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NOUVELLE

Le coeur moléculaire

de la fonction de la niche
des cellules souches
hématopoiétiques

Pierre Charbord!?, ThierryJaffredoz’3, Charles Durand?3

> Les cellules souches hématopoié-
tiques (CSH) sont localisées chez
Iadulte dans la moelle osseuse. Du
fait de leurs propriétés d’autore-
nouvellement et de différenciation,
les CSH sont responsables de la pro-
duction continue des différentes
lignées de cellules sanguines. Les
CSH constituent non seulement un
modeéle d’exception pour I’étude de
la biologie des cellules souches, mais
elles ont aussi un intérét thérapeu-
tique de premier plan puisqu’elles
sont utilisées depuis des décennies
en transplantation pour le traite-
ment de maladies du systéme sanguin
telles que les leucémies. 'autorenou-
vellement et la différenciation vers
les lignages hématopoiétiques des
CSH sont intimement régulés par des
cellules dites stromales, qui consti-
tuent un microenvironnement, encore
appelé niche, dans lequel résident les
CSHL. Ainsi, comprendre la diversité
cellulaire et la complexité molécu-
laire de la niche des CSH constitue
un enjeu essentiel tant en biologie
fondamentale qu’en médecine régé-
nérative.

Etat de I’art sur la niche des CSH

Les premieres CSH naissent dans I'em-
bryon au niveau de I'aorte dorsale
via un processus, Conservé au cours
de I’évolution des vertébrés, impli-
quant la transition de cellules endo-

! Voir a ce propos le numéro thématique de médecine/
sciences consacré aux « cellules souches mésenchyma-
teuses » et publié en mars 2012.

m/s n® 1, vol. 31, janvier 2015
DO/ : 10.1051/medsci/20153101003

théliales spécialisées dites hémogé-
niques en cellules hématopoiétiques
[1, 2, 15] (=»). Les
CSH migrent ensuite
dans le foie feetal

(=») Voir la Nouvelle
de C. Pouget et

I. Kobayashi, page 25
oll elles s’amplifient ~ de cenuméro
activement, et finalement colonisent la
moelle des os ou elles seront mainte-
nues tout au long de la vie chez I'adulte
[3]. Ainsi, au cours du développement,
les CSH résident dans des microenvi-
ronnements distincts assurant succes-
sivement leur production, leur amplifi-
cation et leur maintenance.

D’un point de vue historique, la mise au
point de systemes de culture in vitro de
cellules mésenchymateuses primaires,
puis "établissement de lignées de cellules
stromales issues de différents sites héma-
topoiétiques, ont joué un réle essentiel
dans notre compréhension des méca-
nismes cellulaires et moléculaires impli-
qués dans le controle de ’hématopoiese
[4]. Plus récemment, des avancées signi-
ficatives sur la nature de la niche médul-
laire in vivo ont été réalisées, notamment
grdce a la combinaison d’approches de
transgeneése conditionnelle chez la souris,
au développement de techniques d’ima-
gerie et a I'utilisation de tests biologiques
appropriés pour identifier fonctionnelle-
ment les cellules souches et/ou progéni-
teurs hématopoiétiques [5]. Ces études
ont montré que les CSH sont étroitement
associées aux vaisseaux sanguins de la
moelle osseuse (sinusoides et artérioles) ;
elles ont aussi révélé le rdle essentiel
joué par les cellules endothéliales et les
cellules périvasculaires (telles que les
cellules exprimant le récepteur de la lep-
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tine LepR*, les péricytes et les cellules
vasculaires musculaires lisses générées
par les cellules souches mésenchyma-
teuses) dans le maintien des CSH [6-10].
Le systeme nerveux sympathique et des
facteurs physicochimiques tels que le
taux d’oxygéne apparaissent également
comme des constituants importants de la
niche des CSH dans la moelle osseuse. Sur
le plan moléculaire, il est maintenant bien
établi que la régulation des CSH met en
jeu des facteurs extrinseques incluant des
cytokines (KITL, thrombopoiétine), des
chémokines (CXCL12), des composants de
la matrice extracellulaire (le collagéne de
type la [Collall, la périostine [Postn],
secreted phosphoprotein 1 [Sppl]) et des
voies de signalisation impliquées dans de
multiples processus développementaux
et pathologiques (Wnt, Hh [hedgehog] et
Notch) [11]. Néanmoins, si des molécules
clés de la régulation des CSH ont été
identifiées, une représentation intégrée
du controle moléculaire faisait encore
défaut.

Développement d’une nouvelle
méthode d’exploration pour extraire

le ceeur moléculaire de la fonction
stromale

Afin d’identifier une signature molécu-
laire qui puisse €tre représentative et
prédictive du réle de support des cel-
lules stromales vis-a-vis des CSH, nous
avons mis au point une nouvelle approche
de biologie intégrative combinant des
études de transcriptomique a haut débit
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aorte-gonade-mésonéphros [AGM], le
foie feetal et la moelle osseuse) et dif-
férant dans leur capacité de support des
cellules souches et/ou des progéniteurs
hématopoiétiques ex vivo. €n effet, si
certaines lignées expriment de fagon
robuste une telle capacité, d’autres sont
moins efficaces. Nous avons émis I’hypo-
) thése que les génes essentiels pour cette
Etudes transcriptomiques fonction de support d’origine stromale
‘ devraient étre exprimés au moins dans
deux des trois sites hématopoiétiques.
Cette approche nous a ainsi conduits a
identifier une liste de 481 ARNm et 17
microARN différentiellement exprimés
par les cellules stromales. La méthode
WGCNA (weighted gene correlation
network analysis) développée par Steve
Horvath, qui permet de reconstruire des
réseaux de régulation sur la base de la

‘ corrélation de I’expression des genes
[13, 14], nous a permis d’établir pour la

premiere fois, a partir de la liste de 481
ARNm, un réseau génique composé de
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plusieurs modules corrélés ou anti-cor-

[ [ rélés a la fonction de support des CSH.
Validation statistique Validation fonctionnelle Nous avons pu montrer que cet ensemble

‘ de génes non seulement regroupait les
N fonctions biologiques associées au sou-

e tien des CSH et actives dans les dif-
2 ;ﬁ 5 férents sites hématopoiétiques (telles
SZmmar ue la communication cellulaire et le
1A R SRR q oo L e
GSEA ACP Coculture remodelage de la matrice extracellu

laire), mais également permettait de
prédire la capacité de support de cellules
stromales primaires et de lignées cellu-
laires que nous n’avions pas initialement
incluses dans notre étude. Une caracté-
ristique importante de cette liste de 481
ARNm est qu’elle contient de nombreux
régulateurs connus de I’hématopoiese,
mais aussi un grand nombre de nouveaux
candidats. Nous avons pu valider fonc-
tionnellement le role de certains d’entre
eux. En effet, grace a une collabora-
tion étroite avec I’équipe de David Tra-
ver (University of California, San Diego,
Etats-Unis), des expériences de perte de
fonction chez I’embryon de poisson zebre
(ARNm et microARN) et des analyses  débuté ce travail avec des lignées de  ont révélé le rdle clé de nouvelles molé-
bioinformatiques et statistiques com-  cellules stromales issues des sites prin-  cules dans la régulation des CSH au cours
plémentaires [12] (Figure 1). Nous avons  cipaux de I’hématopoiése (la région  du développement [12].

Figure 1. Une nouvelle approche expérimentale pour extraire le caeur moléculaire de la fonction
stromale. Cette approche est basée sur I’analyse du transcriptome de lignées de cellules stro-
males ayant une action de support différentielle vis-a-vis des cellules souches et/ou des progé-
niteurs hématopoiétiques. Cette capacité des cellules stromales est illustrée ici par la présence
de cellules hématopoiétiques d’aspect charbonneux enchdssées sous les cellules stromales
adhérentes. La comparaison du profil d’expression génique des différentes lignées stromales,
combinée a différentes méthodes bioinformatiques et statistiques, ont permis d’isoler une
signature moléculaire constituée de 481 ARNm et 17 microARN et représentative de la fonction
stromale. U'analyse d’échantillons biologiques non initialement inclus dans notre étude et la
mise au point d’un systeme de coculture de cellules stromales et de populations cellulaires de
moelle osseuse enrichies en cellules souches et progéniteurs hématopoiétiques ont permis de
tester la valeur prédictive de cet ensemble d’ARNm. De nouveaux régulateurs des CSH ont aussi

pu étre identifiés par des approches de perte de fonction chez I’embryon de poisson zébre.
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Perspectives

Cette étude nous a donc permis d’ex-
traire le cceur moléculaire de la fonc-
tion stromale. Ces nouvelles données
permettent ainsi de mieux comprendre
et d’intégrer les mécanismes molécu-
laires impliqués dans le maintien des
propriétés des CSH. Elles ouvrent aussi
de nouvelles perspectives en méde-
cine régénératrice, notamment dans
la modélisation de la niche des CSH ex
vivo, ce qui permettrait ainsi d’optimi-
ser les protocoles visant a produire et/
ou amplifier des CSH a partir de cellules
souches pluripotentes. Par ailleurs, ce
travail conforte la notion ancienne, mais
récemment réactivée par I’étude du
stroma des tumeurs, selon laquelle les
interactions entre cellules stromales et
CSH sont bidirectionnelles, le stroma
qui contrdle Iactivité des CSH étant
lui-méme éduqué par les CSH (normales
ou pathologiques). Aussi, comprendre
la dynamique du dialogue moléculaire
entre les CSH et leur niche dans des
contextes physiologiques ou leucé-
miques pourrait permettre des avancées

majeures en hématologie et en cancéro-
logie dans un futur proche. ¢
Extracting the molecular core of the
hematopoietic stem cell niche
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