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MOLECULAR DISSECTION OF THE EMBRYONIC
HEMATOPOIETIC STEM CELL NICHE

ABSTRACT

Hematopoietic stem and progenitor cells (HSPCs) are responsible for regenerating
the blood system throughout life, and their deregulation leads to blood cancers.
In the vertebrate embryo, HSPCs are produced in the AGM (Aorta-Gonad-
Mesonephros) region, specifically in the dorsal aorta. To further characterize
the aortic microenvironment in vivo, we combined laser microdissection with
transcriptomics and computational approaches. Laser microdissection allowed
us to isolate, from mouse embryonic sections at different developmental stages,
cells located beneath the dorsal aorta, and in between the notochord and the
roof of the aorta. This process required adjustments during the microdissection
itself, as well as upstream and downstream, to collect high quality biological
samples for molecular analyses. The combination of bulk (microarrays for micro-
dissected tissues) and single cell (for the entire AGM) transcriptomics revealed
the heterogeneity of the aortic mesenchyme and the existence of a mesenchymal
cell population, located beneath the dorsal aorta that co-expresses adhesive
and neuronal genes. Functional experiments showed that Decorin, a component
of the extracellular matrix, is necessary for HSPC development. These findings
provide new insights into the HSPC niche in the developing embryo.
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RESUME

Les cellules souches et progéniteurs hématopoiétiques (CSPH) sont responsables
du renouvellement continu des différentes lignées de cellules sanguines et leur
déréglement est a I'origine de cancers du systéme sanguin. Chez I'embryon de
vertébré, les CSPH émergent dans la région AGM (Aorte Gonades Mésonéphros),
plus précisément au niveau de l'aorte dorsale. Afin de mieux caractériser la
signature moléculaire du microenvironnement aortique in vivo, nous avons
combiné des approches de microdissection laser, de transcriptomique et de
biologie computationnelle. La microdissection laser nous a permis d'isoler sur
coupes d'embryons de souris a plusieurs stades du développement des cellules
situées sous |'aorte dorsale et entre la notochorde et le plafond de |'aorte. Elle
a nécessité des ajustements a I'étape de microdissection proprement dite mais
aussi en amont et en aval afin de collecter des échantillons biologiques de qualité
pour des analyses moléculaires. La combinaison d'approches transcriptomiques a
I'échelle populationnelle (puces a ADN pour les tissus microdisséqués) etal’échelle
cellule unique (pour I'AGM entiére) a révélé I'hétérogénéité du mésenchyme
aortique et l'existence d'une population de cellules mésenchymateuses sous-
aortiques exprimant a la fois des génes mésenchymateux et neuraux. Des
expériences fonctionnelles ont indiqué que la molécule Décorine, un composant
de la matrice extracellulaire, est nécessaire au développement des CSPH. Ces
résultats apportent un éclairage original sur la niche des CSPH chez I'embryon.

MOTS CLES

Cellules souches hématopoiétiques, Embryon, Microdissection laser, Niche,
Stroma, Transcriptomique.
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INTRODUCTION
La biologie des cellules souches hématopoiétiques

Les cellules souches hématopoiétiques (CSH) sont a la base du systéeme sanguin et
assurent son renouvellement tout au long de la vie. Elles jouent un réle primordial
dansles protocoles de transplantation cellulaire visant a traiter des patients atteints
d’hémopathies malignes et de troubles hématologiques (leucémies, lymphomes,
déficits immunitaires et aplasie médullaire notamment). Leurs propriétés de survie,
de prolifération et de différenciation sont intimement contrélées par les cellules
de leur microenvironnement, encore appelé niche. Chez I'adulte, les CSH sont
localisées dans la moelle osseuse a proximité des artérioles et sinusoides et en
étroite association avec des cellules stromales mésenchymateuses qui produisent
des facteurs extrinseques clés pour la régulation des CSH tels que la cytokine
Scf (Stem cell factor) et la chémokine Cxcl12 [1-3]. D'autres types cellulaires
participent au microenvironnement médullaire, notamment des ostéoblastes,
des cellules hématopoiétiques (macrophages, mégacaryocytes, lymphocytes T
régulateurs) et des dérivés du systéme nerveux sympathique [4, 5]. Les cellules
souches et progéniteurs hématopoiétiques (CSPH) émergent chez I'embryon de
vertébré dans la région AGM (Aorte-Gonades-Mésonéphros), plus précisément au
niveau de |'aorte dorsale. Il est important de noter que ce processus opere durant
une courte période développementale, entre les jours 10,5 et 12,5 de gestation
chez la souris [6, 7]. Sa manifestation morphologique réside dans la production
de groupes ("clusters") de cellules hématopoiétiques attachés a I'endothélium
aortique [8, 9]. Il est maintenant bien établi que les CSPH se différencient a partir de
cellules endothéliales aortiques dites hémogéniques lors d'une transition cellule
endothéliale-cellule hématopoiétique [10-15]. Chez I'embryon de poisson-zébre,
d'oiseau et humain, les bourgeonnements de cellules hématopoiétiques sont
exclusivement localisés dans la région ventrale de I'aorte. La souris fait mesure
d’exception puisque des "clusters" de cellules hématopoiétiques sont détectés
non seulement dans la partie ventrale de I'aorte mais également sur les parois
latérales et dorsale. Néanmoins, des expériences fonctionnelles ont démontré
que l'activité des CSH, évaluée par leurs capacités de reconstitution a long terme
du systéme sanguin et de multipotence, est préférentiellement localisée dans la
région ventrale de I'aorte [16, 17]. Enfin, des approches d'ablation chez I'embryon
de poulet ont démontré que I'installation du mésenchyme sous l'aorte dorsale est
requise pour la formation des clusters de cellules hématopoiétiques dans I'aorte
dorsale [18]. Lensemble de ces données suggerent que le développement des
CSPH au niveau de |'aorte est régionalisé selon I'axe dorso-ventral de I'embryon
et que le mésenchyme sous-aortique joue un réle essentiel dans ce processus.
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La niche des CSPH chez |I'embryon

L'étude du microenvironnement hématopoiétique de I’AGM fait I'objet d'intenses
travaux de recherche. lls visent a identifier les mécanismes fondamentaux qui
président a la formation des premieres cellules souches du sang. Ces connaissances
sont importantes pour la communauté scientifique afin de produire de facon efficace
des CSH transplantables a partir de cellules précurseurs a des fins de thérapie
cellulaire chez I'homme. Ainsi que pour la moelle osseuse, plusieurs populations
cellulaires ont été identifiées comme des constituants essentiels de la niche aortique.
Il s'agit notamment de cellules dérivées du systeme nerveux sympathique, de
cellules de I'immunité innée (telles que les neutrophiles et les macrophages) et de
cellules stromales périvasculaires [19-24]. Si le mésenchyme sous-aortique est décrit
comme une source majeure de molécules régulatrices clés des CSPH telles que
le morphogéne Bone morphogenetic protein 4 (Bmp4), la protéine BMP-binding
endothelial regulator (Bmper) et la cytokine Scf [25-28, 16] (Figure 1), d'autres
cytokines actives dans I’AGM ont également été décrites ; c'est le cas des molécules
Pleiotrophin (Ptn), Interleukin-3 (II-3) et Thrombopoietin (Tpo) [29-31]. Le systéme
nerveux sympathique participe a la régulation de I'hématopoiese aortique via la
production de catécholamines qui pourraient se lier directement aux récepteurs
B2-adrénergiques exprimés a la surface des CSPH [21, 22] (Figure 1).

Figure 1 : Le microenvironnement
hématopoiétique de 'AGM.

Image de microscopie électronique
a balayage d'une coupe transversale
d'embryon de souris au jour 11,5
de gestation. Cette figure illustre
certains composants cellulaires de la
niche hématopoiétique et plusieurs
molécules régulatrices des CSPH.
SNS: systéme nerveux sympathique;
Shh : Sonic hedgehog.
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De facon intéressante, des expériences réalisées chez le poisson-zébre et la souris
ontrévélé le réle critique de molécules inflammatoires telles que I'Interferon gamma
(Ifny), le Tumor necrosis factor alpha (Tnfo) et I'Interleukin-1 (IL-1) dans la formation
des premieres CSPH [20, 32, 23, 33, 34]. Ainsi, des embryons de poisson-zébre
déficients pour Tnfat ou son récepteur Tnfr2 présentent une diminution d’environ
50% du nombre de CSPH dans |'aorte dorsale comparativement aux embryons
contréles [20]. Cet effet est médié par des neutrophiles et implique en aval la voie
de signalisation Jag1/Notch1 et le facteur de transcription Nfkb [20]. Ces résultats
plaident donc en faveur d'un réle régulateur du systéme pro-inflammatoire, en
I'absence d'infection, dans le développement des CSPH chez I'embryon.

Plus récemment, des analyses transcriptomiques couplées a de tests fonctionnels
ont identifié plusieurs nouveaux régulateurs des CSPH dans I'AGM : I'endothéline
[35], le couple ligand-récepteur Adm/Ramp?2 et la molécule Svep1 [34].

Stratégie expérimentale et résultats

Afin d'étudier de facon approfondie l'identité moléculaire du mésenchyme
sous-aortique chez la souris, nous avons récemment combiné des approches de
microdissection laser, de transcriptomique a |'échelle populationnelle et cellule
unique et de biologie computationnelle [37]. Plus précisément, nous avons
préparé des coupes d'embryons de 20 ym au stades 10,5, 11,5 et 12,5 de gestation
et utilisé I'équipement Arcturus*™ Capture Microdissection System pour isoler les
cellules situées sous l'aorte dorsale (tissus ventraux, VT) et entre le plafond de
I'aorte et la notochorde (tissus dorsaux, DT) (Figure 2).

Figure 2 : Approche de microdissection laser sur coupes d’embryon de souris au jour 10,5
de gestation.

A) Coupe avant microdissection laser. B) Coupe aprés microdissection laser. VT: tissus ventraux,
DT : tissus dorsaux. Echelle de dimension : 50 um. B est un agrandissement de A.
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Ce microscope est équipé de deux lasers, un laser ultraviolet qui permet de
disséquer des zones d'intérét sur coupes et un laser infra-rouge permettant de
fixer les microdissections sur des capsules de récolte en fusionnantlamembrane
de la capsule au tissu sous-jacent. Les embryons non fixés sont incubés dans
le milieu d’enrobage cryogénique OCT™ en présence d'isopentane a -65°C.
Des coupes ont été réalisées au cryostat, déposées sur lame de verre a
membrane PEN (polyéthylene naphtalate), déshydratées puis colorées avec le
colorant nucléaire et cytoplasmique LCM Arcturus™ Histogene™ avant |'étape
de microdissection laser proprement dite. De facon importante, nous avons
collecté a partir d'un méme embryon a la fois les tissus dorsaux et ventraux. En
fonction des stades de développement, nous avons collecté entre trois et huit
tissus microdisséqués, correspondant a une surface de 84431 3 412076 pm?.

Nous avons ensuite extrait les ARN totaux des tissus microdisséqués a l'aide du
kit d'isolement ARNPicoPure™ et testé leur intégrité au bioanalyseur (Agilent).
Pour les trois stades du développement, trois a quatre échantillons d’ARN
correspondant a DT et VT ont été préparés a partir d’'embryons indépendants.
Nous avons ensuite utilisé les puces Affymetrix GeneChip® Mousegene 2.0 ST
pour explorer le profil d’expression génétique des tissus microdisséqués.

Nous avons dans un premier temps étudié le contraste DT vs. VT aux trois
stades du développement par GSEA (Gene Set Enrichment Analysis) pour
identifier des ensembles de génes statistiquement enrichis dans DT et VT [38]
puis extrait les listes de génes différentiellement exprimés entre DT et VT par
ANOVA. Linterrogation des catégories biologiques représentatives de DT et
VT a l'aide de I'outil DAVID [39] nous a permis de mettre en évidence des
identités moléculaires distinctes pour les tissus dorsaux et ventraux, notamment
un fort enrichissement de molécules associées a la matrice extracellulaire dans
VT au jour 11,5 de gestation [37].

Dans la mesure ou les tissus prélevés peuvent contenir plusieurs types
cellulaires (mésenchyme, cellules de crétes neurales, cellules endothéliales
et hématopoiétiques) et afin de concentrer notre étude sur la signature
moléculaire du mésenchyme aortique, nous avons incorporé dans la matrice
d'expression originale a E11,5 des transcriptomes correspondants soit a
des lignées de cellules stromales issues de I'AGM [40, 41] soit a des cellules
endothéliales CD144*CD45, hématopoiétiques CD34"Kit""CD45* et des
CSPH CD34**Kit** isolées par cytométrie en flux a partir de I'AGM a E11,5.
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L'analyse du contraste DT vs. VT dans ces deux configurations, nous a permis
d'extraire une liste de 2401 génes différentiellement exprimés entre DT et
VT. Cette approche originale, combinée a des analyses en composantes
principales (ACP) et de reconstruction de réseaux moléculaires a I'aide de |'outil
Weighted Gene Correlation Network Analysis [42] nous a permis d'identifier
des modules de génes représentatifs de chacune de ces populations
cellulaires. De facon particuliérement intéressante, I'un des modules enrichis
dans VT a E11,5 comprend des génes connectés impliqués a la fois dans
des fonctions mésenchymateuses (adhésion cellulaire, membrane basale et
matrice extracellulaire) et neurales (synapse, canaux ioniques, signalisation
médiée par des neurotransmetteurs/neurotrophines).

Pour affiner notre analyse, nous avons ensuite réalisé des expériences de
transcriptomique a I"échelle cellule unique (10X Genomics) sur I'AGM entiere
a E11,5 et de tracage cellulaire a I'aide d'un modele de souris transgénique
permettant de suivre le développement des cellules de crétes neurales.
L'ensemble de ces approches a révélé une forte hétérogénéité du mésenchyme
aortique et notamment deux sous-populations de cellules mésenchymateuses
sous-aortiques exprimant une signature moléculaire singuliere que nous avons
qualifiée de 'neuro-mésenchymateuse’ en référence a la co-expression de genes
impliqués dans des fonctions adhésives et neurales [37]. Ces cellules ne dérivent
pas des crétes neurales étant négatives pour I'expression de marqueurs de
différenciation caractéristiques tels que Sox10, Phox2a et Phox2b.

Les outils bio-informatiques que nous utilisons nous permettent d’extraire
des paramétres quantitatifs tels que le degré de connectivité des genes,
leur rang selon GSEA, la corrélation de leur profil d'expression par rapport
aux composantes principales de I'ACP. Ces critéres sont précieux pour
sélectionner des molécules candidates pour des approches histologiques et
fonctionnelles. Nous nous sommes en particulier intéressés aux génes Dcn, Tnc
et Ntrk3 codant respectivement les protéines Décorine et Ténascine C, deux
composants de la matrice extracellulaire et le récepteur aux neurotrophines
TrkC. Des expériences d'immunodétection ont montré que Décorine est
exprimée, chez I'embryon de souris a E11,5, autour de la notochorde, autour
de 'aorte dorsale et au niveau du mésenchyme sous-aortique. En accord avec
la littérature [27], la Ténascine C est abondamment détectée dans la région
sous aortique (Figure 3).

TrkC est exprimée au niveau des ganglions de la racine dorsale, des muscles
lisses entourant de |'aorte et sous I'aorte dorsale. Finalement, des expériences
de perte de fonction chez le poisson-zébre ont démontré que I'expression de
dcn est requise pour le développement des CSPH dans |'aorte dorsale.
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Figure 3 : Détection des protéines CD31 et Ténascine C par immunofluorescence.

Coupe transversale d’embryon de souris au jour 11,5 de gestation. Les noyaux (en bleu) sont
marqués au DAPI. Ténascine C (Tnc) est détectée en vert et CD31 (un marqueur endothélial) en
rouge. DRG : ganglion de la racine dorsale. Echelle de dimension : 50 pm.
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DISCUSSION

L'approche de microdissection laser a été déterminante dans le cadre de notre
projet. Elle a permis d'isoler de facon fine les tissus entourant |'aorte dorsale a
plusieurs stades du développement. Plusieurs étapes clés en amont, pendant et en
aval de lamicrodissection laser ont nécessité des optimisations. Il s"agitnotamment
de I'enrobage des embryons avant la réalisation des coupes au cryostat, de la
coloration des coupes pour une meilleure observation des tissus au microscope,
de la puissance des lasers pour ne pas endommager les tissus et finalement du
protocole pour I'extraction des acides nucléiques. La quantité et la qualité des
ARN collectés a permis d'explorer le transcriptome des tissus microdisséqués
a l'aide de puces a ADN. Llintégration de transcriptomes additionnels a la
matrice d'expression initiale et l'interrogation de données transcriptomiques
a I'échelle populationnelle (puces a ADN pour les tissus microdisséqués) et a
I'échelle d'une cellule unique (pour I’AGM entiére) nous ont permis d'identifier
une population de cellules mésenchymateuses singuliere exprimant une dualité
moléculaire (mésenchymateuse et neurale). Nous tentons actuellement d'isoler
cette population par cytométrie en flux afin de mieux la caractériser sur le plan
moléculaire et fonctionnel. Cette étude ouvre par conséquent de nouvelles
perspectives sur l'interaction entre le systéme nerveux en développement et
le mésenchyme sous aortique dans le processus de production des premieres
CSPH chez I'embryon. Une avancée méthodologique majeure résiderait dans la
possibilité de coupler les approches de microdissection laser aux technologies
"omiques" a I'échelle unicellulaire, afin de mieux capturer I'hétérogénéité des
tissus microdisséqués.
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