patients PV porteurs de la mutation
V617F :

-STATS (voie JAK-STAT)

-AKT (voie PI3K/AKT)
-ERK (voie des MAP kinases)
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Figure 62 : La mutation MPL

(Pikman et al., PLoS Med, 2006)

A, B : Lors des épreuves de culture des progéniteurs,
la mutation MPL W515L induit une pousse
spontanée indépendante des CFU d’IL-3 (A) et de
TPO (B), comparée aux progéniteurs non mutés.

C: VL'analyse en Western blot montre la
phosphorylation de JAK2, STAT5, STAT3, AKT et ERK
(C) des CSPH mutées, témoignant de I'activation
constitutive de la voie de signalisation JAK-STAT, PI3K
et MAP kinases.

Les mutations de CALR, localisées dans I'’exon 9 du géne, induisent un décalage du cadre de

lecture, générant une nouvelle séquence peptidique en C-terminal, caractérisée par une

charge positive et la perte du motif KDEL (responsable de la rétention dans le réticulum

endoplasmique (RE)). Cela entraine a la fois I'activation de la réponse au stress du RE (UPR-

PERK), due a lI'accumulation de protéines mal repliées, et la sécrétion des CALR mutants.

Finalement, les mutants de CALR sécrétés vont activer la voie JAK2/STAT en se fixant 3 MPL sur

sa partie extracellulaire (185) (186,190,191).

N-term

Signal Lower
peptide Chaperone activity Caz2+ buffering
r

1 17 197

AU )l
308

C-term
411 - del52
430 - ins5
mutations

Figure 63 : Mutation de CALR (Vainchenker et al., Blood, 2017)

La calréticuline (CALR) est une protéine du réticulum endoplasmique (RE). Elle joue un rdle
de protéine chaperonne et régulatrice du Ca?* cytoplasmique. Lorsqu’elle est mutée dans
I'exon 9, créant une nouvelle séquence dans le domaine C-terminal, cela entraine la perte
du motif KDEL, qui joue le r6le de rétention de la protéine CALR dans le RE.

En conséquence, les mutants de CALR seront chargés positivement, sécrétés, se fixeront sur
le récepteur a la TPO (MPL) et activeront la voie JAK-STAT, ainsi que d'autres voies de
signalisation intracellulaire (AKT, PI3K, ERK).

Les mutations de CALR comprennent plusieurs variants, parmi lesquels les types 1 (del52 :

délétion de 52 paires de bases) et les types 2 (ins5 : insertion de 5 paires de bases) sont les

plus fréquemment retrouvés dans la thrombocytémie essentielle et la myélofibrose (191).

Type 2-

Essential thrombocythemia Primary myelofibrosis

Figure 64 : Fréquence des mutations de CALR dans la TE et la PV

(Pietra et al., Leukemia, 2016)

Les principales mutations de CALR, de types 1 (del52) et de types 2
(ins5), concernent respectivement 57 % et 39 % des TE et 83 % et 15 %
des MFP mutées CALR.
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Il existe aussi un mécanisme d’auto-amplification paracrine des signaux d’activation de la voie
JAK-STAT par les cellules mutées CALR, récemment décrit par Pecquet et al (2023) (188). Il
constitue une cible thérapeutique trés intéressante, avec le développement de thérapies

ciblées telles que les anticorps anti-CALR (INCA033989, Reis et al.) (192).
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Figure 65 : Mécanisme paracrine des cellules mutées

retion with sSTFRC

CALR (Pecquet et al., Blood, 2023)

Entre les CSPH mutées, les mutants de CALR (CALRm)
sont sécrétés en complexe avec le récepteur soluble de
la transferrine 1 (sTFRC) pour créer ainsi une
communication intercellulaire.

® & ® CALR mutants

G) STATS

CALR mutated cells

Elles vont s’oligomériser sur le complexe membranaire
CALRm-récepteur de TPO (MPL) déja préformé, afin
d'amplifier la signalisation de la voie JAK-STAT5 (188) .

Y

x sTFRC

L'étude single-cell de Benlabiod et al. (2024) est 'une des recherches les plus récentes sur le
mécanisme moléculaire de CALR. Elle a démontré que les mutations de CALR entrainent a la
fois une amplification de la voie de bypass mégacaryocytaire via les CSH vWF+ et une accélé-
ration de la différenciation mégacaryocytaire via les CSH vWF-. De plus, les CSH vVWF+ por-
teuses de CALR muté présentent une activation plus importante de la voie de signalisation de
réponse au stress du réticulum endoplasmique (elF2a-PERK-UPR) que les CSH vWF-. Cette
voie est d’ailleurs plus activée dans le type 1 que dans le type 2, alors qu'elle est réprimée dans
la forme sauvage (193).

Si Benlabiod et al. trouvent que la mutation CALR de type 1 donne une thrombocytose et une
myélofibrose plus sévéres chez la souris (194), chez ’lhomme, Pietra et al. indiquent que les
patients atteints de thrombocytémie essentielle porteurs d’'une mutation CALR de type 1 pré-
sentent un risque plus élevé de thrombose et de transformation myélofibrotique par rapport

aux patients porteurs d’une mutation CALR de type 2 (195).

Figure 66 : Thrombose et transformation fi-
brotique selon la mutation motrice dans la
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V.2 Des mutations additionnelles, récurrentes impliquées dans les SMP phi-

Les mutations somatiques additionnelles ne sont pas directement responsables des SMP mais
sont des modificateurs/régulateurs génétiques de la maladie, en coopérant avec les mutations
motrices dans l'initiation, le développement et la progression de la maladie (177) (178) (179)

(196,197).

Figures 67: Mutations somatiques (mo-
trices et additionnelles) impliqués dans
les SMP (Maslah et al., Leukemia, 2023)
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Les mutations motrices et les mutations
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participent ensemble aux mécanismes
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1. Autres voies de signalisations intracellulaires : NF1, NRAS, KRAS (Voie ERK/MAP); CBL,
SH2B3 ou LNK (régulateurs négatifs de JAK 2).

2. Remodelage de la chromatine et modification des histones : ASXL1, EZH2.

3. Méthylation et déméthylation de ’ADN : DNMT3A, TET2, IDH1/2.

4. Facteurs de transcription : TP53, RUNX1, ETV6, IKZF1, NF-E2, CUX1.

5. Epissage de ’ARNm (Spliceosome) : SRSF2, U2AF1, SF3B1, ZRSR2.

Ces mutations ne sont pas spécifiques des SMP, car elles sont également retrouvées dans
d’autres hémopathies. Elles contribuent a I’hétérogénéité et a la complexité cliniques et bio-
moléculaires des SMP. Certaines, comme TET2, DNMT3A, EZH2 et IDH1/2 (198) (199) (200)
(201), sont impliquées dans la dominance clonale, I'initiation et I’accélération des SMP, tandis
que d’autres, telles que SF3B1 ou UZ2AF1 induisent des phénomenes de dysplasie
(100,178,202). D’ailleurs, la coopération entre le TP53 et JAK2 dans la progression leucémique
est également mise en évidence par Rampal et al. (2014). L’étude démontre que les mutations
de TP53 sont fréquemment observées dans les LAM secondaires aux SMP mutés JAK2 V617F,
alors gu’elles sont rares en phase chronique. In vivo, I'expression de JAK2 V617F, combinée a
la mutation TP53 dans un modele murin, conduit a une transformation en LAM avec une pé-

nétrance compléte (203).
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Les souris avec une perte de fonction de TP53 et un gain de fonction de JAK2 présentent un
taux de progéniteurs MEP plus important que celles non mutées. Elles progressent toutes en

LAM, avec une splénomégalie et une mortalité plus élevée.

Figure 68 : Implication des mutations

additionelles dans la SMP (Grinfeld et al.,

NEJM, 2018)

Selon Grinfeld et al, les mutations con-
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Enfin, beaucoup d’entre elles impactent sur le pronostic (la survie et la transformation),
comme les mutations de EZH2, ASXL1, SRSF2, IDH1 ou U2AF1, qui sont essentielles pour éva-
luer et stratifier le risque moléculaire de la MFP a I'aide des différents modéles pronostiques,

dont MIPSS et GIPSS (165,169-171,177,179,204).
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Figure 69 : Répartition des mutations additionnelles des SMP (Lundberg et al., NEJM, 2014)

A : Diagramme Circos montrant la cooccurrence des mutations motrice et additionnel des patient SMP phi-.

B : Répartition des mutations somatiques parmi les patients atteints de SMP phi-.

V.2.2 Les mutations somatiques additionelles sont aussi trés fréquentes dans les SMP
(203) (168) (197) (190). Environ 33% des patients présentent au moins 2 mutations

somatiques (motrices et/ou additionelles) selon Lundberg et al. (2014) (180).

65



Selon Walter et al., durant la phase chronique des SMP, a c6té de la prédominance de la mu-
tation motrice JAK2 (89 %), les mutations additionnelles les plus fréquentes sont SRSF2 (68 %),
suivie de TET2 (47 %), ASXL1 (26 %), RUNX1, DNMT3A et ZRSR2 (16 % chacun), ainsi que
SETBP1 et IDH2 (11 % chacun). Chez les patients évoluant vers la phase blastique, la mutation
SRSF2 devient prédominante, tout comme la mutation JAK2 (63 %). Les mutations RUNX1,
ASXL1 et TP53 sont significativement plus fréquentes (47 %, 32 % et 21 %, respectivement).
Tous les patients ayant évolué vers une leucémie présentent au moins une mutation affectant
les facteurs de transcription, le spliceosome et/ou la modification de la chromatine. On ob-

serve également une augmentation des mutations impliquées dans la signalisation RAS (197).
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V.2.3 Le profil d’'un SMP peut varier en fonction du nombre et du type de mutations
Tandis que les mutations de la voie JAK-STAT ont un effet prolifératif, les mutations addition-

nelles affectant les régulateurs épigénétiques et le spliceosome entrainent un défaut de ma-
turation ou une dysplasie. Le profil sera plutot myéloprolifératif en présence de tres peu de
mutations additionnelles, tandis qu’il sera plutot myélodysplasique lorsqu’elles sont plus nom-

breuses. L'ensemble des mutations motrices et additionnelles agit conjointement sur I’équi-

libre entre myéloprolifération et myélodysplasie dans les SMP (178) (191).
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V.3 Facteurs de prédisposition génétique

Les facteurs de prédisposition génétique constituent un axe de recherche majeur pour com-
prendre linitiation des SMP. A I'échelle populationnelle, ils augmentent le risque de dévelop-

pement de ces maladies.

Selon une étude cas-témoins de grande puissance menée au sein de la population danoise par
Landgren et al. (2008), les patients ayant un antécédent familial de SMP au premier degré

présentent un risque relatif 5 a 7 fois plus élevé de développer eux aussi un SMP (205).

Dans certaines formes familiales rares d’érythrocytose ou de thrombocytose, a transmission
autosomique dominante (Kralovics et al. (206) et Bellanne-Chantelot et al. (207)), ou récessive,
comme I'érythrocytose tchouvache due a une mutation de perte de fonction du gene VHL (Ang
et al. (208) (209) Gordeuk et al. (210)), la pénétrance est tres élevée, proche de 100 %.

A I'inverse, de nombreuses mutations, telles que ’haplotype 46/1 de JAK2, MECOM et TERT,
sont considérées comme des variantes ou des polymorphismes trés fréquents dans la popu-

lation générale. Leur effet de prédisposition génétique est relativement faible (211) (212)

(213) (214).
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A I’échelle de la population, les mutations germinales sont rares, ont une fréquence allélique

faible, mais une forte pénétrance. On peut citer quelques études pionniéres comme :

- La duplication germinale 14g32, qui conduit a la surexpression d'ATG2B/GSKIP (Saliba J et
al.), est trés rare et se retrouve principalement dans les formes familiales de SMP, avec une
pénétrance trés élevée. Cette mutation coopére avec les mutations motrices dans le
développement des SMP, accélére la différenciation des progéniteurs et augmente la

sensibilité des progéniteurs mégacaryocytaires a la TPO (215) (212).
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- Harutyunyan et al. (2016) identifient la mutation germinale RBBP6 comme un facteur de

prédisposition familiale. Il est probable que la mutation RBBP6 entraine une augmentation des

taux de mutagenése somatique par inhibition de TP53 via l'ubiquitination. Une autre

hypothése est que les mutations de RBBP6 pourraient amplifier la signalisation JAK-STAT,

créant ainsi un environnement favorable au développement des SMP (216).

-L’étude frangaise de Rabadan et al. (2022) a identifié la mutation gain de fonction EPOR P488S

comme un facteur de prédisposition. Cette mutation, a elle seule, est capable d’induire une

phosphorylation constitutive et d’activer la voie STAT (217).

VI. Hématopoiese des SMP : initiation et développement

VI.1 SMP et hématopoieése clonale

Du point de vue de I'"hématopoiése clonale, on peut décrire I'évolution naturelle des SMP

comme un continuum de quatre phases successives :

1. Phase pré-CHIP

2. Phase CHIP (hématopoiese clonale de signification indéterminée)

3. Phase chronique, ou la maladie est diagnostiquée et caractérisée selon la classification de

I’'OMS 2022

4. Phase de transformation leucémique, qui peut étre subdivisée en phase accélérée et en

phase blastique, selon le pourcentage de blastes sanguins et médullaires.

pre-CHIP [ CHIP ]( MPN

Phenotype phase phase phase
Acute leukemia
Acceleration
Myeloproliferative

Normal \ \ \

MECOM

Germline Clonal driver MPN driver Mutations associated with

P progression
chr.14q32 dup TET2 JAK2 ASXL1, EZH2, IDH1/2
RBBPé DNMT3A CALR SRSF2, SF3B1, U2AF1
JAK2 461 MPL NRAS, KRAS
TERT TP53

Figure 73 : Evolution clonale des SMP

(Luque Paz et al., Blood, 2023)

L’évolution clonale des SMP est concomitante avec
I’évolution cytologique définie par la classification de
'OMS :

- Lors de l'initiation de la maladie, les phases pré-CHIP
et CHIP d’un SMP sont favorisées par des facteurs de
prédisposition et I'acquisition de mutations
somatiques motrices.

- Lors du passage en phase chronique, puis en phase
d’accélération et en phase blastique, I'accumulation
de mutations additionnelles et leur coopération sont a
I'origine de la progression clonale et/ou de la
transformation du SMP.
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Dans la MO, I'acquisition d’une mutation motrice dans les CSH entraine une phase pré-CHIP
de la maladie. Ce processus est limité par le contréle du systeme immunitaire. Le pool de CSPH
mutées s’épuise spontanément en raison d’un faible potentiel ou d’une perte progressive de
leur capacité de régénération. En conséquence, il n’y a pas d’expansion clonale détectable
dans le sang ou la moelle osseuse, ni de traduction cytologique ou clinique chez ces patients
(177). Lorsque le clone de CSH muté se développe, échappe au systéme immunitaire et conduit
a une expansion clonale, cela marque la phase CHIP, avec une VAF du clone muté dépassant le
seuil de 2 %, selon la classification de I’'OMS 2022 (218). A ce stade, les techniques de biologie
moléculaire permettent de détecter les mutations somatiques dans le sang périphérique a un
tres faible taux de VAF, sans que le patient ne développe un authentique SMP ou ne remplisse

les criteres diagnostiques de ’'OMS 2022 (97).
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VI.2 Apparition clonale et initiation de la maladie (SMP)

L'observation de McKerrell et al. montre que le temps médian d’évolution entre la détection
de la mutation JAK2 V617F dans des dons de sang de patients et le développement d’un au-

thentique SMP est d’environ 10,2 ans [4,6-15,2] (219).

Donor MPN
registration diagnosis

4.6-15.2 years

Time

Figure 75 : Intervalle entre le don de sang et la découverte d’'un SMP (McKerrell et al., Blood Advances, 2017)

McKerrell et al. trouvent que I'intervalle entre le don de sang de 12 patients et le diagnostic d’'un SMP est de 10,2 ans
(médiane), avec un intervalle de 4,6 a 15,2 ans.
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VI.3 Hématopoiése clonale des SMP, age et facteurs de risques

La connaissance de I’hématopoiese clonale s’est grandement développée durant I'année 2014
grace a trois études majeures menées a I’échelle populationnelle (Jaiswal et al., Genovese et
al., Xie et al.), qui décrivent la présence de mutations somatiques en analysant I’exome de

I’ADN issu de sang périphérique des patients (220) (221) (222) (223).

= NRASG12
& KRASG12 Age'-re.lated
E 15% W IDHZR140 . hemopoietic changes
E IDH1R132 —
g = sasr2ps =

m SF3B1K666/K700
m JAK2V617
w DNMT3AR882

) I
80-89

17-29 30-39 40-49 50-59 60-69

10%

DNMT3A/JAK2

Clonal size

SF3B1/SRSF2__~"

3
3

90-98

Age (years) Acquisition of Time (years)
somatic mutation

Figure 76 : L’hématopoiése clonale augmente avec I’age (McKerrell et al., Cell, 2015)

Selon McKerrell, I'incidence des mutations somatiques, dont DNMT3A et JAK2 augmente significativement avec le

vieillissement.

Les mutations somatiques clonales dont JAK2 et DNMT3A augmente avec I’age (220) (221)
(222) (223) mais ils observent aussi que de nombreux sujets porteurs de ces mutations ne
développent pas de maladie. lls ne présentent aucune hémopathie, y compris un SMP, et sont
considérés comme des CHIP par définition. Cela suggére que I'acquisition d’une mutation mo-
trice peut apparaitre tot dans la vie d’un individu, mais qu’elle ne suffit pas toujours, a elle

seule, pour déclencher la maladie.

Selon une étude de la population danoise réalisée en 2019 par Cordua et al., la prévalence des
sujets porteurs de la mutation JAK2 V617F est de 3,1 %, soit une fréquence bien plus élevée
que celle des sujets porteurs d’une mutation CALR (0,16 %). Méme en I'absence d'un diagnos-
tic de SMP phi-, I’étude a montré que les sujets porteurs d’'une mutation motrice présentent
une numeération sanguine avec des taux d’hémoglobine (Hb), de plaquettes (PLQ) et de leuco-
cytes plus élevés que les sujets non porteurs (224).

Si I’étude de Coombs et al. (2017) a mis en évidence une corrélation entre I’age, le tabagisme,
la radiothérapie et le développement d’une hématopoiése clonale (225), Cordua et al. (2019)
(224) ont identifié I'age avancé, le tabagisme et l'alcoolisme comme des facteurs de risque

associés a la présence de mutations de JAK2 et CALR.
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Figure 77 : Les mutations a I’échelle de la population danoise (Cordua et al., Blood, 2019)

Cordua et al. montre qu’environ 3,2% des participants sont mutés (JAK2 V617F ou CALR) parmi 19 958 participants entre 2010
et 2013. Seulement 16 parmi 645 patients muté (JAK2 ou CALR) sont diagnostiqués SMP et de trés nombreux patients mutés
n’ont pas de SMP (porteurs sains). Comparé aux sujet sains, les sujets porteurs sains ont leur numérations leucocytaires,

plagquettaires et leur taux de Hb significativement plus élevés.

V1.4 La charge allélique est corrélée avec le statut SMP

010+ P=0.002 by Wilcoxon test Figure 78 : Risque hématologique en
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0.08-] : VAF (Jaiswal et al., NEJM, 2014)

B : Jaiswal et al indiquent que les patients
= 0.06+ . porteurs de mutations somatiques sont
:: Mutation, hematologic cancer E 31 _i_ . plUS a risque de développer une
& 0.044 024 i hémopathie par rapport au sujet sans

ST mutation. La VAF des mutations

0029 0.1 somatiques est aussi significativement

No mutation; hemstologic cancer plus élevée chez les patients mutés

gt 0 100 150 L e Er—— Hematologic|  @Yant une hémopathie maligne que les
Months Cancer Cancer sujets porteurs sains.

Dans trois publications importantes (Jaiswal et al., Genovese et al., Coombs et al.), il est ob-
servé que les patients porteurs d’une mutation somatique ont un risque relatif (RR = 4-15)
augmenté de développer une hémopathie maligne par rapport aux sujets normaux (222) (223)
(225). L'augmentation du risque absolu, quant a elle, est plus faible, seulement de 0,5 a 1 %,

ce qui est comparable au risque d’évolution des MGUS (225) .

Nielsen et al. (2014) suggérent que la charge allélique JAK2 V617F peut jouer un réle dans le
développement des SMP. Cette étude, menée a I’échelle de la population générale de Copen-
hague, a indiquent un seuil a 2 %, qui pourrait étre corrélé a la présence d’un SMP phi- au
diagnostic. D’une part, elle montre que les patients JAK2 V617F mutés qui développent un
SMP ont un taux plus élevé par rapport aux sujets non malades mutés et aux témoins. D’autre
part, les patients qui développent un SMP lors du suivi voient leur VAF augmenter de 0,55 %

par an (226).
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Le seuil de 2 % de VAF de JAK2 V617F a été également interprété par Steensma et al. (218) et
inclus dans la classification de I'OMS 2022 (97) : au seuil de 2 %, on considere la mutation JAK2
V617F comme un marqueur de CHIP, sauf en cas de présence de critéres biocliniques associés,

auquel cas le diagnostic de SMP doit étre évoqué.

101 A — Median P=0.01 — Trend P=3*10¢| Figure 79 : VAF JAK2 des patient SMP et non SMP
§ : P=1110° (Nielsen et al, Haematologica, 2014)
EE 20 . Corrélation entre la VAF, le statut de malade versus non malade
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S o ;—:‘ffn- ;f: g Copenhague en 2014.
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Comme Nielsen et al (226), de nombreuses autres études (Larsen et al., 2007 ; Passamonti et
al., 2010 ; Alvarez-Larran et al., 2014 ; Zhang et al., 2020 ; Soudet et al., 2022 ; Pasquer et al.,
2024) montrent que la cinétique et la charge mutationnelle de JAK2 V617F sont significative-
ment corrélées a la sévérité clinique ainsi qu’aux complications a court et long terme des SMP
phi-. Une VAF élevée (supérieure a 50 %) est corrélée notamment a la splénomégalie, a la

thrombose vasculaire et a la transformation en myélofibrose (119,227) (228) (229) (230) (231).

VI.5 Optimisation de seuil du VAF des mutations motrices et I’age de dépistage
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Figure 80 : Optimisation du dépistage en fonction du VAF et de I’age (Hermange G, Proc. Natl. Acad. Sci., 2022)

Lors de la démarche diagnostique biomoléculaire des SMP, une diminution du seuil de la VAF
permet de détecter plus sensiblement les clones CALR ou JAK2 mutés. Selon le modele ma-
thématique de Hermange et al., I'dge optimal de dépistage précoce d'un SMP est estimé res-

pectivement a 30 et 35 ans pour JAK2 V617F et CALR, respectivement (232).
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VI.6 L’architecture clonale des CSH des SMP est complexe et hétérogéne
L’hétérogénéité clonale des SMP peut s’expliquer par le fait que les CSH peuvent acquérir des
mutations de maniére trés variable et ainsi différentes architectures clonales (196) :
-Evolution linéaire : les mutations motrices apparaissent en premier, suivies de mutations ad-
ditionnelles de maniere séquentielle.

-Evolution dichotomique : la mutation motrice est acquise en premier, puis différentes
branches émergent sous I'effet des mutations additionnelles. Alternativement, elle peut
survenir dans un clone préexistant et dominant sous lI'influence de mutations telles que TET2,

DNMT3A ou des genes du spliceosome, créant ainsi des architectures tres distinctes.

Different models of clonal evclution in Myeloproliferative Neoplasms.

et i Figure 81 : Architecture clonal du SMP

WT cells ¥ ke, caun, mey

O / é) \ ’g e (Maslah et al., Leukemia,2023)
l l l Les CSPH peuvent acquérir les mutations motrices
et additionnelles de maniére différente.
et cene @ wevaone (@) prtsemcage () rmomms e | La séquence d’acquisition des mutations et la

l /\ /\ cinétique de développement des clones sont a
I'origine de | lexité de I'architect lonal
@ @ @ @ @ oaons dzgim_ e la complexité de I'architecture clonale
| N\ Ny
o ® @ & @ =
Y

Branched clonal evolution

Linear clonal evolution

VI.6.1 L’ordre des mutations joue un role important sur le phénotype des clones

La séquence d’acquisition des mutations durant I’évolution clonale peut impacter le phéno-
type des SMP. Chez les patients présentant la mutation de JAK2 avant celle de TET2, une PV a
tendance a se développer, tandis que chez les patients dont la mutation de TET2 apparait en
premier, ils développent soit une PV, soit une TE. Ortmann et al. montrent également que la
thrombose est plus fréquente et que la clonalité homozygote de JAK2 est plus marqué lorsque

JAK2 est muté en premier. Enfin, le groupe avec JAK2 muté en premier est plus jeune (233).
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Figure 82 : Effet de I'ordre des mutations motrices et additionnelles et phénotype des SMP (Ortmann et al., NEJM, 2015)
Les patients porteurs d’'une mutation de JAK2 initiale ont tendance a développer une PV, tandis que ceux présentant une
mutation de TET2 avant JAK2 peuvent développer aussi bien une PV qu’une TE. Le risque de thrombose ainsi que I’homozy-
gotie pour JAK2 sont significativement plus élevés chez les patients ayant acquis la mutation JAK2 en premier.
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VI1.6.2 Evolution clonales et la transformation de la maladie
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Figure 83 : Modéle de I’évolution clonale de la phase chronique a la phase blastique des SMP ( Walter et al., Nature, 2024)

Lors du passage en phase blastique, on peut observer 3 situations d'évolution clonale : un clone muté JAK2 initial peut
disparaitre, diminuer ou se développer concomitamment a I'expansion des autres clones avec des mutations additionnelles.
Les études de Walter et al. (2024) concernant les profils génétiques des SMP montrent une
évolution dynamique des différents clones concomitante avec la transformation leucémique.
Lors du passage de la phase chronique en phase blastique, on note une diminution ou une
perte de la prédominance du clone muté JAK2+, accompagnée de |'expansion progressive des
clones avec des mutations additionnelles. Si certains patients conservent le clone porteur de
la mutation motrice initiale, les autres présentent une diminution ou une disparition de celui-

ci, accompagnée du développement d'autres clones (197).

V1.6.3 Application de Single-cell et hématopoiése et CSH et SMP

Depuis 20 ans, l'application de la technologie single-cell permet de progresser dans la
connaissance des CSH et de I'hnématopoiése. Les études single-cell, utilisant différentes
méthodes d'analyse a I'échelle cellulaire, permettent non seulement de caractériser
I'hématopoiese et I'ensemble des populations, y compris les CSPH, sur divers plans génétiques
(génomique, épigénétique) et fonctionnels (CMF et protéomique), mais aussi d'étudier la
phylogénie et de comprendre les mécanismes génétiques et thérapeutiques impliqués dans

les SMIP (42) (234) (235) (22) (41) (235) .
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V.6.4 La phylogénie et le single-cell pour identifier la 1ére mutation

Plusieurs modeéles de recherche différents dont I"utilisation de techniques de single-cell ont
été utilisé pour identifier la mutation initiatrice des SMP et pour construire I'arbre phylogéné-
tique (la chronologie et la séquence d’acquisition des mutations par les clones).

En s’appuyant sur des technique single -cell combinée a des modeles d’estimation mathéma-
tique adapté, il a été possible de construire I'architecture clonal au cours du développement
du SMP pour chaque patient.

Fabre et al. (2022) trouvent que le temps entre I'acquisition de la premiére CSH mutée JAK2
V617F et le diagnostic est environ de 1 et 2 décennies pour la PV et la TE (236). Cette observa-
tion est donc similaire aux résultats obtenus dans I’étude de Van Egeren et al. (2021) (237),

Williams et al. (2022) (238) et celle de Hermange et al. (2022) (232).
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Figure 85 : Etude de single-cell phylogénique permettant d’établir I’architecture clonale du SMP (Van Egeren et al., Cell
Stem Cell, 2021)
Combinaison plusieurs technique de single-cell (cyto-phénotypige, transcriptomique, clonogénique) permettant la contruc-

tion de I'arbre phylogénique et de I'architecture clonale des SMP.

‘i i\ BN Figure 86 : Estimation du temps d’acquisition des mutations mo-
N7 il trices (Hermange et al., Proc. Natl. Acad. Sci., 2022)

Hermange et al., (2022) montre que I’acquisitions de la mutation
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motrice chez les patients SMP se fait a I’age de 25 ans pour CALR

et de 15 ans pour JAK2 V617F voir durant la vie feetale (232).
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Ces 4 études montre une structure oligoclonale des CSPH au cours du développement des
SMP. Le taux d’expansion clonal augmente avec |'apparition de mutations additionnelles (236)
(238) (232).

Ils indiquent aussi que les mutations somatiques des SMP peuvent survenir tot dans la vie des
individus. Williams et al. montrent que JAK2 V617F peut méme apparaitre deés le stade intra-

utérin, avec un temps estimé entre 33 semaines d’aménorrhée (SA) et 10,8 ans (238).
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VI.7 Hétérogénéité de I’hématopoiese des SMP
Dans la physiopathologie moléculaire des SMP, la présence d’une mutation motrice JAK2
V617F dans les CSH peut conduit a 3 présentations cliniques différentes (la PV, la TE et la MFP).

Cela suggere que I'hétérogénéité des CSH participent a la variabilité phénotypique des SMP.

VI.7.1 Hétérogénéité des CSH et initiation des SMP
Le pool de CSH est trés hétérogene, et les CSH n'ont ni le méme potentiel ni la méme capacité
de renouvellement. Il est possible que I'acquisition d'une mutation chez une CSH a faible ca-

pacité de renouvellement conduise a une CHIP plut6t qu'a un authentique SMP (239).
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Figure 87 : Hétérogénéité des CSH dans l'initiation des SMP (Mead et al., Blood, 2017)
L’hétérogénéité des CSH mutés JAK2 V617F est a I'origine de la variabilité phénotypique des SMP

Comme chaque CSH a son propre potentiel et son profil transcriptionnel de lignage, une CSH
peut étre préalablement orientée vers la lignée mégacaryocytaire avant la survenue d'une mu-
tation motrice. L'acquisition d'une mutation telle que JAK2 V617F dans ces CSH conduirait plus
probablement a un phénotype de TE, tandis que les autres CSH avec un profil de lignage équi-
libré sur différentes lignées pourraient, lorsqu'elles sont mutées, développer différents phé-
notype (173)(174). En effet, les analyses en single-cell de Tong et al. (2021) montre que les CSH
primées mégacaryocytaire sont plus nombreuses dans la TE que dans la PV et chez les sujets

témoins, indiquant un biais de lignage mégacaryocytaire plus précoce dans la TE (240).
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Figure 88 : Expression phénotypique et moléculaire mégacaryocytaire des CSPH dans la TE (Tong et al., Cell Stem Cell, 2021)
Les CSH a potentiel mégacaryocytaire (démontré par les analyses en single-cell) sont plus nombreuses chez les patients
atteints de TE mutés JAK2 V617F que chez les patients atteints de PV, ainsi que dans le groupe controle

(VWF et CD41a : Marqueur mégacaryocytaire. PLEK, SELP, GP1BA, RAB37B : génes associés au potentiel mégacaryocytaire).
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VI.7.2 By-pass mégacaryocytaire dans I’architecture de I’lhématopoiése de la TE et MFP

VI.7.2.1 Architecture de I'hématopoiése de la TE

Sous I'angle de vu du modeéle de I’lhématopoiése avec le by-pass mégacaryocytaire, Miyawaki

et al. ont identifié que les CMP CD41+ sont des progéniteurs primitifs unipotents mégacaryo-

cytaires (MegP) parmiles CMP CD34+CD38+ (53).

Les auteurs ont montré que les patients TE JAK2 mutés présentent un taux de MegP significa-

tivement plus élevé comparé aux sujets témoins. Et ils observent que la VAF JAK2 V617F est

basse dans les CSH, puis augmente progressivement entre les CSH et les progéniteurs, avec la

VAF la plus élevée dans les MegP.
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Figure 89 : Hématopoieése de la TE

(Miyawaki et al., Blood, 2017)

Les MegP sont significativement augmentés chez les pa-
tients TE par rapport aux sujets normaux. Les progéniteurs
communs MEP sont aussi observés en plus grand nombre,
mais il n'y a pas de différence statistique par rapport aux
témoins. Durant la mégacaryopoiese, la VAF de V617F est
augmentée selon un gradient depuis les CSH jusqu'aux pro-
géniteurs possédant le potentiel mégacaryocytaire (MegP

et MEP), avec la VAF la plus élevée chez les MegP.

Ces deux arguments de I'étude suggerent donc une expansion importante des MegP et des

MEP, constituant une preuve indirecte de I'amplification et du lignage mégacaryocytaire pré-

coce des CSH mutées JAK2 V617F dans I’"hématopoiése de la TE.
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Figure 90 : Architecture de I'hématopoiése de la TE
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(Miyawaki et al, Blood, 2017)

Dans I’hématopoiese de la TE, la mégacaryopoiese est
engagée de maniére tres précoce, avec I'amplification
de la voie by-pass mégacaryocytaire via les CMP CD41+
(MegP). Cette voie coexiste avec la voie de différencia-
tion érythro-mégacaryocytaire classique via les MEP et

participe aux mécanismes de la thrombocytose de la TE.
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VI.7.2.2 Architecture de I’hématopoiése de la myélofibrose

A Vinstar du modeéle d’architecture de ’hématopoiése décrit dans la TE par Miyawaki et al.,

une observation similaire a été faite dans la MFP avec I'étude single-cell de Psaila et al. (2020)

(241), analysant le sang d’aphérese de donneurs et le sang périphérique de patients atteints

de MFP.

Les résultats de I'analyse cytométrique des lignages des CSPH (CD34*CD38) montrent un biais

vers la myélopoiese, et notamment vers la mégacaryopoiése, au détriment de la lymphopoiese

dans l'architecture hématopoiétique des patients atteints de MFP muté JAK2V617F.

Figure 91 : Etude single-cell de ’hématopoiése concer-
nant la MFP (Psaila et al., Molecular Cell, 2020)

La reconstruction du lignage hématopoiétique de la MFP
par single-cell révéle un biais vers une voie d’engagement
mégacaryocytaire précoce, une forte expression des
génes impliqués dans la fibrose, ainsi que I'identification
de marqueurs aberrants dans les CSPH mutées JAK2

V617F.
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Comparé aux sujets sains, le taux de MPP ainsi que des CSPH exprimant le marqueur mégaca-

ryocytaire (CD41*) est significativement plus élevé, tandis que le taux de LMPP est plus faible.

Chez les patients avec MFP, le potentiel mégacaryocytaire des CSPH CD41" est également plus

important in vitro alors que leur potentiel érythroide est significativement réduit.
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Figure 92 : Comparaison de la répartition des CSPH chez les patients atteints de MFP et les sujets sains

(Psaila et al., Molecular Cell, 2020)

L'analyse single-cell par CMF montre une réduction significative des LMPP et une augmentation des MPP, concomitante a un

biais vers un potentiel mégacaryocytaire chez les patients atteints de MFP (avec une majoration de I’expression de CD41* par

les CSPH CD34%).
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Figure 93 : Culture clonogénique des différentes CSPH CD41"-
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(Psaila et al., Molecular Cell, 2020)
Comparée aux donneurs sains, le potentiel mégacaryocytaire est significa-
] tivement plus élevé, tandis que le potentiel érythroide est réduit chez les

CSPH CD34*CD41" dans la MFP.

Par ailleurs, I'analyse single-cell transcriptomique révele que le profil génétique des CSPH

(transcriptional lineage priming) orienté vers la lignée mégacaryocytaire est majoré, alors que

celui des cellules exprimant un potentiel lymphocytaire est plus faible.
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Figure 94 : Architecture de ’hématopoiése analysée single-cell transcriptomique des CSPH chez les patients atteints de MFP

(Psaila et al., Molecular Cell, 2020)

L'analyse single-cell transcriptomique révele une expression majeure des génes associés au lignage mégacaryocytaire et une
trajectoire de différenciation mégacaryocytaire accrue chez les patients atteints de MFP, comparativement aux sujets témoins.

Enfin, les CSPH mutées JAK2 V617F de MFP expriment génétiquement et phénotypiquement

plus fortement le G6B de la lignée mégacaryocytaire. Parmi plusieurs genes associés au lignage

mégacaryocytaire (ITGA2B, VWF, SELP, G6B), seul G6B est démontré comme significativement

plus exprimé. Cela suggére que G6B peut étre une nouvelle cible thérapeutique potentielle

dans la recherche de traitements pour la MFP.
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Figure 95 : Expression phénotypique et transcriptionnelle de G6B des CSPH CD34+ CD41+ et CD41- dans la MFP

(Psaila et al., Molecular Cell, 2020)

L’analyse single cell CMF et transcriptomique montre I’'expression plus marquée de G6B dans les CD34+.
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VI.7.3 Caractérisation phénotypique et clonale de I’"hématopoiése des SMP
Comme les CSPH de I’'hématopoiese physiologique (242) et de celles des LAM (243), les CSH
et les progéniteurs immatures des SMP résident aussi dans les fractions CD34+CD38- et
CD34+CD38+ des CD34+ (244) (245).

En étudiant I’'hnématopoiése et le compartiment CSPH des SMP phi-, les 3 études (Dupont at al.
2007 (181), Angona et al., 2016 (246),El-Khoury et al. 2020 (247)) et ont mise en évidence qu’
au cours de la myélopoiese, I'effet de clonalité est trés différent selon la mutation motrice
acquise (CALR versus JAK2) dans les SMP phi-. La mutation JAK2 V617F a été démontrée dans
les études fonctionnelles des CSPH humaines de Dupont et al. comme ayant un effet clonal
faible au niveau du compartiment immature CSPH. Elle présente en revanche un effet clonal
plus tardif au niveau des précurseurs et des cellules matures au cours de la différenciation
myéloide (181). De plus, ce gradient de JAK2 V617F (CSH < GMP < progéniteurs
mégacaryocytaires et érythrocytaires) a également été observé de maniére similaire dans
I’étude single-cell de Van Egeren et al (237). Cela montre que la mutation JAK2 V617F peut

induire un biais de différenciation érythro-mégacaryocytaire dans I’hématopoiése des SMP.

PV H P=151 PV H P<.001 Figure 96 : Effet clonal de JAK2 V617F au cours de la différenciation
il v | & 2:'_’;2251 des CSPH (Dupont et al., Blood, 2007)
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A la différence de la mutation JAK2 V617F, les deux types de mutations de CALR conférent un
avantage clonal plus important au compartiment des CSPH CD34+CD38-, qui se propage

ensuite aux autres lignées myéloide (247) .
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Figure 97 : Effet clonal des mutations CALR sur I’hématopoiése des SMP (El-Khoury et al., Oncogene, 2020)
Dans I'étude de El-Khoury et al., la VAF de la mutation CALR est comparable dans les trois compartiments (les CSH
CD34*CD38", les progéniteurs CD34*CD38" et les granulocytes) pour les deux types de mutation de CALR.
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Figure 98 : Effet de la clonalité des 2 types de mutation CALR (El-Khoury et al., Oncogene, 2020)
Les patients mutés CALR de type 1 hétérozygotes présentent des VAF similaires a celles des patients homozygotes CALR de

type 2 dans les CSPH et les cellules différenciées. En revanche, les patients hétérozygotes CALR de type 2 présentent une VAF
similaire a celle des deux autres groupes dans les progéniteurs, mais des VAF significativement plus faibles dans les cellules
différenciées.

Angona et al. (2016) montrent que la clonalité varie en fonction de la mutation motrice acquise
(JAK2 V617F versus CALR) au cours de la phase chronique de la TE et de |la PV (246).

Chez les patients atteints de TE, la VAF des patients porteurs de la mutation CALR est significa-
tivement plus élevée que celle des patients JAK2 V617F au cours de la granulopoiése. Dans le
compartiment des CSPH, la charge allélique des patients mutés CALR est également significa-
tivement plus élevée que celle des patients mutés JAK2 (CSH : 39,9 % vs 7,5 %, p < 0,001 ; CPH
:32,7% vs 7,7 %, p < 0,001). En comparaison avec les patients atteints de MF, la VAF CALR des
patients atteints de TE est similaire a celle observée chez les patients atteints de MF dans les

CSPH et les granulocytes.

Concernant I'effet de JAK2 V617F sur I’hématopoiése des trois SMP, son effet clonal est plus
marqué sur la myélopoiése dans la PV que dans la TE, aussi bien dans les compartiments im-
matures que dans les cellules matures. Angona et al. ont également observé que la charge
allélique JAK2 V617F est plus élevée dans les CSPH des patients atteints de MF par rapport a

celles des patients atteints de TE et de PV.

- HSCs Figure 99 : Caractérisation moléculaire au
— :;T::ulocytes cours de la myélopoiése des SMP (Angona
z et al., Leukemia, 2016)
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V1.8 Single-cell et mécanisme thérapeutique des SMP phi-
L'application des techniques d’analyse single-cell est actuellement I'un des moyens les plus
efficaces pour évaluer et comprendre les mécanismes de réponse thérapeutique, ainsi que

pour étudier I'hématopoiése des SMP (235).
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Figure 100 : Application de I’analyse single-cell dans la réponse thérapeutique des SMP (O’Sullivan., Blood, 2023)

Lors d’essais thérapeutiques, les techniques d’analyse single-cell permettent d’étudier les CSPH et I’hématopoiése des SMP
sous différents aspects (génotypique, phénotypique, fonctionnel), dans le but d’évaluer et de comprendre les mécanismes de

la réponse thérapeutique (235).
V.8.1 La réponse a l'interféron des SMP
Tong et al. (2021) indique que, sous I'effet de I'lFN-a, le clone de CSH JAK2 V617F primé MK

est significativement réduit chez les patients atteints de TE traités, par rapport aux patients

non traités, en particulier chez les patients homozygotes (240).

154 i Figure 101 : Réponse a I'lFN dans la TE mutée JAK2 V617F
= NT-ET

£ 104 ¥ (Tong et al, Cell Stem Cell 2021)
:
~l§ L’analyse single-cell montre une réduction significative des CSH a potentiel mé-

54
o gacaryocytaire chez les patients atteints de TE avec la mutation JAK2 V617F.

0 B J_J [ Cette réduction est d’autant plus marquée chez les patients homozygotes.

NC HOMO  HET WT

Avec les résultats de I'analyse single-cell, I’auteur constate un mécanisme de réponse a I'lIFN-
a chez les patients atteints de TE traités. Il est probable qu’une augmentation des mécanismes
d’apoptose, ainsi qu’une mise en quiescence des CSH chez les patients JAK2 hétérozygotes,
soient a l'origine de la diminution du taux de CSH primées MK chez les patients traités par IFN-

a.
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Figure 102 : Réponse a I'IFN, apoptose et cycle cellulaire chez les patients TE traités (Tong et al, Cell Stem Cell, 2021)

L'analyse single-cell transcriptomique révele que les génes impliqués dans I'apoptose et ceux liés a la signalisation cellulaire
de I'IFN sont surexprimés chez les patients atteints de TE sous traitement par IFN, par rapport aux patients non traités.
Concernant les génes du cycle cellulaire, leur expression est significativement réprimée chez les patients TE homozygotes
pour la mutation JAK2 V617F sous traitement, tandis qu’aucune différence n’est observée chez les patients hétérozygotes et
les variants de JAK2. (ISG15, IFI44 : génes de signalisation cellulaire pour I'lFN ; CASP8, BAX : génes impliqués dans I'apoptose ;
CDK4, CDC42 : génes impliqués dans le cycle cellulaire).

V.8.2 La réponse des SMP a I'lFN dépend de la mutation motrice et de la dose administrée

L’étude de cohorte de suivi longitudinal menée par Mosca et al. en 2021 sur les SMP et le
traitement par IFN apporte des éléments clés sur |'efficacité et les mécanismes de réponse a
ce traitement (248). On observe un meilleur taux de réponse au traitement chez les patients
JAK2 homozygotes par rapport aux hétérozygotes, ainsi que chez les patients porteurs de la
mutation CALR de type 2 par rapport a ceux ayant la mutation CALR de type 1. Sous IFN a
haute dose, la VAF diminue chez la plupart des patients mutés JAK2. La réponse est également
meilleure chez les patients JAK2 hétérozygotes, mais aucune différence significative n’est ob-
servée en fonction de la dose chez les patients JAK2 homozygotes. A I'inverse, une forte dose
d’IFN entraine une réponse moins favorable chez les patients mutés CALR. Par conséquent,
on peut supposer qu’un traitement a base d’IFN a faible dose devrait étre privilégié chez les
patients CALR de type 2 et JAK2 homozygotes, tandis qu’une dose élevée pourrait améliorer

la réponse chez les patients JAK2 hétérozygotes.

Figure 103 : Réponse a I'IFN en fonction des mutations motrices et de la zygotie (Mosca et al., Blood, 2021)
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V1.9 Le microenvironnement pro-inflammatoire et I’"hématopoiese de SMP

V1.9.1 Le microenvironnement médullaire et les CSH de SMP

Si les facteurs extrinseques de I'hétérogénéité des CSH, tels que le microenvironnement mé-
dullaire, jouent un réle essentiel dans I’hématopoiese physiologique, leur implication dans
I’hématopoiese pathologique est également questionnée dans les SMP. Grockowiak et al.
(2023) ont trouvé que la répartition des CSPH dans la moelle osseuse différe significativement
entre les patients atteints de TE et de PV mutés JAK2 V617F. Tandis que les CSPH de la TE se
rapprochent des artérioles et des capillaires endostéaux, celles de la PV s’éloignent des travées
osseuses et des artérioles pour se retrouver plus fréquemment dans les espaces périsinusaux,
au centre de la moelle osseuse. Les capillaires sinusoides sont également plus dilatés dans la
PV que dans la TE. Cette différence peut s’expliquer par I'expression polaire de la protéine
CDC42, impliquée dans la régulation du cytosquelette, la mobilité, la migration et I'adhésion
cellulaire. Elle est plus marquée chez les CSH de TE, alors que la polarité de CDC42 est perdue

pour les CSH des patients atteints de PV (249).
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Figure 104 : Répartition des CSPH dans la moelle osseuse dans la TE et la PV (Grockowiak et al., Nature, 2023)
En comparaison avec la TE : les CSPH de la PV se retrouvent souvent proches des capillaires sinusoides et s’éloignent des
artérioles et de la membrane endo-osseuse. A I'inverse, les CSPH de la TE se retrouvent proches de la zone endostéale et des

artérioles, et loin des capillaires sinusoides. Cela peut s’expliquer par la différence d’expression polaire de CDC42 entre les
CSH de la PV et celles de la TE.

VI.9.2 La condition inflammatoire et I’"hématopoiése de SMP

L'exposition a des conditions inflammatoires entraine une altération du potentiel souche, une
diminution de la capacité d’auto-renouvellement et I’épuisement du pool de CSH murines,
selon Bogeska et al. (226). Il est étrangement observé que les cytokines pro-inflammatoires,
telles que I'lL-1 et le TNF, sont souvent retrouvées a des taux plus élevés dans le sang périphé-

rique et la moelle osseuse des patients atteints de SMP, ainsi que dans les modeéles murins (74)
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(250) (251) (252). Cela suggere que, dans les SMP, les CSH peuvent associer divers mécanismes

afin de favoriser leur survie et leur prolifération dans un environnement médullaire pro-in-

flammatoire.
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Figure 105 : Le potentiel des CSH murines est réduit avec I'inflammation (Bogeska et al., Cell Stem Cell, 2022)

Chez la souris, Bogeska et al. montrent que I'exposition récurrente aux inflammations et aux infections est a I'origine de la

perte progressive de la capacité d’auto-renouvellement a long terme ainsi que de I’attrition du pool de CSH. L’inflammation

entraine un vieillissement accéléré des CSH chez la souris. Les CSH murines soumises a un conditionnement inflammatoire

montrent des caractéristiques comparables a celles des CSH humaines dgées, notamment une hématopoiése moins efficace

et une perte de potentiel lymphoide au profit du potentiel myéloide.

Dans les modéles murins (Rai et al., 2019 ; Rahman et al., 2022), il a été démontré que les CSH

mutées JAK2 V617F sécrétent de I'lL-1 a un taux bien plus élevé que les CSH non mutées, met-

tant en évidence son réle régulateur et instructif dans l'initiation de la maladie. Dans un envi-

ronnement pro-inflammatoire, caractérisé par des taux élevés de cytokines telles que le TNFa

et I'lL-1, le clone JAK2 V617F muté acquiert un avantage sélectif accru (74) (251) (253) (254).
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Figure 106 : Role de I'IL-1 et expansion clonale des

CSH murines dans les SMP (Rai et al., Blood. Adv.,

2024)

L’IL-1 peut remanier le microenvironnement médul-
laire et créer ainsi une condition favorable a I’expan-
sion clonale précoce des CSH mutées et a la progres-

sion de CHIP vers un SMP.
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Figure 107 : Les CSH mutées sécrétent de I'lL-1, induisant la destruction neuronale et I'apoptose des cellules souches

stromales (Arranz et al., Nature, 2014). La destruction des neurones régulateurs et I'apoptose des cellules souches
mésenchymateuses, induites par I'lL-1 et I'orage cytokinique, sont a I’origine de la progression de la myélofibrose.

Les travaux de Arranz et al. (2014) et Rahman et al. (2022) soulignent I'implication de I'lL-1
dans la progression myélofibrotique des SMP phi- (74) (253). Arranz et al. (2014) montrent que
I'IlL-1 entraine la destruction des cellules gliales et des neurones régulateurs de la niche
hématopoiétique, ainsi que I'induction de I"apoptose des cellules souches stromales (255). A
long terme, ce mécanisme favorise progressivement le développement de |'ostéosclérose et

de la fibrose médullaire, contribuant ainsi a I’évolution des SMP phi- vers la myélofibrose.

a
Control human e MPN Figure 108 : Moelle osseuse de patients atteints de SMP

montrant une réduction significative des cellules souches

stromales (Arranz et al., Nature, 2014)

Les cellules stromales mésenchymateuses (Mesenchymal
Stem Cells) sont marquées Nestin+ en immunohistochimie
(coloration brune). L'expansion de I’endothélium vasculaire
est marquée par I'anti-CD34 en immunohistochimie (colo-

boiw

ration rose).

Fleischman et al. ont trouvé que le taux de TNF sanguin est significativement plus élevé dans

les trois SMP phi- et qu’il augmente de maniere proportionnelle a la VAF de JAK2 (252).
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Figure 109 : Corrélation entre le TNF et la VAF de JAK2 et la résistance des CSPH CD34+ mutées a la suppression par le TNF
(Fleischman et al., Blood, 2011)

A : Comparé aux sujets normaux, le taux sanguin de TNF est significativement plus élevé dans la TE, la PV et la MF.

B : Relation linéaire entre le taux sanguin de TNF et la VAF de JAK2 V617F.

C : Résistance a la suppression induite par le TNF des CSPH CD34+ mutées JAK2 V617F lors des épreuves fonctionnelles.
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Lors des tests de culture fonctionnels, les CSPH CD34+ mutées JAK2 V617F sont non seulement
résistantes au TNF, mais aussi hypersensibles a cette cytokine. Cela montre que, dans les SMP,
I"IFN peut non seulement conférer un avantage de survie aux clones mutés JAK2 V617F mais

aussi favoriser leur expansion par hypersensibilité aux cytokines (252).
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Figure 110 : Hypersensibilité au TNF et avantage clonal des CSPH dans les SMP (Fleischman et al., Blood, 2011)
A faible dose, le TNF stimule la croissance des colonies de CD34+ chez les patients atteints de SMP phi-, en particulier les
progéniteurs homozygotes pour JAK2 V617F.

Chez ’'homme, Tong et al. observent que les patients atteints de TE et de PV porteurs de la
mutation JAK2 V617F présentent des CSH exprimant davantage de marqueurs mégacaryocy-
taires (CD41a*) et une hypersensibilité a la stimulation par I'IFN. Autrement dit, I'IFN stimule

la prolifération ainsi que la différenciation mégacaryocytaire des CSH mutées (240).

transient IFNa/IFNy/IFNa+y stimulation FACS(CD41a"
0(CD34") D1 D7
Cell proliferation | Mk differentiation =
3 * P=0.03 209 panoss 34 P=0.006
é . 3 5 >
a - D =15 & POOOT v papoot
0w g = o 8,1'5 -3 §2_ P 001 IFMe: 11Uiml
L §2 - E § *1 |3
ES T S s ] IFMNy:100ng/ml
8 O e < 0 1.0 2
=2 =z i
= £ 11 28 |
1 -~ ~— —
= w 0.5+ 2
o =] o
0 T T 0.0 T T Ctr 0 5 0 75
IFNo+y - + IFNa+y - + IFNa+y 5l|mulal|onT|me th]

Figure 111 : Hypersensibilité aux IFN (a et y) des CSPH primées mégacaryocytaires (Tong et al., Cell Stem Cell, 2021)

Durant les épreuves clonogéniques, I'expression et le potentiel mégacaryocytaire (CD41) des CSPH sont induits tres tot
lorsqu’ils sont mis en culture avec de I'IFN. Cela suggére que I'lFN majore le potentiel et la différentiation mégacaryocytaire
des CSPH CD34+ CD41+. Tong et al. montrent aussi que les CSPH CD41+ générent spontanément des colonies mégacaryocy-

taires (CFU-MK), et la croissance de ces colonies est significativement plus importante sous I’effet de I'IFN.
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Au final, les CSH mutées peuvent utiliser plusieurs mécanismes pour s’auto-entretenir dans
un environnement pro-inflammatoire et favoriser le développement de I’"hématopoiese clo-

nale des SMP. Parmi eux, on peut citer :

1- La sécrétion d’IL-1 et de TNF par les cellules mutées leur conferant un avantage de survie
au détriment des CSH normales. Elle permet ainsi d’amplifier I’expansion clonale, ainsi que
I'initiation et le développement du SMP (73) (251) (256) (257).

2- La collaboration de mutations aditionnelles. Chez la souris, Jacquelin et al. (2018) ont mis
en évidence que la coopération entre les mutations de perte de fonction de DNMT3A et le gain
de fonction de JAK2 amplifie la signalisation des voies inflammatoires par I'lFN et accélére la
progression myélofibrotique du SMP (199), Hormaechea et al. (2021) ont prouvé que I'infec-
tion et I'inflammation peuvent induire une expansion clonale des CSH mutées DNMT3A en
favorisant la voie de signalisation a I'IFN, ce qui confére aux clones mutés une résistance aux
environnements inflammatoires (258).

3- La surexpression du gene DUSP1 dans les CSH mutées JAK2-V617F (Dual Specificity Protein
Phosphatase 1), démontrée par Stetka et al. Elle leur donne une protection contre les impacts
de l'inflammation et les dommages génétiques, favorisant ainsi la survie et la prolifération
chronique des CSH mutées (259).

Ces observations apportent une preuve solide que les CSH mutées peuvent combiner diffé-
rents mécanismes et stratégies pour obtenir un avantage de survie dans les conditions pro-

inflammatoires des SMP.
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Figure 112 : l’'implication des mécanismes de I'inflammation dans le SMP

A: Les CSH du clone muté JAK2 V617F sécretent de I'IL-1 et de I'IFN. Ces deux cytokines conféerent un avantage de prolifération
aux autres CSH mutées exprimant les récepteurs de I'lL-1, au détriment des CSH non mutées (Zhao et al., Blood, 2023).

B : L'altération de la fonction de méthylation de ’ADN due a la mutation DNMT3A, ainsi que le gain de fonction de JAK2
V617F, accélerent la différentiation et la prolifération dans la condition inflammatoire (Jacquelin et al., Blood, 2018).
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VI.10 Conclusion du chapitre V

Au total, il est probable que les facteurs de prédisposition, les mutations somatiques (177)

(212) (213) (216), I'environnement médullaire, les mécanismes de I'inflammation (73) (74,253)

(259) ainsi que le vieillissement coopérent a l'initiation, au développement et a I'évolution

naturelle des SMP.

D’un c6té, ils accélerent la conversion d’une hématopoiese clonale en SMP et favorisent le

risque de transformation hématologique. De I'autre, ils sont a I'origine de I’hétérogénéité

phénotypique et moléculaire ainsi que du caractére continue des trois entités des SMP phi-

(PV, TE et MFP) (239) (256).
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Figure 113 : Facteurs cyto-génétiques participant au développement et a I’hétérogénéité phénotypique des SMP phi-

A (Masselli et al., Cells ,2020) B (Mead et al ., Blood , 2017)

Les différents déterminants de I’hématopoiese (mécanismes génétiques, moléculaires ainsi que microenvironnementaux)
contribuent ensemble au continuum et a la complexité phénotypique et biomoléculaire des SMP, ainsi qu’a leur développe-

ment et a leur progression.
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VII. La place de la CMF dans les SMP phi-

L'immunophénotypage par cytométrie de flux permet l'identification, le dénombrement et la

caractérisation des cellules hématopoiétiques. Il constitue donc un outil puissant et précieux dans le

diagnostic, la classification et le suivi des hémopathies. La grande majorité des études de CMF sur les

hémopathies myéloides se concentre plutot sur son utilité dans les SMD et les LAM.

A ce jour, la CMF n’est pas recommandée pour le diagnostic et le suivi des SMP, mais différentes études

démontrent qu’elle peut étre une aide précieuse dans diverses démarches diagnostiques et dans la

recherche. En effet, son efficacité est prouvée dans I'évaluation des SMP, y compris la détection, la

guantification et la caractérisation précoce des blastes circulants et médullaires (260) (261) (262) (263)

la caractérisation des anomalies monocytaires (264) et la stratification pronostique des SMP (265)

comme le tableau ci-dessous :

Tableau 9 : Les études de cytométrie en flux et leur réle dans les SMP et SMP/SMD

Etudes et référence

Résultat et /ou Interprétations

Utilité clinique et recherche

Passamonti et al.,
Haematologica, 2003
(263)

Le taux de CD34+ est significativement plus
élevé dans la MFP liée aux métaplasies
myéloides.

La numération des CD34+ sanguins permet
d'argumenter le diagnostic de la MFP avant la
BOM ou en absence de celle-ci.

Ouyang et al.,
Cytometry, 2014
(260)

Des altérations phénotypiques, soit dans les cel-
lules CD34+, soit dans les cellules myélomono-
cytaires, ont été détectées dans 99 % des SMP.
Les anomalies cytométriques étaient plus fré-
quemment observées dans la MF que dans la PV
et la TE, mais aucune différence n'a été notée
entre la MFP et la myélofibrose secondaire.

Les altérations phénotypiques sont significati-
vement plus marquées en cas de blastose san-
guine et médullaire. Cela suggére un réle de
la CMF dans le suivi des patients, durant la
phrase chronique.

Herborg et al., Int. J.
Lab. Hematology,
2018 (262)

Les CSH des patients atteints de MF exprime si-
gnificativement plus de hMICL+ que les CSH des
patients atteints de PV et de TE.

En utilisant ce marqueur, il est possible de
distinguer de maniere fiable la MF de la TE et
de la PV, avec une sensibilité de 80 % et une
spécificité de 97 %.

Mannelli et al., AmJ
Hematol, 2022 (265)

La numération des CD34+ par CMF, associée au
ratio neutrophile/lymphocyte, permet de caté-
goriser le risque pronostique des patients at-
teints de MFP selon le score MFC (0 : bas risque,
1 :intermédiaire, 2 : haut risque).

Ce score est en accord avec les modeéles ac-
tuels (IPSS et MIPSS) et permet d’augmenter
significativement leur performance de stratifi-
cation.

Bassan et al., Med
Oncol, 2022 (264)

Les 3 SMP phi- présentent une fréquence accrue
de monocytes aberrants CD56+. Les patients
atteints de PV et de TE présentent une
fréquence réduite de monocytes CD80/86+.

Les altérations de la fréquence des sous-
populations de monocytes et du profil
d'expression des marqueurs de surface
pourraient contribuer a I'onco-inflammation
dans la physiopathologie des SMP.

Liang et al., Clin Exp
Med, 2024 (261)

Les granulocytes CD10+ significativement
élevés sont associés négativement aux scores
pronostiques (IPSS et DIPSS) des patients
atteints de MFP.

Les granulocytes CD10+ pourraient étre utili-
sés dans le pronostic des patients atteints de
MFP. L'augmentation des granulocytes naifs
de la moelle osseuse et la diminution des gra-
nulocytes matures chez les patients atteints
de MFP peuvent étre associées a un mauvais
pronostic.
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VIil. ETUDE

VIIl.1 Objectifs de la these

A l'instar des études sur I’lhématopoiése et de la recherche sur les CSPH, qui ont permis de
progresser dans la compréhension physiopathologique et thérapeutique des SMP, mon objec-
tif de travail de thése est de décrire I'architecture de I’"hématopoiése des SMP phi- grace a
I’'analyse par la CMF des CSPH CD34+ chez les patients diagnostiqués SMP afin de mieux con-

naitre leur architecture hématopoiétique et phénotypique.

VIIIl.2 Patients

Les patients ont été pris en charge au CHU de Toulouse et a I'lUCT entre 2017 et 2025, dans le
cadre d’un bilan diagnostique, d’un suivi, ou d’une suspicion de syndrome myéloprolifératif.
Un total de 251 patients a été inclus dans une étude cytophénotypique portant sur
I’architecture de ’lhématopoiése, avec 265 examens de moelle osseuse réalisés par cytométrie
en flux au laboratoire d’hématologie de I'lUCT.

Parmi les 251 patients inclus, on compte 160 hommes (H) et 91 femmes (F), soit un ratio H/F
de 1,77. Les diagnostics établis sont les suivants :

Patients avec une néoplasie myéloproliférative (NMP) selon la classification de 'OMS 2022
- 78 patients sont diagnostiqués avec un SMP phi- (ratio H/F = 2), dont 18 patients TE, 11
patients PV et 49 patients MF.

- 86 patients avec une LMC (ratio H/F = 1,46).

- 10 patients avec une LMC atypique (LMCa, ratio H/F = 8).

- 5 patients de sexe masculin avec une leucémie chronique a neutrophiles (LCN).

- 2 patients de sexe masculin diagnostiqués d’un néoplasme myéloide/lymphoide avec
éosinophilie et fusions de genes de tyrosine kinase (MLN-TK).

Patients diagnostiqués avec un SMP/SMD

- 18 patients avec un SMP/SMD (ratio H/F = 3,5) : 9 SMP/SMD-SC-T et 9 SMP/SMD inclassable.
- 35 patients avec une LMMC proliférative (LMMC-p, ratio H/F = 1,9).

Les 20 autres patients inclus constituent un groupe réactionnel, comprenant présentant
syndrome inflammatoire ou un syndrome hyperéosinophilique systémique (ratio H/F = 0,8).
L’ensemble des données cliniques (I'age, le sexe, le diagnostic, les complications vasculaires et
la splénomégalie, etc.) et des résultats biologiques (la NFS, les analyses
immunophénotypiques, biomoléculaires et cytogénétiques, le myélogramme et /ou la BOM)
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des patients sont collectées et analysées de maniére rétrospective sur la base de données des
patients du CHU de TOULOUSE et de I'lUCT entre 2017 et 2025, grace aux différents moyens
et outils informatiques tels que MOLIS, ORBIS, TRACKCARE, KALUZA .

L’age médian est de 69,4 ans et I'age moyen de 65 ans (de 5,6 a 93 ans) pour I'ensemble des
patients de la cohorte. Pour les patients atteints de SMP phi-, 'dge médian et I'dge moyen des
patients sont respectivement de 71,3 ans et 67 ans (de 5,6 ans a 91,7 ans).

Trois cas pédiatriques de la TE ont été identifiés : deux garcons de 5 ans et 16 ans, une fille de
9 ans au stade pré-myélofibrose. De plus, un cas de la PV a été diagnostiqué chez un jeune
patient de 24 ans. La composition des sous-groupes de la cohorte et leur caractérisation géné-

rale sont détaillées dans le tableau de synthése des patients ci-dessous :

Figure 114 : Composition des groupes et des sous-groupes de I'étude

8% mTE: 18 SMP phi- = TE: 18
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2% \ MF : 49 = PV: 11
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Tableau 10 : Caractérisation générale des groupes et sous-groupes de patients

Patients et groupe Patients | Analyses Age moyen (min-max) | H/F (ratio) Splénomégalie
Cohorte totale 251 264 65 (5,6-93,6) 160/91(1,76) | NA
LMC 86 86 61 (16,9-93,4) 51/35 (1,46) NA
LMC atypique 9 11 68 (62,1-87,6) 8/1(8) 4 (44%)
SMP phi- 78 84 67 (5,6-91,7) 52/26 (2) 44 (57%)
MF 49 56 69 (8,2-86,3) 31/18 (1,7) 38 (76%)
PV 11 11 63 (24,6-78,9) 7/4 (1,8) 2 (18%)
TE 18 18 64 (5,6-91,7) 14/4 (3,5) 4 (22%)
LMMC | LMMC-P 35 36 73 (48-93,6) 23/12(1,9) 16 (46%)
LMMC-1 18 19 72 (48-93,6) 12/6 (2) 5 (28%)
LMMC-2 17 17 79 (56-87) 11/6 (1,8) 11(65%)
SMP/SMD-T-RS 9 9 70 (39,7-88) 2/7(0,3) 1(11%)
SMD/SMP -U 8 9 71 (61-82) 8/0 (na) 4 (44%)
LCN 5 5 53 (63,4-87,8) 5/0 (na) 2 (40%)
Réactionnel 20 21 57 (11,7-83,1) 9/11(0,8) 0 (0%)
MLN-TK 2 2 65 (52,5-54,4) 2/0 (na) 0 (0%)
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VIII.3 Méthodes

VIII.3.1 Cytométrie en flux multiparamétrique et immunophénotypage

Protocole d’analyse en cytométrie de flux au laboratoire d’hématologie de I'lUC-T Oncopole

Cytometre

Le laboratoire d’hématologie de I'lUC-T Oncopole utilise le cytometre en flux Navios™ EX 10

Colors/3 Lasers de Beckman Coulter® pour I'analyse des échantillons.

Préparation des échantillons

Un maximum de 2 millions de cellules médullaires vivantes est mis en contact avec un mélange

d’anticorps couplés a des fluorochromes pendant 15 minutes a I’abri de la lumiére.

Panels et anticorps

Tableau 11 : Les anticorps ainsi que les fluorochromes utilisés dans le panel HSPC sont :

Anticorps | Fluoro- Clone Fournisseur Réfé- Volume
chrome rence (uL) / tests
CD34 BV421 581 Becton Dickinson 562577 | 2
CD38 PECy7 HB-7 Becton Dickinson 335825 | 2
CD45 KO J33 Beckman Coulter B36294 | 2
CD45RA | APCH7 HI100 Becton Dickinson 560674 | 2
CD133 APC AC133 Miltenyi 130- 2
090-
826
CD135 PE 4G8 Becton Dickinson 558996 | 10

Apreés I'incubation, les étapes suivantes sont réalisées :

1.
2.

Centrifugation des échantillons pendant 5 minutes a 1500 tours/minute.

Lyse des globules rouges par ajout de 2 mL de tampon de lyse BD FACS Lysing 1X au
culot cellulaire.

Nouvelle incubation pendant 15 minutes a température ambiante et a I’abri de la lu-
miere.

Seconde centrifugation pendant 5 minutes a 1500 tours/minute.

Lavage du culot cellulaire dans les mémes conditions.

Remise en suspension du culot dans 250 uL de Cell Wash.
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Analyse par cytométrie de flux

Les échantillons marqués sont analysés sur le cytométre NAVIOS (Beckman Coulter) équipé de

10 couleurs et 3 lasers :

e 405 nm (40 mW)
e 488 nm (22 mW)
e 638 nm (25 mW)

Un minimum de 40 000 événements est acquis pour chaque échantillon. L’analyse des don-

nées est réalisée a I'aide du logiciel Kaluza.

VIII.3.2 Logiciels Kaluza

Le logiciel Kaluza est utilisé pour le traitement des données brutes issues du cytometre. Il per-

met également I'affichage des différents graphiques ainsi que le paramétrage des analyses.

Réglages et Compensation du Signal de Fluorescence

L’analyse non supervisée nécessite plusieurs étapes préliminaires :

-Sélection des cellules d’intérét : L'’ensemble des cellules de I’échantillon est pris en compte

afin d’éviter I’exclusion de la population cible tout en éliminant les débris cellulaires.

-ldentification des singulets : Les doublets et agrégats cellulaires sont exclus pour ne conser-

ver que les singulets.

-Vérification des paramétres de compensation : Conformément aux prérequis, les données
brutes (répertoires « Raw »), issues de patients (Diag ou FU) ou de moelles normales (NBM),
doivent systématiquement étre vérifiées pour s’assurer de I'exactitude des parametres de

compensation de fluorescence.
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VII.3.2 Phénotype CSL et stratégie de fenétrage (gating) des CSPH CD34+

Premierement, les deux parametres, a savoir l'index de SS INT et I'expression du marqueur

CD34, permettent de cibler les leucocytes CD34+.

Figure 115 : Fenétrage des leucocytes CD34+ en CMF
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Deuxiemement, les lymphocytes sont connus pour leur expression tres variable des différents

marqueurs. lls servent de modeéle pour définir les seuils de négativité/positivité des marqueurs

CD38, CD45RA et CD135 des CD34+.Grace aux fenétrages du CD38, CD45RA, CD135 et CD133,

nous pouvons séparer 'ensemble des sous-populations de CSPH CD34+.

Le marqueur CD38 permet de classer les CD34+ en trois grandes populations de différents

degrés de maturation : CD34+ CD38- (souche), CD34+ CD38+ intermédiaire (progéniteur im-

mature) et CD34+ CD38+ fort (progéniteur mature). Par ailleurs, les marqueurs CD45RA,

CD135 et CD133 sont utilisés dans le fenétrage pour classer les différents progéniteurs comme

suit :

Figure 116 : Exemple de stratégie de fenétrage (gating) des CSPH chez une patiente de 76 ans de la cohorte atteinte de la

myélofibrose primitive
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VIIl.4 Résultats

VIIl.4.1 Les cellules souches hématopoiétiques et les progéniteurs des néoplasies myélopro-
liférative (NMP)

La comparaison de la répartition des trois compartiments (CD38-, CD38 faible, CD38 fort) des
CSPH CD34* par CMF des trois grands groupes de patients de la cohorte (groupe des témoins,
groupe des LMC, groupe des NMP autres que la LMC) montre que :

-Le taux des deux compartiments CD34* plus immatures, dont les CSPH (CD34*CD387) et les
progéniteurs immatures (CD34*CD38 faible), dans le groupe des patients LMC est
significativement plus réduit par rapport a celui des groupes des témoins et des autres NMP.
-A l'inverse, les taux des progéniteurs CD34*CD38* sont significativement plus élevés par

rapport au groupe témoin et au groupe des autres NMP non LMC.

Dans le groupe des patients LMC, on observe une augmentation des progéniteurs hémato-
poiétiques CD34* avec une forte expression de CD38 (CD38 fort), ce qui indique une accumu-
lation des progéniteurs matures, plus différenciés ou plus engagé dans I’hématopoiese par

rapport aux groupes des témoins (NBM) et aux autres NMP.
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Figure 117 : Comparaison de la répartition des CSPH CD34+ entre les trois groupes de patients (LMC, NMP non LMC et les
témoins)

CD34*CD38 : Diminution significative du taux de CSH (CD34*CD38") dans le groupe des patients LMC

CD34*CD38lo : Diminution significative du taux des CD34*CD38 faible dans le groupe des patients LMC

CD34*CD38hi : Augmentation significative des CD34*CD38 fort dans le groupe des patients LMC

Abréviations

CD34*CD38- : Les CSH CD34*CD38-

CD34*CD38lo : Les progéniteurs CD34*CD38 faible

CD34*CD38hi : Les progéniteurs CD34*CD38 fort

NBM : Sujets témoins normaux

CML : Groupe de la LMC atypique
Other MPN : Autres groupes de patients atteints de SMP
**%x . Différence statistiquement significative
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VIIl.4.2 Hétérogénéité des sous populations des CSPH

L'hétérogénéité des CSPH est un caractére de ’hématopoiése physiologique. C’est pour cette
raison que nous cherchons a explorer cette hétérogénéité chez le groupe LMC et les patients

NMP non LMC, en la comparant a celle observée dans un groupe témoin.

L’entropie est un parametre permettant d’évaluer I’hétérogénéité d’un ensemble de popula-
tion. Une entropie basse signe un ensemble composé d’une population majoritaire et une
entropie élevée caractérise un ensemble composé de nombreuses populations de taille com-
parable. Chez tous les groupes de NMP de la cohorte dont la LMC (86 patients) et les autres
NMP non LMC, la comparaison avec le groupe témoin (58 patients sans hémopathie et 20
patients du groupe réactionnelle) réveéle une augmentation significative de I’entropie des pro-
géniteurs CD34+ CD38+ faible, tandis que I'entropie des CD34+ CD38+ fort diminue. Par
contre, on n’observe pas de différence significative de I’entropie des CSH (CD34+ CD38-) entre
les différents groupes, y compris la LMC, les néoplasies myéloprolifératifs (autre que la LMC)

et le groupe témoin.
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Figure 118 : Hétérogénéité des CSPH CD34+ dans les 3 groupes (la LMC, NPM non LMC et les sujets témoins)

L'indice d'entropie permettant d'évaluer la variabilité ou I'hétérogénéité de la répartition des trois sous-populations des CD34*
(CD38", CD38 faible, CD38 fort) montre que :

-Dans les CD34*CD38™ : aucune différence significative n’est observée entre les trois groupes
-Dans les CD34*CD38 faible : une augmentation de I’'hétérogénéité est observée dans tous les NMP
-Dans les CD34*CD38 fort : I'hétérogénéité des CD34+CD38" est moins marquée dans tous les NMP

Abréviations

NBM : Sujets témoins

CML : Groupe de la LMC atypique

Other MPN : Autres groupes de patients atteints de SMP
***x . Différence statistiquement significative
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VIII.4.3 L’architecture de I’hématopoiése des MPN (autres que LMC)

Les valeurs d’entropie suggérent que, contrairement a la LMC, 'architecture de I’"hémato-

poiese des NMP (autres que LMC) est tres hétérogene.

L'architecture des moelles normales s’articule autour des MPP CD133+ puis des CMP1
CD133+, largement majoritaires dans les compartiments souche (CD34+CD38-) et progéniteur

immature (CD34+CD38+ faible).

Le compartiment progéniteur mature (CD34+CD38+ fort) des NBM se caractérise par une hé-
térogénéité des sous-populations (entropie haute). Les LMC ont une architecture unique avec

une large prédominance de I'axe MkMPP-MEP1-MEP2 CD133-.

Les autres NMP sont différents des NBM mais présentent un profil moins tranché que les LMC.

Ceci nous pousse a étudier 'architecture des différentes entités composant cette catégorie.
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Figure 119 : Répartition des CSPH CD34+ dans I’hématopoiése des 3 groupes (LMC, NMP non LMC et le groupe

des témoins)

Analyse de CSPH CD34*par CMF entre les différents groupes de patients de la cohorte montre une hétérogénéité dans la

distribution dans les 3 sous-populations CD34+. L’architecture de I’'hématopoiese des NMP (autres que LMC) est trés hétéro-

gene.
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VIII.4.3.1 Thrombocytémie essentielle et la polyglobulie de Vaquez

L’analyse par immunophénotypage de la répartition des CSPH CD34+ dans la moelle osseuse
des patients atteints de thrombocytémie essentielle (18 patients), de polyglobulie de Vaquez
(11 patients) et du groupe témoin (58 patients sans hémopathie+20 patients du groupe réac-
tionnelle) montre que la proportion des progéniteurs immatures CD34+ CD38+ fort est simi-

laire et comparable entre les trois groupes.

Parmi les progéniteurs CD34*CD38*, on observe une augmentation significative des progéni-
teurs érythro-mégacaryocytaires MEP2 CD133~ (CD34*CD38*CD45RA"CD135°CD133") dans
les groupes de patients TE et PV, comparée au groupe témoin. Le taux des progéniteurs gra-
nulo-monocytaires GMP2 CD133* (CD34*CD38*CD45RA*CD135*CD133") est, quant a lui, signi-

ficativement plus élevé chez les patients PV par rapport aux deux autres groupes.
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CD34+CD38 CD34+CD38 I CD45RA-CD135+CD 133+
L CD45RA-CD135+CD133-

CD34+CD38lo— T CD45RA-CD135-CD133+

T CD45RA-CD135-CD133-
CD34+CD38hi~ I

CD34+CD38lo+

CD34+CD38hi~

0 20 0 20 40 60 80 100
% of population % of population
B NEM **** &k *
1004 ® g == .-
CD34+CD38 - « j .
+ +
< 2 ® 3 < 40
2 ; 8 hd 2
(CD34+CD38lo- o 3 3 g b b
1) =] o
N 2 ¢ £
& @ % 5 5
[CD34+CD38hiH [ ] 2
! A
— T T T T 1T 0——|—|—|.— n3_|4_
0 20 40 60 80 100 NBM PV ET NBM PV ET
% of population c CD34+CD38hi MEP2 CD133- GMP2 CD133+

Figure 120 : Comparaison du taux des progéniteurs CD34+CD38 fort, les MEP et GMP entre les groupes (la TE, la PV et les
témoins)

A et B : Répartition et composition des sous-populations CD34+ CD38-, CD38 faible, CD38 fort du groupe TE et groupe PV et
les témoins

C: Les patients des 2 groupes de la TE et de la PV présentent un taux de des MEP2 significativement plus élevé que le groupe
témoins. Les GMP CD133+ sont plus bas dans la TE tandis qu’ils sont plus élevés dans la PV par rapport aux témoins

MEP2 CD133-: progéniteurs érythro-mégacaryocytaires CD133-
GMP2 CD133+ : progéniteurs granulo-monocytaires CD133+

(*), (**) : Différence statistiquement significative
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VIIl.4.3.2 La myélofibrose avec les mutations CALR et JAK2V617F

MF CALR

:

MF JAK2VB17F
CD34+CD38 CD34+CD38
CD34+CD38l0 CD34+CD38l0
CD34+CD38hiH CD34+CD38hi-
T T T T T T T T
0 20 40 60 80 100 0
% of population
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|I T
80 80
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100

W CD45RA+CD135+CD1334
B CD45RAFCD135+CD133-
T CD45RA-CD135+CD 133+
T COASRA-CD135+CD133-
T CD45RA-CD135-CD133+
T CD45RA-CD135-CD133-

Figure 121 : Répartition des 3 sous-populations des CD34+ concernant les groupes MF-CALR et MF JAK2V617F

L'analyse des patients atteints de myélofibrose (49 patients) par CMF montre que les propor-

tions des progéniteurs pluripotents biaisés mégacaryocytaire CD133+ (Mk-MPP CD133+) et les

progéniteurs immatures érythro-mégacayocytaires CD133+ (MEP1 CD133+) sont significative-

ment plus élevées, aussi bien chez les patients porteurs de la mutation JAK2 V617F (29 pa-

tients) que chez ceux présentant une mutation de CALR (16 patients).

Pour le compartiment des CSPH CD34+, on observe I'absence de différences significatives pour

les taux des CSH CD34+ CD38- et des progéniteurs immatures CD34+ CD38 faibles entre les

patients atteints de myélofibrose mutée CALR et mutée JAK2 et les témoins.
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Figure 122 : Comparaison des proportions de CSPH entre les groupes (MF et témoins)

Les proportions des CD34+ CD38- et faible sont similaires entres les sous- groupe MF CALR, MF JAK2 V617F et les témoins. La
comparaison des taux de CSPH entre les sous-groupes de myélofibrose présentant la mutation JAK2 V617F ou CALR, et les
patients témoins montrent une augmentation significative des MkMPP CD133+ et des MEP1 CD133+ dans la MF.

- (*), (¥**), (****) : Différence statistiquement significative

-MF JAK2 : Sous-groupe des patients myélofibrose muté JAK2
-MF CALR : Sous-groupe des patients myélofibrose muté CALR

-NBM : Groupe des témoins

-MKMPP : Progéniteurs pluripotents mégacaryocytaires CD133+

-MEP1 CD133+ : Progéniteurs érythro-mégacaryocytaires CD133+
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VIIl.4.4 Complications vasculaires et splénomégalie des patients SMP phi-

VIIl.4.3.1 Splénomégalie

Dans notre cohorte, la splénomégalie concernant 57% des patients atteints de SMP phi-, elle
est plus fréquente dans la myélofibrose primitive (MFP, 78 % des patients).

En comparaison, elle est observée chez seulement 18 % des patients atteints de PV et 22 %
des patients atteints de TE.

Thrombose et hémorragie

Les complications thrombotiques sont observées chez 28 patients atteints de SMP phi-, soit
35 % des cas:

- 15 patients (19 %) ont présenté des événements de thrombose artérielle (AVC
ischémique/AlT, syndrome coronarien, infarctus du myocarde, AOMI/ischémie aigué).

- 16 patients (20 %) ont présenté des thromboses veineuses (TVP, EP, infarctus splénique).
Les complications hémorragiques concernent 14 patients (17,8 %) (saignements cutanéo-
muqueux, syndrome de Willebrand acquis, AVC hémorragique, rupture de rate).

- 3 cas pédiatriques (2 TE et 1 MF post TE au stade pré-fibrotique) présentent un syndrome de
Willebrand acquis.

La splénomégalie et les complications vasculaires des SMP phi- sont détaillé ci-dessous :

Figure 123 : La splénomégalie et les complications vasculaires des SMP phi-

Complications vasculaires et la splénomégalie des patients SMP phi-

. . 35%

. ; 37%
MF: 49 patients m 80%
. . % H hémorragie
MFP: 17 patlents M 94%
0 H splénomégalie
TE: 18 patients _ﬂg}%“’ P g
. ; 27%
PV: 11 patients m
0% 20% 40% 60% 80% 100%

Tableau 12 : Complications vasculaires, de la splénomégalie des patients SMP phi-

Hémopathies Patients Thrombose Splénomégalie Complication hémorragique
SMP phi - 78 28 45 14

PV 11 3 2 1

TE 18 7 4 4

MF 49 18 39 7

MF MF 2ére 32 16 23 5

(49) MFP 17 2 16 7
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VIII.4.5 Mutation somatique des patients SMP phi- du cohorte

VIII.4.5.1 Mutations motrices de SMP phi-

Concernant les mutations motrices des SMP phi-, 71 patients sur 78, soit 91 %, présentent une

mutation motrice, avec une prédominance de JAK2 V617F (présente dans 50 cas, soit 64 %).

La mutation de CALR est retrouvée chez 18 patients et elle concerne uniquement ceux atteints

de TE (3 patients sur 18, soit 17 % mutés) et de MF (18 patients sur 49, soit 37 % mutés).

Un seul cas de TE (1 patient sur 18) et un seul cas de MF (1 patient sur 43) présentent la mu-

tation de MPL.

La composition des mutations motrices des différents sous-groupes de SMP phi- est détaillée

comme suit :

Figure 124 : Répartition des mutations motrices des patients SMP phi- des patients de la cohorte
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Tableau 13 : Synthése des mutations motrice des SMP phi- des patients

3% [

4% = CALR :8

= MPL:1

= triple
négatif:2

N JAK2 CALR MPL Triple négatif | inconnu Cytogénétique anormal
SMP phi- 78 50 19 2 6 1 30
PV 11 9 0 0 2 1 3
TE 18 12 3 1 2 0 7
MF 49 29 16 1 2 0 20
MF Secondaire | 32 21 8 1 2 0 14
MFP 17 9 8 0 0 0 6
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VIII.4.5.2 Mutations somatiques additionnelles des patients SMP phi-

Les mutations somatiques additionnelles sont également fréquentes. Chez 46 patients ayant

bénéficié d’analyses biomoléculaires, 28 patients (60%) présentent au moins une mutation

somatique additionnelle et 19 patients (41%) en présentent au moins deux. Les mutations de

I'ASXL1 et de TP53 sont les plus fréquentes. On observe 33 % (15 patients mutés sur 46 testés)

mutés pour ASXL1 et 20 % (8 patients mutés sur 40 testés) mutés pour le TP53.Dans les

groupes TE et PV, on observe tres peu de mutations additionnelles, alors qu'elles sont beau-

coup plus fréquentes chez les patients atteints de myélofibrose.

La répartition des mutations additionnelles chez les patients SMP phi- est décrite comme suit :

Figure 125 : Les mutations additionnelles des patient SMP phi-

40%
35%
30%
25%
20%
15%
10%

5%

0%

B ASXL1 mDNMT3A

B ASXL1 mDNMT3A

Les mutations additionnelles des patient SMP phi- et de la MF(*)

33%

4%

14%

2% 2%

7%
3%

5%%

SMP phi-:46 patients analysés

TET 2 WMFLT3_TKD mIDH1

20%

37%

17%

9%

Les mutations additionnelles des patient TE etPV

(*) Selon donnée :

PV: 3 patients analysés

TET2 MFLT3 TKD mIDH1

3% 3%

9%

6%%

MEF: 35 patients analysés

12
--000

TE: 8 patients analysés.

nombre patients muté/ nombre testé (tableau 14)

Tableau 14 : Mutations additionnelles des patients SMP phi -
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Muta- | ASXL1 DNMT3A | TET2 | FLT3_TKD | IDH1 | IDH2 | SF3B1 | SRSF2 | KRAS | NRAS | TP53 | NPM
tions

SMP 15/46 2 /46 5/37 | 1/46 1/46 | 3/46 | 3/42 2/42 2/41 3/41 | 8/40 | 0/44
phi-

TE 1/8 2/8 0/6 0/8 0/8 0/8 1/7 0/7 0/6 0/6 1/6 0/6
PV 1/3 0/3 0/2 0/3 0/3 0/3 1/3 0/3 0/3 0/3 0/2 0/3
MF 13/35 3/35 5/29 | 1/35 1/35 | 3/35 | 1/36 2/32 2/32 3/32 8/31 | 0/33
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VIl1.4.5.3 Mutations somatiques des groupes de syndrome myéloproliférative/ myélodyspla-
sique (SMP/SMD)

Chez les patients avec SMP/SMD de la cohorte, les mutations somatiques sont fréquentes.
Chez 46 patients ayant les examens biomoléculaires, 45 patients (98%) présentent au moins
une mutation somatique parmi les mutations ASXL1, DNMT3A, TET2, FLT3-TKD, IDH1, IDH2,
SF3B1, SRSF2, KRAS, NRAS, TP53, NPM.

Les mutations les plus fréquemment observées chez ces patients sont ASXL1, TET2, SF3B1,
SRSF2, NRAS respectivement de (35%, 40%, 26%, 37%, 27%). Ces mutations sont notamment
plus présentes dans la LMMC (40%, 57%, 4%, 56%, 33% respectivement).

Concernant 9 patients du groupe SMP/SMD-SC-T, 8/9 patients présentent une mutation de
SF3B1.

Figure 126 : Répartition des mutations somatiques des patients SMP/SMD de la cohorte)

Mutations somatiques des patient LMMC proliférative et SMD/SMP(*)

60% 57% 56%
0% 40% 40%
(1] o, (o]
40%  35% 37% 33%
30% 26% 27%
20%
0, 0, 0,
1% L e - 3% R [
0% | - . ° om -
Ensemble des patients SMP/SMD ( 46 patients analysés ) LMMC-p (30 patients analysés): ASXL1(2), DNMT3A(1),
ASXL1(16), DNMT3A(3), FLT3(3), IDH(0), SF3B1(10), SRSF2(14) TET2(8), FLT3(2), IDH(0), SF3B1(2), SRSF2(1), KRAS(0),
KRAS(2), NRAS(11), TP53(0), NPM(1) NRAS(1), TP53(0), NPM(0)
HASXL1 EDNMT3A TET2 WFLT3_TKD ®IDH1 IDH2 ®WSF3B1 MSRSF2 HWKRAS HENRAS HTP53 HENPM

(**) Les taux des mutations somatiques = nombre patients mutés sur nombre de patients testés, selon le tableau 9

Tableau 15 : Anomalies biomoléculaires de la SMP/SMD (Tous SMP/SMD, LMMC, SMD-i, SMP/SMD T-RS)

Annexe 2 : Fréquence des mutations observé dans les groupes SMP/SMD

ASXL | DNMT3 [ FLT3_TK | TET2 IDH1, | SF3B | SRSF | KRA | NRAS | TP5 | NP

1 A D IDH2 |1 2 s 3 M
SMD/SMP | 16/46 | 3 /46 3/46 10/25 | 0/46 10/38 | 14/3 | 2/41 | 11/4 | 0/32 | 1/45
LMMC-P | 12/30 | 1/30 2/30 8/14 0/30 1/23 Z1;3/2 2/27 ;/27 0/19 | 1/28
SMP/SMD | 2/8 | 1/8 1/8 2/12 0/8 2/8 i/7 o/8 |1/8 |o/8 |o/7
-SIMD/SMP 2/9 | 1/9 0/9 0/6 0/9 8/9 |o/9 |o6 [1/6 |o/6 |o/9
-RS-T
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VIII.5. Discussion

De nombreuses études se sont intéressées a |'architecture de I’"hématopoiése physiologique
et leucémique, tandis que celles portant sur les CSPH et I’'hématopoiése dans les syndromes
myéloprolifératifs Philadelphia négatif (SMP phi-) restent encore rares. On peut citer, a titre
d'exemple, les travaux de Miyawaki et al. (2017) (53) , Psaila et al. (2020) (241), Ilvanov et al.
(2023) (245) et Benlabiodet al. (2025) (193).

Notre étude rétrospective, fondée sur des analyses des CSPH de la moelle osseuse des patients
atteints de SMP phi-, s’intéresse a ces axes de recherche concernant |'architecture de

I’hématopoiese des SMP phi-.

VIII.5.1 Les CSPH CD34+

Les CSPH de I’'hématopoiese normale sont trés hétérogénes sur les plans phénotypiques, gé-
nétiques et fonctionnels. Il est en effet incontestable que cette notion d’hétérogénéité des
CSPH et de I’lhématopoiése physiologique est largement étayée par de nombreuses études.
Notre étude met en évidence ce caractere hétérogeéne, présent dans I’architecture des CSPH,
notamment en ce qui concerne la SMP phi-, ainsi que dans I’ensemble des autres groupes de
patients NMP non LMC de notre cohorte rétrospective. Par analyse cytométrique des CD34+
de la moelle osseuse des différents groupes de patients SMP de la cohorte, on retrouve I'ab-
sence de différence pour le taux de CSH CD34+ CD38-, avec une augmentation des progéni-
teurs CD34+ CD38 faible/intermédiaire et une diminution des progéniteurs CD34+ CD38 fort

dans les groupes de patients SMP non LMC.

La similarité des taux de CSH CD34+ CD38- entre les patients SMP phi- et les sujets témoins a
déja été décrite dans la TE par I'étude de Miyawaki et al., et dans la MF par Psaila et al. Dans
notre étude, par rapport aux témoins, on observe |'absence de différence significative pour le
taux de CSH pour ensemble des patients NPM non LMC et pour les patiens MFP. Cela renforce
I'argument que le pool de CSH est conservé dans les NMP, méme dans un environnement

inflammatoire chronique décrit dans les études précédentes.
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VIII.5.2 Biais de lignage mégacaryocytaire dans ’hématopoiése de myélofibrose

Les résultats de I'étude single-cell de Psaila et al. sur les CSPH CD34+ proviennent du sang
d’aphérese de donneurs sains (14 patients) et du sang périphérique de patients atteints de
myélofibrose (23 patients) porteurs de la mutation JAK2 V617F. En comparaison, notre étude
présente I'avantage d’un effectif plus important. En effet, 'analyse par cytométrie en flux a
été réalisée sur la moelle osseuse de 49 patients atteints de myélofibrose, et comparée a un
groupe témoin composé de 58 patients sans hémopathie maligne et 20 patients avec des

moelles réactionnelles.

Si Psaila et al. (2020) ont observé une augmentation des progéniteurs MPP et MPP-Mk CD41+
chez les patients atteints de myélofibrose (MF) porteurs de la mutation JAK2 V617F, notre
analyse montre que les MPP-Mk sont significativement plus nombreux, aussi bien chez les
patients porteurs de la mutation JAK2 V617F (29 patients) que chez ceux porteurs de la muta-
tion CALR (16 patients). De facon originale, nous observons que le taux de progéniteurs MEP1
CD133+ est significativement augmenté chez les patients MF porteurs des mutations JAK2 ou

CALR.

Comme Psaila et al., qui décrivent un biais de lignage mégacaryocytaire précoce dans I’'héma-
topoiése des patients atteints de myélofibrose (MF) mutés JAK2 V617F, nous suggérons que
la différenciation mégacaryocytaire est favorisée dans la MF, aussi bien chez les patients por-
teurs de la mutation JAK2 V617F que CALR. Dans notre cohorte, ce biais de différenciation est
mis en évidence par 'augmentation significative de deux types de progéniteurs immatures a
potentiel mégacaryocytaire : les progéniteurs multipotents primés mégacaryocytaires (MPP
Mk) et les progéniteurs érythro-mégacaryocytaires CD133+ (MEP1). Cette population cellu-
laire de lignée mégacaryocytaire mais exprimant le CD133 reste actuellement peu décrite. Elle
est plutot rare dans I’hématopoiése normale et pourrait conserver un potentiel multipotent

plus important.

Enfin, concernant le pool des CSH CD34+CD38-, comme dans I'étude de Psaila et al., nous
n’observons pas de différence significative du taux de CSH entre les patients atteints de myé-
lofibrose primitive (MFP) et les patients témoins. Cela témoigne que les pool CSH pourrait étre

relativement préservé dans la myélofibrose.
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Figure 127 : Les résultat observé chez les patient MF de notre cohorte et dans I’étude de Psaila et al. (2020)

VIIL.5.3 L'amplification de la mégacaryopoiése dans la TE et la PV

L’étude single-cell de Miyawaki et al. concernant I’'hématopoiese des patients atteints de TE

(17 patients versus 9 sujets sains) montre une augmentation significative des progéniteurs

CMP 41- ainsi qu’une augmentation des MEP, mais il n'y a pas de différence statistiquement

significative. Dans notre groupe de TE (18 patients) et notre groupe de PV (11 patients), on

observe une augmentation significative des progéniteurs MEP2 CD133~ par rapport aux té-

moins. Ces deux observations peuvent servir d'argument supplémentaire pour prouver I'am-

plification de la mégacaryopoiése dans la TE et la PV.
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Figure 128 : Les progéniteurs MEP dans la TE de I’étude de Miyawaki et al. et de notre étude

Augmentation des progéniteurs MEP dans la TE observée dans notre étude et celles de Miyawaki et al.
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VIII.5.4 Conditions inflammatoires des SMP phi- et thrombose vasculaire

Dans le but d’analyser la relation entre le syndrome inflammatoire chronique (ou la condition
inflammatoire chronique) et le SMP, notamment la survenue de thromboses vasculaires,
notre étude est limitée en raison du manque de données biochimiques concernant les
marqueurs positifs de I'inflammation, tels que la CRP, le fibrinogéne et la ferritine. Malgré
I'absence de ces données, nous avons pu utiliser deux autres marqueurs, a savoir
I’'hyperleucocytose et le ratio neutrophiles/lymphocytes (RNL), en tant qu’indicateurs
inflammatoires.

D’ailleurs, le RNL a été identifié dans de nombreuses études, notamment dans une étude a
I’échelle de la population américaine menée par Song et al. (2021), comme un marqueur de
I'inflammation associé a un surrisque de mortalité et de morbidité (266) . Etant donné que la
corrélation entre le risque relatif de thrombose vasculaire, le RNL et I'hyperleucocytose > 11
G/L a été démontrée par trois études récentes (Barbui et al., Gerd et al., et Larsen et al., 2024)
(122) (2129) (130), nous avons également observé une hyperleucocytose et une élévation du
RNL chez les patients SMP phi- de notre étude, surtout chez les patients ayants une thrombose
vasculaire.

Dans notre étude, chez les patients atteints de SMP phi-, on observe des valeurs moyennes de
leucocytes et de RNL élevées, respectivement de 18,06 G/L (IC 95 % : 12,58-30,53) et de 7,65
(IC 95 % : 6,06—9,23). Chez les 29 patients ayant présenté un événement thrombotique
(artériel ou veineux), le taux moyen de leucocytes est significativement augmenté, avec une
moyenne de 21,56 G/L (IC 95 % : 12,6-30,5) et le ratio RNL moyen chez ces patients
thrombosés est de 9,3 (IC 95 % : 5,9-12,6).
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Figure 129 : Risque relatif de thromboses vasculaires selon le NLR et I’hyperleucocytose

A : Le risque relatif de thrombose augmente en présence d’une hyperleucocytose (> 11 G/L) (Gerd et al., Blood, 2024).

B : L'augmentation du RNL est corrélé proportionnellement a un risque accru de thrombose (Barbui et al., Nature, 2024)
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A N (%) Mean (95%Cl) Mean (95%Cl) difference, p-value
1*NLR No MPN [ ] 833,020 (99.7) 5.27 (5.23-5.31)

Transition to MPN e 1,794 (0.2) 567 (5.51-5.82) 0.40 (0.25 - 0.54), p=8.5 x 10°

Prevalent MPN ——i 616 (0.1) 5.99 (5.73-6.24) 0.72 (0.47 - 0.97), p=1.5x 10°%
2"NLR No MPN ) 21,976 (97.1)  5.06 (4.80 - 5.32)

Incident MPN —— 667 (29)  6.06(5.63-6.48)  0.99 (0.66 - 1.33), p=7.0 x 109
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Figure 130 : Etude de la relation entre le ratio NLR et le SMP (Larsen et al., Blood Cancer J., 2024)

Selon une étude a I'échelle de la population danoise, Larsen et al. (2024) montrent que le ratio RNL est significativement plus

élevé chez les patients ayant un SMP ou évoluant vers un SMP lors de leur suivi, par rapport aux sujets n'ayant pas de SMP.

Augmentation de RNL est d’ailleurs corrélé a augmentation de risque relatif des thromboses vasculaires.

VIIL.5.5 Résultats secondaires

VIII.5.5.1 Numération et formule sanguine des patients NMP

(La synthése des valeurs du NFS et du myélogramme de I’'ensemble des groupes est détaillée

dans la partie annexe (annexe 3 et 4))

Concernant la NFS des patients SMP phi- de notre cohorte, on observe une valeur moyenne

d’hémoglobine (Hb) de 10,7 g/dL [IC 95 % : 10,06—11,3], un taux moyen de leucocytes de 18,1

G/L[IC95 % : 13,9-22,2], et un taux moyen de plaquettes de 422 G/L [IC 95 % : 339-504].

Le groupe des patients atteints de myélofibrose présente le taux moyen d’hémoglobine le plus

bas, avec une valeur de 9,77 [IC 95 % : 9,20-10,33] g/dL, tandis que ceux atteints de TE et de

PV ont respectivement des valeurs moyennes de 11,73 g/dL [IC 95 % : 10,28-13,18] et 13,52

g/dL[IC95 % : 12,72-14,31]. La thrombocytose est plus marquée dans le groupe TE, avec une

valeur moyenne de 776 G/L [IC 95 % : 545-1007], et de 570 G/I [IC 95 % : 496—-643] dans le

groupe de SMP/SMD-SC-T.
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Figure 131 : Les valeurs moyens de NFS des patients NMP

La synthése des NFS de I'ensembles des groupes des patients est détaillé dans la partie annexes (annexe 3)

VIIL.5.5.2 L'index de I’anisocytose érythrocytaire (IDR)

Chez les patients du groupe SMP/SMD, on observe une élévation de I'indice d’anisocytose

érythrocytaire (IDR), avec une valeur moyenne de 19,6 [IC 95 % : 18,6—20,5].

Cette augmentation est particulierement marquée chez les patients atteints de SMP/SMD-SC-

T, dont I'IDR moyen atteint 24,2 [IC 95 % : 24,2-26,8].

L'IDR reflete la variation de taille des hématies (anisocytose). Cette anisocytose peut étre la
conséquence d’anomalies de I'érythropoiése observées dans les SMD ou les SMP/SMD, mais
de maniere non spécifique, car il peut également étre augmenté dans diverses hémopathies
(les hémoglobinopathies tel que les thalassémies), ainsi que dans d’autres contextes (AHAI,

carences en fer, en vitamine B9 ou B12, les syndromes inflammatoires).

Ainsi, bien que non spécifique, une IDR élevée pourrait constituer un indice orientant ou un
critére d’alerte, notamment en cas de thrombocytose associée a des criteres cytologiques de

myélodysplasie, en faveur d’'un SMP/SMD-SC-T.
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Tableau 16 : Valeur de IDR (Index de I'anisocytose érythrocytaire) des patients SMP/SMD

SMP/SMD

IDR moyen
[IC :95%]

Total : 53 patients

19,6[18,6-20,5] %

LMMC-P :35

18,2[17,4-19,1] %

SMD/SMD non LMMC :18

22,4[20,7-24,2] %

SMD/SMP inclassable :9

20,5[18,4-22,5] %

SMD/SMP-SC-T :9

24,2 [21,5-26,8] %

VIII.5.5.3 BOM et myélogramme des NMP
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Parmi les 49 patients diagnostiqués avec une myélofibrose, les résultats de la biopsie ostéo-

médullaire (BOM) ont pu étre récupérés pour 38 d’entre eux. Le grade réticulinique moyen

observé est de 2. Les patients atteints de myélofibrose présentent également une densité mé-

dullaire diminuée, avec un grade moyen de 1,6 chez les patients atteints de myélofibrose pri-

mitive (MFP), et un grade moyen de 2 chez ceux atteints de myélofibrose secondaire. Les ré-

sultats du grade réticulinique a la BOM pour les patients atteint des myélofibroses sont détail-

lés comme suit :

Tableau 17 : Valeur moyen des grades de la BOM et du myélogramme des patients ayant la myélofibrose.

BOM Grade Grade | Grade Grade | Grade 3
BOM(n) | Réalisé moyende | 0 1 2
BOM

MF 38 1,97 0 7 24 7

MFP 14 2,24 0 2 8 4

MF 24 1,95 0 6 16

2ére

Myélo- Analyse | Grade Blaste Granu- | Erythro- Mégacaryo- Mégacaryocyte

gramme Moyen % locytes | blastes cyte (Normal et
(min - % % (Inférieur, Supérieur)
max) rare, absent)

SMP phi- 78 2,2(0-5) |3,7 60 19,6 40/76 36/76

TE 16 2,6 (1-5) 3,4 61,1 21,7 5/16 11/16

PV 11 2,8 (2-3) 1,8 63,6 22,9 4/11 7/11

MFP 17 1,6 (0-3) 5,7 59,7 14,9 11/17 6/17

MF 2ére 33 2,0 (1-4) 3,3 59,3 20,1 20/33 13/33

MF- PV 11 2,3 (1-4) 2,1 60,4 26,5 6/11 5/11

MF -TE 22 1,9(1-4) 3,9 58,7 16,9 14/22 8/22
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VIIL.5.6 Limitation et perspectives

Notre étude présente plusieurs limitations, telles que :

- Le nombre limité de patients dans certains groupes, comme la TE (18 patients) et la PV (11
patients).

- Les patients SMP phi- de notre cohorte sont souvent déja sous traitement (comme le JAKAVI,
I’'Hydrea : Hydroxyurée, le Pegasys : Peginterféron alfa-2a, les saignées) avant les analyses de
la MO par CMF, ce qui peut impacter les caracteres cytologiques et phénotypiques des CSPH,
notamment leur répartition dans le compartiment CD34+. Cela peut introduire un biais dans
les résultats observés, notamment concernant I’architecture des CSPH des patients SMP phi-.
- De nombreux patients ont manqué de données biomoléculaires, soit parce qu'elles étaient
indisponibles ou non réalisées, soit parce qu’elles n'ont pas pu étre obtenues pour certaines
mutations en raison des différentes techniques utilisées, qui ont évolué entre 2017 et 2025
au CHU de Toulouse (NGS versus autres méthodes), notamment pour les mutations
somatiques additionnelles. Cela empéche une analyse exhaustive des données

biomoléculaires des groupes de patients.

- Si les études de Single-cell avec plusieurs techniques combinées (transcriptionnelles et fonc-
tionnelles) permettent de confirmer le potentiel et la signature génétique des populations de
CD34+ triées par CMF, notre étude est privée de ces avantages. Toutefois, ces études sont
souvent trés colteuses et difficiles a réaliser lorsque le nombre de patients et le nombre d’hé-

mopathies a étudier sont nombreux.

A partir des bilans médullaires des patients réalisés lors du bilan diagnostique confirmatif (un
SMP), différentiel (SMP versus autres hémopathies), ou de suivi, nous avons pu analyser les
données en CMF des populations CSPH CD34+ pour plusieurs groupes de patients du SMP et
SMP/SMD simultanément. Bien que nous ne parvenions pas a apporter des résultats plus avan-
cés que ceux des études précédentes, nous avons confiance que les futures études de cyto-
métrie en flux pourront fournir des résultats plus détaillés et des connaissances plus appro-

fondies sur I'architecture de I'hématopoiése dans les NMP.
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IX. Conclusion

Les CSPH de I’hématopoiese physiologique sont hétérogenes et définissent une architecture
dessinée selon les marqueurs utilisés. L'immunophénotypage des cellules souches et des pro-
géniteurs hématopoiétiques CD34+ de la moelle osseuse des patients inclus dans notre étude
rétrospective de 2017 a 2025 a permis de redéfinir cette architecture dans le cadre des SMP
phi-. L’hétérogénéité observée dans la LMC et les SMP phi-, est significativement plus marquée
dans le compartiment des progéniteurs immatures CD34*CD38 faible, montrant une diversité
plus importante des sous-populations hématopoiétiques par rapport aux moelle normales.
Elle est moins abaissée dans le compartiment des progéniteurs matures CD34*CD38 fort, si-
gnant une restriction de lignée dans les LMC et SMP phi-. On observe également que le taux
de CSH CD34*CD38" est relativement similaire entre les groupes, ce qui suggére que le pool de

CSH pourrait étre préservé dans I’environnement pro-inflammatoire caractéristique des SMP.

Les preuves du biais de différenciation mégacaryocytaire précoce des CSPH des SMP phi- et de
I'amplification de la mégacaryopoiese ont été rapportées dans des études précédentes. Chez
les patients atteints de myélofibrose, inclus dans notre étude, nous observons ce biais méga-
caryocytaire, illustré par une augmentation des progéniteurs pluripotents biaisés mégacaryo-
cytaires (Mk-MPP CD133*) et la majoration de la différenciation érythro-mégacaryocytaire,
avec un taux plus élevé de progéniteurs immatures érythro-mégacaryocytaires CD133* (MEP1
CD133*). Chez les patients atteints de thrombocytémie essentielle et de polyglobulie de Va-
guez, nous observons une augmentation significative des progéniteurs érythro-mégacaryocy-
taires CD133~ (MEP2 CD133"), apportant ainsi un argument complémentaire du biais de diffé-
renciation mégacaryo-érythrocytaire des CSPH CD34* dans la TE et la PV. Notre étude souligne
aussi la place du CD133 dans I'orientation mégacaryocytaire et son implication dans les patho-

logies associées.

En conclusion, bien que de nombreuses limites subsistent, notre étude permet de caractériser
I’'hétérogénéité de I'architecture de I’lhématopoiése des SMP. Elle met également en évidence
I'importance de la mégacaryopoiese dans la TE, la PV et la MFP, ainsi qu’un biais de différen-
tiation mégacaryocytaire précoce dans la MFP associée aux mutations CALR et JAK2 V617F.

Nous espérons que les futures recherches en cytométrie en flux permettront d’approfondir
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ces observations et d’apporter des nouvelles contributions a la compréhension de I'hémato-

poiése et des CSPH dans le contexte des SMP.
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XI. ANNEXES

Annexe 1 : Les scores prédictive de la thrombose veineuse : VETS et IPSET-thrombosis

Le risque de thrombose veineuse des SMP peut étre estimé a I’aide du score VETS (Pasquer et
al., Leukemia, 2024 , (119)), qui prend en compte les antécédents de thrombose veineuse ainsi

qu’une VAF de JAK2V617F > 50 %.

1.00
VEnous Thrombosis Score (VETS)
"
3 Risk factor HR Points
‘g \Venous thrombesis prior to oratdisgnosis 2,17 1
Ven ous thrombosls E 0.75 K2 VE17F rmusation and VAF 2 50% 2,01 1

£ Risk group Score
v Low risk
8 Intermediate risk ngh risk *
‘uEJ High risk 2
>
4 0.50
o
o
(5]
c
]
=
2
T 025 Intermediate risk
=
=]
=
E
5 Low risk
(8]

0.00 * p<0.001

0 5 10 15 20 25 30
Number at risk Time from MPN diagnosis (years)
Low rick 721 503 318 165 94 52 24
Intermediate risk| 301 222 140 81 46 26
High risk 25 16 8 4 2 1 1

Le risque annuel de la thrombose veineuse de la TE peut également étre évalué par le score
IPSET-thrombosis (Barbui et al., Blood, 2012), qui repose sur trois facteurs : I’age, la présence

de la mutation JAK2V617F et les antécédents de thrombose (119,131) (132).

[PSET-thrombosis score
Items Points Low risk Intermediate risk High risk
JAKZ V617F 2 <2 points 2 points »2 points
Thrombosis 2
Age >60 years 1
CVR =1 1

Total 6 points (Age 1, H/O Thrombasis 2, Cardiovascular risk factor 1 and JAK2V617F - 2 points)

Score Risk category Annual thrombosis risk
0-1 Low 1.03
2 Intermediate 2.35
36 High 3.56
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Annexe 2 : Les scores pronostiques IPSS, DIPSS et DIPSS-plus de la

myélofibrose primitive

Platelet count <100 x
RBC transfusion need

Unfavourable karyorype +8, -7/7g-,i(17q), inv(3),-5/5q-,12p-,11q23 rerrangement

Variable IPSS DIPSS
Age > 65 years v v
Constitutional symptoms v v
Haemaoglobin < 100 g/l v v
Leucocyte count > 25 x 10%I v v
Circulating blasts = 1% v v
1 point each 1 point each but Hb = 2

DIPSS-Plus: add 1 pomtéo the DIPSS RISK GROUP* (low= 0; intermediate 1 = 1, intermediate 2 = 2 and high risk = 3 ) in addition for :
10%L

1PSS

DIPss

DIPSS-Plus

Predictors (n)

Median survival (years)

Predictors (n)

Median survival (years)

Predictors (n)

Median survival (years)

Risk group

Low 0 11,3 0 Not reached 0 15,4
Intermediate-1 1 79 lor2 14,2 1 6,5
Intermediate-2 2 4.0 3ord 4 2-3 29
High =3 23 50r6 15 =4 13

* Note that this is the risk group NOT the sum of points.

Adatation de Dupriez

et al., Horizon Hémato,

2017.

Annexe 3 : Des valeurs moyennes de NFS des patients selon des sous-groupes des patients

NFS Hb GR | Ht VGM | PLQ | Leu PNN | PNE | PNB | Ly Mono | IG Blast
SMP phi- 10,7 | 3,7 | na 88,6 422 | 18,1 [ 64,1 |24 2,1 16,2 | 6 6,8 2,4
TE 11,7 | 43 | na 89,0 776 | 14,8 | 650 | 3,4 1,3 19,1 | 6,5 3,2 1,6
PV 13,5 | 51 | 4596 | 85,4 320 | 20 69,4 | 2,7 1,7 15,6 | 7,6 2,1 0,9
MFP 8,6 3,3 | na 84,9 201 | 21,4 | 59,1 | 15 2 14,5 | 5,7 129 | 4,2
MF 2ére 10,4 | 3,7 | na 91,5 398 | 17,2 | 64,7 | 2,2 2,7 15,9 | 5,4 6,7 2,3
MF-PV 10,2 | 3,6 | na 89,3 367 | 17,9 | 645 | 2.3 3,7 12,6 | 5,6 8,5 2,8
MF-TE 10,5 | 3,7 | na 92,6 412 | 16,9 | 64,8 | 2,2 2,2 17,4 | 5,4 5,9 2,1
SMP/SMD 216 | 355 |536 |19 1 12,6 | 18,7 9,4 2,8
10,2 | 3,5 | na 90,8
LMMC-P 10,1 | 3,5 | na 89 139 | 415 | 506 |1 0,8 10,4 | 24,1 9,8 3,4
LMMC-P 1 10,7 | 3,8 | na 87,7 145 | 28,8 | 54,1 | 0,7 0,5 11,9 | 24,2 7,6 1,0
LMMC-P 2 9,5 3,3 | na 90,5 133 | 54,9 | 47 1,3 1,1 8,9 23,9 11,8 | 6,1
SMD/SMP 10,4 | 3,5 | na 95 374 | 21,4 | 59,6 | 3,8 1,5 17,2 | 7,6 8,8 1,6
(Non
LMMC)
SMD/SMP 9,3 2,9 | na 98,3 570 | 8,7 59,3 | 2,9 1,6 22,7 | 11,2 1,5 0,6
T-RS
SMP/SMD- | 11,7 | 4,1 | na 90,7 178 | 37,8 | 598 | 4,7 1,4 11,3 | 41 16,1 | 2,6
U
LMC NA NA | na NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA
LMCa 10,4 | 3,4 | na 95,8 215 | 69 58 15 1,2 9,4 4,3 22,8 | 2,9
LCN 9,2 2,8 | na 100,3 | 197 | 96,5 | 77,6 | 0,2 0 4,5 2,4 17,4 | 2,3
MLN-TK 14,7 | 4,7 | na 92,3 158 | 17,8 | 61 19,5 | 0,5 12 2,5 4,5 0
Témoins 12,8 | 4,4 | na 87,5 311 | 20,3 | 586 | 10,7 | 0,8 21,3 | 7,0 0,8 0

Hb : Hémoglobine (g/dL) ; VGM : Volume globulaire moyen (fL) ; GR : Globules rouges (T/L) ; PLQ : Plaquettes (G/L) ; PNN :
Polynucléaires neutrophiles (%) ; PNE : Polynucléaires éosinophiles (%) ; PNB : Polynucléaires basophiles (%) ; Ly : Lymphocytes

(%) ; Mono : Monocytes (%) ; IG : Myélémie (%) ; Blastes : Pourcentage de blastes (%).
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Annexe 4 : Valeur cytologique moyen des valeurs du myélogramme des patients

Myélo- Analyse | Grade Blaste Granu- | Erythro- Mégacaryo- Mégacaryocyte

gramme Moyen % locytes | blastes cyte (Normal et
(min - % % (Inférieur, Supérieur)
max) rare, absent)

SMP phi- 7 2,2 (0-5) 3,7 60 19,6 40/76 36/76

TE 16 2,6 (1-5) 3,4 61,1 21,7 5/16 11/16

PV 11 2,8(2-3) | 1,8 63,6 22,9 4/11 7/11

MFP 17 1,6 (0-3) 5,7 59,7 14,9 11/17 6/17

MF 2ére 33 2,0 (1-4) 3,3 59,3 20,1 20/33 13/33

MEF- PV 11 2,3 (1-4) 2,1 60,4 26,5 6/11 5/11

MF -TE 22 1,9(1-4) 3,9 58,7 16,9 14/22 8/22

LMC-a 11 3,9(3-4) 2,5 81,5 11,5 5/11 6/11

SMP/SMD 55 3,5(1-5) 6,4 60,1 16,6 21/55 34/55

LMMC-P 37 3,3(2-5) 7,8 59,1 12,4 16/37 21/37

LMMC-P 1 19 3,4(2-5) 3,2 63,7 12,8 6/19 13/19

LMMC-P 2 18 3,3(3-4) 12,9 55,8 11,7 10/18 8/18

SMP/SMD-T- 9 3,8(3-4) 2,8 48,8 35,6 8/9 1/9

RS

SMD/SMP-U 9 3,6(3-5) 5 72,6 15,3 4/9 5/9

LCN 5 4(3-5) 3,2 85,6 8,8 2/5 3/5

MLN-TK 2 3(3-3) 3 69 18 1/2 1/2

Réactionnel 21 2,9(2-4) 1,1 67,3 17 6/21 15/21
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Architecture de ’lhématopoiése des syndromes myéloprolifératifs

RESUME EN FRANCAIS :

Introduction : Les études single-cell sur ’hématopoiese et les cellules souches et progénitrices hématopoiétiques
(CSPH) ont permis de progresser dans la compréhension physiopathologique des SMP. Il a ainsi été mis en évi-
dence une hétérogénéité des CSPH et un biais vers la lignée mégacaryocytaire. L’objectif de mon travail de these
est de caractériser la structure de I’"hématopoiése des SMP grace a I'immunophénotypage des CSPH par cytomé-
trie en flux.

Méthodes : Deux cent cinquante et un patients ont été inclus dans I’analyse rétrospective de CSPH CD34+ dans
le cadre de notre étude portant sur la période de 2017-2025. Parmi eux, 78 patients ont été diagnostiqués SMP
phi- et 86 patients SMP phi+ (LMC). Un groupe de 78 témoins a été constitué a partir de moelles réactionnelles
ou sans hémopathies, de patients vus au CHU Toulouse.

Résultats : L'analyse de I'immunophénotypage des CSPH CD34+ révéele une hétérogénéité de I'architecture hé-
matopoiétique des SMP, ainsi qu’un biais de lignage mégacaryocytaire dans la thrombocytémie essentielle (TE),
la polyglobulie de Vaquez (PV) et la myélofibrose (MF).

Chez les patients atteints de myélofibrose avec mutations de CALR ou de JAK2 V617F, un lignage mégacaryocytaire
précoce se traduit par une augmentation des progéniteurs Mk-MPP CD133*. Chez les patients atteints de TE et
de PV, une augmentation significative des progéniteurs CD133~ (MEP2 CD133") indique une différenciation éry-
thro-mégacaryocytaire accrue.

Conclusion : Grace a I'analyse rétrospective de moelles osseuses par CMF, notre étude fournit des arguments
immunophénotypiques sur I'hétérogénéité de I'architecture de I'hématopoiese des SMP. Elle souligne aussi la
place importante du CD133 dans la différentiation mégacaryocytaire. Nous espérons que les recherches futures
en CMF permettront d'approfondir ces observations et d'apporter de nouvelles contributions a la compréhension

de I'hématopoiese et les CSPH des syndromes myéloprolifératifs.
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