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I
Cette histoire commence avec un tres grand nombre de cellules : les cellules hématopoiétiques.




Introduction 0000000000000

I
Cette histoire commence avec un tres grand nombre de cellules : les cellules hématopoiétiques.
Parmi elles, environ 10* d’entre elles sont des cellules dites matures.

eutrophile

Dure de vie : 24h
ROle : phagocytose

)

~

 Dure de vie : 120 j
ROle : transport de

I'oxygene Y

Cosgrove, et al., Trends in Immunology, 2021

Taille : 50-100 pum
ROle : production de
plaguettes )
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I
D’autres cellules ne sont pas matures et doivent encore se diviser et se différencier pour le
devenir.



Introduction

0000000000000

Ces cellules, difficilement distinguables au microscope, peuvent étre caractéerisees

phénotypiquement grace a l'utilisation d’anticorps spécifiques de certaines protéines de
surface, et I'utilisation de techniques de cytométrie de flux.

Picot, et al., Cytotechnology, 2012
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HPC : Hematopoietic Progenitor Cell
MPP : Multipotent Progenitor
HSC : Hematopoietic Stem Cell
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Parmi les cellules CD90*CD38:, on trouve des cellules capables de s’auto-renouveler et de
recréer une hématopoiéese de long-terme : Les cellules souches hématopoiétiques (HSC)

A
% HSC (caractérisation fonctionnelle)
O
O MPP ® iilisation clinique,
---------------- 7 Y @® ® notamment transplantation
. @
5...“ 5 HSC* ~10%
....................... -
CD90

Problématique :

Pas d’observations possibles au niveau des HSC
Copelan, et al., NEJM, 2006 - leur comportement devra étre inféré par des modeles
Eaves, et al., Blood, 2015
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Une fois caractérisées, on a voulu ordonner les cellules... 5 ..o LT-HSC
.. Et déterminer la structure de 'hematopoiese § i '
. a0
.i. ST-HSC
90 -,
. Q Vers une structure en arbre : ..‘.. 5 MPP
.

’&

Q
‘QQ

&




Introduction 000000 O OOOO

I
On considere trois mécanismes possibles pour la_division d’'une HSC.

m’

Cellule
d|fferent|ee

Division \A Division Division
asymétrique symétrique dtfferenclee

L'acquisition de certaines mutations au niveau des HSC peut conduire
au développement de certains cancers du sang appelés Néoplasmes
Myéloprolifératifs (NMP)
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I
Les Neoplasmes Myéloproliferatifs (NMP) sont des hémopathies malignes clonales
dans lesquelles un ou plusieurs types de cellules sanguines matures sont produits en exces.

BCR-ABL* BCR-ABL

.

Thrombocytémie Polyglobulie de Myélofibrose
Essentielle Vaquez Primaire
(TE) (")) (MFP)

Khoury et al., Leukemia, 2022
Tisserand, Thesis, 2022 10
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I
Les NMP sont dus a l'acquisition de mutations driver (motrices), capables de déclencher la
maladie et responsables de la myéloprolifération.

Thrombocytémie Polyglobulie
essentielle de Vaquez

Triple négatif
3%

JAKzexon‘IZ
| /—\ 2% \ 1/

Les NMP sont deétectés tardivement, a environ
65-70 ans, mais pourraient apparaitre tot au
cours de la vie, potentiellement durant la vie

Myélofibrose JAK2V617F f cet al e.
primaire 2l
Triple négatif
8%

MPL
3%

| Problématique :
‘/ | Quelle dynamique de progression du cancer ?

Différences entre JAK261F et ?

JAK2V617F
55%

J

Leucémie aigiie myéloide Rohrbacher, et al., Leukemia, 2009

James et al., Nature, 2005 (LAM) Van Egeren, et a_I., Cell Stem Cell, 2021
Pikman et al., Plos Medicine, 2006 Watson, et al., Sience, 2020
Klampfl et al., NEJM, 2013 Williams, et al., Nature, 2022

Nangalia et al., NEJM, 2013 Hirsch, et al., Leukemia, 2016
Tisserand, Thesis, 2022 Sousos, et al., Nature Medicine, 2022 11
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I
Un traitement prometteur contre les NMP : I'Interféron alpha (IFNa)

> 70% de Réponse Hématologique Complete (RHC)
> 50% Réponse moléculaire (v diminution du pourcentage
IFNo de cellules mutées)
.) » .  Réponse moléculaire complete (RMC) (mutation

' ’ . indétectable) persistante apres I'arrét du traitement
« RMC dans seulement 20 % des cas de NMP
* Réponse moléculaire controversée chez les patients CALR™
* Intolérances
» Toxicités sur le traitement a long-terme

Problématiques :
* Un mécanisme d’action chez 'homme pas
totalement élucide

Silver et al., Lancet, 1998

Quintas-Cardama et al., Blood, 2014 * Pas de guidelines claires sur la facon de traiter
Kjaer et al., PloS One, 2016 N Py s -

Masarova et al., Lancet Haematol, 2017 (A quelle dose ? Différentes stratégies selon les
Yacoub et al., Blood, 2019 . o)

Gisslinger et al., Lancet Haematol, 2020 pat|ent5 . )

Tisserand, Thesis, 2022

12
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I
Les hypothéses concernant l'action de I'lFNa sur les HSCs mutées JAK2vs17F reposent
principalement sur des modeles murins

V617F
JAK2  IENa

I -y

L'IENa cible les HSC JAK2VY6LTE par:

Traitement IFNa
(chronique) Kw‘q
Auto- J

renouvellement

N de la quiescence

CSH CSH Cellules A it
quiescentes actives Progeniteurs o » de la différenciation

Essers et al., Nature, 2009

m) Epuisement des HSC JAK2v617F

Austin et al., Leukemia, 2020
Mullaly et al., Blood 2013

Tisserand, Thesis, 2022 Hasan et al., Blood, 2013
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I
Dans ce contexte, les modéles mathématiques - déterministes ou stochastiques — peuvent
s’aveérer des outils pratiques, notamment pour étudier I'effet d’'un traitement

Inférer
des mécanismes
biologiques

Inférer
ce qui n'est pas
observable

Intérét
des modeles
mathématiques

Améliorer
la prise en charge
des patients

Altrock et al., Nature Reviews Cancer, 2015
Pujo-Menjouet, Mathematical Modelling of Natural Phenomena, 2016
Hermange, et al., Hématologie, 2022



Introduction 000000000 0O6FOCGO

I
La modélisation mathématique s’accompagne de nombreux enjeux methodologiques, en
particulier lorsqu’on souhaite faire de l'inférence a partir de données réeelles.

Prétraitement des données

A priori biologiques

Identifiabilité et sensibilité

Estimation des parameétres et de l'incertitude
Sélection et validation de modeles

15



Au programme

Plan de la présentation

1) Apparition et développement des NMP
2) Effet du traitement a I'Interféron alpha
3) Déterminer une dose minimale

4) Prédire et optimiser

16



® PARTIE1:
APPARITION ET DEVELOPPEMENT DES NMP

17



‘ Modéle Partel @ © O O © O O

éa S
J <:®§ Po

Not ‘ 7\
observed I > D) ’ % ! J >< 5 <:@ pl

@
> )X '7)‘
Temps N o P
A= P2~ Po

Experimental

Processus modélisé par des CTMC

18




Simulations Partiel @ ©® O © O © O

I
N(t) : nombre des cellules mutées au cours du temps t, avec N(T,) = 1

100
e YTy Expansion of the
malignant clone
without
extinction with a
probability

80 -
80

60 -
60 1

40+
40

Clonal expansion N(t)

Clonal expansion N(t)

20 -
20

Age [years]

A partir d’un grand nombre de cellules,
on utilise I'approximation déterministe :

E[N(t)|N(t.) = Nc] = Neexp (aA(t —t.)) To years|

Van Egeren, et al., Cell stem cell, 2021
Watson, et al., Science, 2020
Williams et al., Nature 2022
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HSC

Not
observed

Pour un patient :

rd Progéniteurs

@ I CD34'CD38"

Experimental - CD34'CD38:CDI0
— } CMN  — 3 (p3a+ —Jp | CD34'CD38CDIO’

< B

Statut

~ mutationnel
(Age, CF) <= e chaque <«

progéniteur

12345678910 NT
2000000000000
EQO0Q0000000Q00
cOO00000000000
o

QOO0Q0000000
EQOOO000000Q00
FOOOQO0000Q0000
c000000Q00000

000000000000

1 progéniteur / puits

CF = Clonal Fraction = prop. de cellules mutées

20
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‘ Data
I

HSC

Not
observed

Experimental

Pour tous les patients :

Observations
100 W CALRm Ol @ EE @
@ JAK2VEITF 8
m @
0.50 | O o
[ ] - °
025 | O
[
] o ©®
=
e
0.00 . : ‘ . ' 1
4] 20 40 B0 80 100
Age [years]

CF = Clonal Fraction = prop. de cellules mutées

21
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‘ Méthode ABC
I

On souhaite estimer la distribution a posteriori de nos parametres, sachant les données :

P[0|D] = P[D|] P[0]

— On utilisera une méthode d’estimation “likelihood free”, a savoir la méthode ABC-SMC

Bentriou, et al., Theoretical Computer Science, 2021
Bentriou, Thesis, 2022
Beaumont, et al., Biometrika, 2009

—~ Pour une particule:

On simule autant de trajectoires qu'on a
d’observations

On affecte une trajectoire a une observation en
utilisant I'algorithme Hongrois

On calcule une distance (norme L2)

Les parametres sont acceptés si la distance est
inférieure a une tolérance

Au fur et a mesure des itérations, la tolérance
décroit

Nous utilisons 2,000 particules

22



Estimation des paramétres Pariel @09 000 06 O

A=0.017
JAK2Ve17F
100
100
0.75
75
L
© 050 2 sof
Iz
0.25 25r A=15
ol
s 50 000 0.0 002 003 004 005 006
Age [years] Delta
CALR™ A=0.026
100
100
075"
75
& .- .
0.50 4 ol
E
0.25° 25 | ’ A=25
0.0C 0 ot

0.00 0.01 0.02 0.03 0.04 0.05 0.06
Age [years] Delia



‘ Résultats biologiques Pariel O © 00000
I
Comparaison des dynamiques entre les deux principales mutations motrices des NMP :

TR

15 years
Mean acquisition time of JAK2V617F

JAK2V617F

Fetal life

@
@ After birth

‘ ;

25 years
Mean acquisition time of CALR™

Et aussi, application au dépistage précoce

Hermange, et al., PNAS, 2022 24
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EFFET DU TRAITEMENT A L'INTERFERON ALPHA

25



Etude sur une cohorte de 48 patients

Partie2 O O O © O O

Cohorte Architecture clonale des mutations motrices tous les 3-
Prospective, observationnelle et 4 mois pendant 5 ans (86 404 mesures)

longitudinale
Progéniteurs

CD34* CD90"CD38"

Immatures
CD34* CD90 CD38

Myéloides communs
CD34* CD90 CD38"

Différenciation

d - - )
Immatures enrichis en CSH

((t(@‘rmw

Cellules matures

[ Granulocytes (PNN)

48 Patients atteints de NMP
(TE, PV ou MFP) traités a I''lFNa

Tisserand, Thesis, 2022

1 progéniteur par puits
(4 plaques par échantillon)

Statut mutationnel pour
—

chaque progéniteurs

86 404
mesures

Charge allélique de la
> mutation (VAF)

26



Données longitudinales

Partie2 O O O © O O

1.004
0.75+4
gosol v —>
o v v
0.25- ///(:IZ
v /7 .
0.00- | Progeniteurs
1000 2000 3000

0

1.00

0.75-
o
5050 _-v.,
v
0.25-

\v/ CF inférée

-~
-~
- -

|
3000

0.00+ :
0

|
1000

T
2000

CF inférée

des HSC mutées

1.00
0.75—
Q
0504 .
o e ~
v
0.25- S
v,
0.00 T I ~j ------- I
0 1000 2000 3000
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Parie2 ©© 000

Modéle
N © 2 N
3 quiescent > % %
g Tﬁ; - © O O O O © Progenior
y active : \\;
x a 7
Ll (14 A) Po P2 P1
§ é A — P2 — P1
&
0;
‘, Systeme d'EDO:
( Ny = Ny + AN
5 ) Na=7N1+ (aA — B)N>
| No— o1 A),{ZNQ 0;IN;
. Ny = Outton e = O

28



Cadre d’estimation Bayésienne hiérarchique Parie2 © © © O O O

I
N = 19 patients JAK2"*1"F et P = 7 parametres par patient

Vecteur de parameétres: 0 = {9(”} avec : o) = (9%1); a 592))
ie{l,--- ,N} '

o(N) _ (gf\:): o)
Introduction des parametres de population (HP) : 7 = (71,--- ,7p) et o2 = (02, ,03)
Tels que, apriori : Vi€ {1,--- ,N},Vk € {1,--- ;P};QS) | T, 03 ~ Ne (Th, 07)
On veut alors estimer le posterior
» oL ... 19(?\"):7-:0-2 | D] x P [D | 9(1):... 59(1\"):,-,.-:{7,.2] P [9(1)5 . 59(1\")57:52]
X H ('p [’Di | B(i)] D [B(i) | ’TFJ2]) p|Tlp [0'2]

E'E{]_’... ,j\u’}
29



Estimation numérique

Partie2 O O O O O O

Utilisation de I'algorithme de Metropolis-
Hasting within Gibbs

Initialisation
Choix du proposal

Utilisation de l'algorithme CMA-ES
- Estimateur du maximum de vraisemblance

Gelman, et al., Bayesian data analysis, 1995

Hastings, 1970

Geman and Geman, |IEEE, 1984

Hansen, Towards a new evolutionary computation, 2006

Estimation Bayésienne standard

5 400 + 3
2 4
£
2 300
3 o
° 31
§ 200F HP
3
7] ]
o 100 | . \
g ~

0 __.-f/—"}{.\. -"'“-—_\“_‘-:_! -

0.000 0.025 0.050 0.075 0.100

Estimation Bayésienne hiérarchigue

Posterior distribution

0.050 0.075 0.100

Y*... Modélise la sortie de quiescence, sous IFNa, des CSH hétérozygotes

30



Résultats

Partie2 © O O O O O

Dynamique estimée pour un patient :

JAKz\t‘S!TF
- Data -
¥ exp. hom progenitors CF
W exp. mature cells VAF
- Model -
= hom HSC CF
-+ = hom progenitors CF
= = Mature cells VAF

0

Synthese :
Mécanisme d’action

inféré de I'FNa

Cinétique de disparition des clones

mutes pour tous les patients :

Patient #32
JAKSVETIF
1150 1.25¢
1.00 4
190 &£ 8 075}
i 3
@ 050} -
130 0.25¢
0.00k =
1000 2000 3000 100 2000 3000
Time [days] q’b Time [days]
IFNo differentially targets the JAKZY and CALR HSC
ﬂ*
) S ;
HSC (Quiescent) HSC (Active) 7 Progenitors ,_) Mature cells
= o * @ e G
® o L@ 9 9 H.q, n @ B @%‘\p@ g
‘||g_§“£11|35*’t e

Hom oz yous JAKE <~ + IFNg
Heteroz yopows JAKD + IFNo

Heteroz yogous type 1 CALR- = IFha

Mosca*, Hermange*, Tisserand*, Noble*, et al., Blood, 2021

.'_ sellrenawal dvisions of mutaied B I,_LLHLLIII-‘\L

v rale ai whicl

T Quescent

mutaied HSC become ac

v under IFNo

Augmentation de la
réponse moléculaire

31



PARTIE 3:
DETERMINER UNE DOSE MINIMALE
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Problématique(s) Partie3 @ © © ©

Dynamique estimée avec le précédent
modele :

Patient #32

JAK2VETTF
- Data -
¥ exp. hom progenitors CF
B exp. mature cells VAF
- Model -
= hom HSC CF
-« = hom progenitors CF
- = Mature cells VAF

La dose n’est pas constante
________ au cours du temps

0 1000 2000 3000 Tl Outlier ?

Time [days . ,
ey Ou la conséquence d’'une trop
forte diminution de la dose ?



Différents scénarios / modeles

Partie3 @ @ O O

Maintenant, certains parametres peuvent dépendre de la dose d & [0, 1]

Divisions des HSC hétérozygotes
A7, d— phet

Apet + d — phet - d

A;‘Zet td > phet - d + Dpey
\ —2
’ 1 — e_phei‘d

05) . (1 + Ahet) + Ahet

* . \
Ah.«f!t pd

1
1 - e_phei‘d a

A;et:dr——>—2(

Sortie de quiescence des HSC hétérozyqgotes :

o~ . } y A~ e
f}hf‘:.i td f}het
;f/fte':t o d E Hf/fte':t -d + Thets

1
Crt o d 4+ 1/ Yher
het Thet

_* - L
fh,e.'l - d )

Idem pour les HSC homozygotes

52x32=225 modeles a comparer

34



Sélection de modéle Partie3 @ ®@ ® O

1) Calcul d’'un AIC pour les 225 modeles x 19 patients: 2) AIC global
200 — ‘ . ] @ ° i 4|7 400 . . .
g e | . .
150 — 1 e 8 : O o . . .
O 100 437 I +Tl I ! @ l :> % . : o ¢
: o N R wl e &5 -
ot 4 ¢ & AL RIS
' S R PR S NN 75 AP
+ T AR R R L s
= } } ) ; - y y _'_ ) ) y - ) y - - - - - 2000 | ) ®e
D Patient T B \_/
4) Utilisation du critere DIC (Deviance Information <: 3) Trois modéles
Criterion), apres une inférence Bayésienne hierarchique se démarquent

DIC; = D (E[8]D, M;]) + 2pp,
avec: D(0) = —2log (P[D|0, M;]) et pp. = 0.5V[D(0)]

Spiegelhalter, et al., Journal. of the royal statistical society, 2002
Gelman, et al., CRC Texts in Statistical Science, 2004



Résultats Partie3 @ ® ® ®
I

Une trop forte diminution de la

dose CondUIt aune reChUte : Patient #20 Patient #25 Patient #32
1.00 1.00 1.00
150 150
075} 0.75 075}/
g 0.50} £ % 0.50 90 £ ﬁ 0.50}
0.25¢ 0.25 - 0.25¢
30
0.00 1000 2000 0.00 0 1000 2000 .3000 0.00% 1000 2000 3000
Time |days] Time [days] Time |days]
Détermination d’une dose minimale pour chaque Estimation d’'une dose de départ adaptée pour un
patient : ~ nouveau patient :
T Probability of remission
Invasion
07 |
03 Depletion = I
* s
|q * g 0.50 :
-06 |- * - | : }:tm &hst
|
025 |
09 |
L L i " \ 0.00 . I L L L
’ . IFN [ug!wleugk] = IPN [ug/week]

Hermange, et al., ArXiv preprint, 2021



PARTIE 4 : o
PREDIRE ET OPTIMISER
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Prédire

Partie4 @ © O O

AR
F%R/ ~~—~ Q

1) Leave-one .
(]
ii) Hierarchical l out 1 Data D
inference .
° “m: Dose
° % y 1O d(t)
T 4 Y iV o
o -. VE»
Time t

©T RL i) Inference y \1@
Prior ’

©
o
S 'é
S
5|
Y ’
E ’

True ratio
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Inferred

Résultats de la prédiction

Partie4 @ ®@ O O

100}

0751

0501

0251

0.00

Patient #18
T assimilation = 300 days
180
135
90 £
45
‘I"." —
0 1000 2000 3000
Time [days]
0.00 025 050 075 100
True

Patient #18
T assimilation = 600 days
100 180
1135
190
B 145
& \:‘I‘. ! .
0.00k — . SNy Imue
0 1000 2000 3000
Time [days]
100 -
Ve
~

0.75 g
T
_,;g_, 0.50 -
= §,

0.25¢ %g

0.00 ¢ ’M , ,

0.00 0.25 0.50 0.75 1.00
True

Patient #18
T assimilation = 1000 days
1.00
135
90
45
l\' . v v ¥
0.00 & I e e o oa
0 1000 2000 3000
Time [days]
100 , -
s
e
075} r A
T
E 050t -
= ﬁ/ !
025} i
0.00} - , ,
0.00 0.25 0.50 0.75 1.00
True

IFN
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Ratio

Optimiser

Partie4 @ ®© @ O

1) Choice of a
therapeutic strategy

4 ; d

S L

o H

: S

S B BB dinf o

- >

. /

P

)

5

= \ —
Dose d 5

iii) Choice of a dose-
toxicity relation

i) Assessing when interrupting the
treatment

t !
: Treatment
interruption -
/ P

T >
QOvy.

T y

t M(7)

>
T T

iv) Evaluating the toxicity-
related amount of IFNo 40



Résultats de I'optimisation

Partie4 © © © ©

#32 Constant
M = 3766
. 100 | 180
Linear |
075 | 135
=]
5§ 0.50 %0
0.25 45
0.00
2 55 58 61
M = 3289
CO nvex 100 180
|
075 \! 135
£ 050 %0
& |
025 \ 45
0.00
52 55 58 61 64 67
M = 3015
Concave oy
|
0.75 | 135
£ 050 | 90
& |
0.25 | 45
0.00
52 55 58 59
Age [years]

1.00

0.75

0.50

0.25

0.50

0.25

0.00
52

1.00

0.75

0.50

0.25

55

Periodic
M = 4253

55 58 61
M = 3568

M = 3675

55 58
Age [years]

180

135

90

45

180

135

90

45

61

180

135

90

45

M = 3772
100 ' 180
|
0.75 | 135
0.50 90 £
0.25 45
0.00
52 55 58 61
M = 3343
1001 1 180
I
075 \I 135
0.50 90 £
|
ozs| \l a5
0.00
52 55 58 61 64 66
M = 3033
100 i 180
|
0.75 | 135
0.50 | 90 &
|
0.25 | a5
0.00
52 55 58 59
Age [years]
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CONCLUSION
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Conclusion Q@000

Conclusions biomédicales

Les cellules mutées JAK2V®17F apparaitraient plus tét au cours de la vie que celles
CALR™, et potentiellement durant la vie fcetale

L'IFNa ciblerait les HSC JAK2Y%1"F mutées en augmentant leur sortie de quiescence
et en favorisant leur différenciation, avec un effet plus fort dans le cas homozygote

En dessous d’'une certaine dose, il y aurait un risque de rechute dans le cas des
NMP JAK2Ve17F

Nous preconisons d'appliquer, a partir d'un certain temps, un traitement a dose
constante, le choix de la dose étant fonction de la toxicité estimée du traitement

43



Conclusion

0 OO0

Perspectives de modélisation :

Modéle du développement des NMP :

+ Prendre en compte les recombinaisons homologues

+ Modéliser des phénomenes de régulation

Modele du traitement a 'lFNQ :

+ Modéliser une hypothese alternative, qui prendrait en compte la
succession de traitement Hydroxyurée — IFN«

Autres modeles :

+ Modéliser I'nématopoiese a court terme, en particulier la dynamique de
prolifération et différenciation des progeéniteurs

+ Proposer un modele continu

+ Modéliser I'effet de I'lFNa a I'échelon unicellulaire

44



Conclusion 00

Perspectives méthodologigues :

e Estimation hiérarchique : étudier lI'influence du prior sur les hyper-
parametres

» Estimation ABC : problématique de sélection de modele et de
construction de statistiques descriptives

» Estimation des parametres du modele de developpement des NMP
a partir de données structurées en arbres phylogénétiques
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Conclusion
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