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Résumé

La moelle osseuse assure le renouvellement quotidien des cellules sanguines : globules
rouges, leucocytes et plaquettes. On estime a 10 le nombre de cellules produites
guotidiennement. Situées au sommet de la hiérarchie, les cellules souches hématopoiétiques
sont des cellules pluripotentes douées de propriétés d’autorenouvelement et de
différenciation. Ces propriétés sont trés finement régulées au sein d’un microenvironnement
complexe, appelé niche, constitué notamment de vaisseaux sanguins, nerfs et cellules

stromales.

Les cellules stromales mésenchymateuses constituent une population hétérogene de
cellules non hématopoiétiques. Initialement considérées comme de simples cellules de
soutien assurant I'architecture de la moelle osseuse, les cellules stromales mésenchymateuses
suscitent un intérét croissant compte tenu de leur réle dans le contréle de I’hématopoiése et
leurs propriétés immunomodulatrices et régénératives. En dehors de la moelle osseuse, des
populations stromales ont été décrites dans de nombreux tissus comme le périoste, fine
membrane innervée et vascularisée entourant les os et impliquée dans le remodelage du tissu

0OSSeux.

L’origine des cellules stromales mésenchymateuses médullaires et I'existence d’une
éventuelle hiérarchie entre les différentes populations restent a ce jour des sujets débattus.
Dans ce travail, nous avons développé un modele d’étude de la régénération de la niche
hématopoiétique reposant sur la greffe sous cutanée d’un fémur entier. Apres une phase de
nécrose induite par I'anoxie et une disparition totale des cellules présentent dans la cavité
médullaire, le greffon est le siege d’'une néo vascularisation et d’'une colonisation par les
cellules souches hématopoiétiques de I’h6te avec la reconstitution d’un microenvironnement
et d’une hématopoiese fonctionnelle. De maniére intéressante, alors que les cellules
stromales médullaires sont rapidement détruites apres la greffe, nous avons observé une
expansion des cellules stromales au sein du périoste. Ces cellules stromales sont capables de
migrer dans la moelle osseuse et de soutenir I'hématopoiese. Nos données préliminaires

suggerent une signature métabolique de quiescence qui pourrait expliquer la plus forte
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résistance au stress des cellules stromales du périoste en comparaison a celles de la moelle

osseuse.

En conclusion, le périoste apparait comme une source de cellules souches stromales
mésenchymateuses médullaires et pourrait étre impliqué dans la régénération de la niche

hématopoiétique apres agression.
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Introduction

A. Le tissu osseux

1. Anatomie

Le corps humain est composé de 206 os chez I'adulte. Les os constituent la charpente
du corps, représentant un composant majeur de I'appareil locomoteur et une réserve en
minéraux. lIs protegent également les organes vulnérables comme le cceur, le foie ou la rate.
On distingue les os plats (sternum...), les os courts (tarse...), les os intermédiaires (vertébres...)

et les os long (fémurs).
Les os longs sont anatomiquement divisés en 3 parties (Figure 1) :

- Lesépiphyses : extrémités comprenant le cartilage articulaire, une couche superficielle
d’os cortical dense résistante aux pressions et un tissu osseux spongieux organisé en
travées réparties selon les lignes de force.

- Ladiaphyse : partie centrale de I'os constituée d’un os cortical compact et de la cavité
médullaire au centre. Cette cavité contient la moelle hématopoiétique ou un tissu
adipeux (moelle « jaune ») chez I’'Homme adulte.

- Les métaphyses : jonction entre la diaphyse et les épiphyses.

14
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Figure 1

FIGURE 1 : Anatomie des os longs. Les os longs sont constitués de 3 parties : la diaphyse, les
épiphyses et les métaphyses. Le tissu hématopoiétique est localisé dans la cavité médullaire,
richement vascularisée, entre des travées osseuses. L’hématopoiése se déroule au sein d’un
microenvironnement complexe constitué d’ostéoblastes, de cellules stromales, de vaisseaux
sanguins et de nerfs.

La moelle osseuse peut étre considérée comme un organe a part entiere constitué
d’une association de cellules hématopoiétiques et non hématopoiétiques, de structures
vasculaires et nerveuses et d’une matrice extracellulaire (1). La moelle osseuse est
principalement retrouvée dans les os longs et les os plats. Les os sont recouverts d’une fine
membrane trés innervée et vascularisée recouvrant leur surface : le périoste (Figure 2). Cette
fine membrane joue un réle central dans I'innervation et la vascularisation des os et de la
moelle osseuse (2, 3). Le périoste est impliqué dans le remodelage osseux et, en situation

pathologique, la formation du cal osseux apres fracture (4).
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Th CD31CD144 dapi Nav1.8-Cre/Tmt CD31CD144

Figure 2

FIGURE 2: Innervation du périoste. A: Image de microscopie confocale objectivant la
présence de nerfs sympathiques marqués par un anticorps anti-tyrosine hydroxylase (TH). La
vascularisation est marquée par des anticorps anti-CD31 et anti-CD144. B: Image de
microscopie confocale retrouvant la présence de nerf nociceptifs (souris transgéniques
Nav1.8-Cre/tomato). Le périoste est visualisé par un marquage anti-périostine et la
vascularisation par un marquage anti-CD31 et anti-CD144. Barres d’échelle : A: 50uM / B :
100um. MO moelle osseuse. P: périoste. (Données personnelles non publiées a visée
illustrative)

Recevant 10 a 15% du débit cardiaque, les os sont des organes tres vascularisés (5). Les
vaisseaux sanguins permettent I’oxygénation de la moelle osseuse, la circulation des cellules
hématopoiétiques, des nutriments, cytokines, facteurs de croissance et I"élimination des
déchets et du dioxyde de carbone. Les cellules endothéliales ont également un role propre
dans le contréle de I’'hématopoiése de part les cytokines et facteurs de croissance qu’elles

sécrétent (6-10).

La vascularisation de la moelle osseuse est assurée via une artére nourriciére principale
et par plusieurs centaines de capillaires trans-corticaux. Une récente étude a souligné
I'importance de ces capillaires trans-corticaux dont le réle avait été sous-estimé en évaluant
gu’environ 80% du flux artériel et 59% du flux veineux irriguant la moelle osseuse passaient

par ce réseau capillaire (Figure 3A et 3B) (11).

Au sein de la moelle osseuse, le réseau artériel est constitué de fines artérioles, peu
ramifiées, disposées parallelement a I'axe de la diaphyse et souvent a proximité de I’endoste

(Figure 3C). Les cellules endothéliales artériolaires sont caractérisées par I'expression du
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CD31, une forte expression du marqueur Scal et [|‘absence d’expression de

I’endomucine (Emcn) : CD31M&"Sca1h8"Emcnne8 (10, 12). Ces artérioles communiquent avec le
réseau veineux a proximité de I'endoste au niveau des capillaires de type « H » également
appelés « capillaires transitionnels » (12). Les cellules endothéliales des capillaires de type H
sont caractérisées par I'expression conjointe de marqueurs artériolaires et sinusoidaux :
CD31Me"Emcnhie", Ces capillaires sont impliqués dans la régulation de I'ostéogénése via la voie
de signalisation Notch et leur abondance diminue de maniére significative avec I'age (12-14).
La grande majorité des vaisseaux sanguins au niveau de la moelle osseuse sont des capillaires
sinusoides, structures extrémement ramifiées, fenestrées et composées de cellules

endothéliales exprimant I'endomucine, la p-sélectine et le VE-cadhérine.
Le sang désoxygéné est évacué via le sinus central et une veine nutritive suivant le

trajet de 'artere nourriciere et traversant I'os au niveau du canal nutritif rejoignant alors la

circulation générale. Comme précisé ci-dessus, de nombreux capillaires veineux trans-

corticaux contribuent également au flux veineux.
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FIGURE 3 : Vascularisation de la moelle osseuse. A : Visualisation des vaisseaux sanguin
artériolaires (rouge) et veineux (bleu) sur un tibia apres clarification. Les capillaires
transcorticaux sont indiqués par des fleches pleines et le sinus central par un astérix. La barre
d’échelle représente 1000um. B: schéma représentant la vascularisation du tibia avec
I’existence de multiples capillaires transcorticaux. C : reconstruction d’une acquisition en Z-
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stack d’un fémur de souris Nestin-GFP clarifié. Le réseau dense de capillaires sinusoides
tortueux et les fines artérioles dont la plupart courent parallelement a I'axe de la diaphyse
apparaissent en rouge, marqués par des anticorps anti-CD31 et anti-CD144. On notera la
présence de cellules péri vasculaires Nestin"8" le long des artérioles. MP : métaphyse, DP :
diaphyse, GP : plaque de croissance, EP : épiphyse (d’aprés Griineboom A, et al. (11)).

2. Développement osseux

L'ostéogénése débute par la formation de regroupements (clusters) de cellules
mésenchymateuses appelés condensations. L’ossification peut ensuite se dérouler selon deux
processus distincts : l'ossification endochondrale et dans une bien moindre mesure,

I’ossification intra-membraneuse.

a) L’ossification endochondrale :

La majorité des os se développent via un processus appelé « ossification
endochondrale » qui comme son nom l'indique est caractérisé par |'ossification d’un tissu
cartilagineux (15-18) (Figure 4). Il s’agit de I'ossification d’'un « modele » cartilagineux de
I'intérieur vers I'extérieur. Durant I'embryogénese, les cellules mésenchymateuses vont
former des condensations et produire du collagéne de type 1. Au sein des condensations, les
cellules mésenchymateuses expriment le géne Sox9 (19) et se différencient en chondrocytes,
cellules présentes dans le cartilage produisant du collagene de type 2 et de I'aggrécane, un
protéoglycane impliqué dans la protection des fibres de collagéne vis-a-vis de contraintes
mécaniques et la transmission de certaines cytokines majeures comme FGF (17, 20, 21).
Contrairement aux cellules situées au centre des condensations, les cellules stromales
localisées en périphérie ne se différencient pas en chondrocytes, continuant a produire du
collagéne de type 1 et sont a l'origine du périchondrium, tissu précurseur du futur périoste.
La croissance de ce cartilage primitif est donc assurée par la prolifération des chondrocytes et
la production d’une matrice extracellulaire riche en collagéne de type Il. Les chondrocytes
situés au centres du cartilage vont progressivement cesser de se multiplier et augmenter de

taille pour former des chondrocytes hypertrophiques. Cette modification phénotypique est
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I'un des mécanismes majeurs de la croissance osseuse et se déroule parallelement a une
modification de leur programme génétique. Les chondrocytes hypertrophiques jouent un réle
fondamental dans le processus d’ossification en produisant du collagéne de type X, favorisant
la minéralisation de la matrice extracellulaire, et en sécrétant des facteurs pro-angiogéniques
(VEGF) induisant la vascularisation du cartilage (22). Paralléelement a I'apparition des
chondrocytes hypertrophiques, les cellules du périchondrium commencent a exprimer le géne
Runx2, géne central dans la régulation de la différenciation ostéoblastique et forment le « col
osseux », structure précurseur de I'os cortical, avec la production d’une matrice spécifique
(23). Les chondrocytes situés au centre sont ensuite remplacés par des ostéoblastes qui vont
coloniser la zone centrale en suivant les vaisseaux sanguins (24, 25). Certaines études ont
également démontrées que les chondrocytes hypertrophiques pouvaient directement se
différencier en ostéoblastes (26-28). La poursuite de la croissance osseuse est assurée par les
chondrocytes localisés en périphérie avec la formation progressive de plaques de croissances
au niveau de ce qui deviendra les régions métaphysaires (18). La vascularisation va permettre
une colonisation progressive par les cellules hématopoiétiques et la mise en place d’une

hématopoiése fonctionnelle (18).

b) L’ossification intra membraneuse :

Ce processus concerne un nombre limité d’os parmi lesquels les os de la voute
cranienne et les clavicules. L'ostéogéneése intra membraneuse fait suite au regroupement et a
la différenciation directe de cellules mésenchymateuses en ostéoblastes sans formation d’un
cartilage intermédiaire comme ce qui est observé dans I'ossification endochondrale (29, 30).
Les ostéoblastes assurent la production d’'une matrice extracellulaire riche en collagéne de
type 1 et en cristaux d’hydroxyapatite. La croissance osseuse est permise par I'apposition de
couches successives. L'os spongieux est formé au centre des formations osseuses par la

colonisation des vaisseaux sanguins et cellules hématopoiétiques.
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FIGURE 4: L'ossification endochondrale. Les cellules mésenchymateuses forment des
«clusters» (a) puis se différencient en chondrocytes (b). Les chondrocytes centraux
deviennent hypertrophiques (c) et les cellules du périchondrium se différencient en
ostéoblastes formant le col osseux (d). La production de facteurs pro-angiogéniques par les
chondrocytes hypertrophiques favorisent une néovascularisation (e) et la migration de
cellules hématopoiétiques (f).
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B. Le périoste : généralités

1. Anatomie

Le périoste est une fine membrane vascularisée recouvrant la surface externe des os a
I’exception des articulations. Site d’insertion des tendons, ligaments et muscles, le périoste
joue un role majeur dans le remodelage osseux et la cicatrisation apres fracture. La mise en
évidence de ses propriétés régénératives importantes a suscité un intérét croissant pour ce

tissu, actuellement I'objet de nombreux travaux de recherche.

Le périoste a été décrit pour la premiéere fois en 1742 par le scientifique Henri-Louis
Duhamel du Monceau qui, en insérant un fil d’argent au sein du périoste, observa quelques
semaines plus tard I'apparition d’un tissu osseux recouvrant I'implant. Le chirurgien Louis
Léopold Ollier (1830-1900) décrivit les capacités d’ossification intrinseques de ce tissu en
pratiquant des greffes de périoste. Les travaux scientifiques ont depuis montré I'existence de
cellules souches stromales impliquées dans le développement des os lors de leur croissance,

remodelage et la cicatrisation aprés fracture.

Le périoste est constitué sur le plan anatomique de deux couches distinctes (Figure 5).
La couche externe fibreuse contient des fibroblastes et des fibres élastiques répartis au sein
d’une matrice de collagéne (31). La couche interne, également appelée cambium est
extrémement vascularisée et innervée. Cette couche contient des cellules stromales douées

de propriétés régénératives impliquées dans la croissance et le remodelage osseux (4, 32, 33).
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FIGURE 5 : Anatomie du périoste. Le périoste constitue une fine membrane enveloppant les
os. La couche fibreuse comprend une matrice extracellulaire (MEC) et des fibres élastiques. Le
cambium ou couche interne est trés richement vascularisé et innervé et contient des
ostéoblastes (OB) et des cellules stromales (P-SSC). D’apres Lou Y, et al. (34)

2. Le périoste en médecine régénérative

La possibilité d’utiliser le périoste pour reconstituer du tissu osseux a été suggérée en
1991 par I'équipe du Dr Caplan qui démontra les propriétés ostéo-chondrogéniques du
périoste in-vivo en greffant des fragments de périoste prélevés sur des cadavres humains a
des souris (35). Suite a ces premiers travaux, de nombreuses études ont démontré la capacité
des cellules du périoste a reconstituer du tissu osseux in-vivo dans des modéles animaux (36-
39). Le périoste est également couramment utilisé en chirurgie orthopédique notamment
pour faciliter la consolidation de fractures avec importantes pertes de substance osseuse. De
nombreuses études sont en cours pour optimiser l'utilisation en clinique des cellules

stromales du périoste (34).
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C. La niche hématopoiétique

Siege de I'hématopoiése, la moelle osseuse est un tissu complexe ou les cellules
hématopoiétiques sont en contact étroit avec des structures vasculaires, nerveuses et des
cellules stromales de soutien. Alors que la plupart des os ont une activité hématopoiétique
chez la souris, ’hématopoiése a lieu principalement au niveau du squelette axial chez
I'Homme adulte (bassin, vertébres). Ainsi la moelle osseuse au niveau des os longs est
progressivement remplacée par un tissu adipeux (ou moelle jaune) a I'exception des régions
proximales. Les cellules souches hématopoiétiques résident au sein d’un microenvironnement
trés spécialisé couramment appelé « niche» (1). Au sein de la niche, les propriétés
d’autorenouvelement, de prolifération et de différenciation des cellules souches
hématopoiétiques sont finement régulées par les interactions qu’elles entretiennent avec les
différents constituants cellulaires et moléculaires du microenvironnement (Figure 6). Depuis
I’exposition du concept de niche par Ray Schofield en 1978, les progrés réalisés dans les
techniques d’imageries, de cytométrie et le développement des modéles murins exprimant
des rapporteurs au sein de populations cellulaires prédéfinies ont permis de mieux
comprendre le réle des différents acteurs et de préciser la localisation des cellules souches
hématopoiétiques (40). Les études ont permis d’identifier de nombreuses populations
cellulaires, parfois redondantes, impliquées dans la régulation de [|’hématopoiese
homéostatique et pathologique. De maniére similaire au systeme hématopoiétique, les

cellules de la niche sont extrémement hétérogénes (41-45).
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FIGURE 6: La niche hématopoiétique. Représentation schématique de la niche
hématopoiétique en situation physiologique soulignant les nombreuses interactions entre les
différents constituants. DARC: duffy antigen receptor for chemokines; IL-7: interleukine-7;
OPN: ostéopontine; OSM: oncostatine M; SCF: stem cell factor; TGFB : transforming growth
factor- 8; TNF: tumour necrosis factor. D’aprés Pinho S et Frenette PS. (1)

1. La niche endostéale

Les premiers travaux ont initialement suggéré un role majeur de I'endoste dans
I’'hématopoiése en montrant une proximité entre les cellules souches hématopoiétiques et les
cellules osseuses en situation homéostatiques et apres transplantation (46-49). Il a également
été démontré que les ostéoblastes avaient la capacité de soutenir la croissance des cellules
souches et progéniteurs hématopoiétiques (HSPCs) in-vitro (50). Par ailleurs, en utilisant les
marqueurs SLAM comme approche pour identifier les cellules souches hématopoiétiques, une
corrélation entre le nombre d’ostéoblastes et celui de HSPCs définis par le phénotype
Lin"®8ScalPskitP>s a été observée (51-53). Néanmoins, les ostéoblastes produisent en tres
faible quantité les cytokines stem cell factor (Scf) et Cxcl12 dont le réle est central dans
I’'hématopoiése. De plus, la délétion génétique dans les ostéoblastes de ces deux cytokines
majeures n’a aucun effet sur les cellules souches hématopoiétiques (7, 54, 55). Par ailleurs,

I’étude fine du microenvironnement permise par I'apport des nouvelles techniques d’'imagerie
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en 3 dimensions a révélé que les cellules souches hématopoiétiques étaient localisées a

proximité des structures vasculaires et non au niveau de la surface endostéale (56, 57).

Il semble donc que le tissu osseux ait un r6le mineur dans I’hématopoiese
physiologique. Les cellules souches hématopoiétiques (CSH) expriment néanmoins des
récepteurs au calcium présent en concentration importante au niveau de la niche endostéale.
Cette sensibilité des CSH au calcium a été impliquée dans le nichage des CSH au niveau de
I'endosteum lors de leur migration du foie foetal vers la moelle osseuse durant
I'embryogénése et aprés greffe (58, 59). De maniére intéressante, il a également été
récemment démontré que l'expansion des CSH dans les suites d’une chimiothérapie
myéloablative se déroulait préférentiellement au niveau de zone en cours de remodelage
osseux (60). Cette étude suggére ainsi I'existence de niches distinctes entre les CSH
guiescentes et les CSH activées. Les cellules de la lignée osseuse ont également été impliquées
dans la différenciation lymphoide précoce et dans le développement de certaines

hémopathies comme les leucémies aigues (55, 61-64).

2. Niches vasculaires : localisation des cellules souches hématopoiétiques

et r6le des cellules endothéliales dans I'hématopoiese

Comme nous l'avons vu, la moelle osseuse est un organe trés richement vascularisé
avec de fines artérioles communiquant avec un réseau dense de capillaires sinusoides. Bien
qgue l'importance des cellules endothéliales dans la régulation des cellules souches
hématopoiétiques soit unanimement reconnu, la localisation exacte de ces dernieres par
rapport aux structures vasculaires reste source de débats. En utilisant un modele murin
transgénique dans lequel les CSH sont visualisées grace a un knock-in du rapporteur GFP sous
la dépendance du geéne Ctnnall (a-catuline), I'équipe de Sean J. Morrison a décrit une
association entre les CSH et les capillaires sinusoides (65). Ainsi, 85% des CSH a-catuline-GFPP©s
c-kitPos étaient localisées a moins de 10um d’un capillaire sinusoide et a proximité d’une cellule
stromale péri-vasculaire Leptin-RP°s. Moins de 10% des CSH étaient situées a moins 20um
d’une artériole. La proximité des CSH avec les capillaires sinusoides a été retrouvée dans

plusieurs études basées sur différentes stratégies d’identification des CSH (53, 57, 60, 66, 67).
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Ces résultats apparaissent en contradiction avec les travaux de I'équipe de Paul Frenette
retrouvant une association significative entre les CSH quiescentes et les artérioles notamment
localisées a proximité de I'endoste (56, 68, 69). Le vieillissement de la niche hématopoiétique
est ainsi caractérisé par une raréfaction des structures artériolaires avec une expansion
concomitante des capillaires sinusoides (13). Cette modification profonde du réseau
vasculaire est également associée a un éloignement des CSH par rapport aux artérioles

favorisant leur activation et expansion (69).

Les CSH représentent une population de cellules hétérogenes. Une sous-population de
CSH quiescentes exprimant le facteur von Willebrand (VWFP®) a récemment été identifiée
(70). Ces CSH vWEFP®s, situées au sommet de la hiérarchie, sont caractérisées par un biais de
différenciation vers la lignée myéloide et plus particulierement mégacaryocytaire a I'inverse
des CSH vWF"8 orientées vers la différenciation lymphoide. Durant ma thése, nous avons
étudié les niches respectives des CSH vVWF"e8 et VWFP, (Article n°2) (70). Alors que les CSH
vWFP®  (orientées vers la lignée myéloide) étaient significativement associées aux
mégacaryocytes, nous avons retrouvé une association significative entre les CSH vWF"
(orientées vers la lignée lymphoide) et les artérioles suggérant I'existence de 2 niches

distinctes.

Plus récemment, I'’équipe de Tsvee Lapidot a suggéré que les cellules souches
hématopoiétiques les plus quiescentes étaient localisées a proximité des artérioles, vaisseaux
sanguins peu perméables et associés a un faible niveau d’espéces réactives de I’'oxygene (ROS)
(9). A linverse, la « porosité » des capillaires sinusoides favoriserait une augmentation des

ROS au sein des CSH entrainant leur activation, différenciation et mobilisation.

Dés 1961, il a été observé que la récupération hématopoiétique aprés irradiation létale
de rats était conditionnée par la régénération d’une vascularisation fonctionnelle (71). Le réle
des cellules endothéliales dans la maintenance des CSH a été suggéré par des modeles de co-
cultures in-vitro avec (72) ou sans supplémentation en facteur de croissances/cytokines (73).
Le role de soutien in-vitro des cellules endothéliales et leur contribution dans la reconstitution
hématopoiétique chez des souris immunodéprimées ont également été démontrés en
utilisant des cellules endothéliales humaines (74). In-vivo, la délétion de Scf dans les cellules
endothéliales par I'utilisation du modéle Tie2-Cre induit une réduction significative du nombre
de CSH alors que les cellularités sanguines et médullaires ne sont pas affectées (7). En utilisant
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le modeéle Tie2-cre ; Cxcl12//f1, la méme équipe rapporta une diminution de la fréquence des
CSH et une altération des capacités de prise de greffe suite a la délétion de Cxc/12 dans les
cellules endothéliales (55). Ces données ont par la suite été confirmées par Greenbaum, et al
méme si la contribution des cellules endothéliales dans la production de Cxcl12 apparait
secondaire par rapport a celle des cellules stromales périvasculaires (54). L’hétérogénéité des
cellules endothéliales rend difficile I'étude de la contribution respective des différentes
populations cellulaires dans I’"hématopoiese. En utilisant la combinaison des marqueurs
podoplanine et Sca-1, C. Xu et al, ont démontré que parmi les cellules endothéliales, les
cellules artériolaires étaient la source exclusive de Scf et la principale source de Cxc/12 (10).
Alors que la suppression de |'expression de Scf par les cellules endothéliales artériolaires était
associée a une diminution significative du nombre de CSH et des capacités de reconstitution
hématopoiétique, aucun effet n’était retrouvé suite a la délétion de Scf dans les cellules

endothéliales sinusoidales.

Ces différentes données soulignent la complexité des structures vasculaires. Méme si
la proximité des CSH vis-a-vis des capillaires sinusoides et artérioles reste source de débats,
I'importance des cellules endothéliales et du réseau vasculaire dans la régulation de

I’hématopoiese est indiscutable.

3. Innervation du tissu osseux et de la moelle osseuse

Le tissu osseux et la moelle osseuse sont extrémement innervés par des fibres du
systéme nerveux autonome et sensitif. La premiere observation histologique de la présence
de nerfs au sein de la moelle osseuse longeant I'artére nourriciére a été rapportée par Calvo
en 1968 (75). Le systéme nerveux autonome comprend 2 composantes aux fonctions
antagonistes : le systeme nerveux sympathique (parfois appelé « orthosympathique ») et le

systéme nerveux parasympathique (76).

Le systéme nerveux sympathique a un effet « stimulateur » favorisant, notamment en
situation de stress, I'accélération du rythme cardiaque et la contractilité musculaire. Les
neurones sympathiques produisent de la norépinephrine qui se fixe sur des récepteurs a ou

adrénergiques.
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Le systeme nerveux parasympathique a un effet « inhibiteur » entrainant une
diminution de la fréquence cardiaque, une vasodilatation et une myorelaxation. L'effet

parasympathique est médié par I'acétylcholine qui se fixe sur des récepteurs cholinergiques.

Alors que les fibres parasympathiques innervent uniquement le tissu osseux, les fibres

sensitives et sympathiques innervent a la fois I'os et la moelle osseuse (77-81).

a) Innervation du tissu osseux

Les fibres nerveuses sympathiques, aisément visualisées par I'utilisation d’un anticorps
anti-tyrosine hydroxylase sont présentes en abondance au niveau du périoste et le long de la
surface osseuse ou elles suivent le trajet des arteres vascularisant I’os (82). Les ostéoblastes
expriment les récepteurs B2-adrénergiques, de méme, dans une moindre mesure, que les
ostéocytes, ostéoclastes et chondrocytes suggérant une sensibilité aux signaux sympathiques

de I'ensemble des cellules de la lignée chondro-ostéoblastique (83-86).

Les souris déficientes en récepteurs B2 adrénergiques présentent une augmentation
de la masse osseuse. Ce phénotype est expliqué par I'action du systeme nerveux sympathique
sur les ostéoblastes (Figure 7). En effet le systéme nerveux sympathique stimule la résorption
osseuse en augmentant I'expression par les ostéoblastes de la molécule Rankl, favorisant la
différenciation des ostéoclastes (86). La délétion spécifique des récepteurs B2 adrénergiques
dans les ostéoblastes en utilisant un modéle murin a1Col1-Cre ;Adrb2/# a pour conséquence
une augmentation de la masse osseuse confirmant le réle central des ostéoblastes dans la
réponse a la stimulation adrénergique (87). Il est important de souligner que les influx
sympathiques sont inhibés par la sérotonine produite au niveau du systéme nerveux central,
elle-méme négativement régulée par la leptine, hormone produite par le tissu adipeux (85,

88, 89).

Le systeme nerveux parasympathique inhibe la résorption osseuse via 'activation de
récepteurs nicotiniques a la surface des ostéoclastes, induisant leur entrée en apoptose (77).
Le systéme nerveux parasympathique a également un effet inhibiteur sur le tonus

sympathique contribuant a favoriser I'augmentation de la masse osseuse (77, 90).
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FIGURE 7 : Role du systéme nerveux sur le tissu osseux. Le systeme nerveux sympathique
stimule la résorption osseuse en induisant I'expression de RANKL par les ostéoblastes
favorisant la différenciation des ostéoclastes. La leptine produite par les adipocytes inhibe la
synthese de sérotonine dont I'action est inhibitrice sur le systéeme nerveux sympathique. Le
systéme nerveux parasympathique a un effet opposé en inhibant le systeme nerveux
sympathique et en favorisant 'apoptose des ostéoclastes. RB2A: récepteur B2-adrénergique.
RANKL: receptor activator of nuclear factor kappa-B ligand

Le tissu osseux est également innervé par des fibres sensitives dont le signal est
transmis via 2 neurotransmetteurs : la substance-P et la calcitonin gene-related peptide
(CGRP). Le systeme nerveux sensitif favorise I'‘ostéogénése en inhibant I'activité
ostéoclastique et en favorisant (in-vitro) la prolifération et différenciation en ostéoblastes de

BM-MSC (91-94).
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b) Innervation de la moelle osseuse

Les fibres nerveuses sympathiques cheminent le long des artérioles au sein de la
moelle osseuse a proximité immédiate des cellules péri-vasculaires issues de la créte neurale
exprimant le marqueur Nestin et formant un réseau appelé complexe neuro-réticulaire (56,
95, 96). Le systéme nerveux sympathigue joue un role central dans le controle de la
mobilisation des CSH et leur relargage dans la circulation selon un rythme circadien ainsi que
dans la mobilisation induite par le G-CSF (Figure 8) (97). Le facteur de croissance granulocyte
colony-stimulating factor (G-CSF) favorise la mobilisation des CSH en dehors de la niche en
diminuant la concentration médullaire en Cxc/12 impliqué dans la rétention des CSH.
L’'oscillation circadienne des CSH et leucocytes en situation physiologique a été démontrée
chez la souris et 'THomme avec des cycles inversés (98, 99). Ainsi, le relargage des CSH est
maximum peu de temps apreés le lever du soleil chez la souris et au crépuscule chez 'Homme
(98). Les signaux sympathiques sont transmis via les récepteurs B adrénergiques aux cellules
stromales médullaires (BM-MSC) et cellules endothéliales induisant une diminution
d’expression du Cxcl12 et des molécules d’adhésion (100, 101). La mobilisation circadienne
des CSH est dépendante d’une signalisation via les récepteurs B3 adrénergiques
principalement exprimés par les BM-MSC NestinP° (95). En revanche, la mobilisation des CSH
induite par le G-CSF est dépendante a la fois de la signalisation B2 et B3 adrénergiques (102).
En plus d’un effet sur le gradient de Cxcl12, le systéme nerveux sympathique favorise la
mobilisation des CSH en affectant négativement I'activité des BM-MSC, macrophages et
cellules de la lignée ostéoblastique (97, 103-105). De facon plus globale, le systeme nerveux
sympathique est un composant critique de la niche hématopoiétique. Ainsi, la dénervation
sympathique induit un vieillissement accéléré de la niche avec une expansion des BM-MSC,
une entrée en cycle des CSH et une altération de leur capacité régénérative ainsi qu’une

modification profonde de I'architecture vasculaire (69).

Le systéme nerveux parasympathique intervient également dans la régulation des
oscillations circadiennes et la mobilisation des CSH induite par les G-CSF (106, 107). Chez la
souris, en situation physiologique, les signaux cholinergiques centraux inhibent le tonus
sympathique (B3 adrénergique) favorisant le homing des CSH dans la moelle. La libération
d’agonistes B2 adrénergiques par voie endocrine contribue au homing des CSH via une
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surexpression des molécules d’adhésion par les cellules endothéliales (107). L’activation du
systeme nerveux sympathique et I'inhibition conjointe du systéeme nerveux parasympathique
par la lumiere favorise la libération des CSH. Une étude a également démontré I'importance
des glucocorticoides, libérés par I’'axe hypothalamo-hypophyso-surrénalien en réponse a la
fixation de I'acétylcholine sur les récepteurs muscariniques de type 1 au niveau central dans

la mobilisation induite par le G-CSF (108).

Noradrenergic signals

Sympathetic

Chrn —H
1 B:-AR  Cxclt2
b4 Vcam1, E-Sel

Egress

Figure 8

FIGURE 8 : Régulation des oscillations circadiennes de CSH chez la souris. En journée, le tonus
sympathique agit via des récepteur adrénergiques B3 exprimés par les BM-MSC et induit une
diminution d’expression de cxcl12 et des molécules d’adhésion Vcaml et sélectine-E
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favorisant la libération des CSH. La nuit, I'inhibition du systeme sympathique par le systeme
parasympathique favorise le homing des CSH. Ach: acetylcholine; BMSC: BM mesenchymal
stem/progenitor cell; Chrn: cholinergic nicotinic; CNS: central nervous system; E-sel: E-
selectin; HSC: hematopoietic stem cell; NE: norepinephrine. D’aprés O’Leary HA. (109)

Le réle du systéme nerveux sensitif dans la mobilisation des CSH a plus récemment été
mis en évidence (80). Cette élégante étude a démontré une action synergique des systémes
nerveux sympathiques et sensitifs dans I'induction de la mobilisation. Contrairement au
systéme nerveux sympathique dont I'action est médiée indirectement pas les BM-MSC, les
fibres nociceptives, impliquées dans la transmission de la douleur, induisent la mobilisation
par une action directe sur les CSH via la libération de CGRP. De maniéere intéressante en terme
d’application clinique, I'administration de CGRP potentialise la mobilisation induite par le G-

CSF et le plerixafor, inhibiteur de CXCRA4.

c) Implication du systéeme nerveux sympathique dans la

régénération médullaire

Le systeme nerveux sympathique est également impliqué dans la régénération
médullaire faisant suite a 'administration de chimiothérapies (110, 111). L’administration
d’une chimiothérapie neurotoxique comme le cis-platine induit une neuropathie au sein de la
moelle osseuse altérant la régénération médullaire aprés transplantation de CSH. Une neuro-
protection par la délétion de Trp53 au sein des neurones sympathiques ou I'administration de
facteurs de croissances neuronaux comme le 4-methylcatechol ou le glial-derived

neurotrophic factor permettent de favoriser la régénération hématopoiétique (111).

4. Adipocytes et hématopoiese

La cavité médullaire comprend la moelle hématopoiétique, appelée communément
« moelle rouge » et des adipocytes, « la moelle jaune ». Les adipocytes ont longtemps été

considérés comme des régulateurs négatifs de I’hématopoiese mais leur fonction est
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actuellement revisitée suite a 'amélioration de nos connaissances sur I’hétérogénéité des
cellules adipeuses. Les adipocytes sont peu nombreux chez les souris jeunes mais leur
fréguence augmente significativement au cours du vieillissement et aprés irradiation.
L'identité de la cellule précurseur des adipocytes en situation physiologique au sein de la
moelle osseuse reste incertaine (112-114). Dans le contexte de la régénération médullaire
aprés irradiation, I'équipe de Sean Morrison a identifié un précurseur exprimant
I'adiponectine et représentant 5% des cellules stromales positives pour le récepteur a la

leptine (LepRP®%) (115).

La fonction inhibitrice des adipocytes sur I’"hématopoiese a initialement été suggérée
par la mise en évidence d’une corrélation inverse, lors de I'analyse d’os isolés de différentes
parties du corps de la souris, entre la quantité d’adipocytes dans la moelle et la fréquence en
CSH et progéniteurs hématopoiétiques (116). L'inhibition de I'adipogénése est également
associée a une amélioration de la régénération médullaire aprés chimiothérapie (117). De
plus, la prise de greffe est améliorée chez les souris transgéniques lipoatrophiques A-ZIP/F1
caractérisées par un déficit en tissu adipeux (116). Il a également été démontré que
I’accumulation de tissu adipeux associée au vieillissement et a I'obésité affectait négativement

I’'hématopoiése (118).

Ces résultats contrastent avec le fait que le nombre d’adipocytes augmentent
significativement apres irradiation, en phase de régénération hématopoiétique, pouvant
suggérer un role dans le soutien de I’'hématopoiese (119). De plus, les adipocytes sécretent,
des facteurs de soutien de ’hématopoiése, notamment Scf et Cxcl12 (120). Par ailleurs, la co-
injection de progéniteurs adipocytaires, Adipose-derived Stromal Cells (ASC) avec des CSH a

des souris immunodéficientes favorise la reconstitution hématopoiétique (121).

Cette discordance entre les études est probablement expliquée par la grande
hétérogénéité, initialement négligée, des populations cellulaires adipocytaires. Notre
compréhension du compartiment adipocytaire a été nettement améliorée grace aux études
reposant sur le single-Cell RNA-sequencing (sc-RNAseq) récemment publiées (41, 43, 45). Les
progéniteurs adipocytaires exprimant le récepteur a la leptine sans co-expression de
I'ostéolectine représentent une source majeure de cytokines de soutien a I’"hématopoiese
(122). Baccin, et al., par une approche de sc-RNAseq ont identifié une population de cellules
stromales présentant une signature moléculaire de type « adipocyte », appelé « adipoCAR »
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importante pour le soutien de I'"hématopoiese (41). Une autre population de progéniteurs
adipocytaires ne contenant pas de gouttelettes de lipides et impliquée dans le maintien de la

niche vasculaire a été identifiée par une approche similaire (123).

En conclusion, le réle précis des adipocytes est dépendant du contexte (physiologie ou

régénération) et des sous populations cellulaires considérées (124).

5. Régulation de 'hématopoiese par les cellules hématopoiétiques

a) Les mégacaryocytes

Les mégacaryocytes sont de volumineuses cellules multi-nucléées dont la fonction
principale est la production des plaquettes, élément central de I’'hémostase primaire. Les
études récentes suggeérent une proximité sur le plan ontogénique entre les CSH et les
mégacaryocytes, remettant en cause le modéle précédemment admis (125). Ainsi les
mégacaryocytes pourraient étre directement issues de la différenciation des CSH et non d’un
progéniteur myéloide (126-128). L'existence de cette proximité a été renforcée par
I'identification de CSH exprimant le facteur Von Willebrand (CSH-vWFP°s) (129). Les CSH-
VvWEFP%, présentant un biais de différenciation myéloide, apparaissent situées en haut de la
hiérarchie, capables d’autorenouvelement et de donner des CSH-vWF"8, caractérisées par un
biais de différenciation lymphoide. Durant mon travail de these, nous avons montré que ces
CSH occupaient des niches distinctes au sein de la moelle osseuse, les CSH-vWFP® étant
localisées a proximité des mégacaryocytes contrairement aux CSH-vWF"€ se trouvant a

proximité des artérioles (70).

A coté de la production de plaquettes, les mégacaryocytes sont impliqués dans le
maintien des CSH dans un état de quiescence. En effet, la déplétion des mégacaryocytes, par
I'utilisation de souris Cxcl4-cre;iDTR, entraine une expansion des cellules souches
hématopoiétiques secondaire a une entrée en cycle objectivée par une augmentation de
I'incorporation du BrdU et de I'expression de génes du cycle cellulaire comme Cdkn2 (130). Le

maintien des CSH dans un état quiescent par les mégacaryocytes est assuré via la sécrétion de
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cytokines comme le Cxcl4 et le TGFB (130-132). Les mégacaryocytes sont également impliqués
dans le controle de I'expansion des CSH en situation de stress en permettant un retour des
CSH dans un état de quiescence apreés la phase de régénération par la sécrétion de Cxcl4 et

TGFB (133).

b) Les macrophages

L’étude de la mobilisation induite par le G-CSF a permis de mettre en évidence le rble
central des cellules monocytaires, exprimant le récepteur au G-CSF (134, 135). Il a ainsi été
démontré que des souris transgéniques caractérisées par une expression du récepteur au G-
CSF restreinte aux monocytes-macrophages répondaient au G-CSF de maniére identique a des

souris wild-type (WT) contrdles.

En plus d’intervenir dans la mobilisation induite par le G-CSF, les monocytes-
macrophages sont également impliqués dans la rétention des CSH au sein de la niche. La
déplétion des macrophages dans des modeéles murins transgéniques (souris Mafia) ou via
I"utilisation de liposomes contenant du clodronate, induit une mobilisation des CSH (135). Les
macrophages CD169P° stimulent I'expression par les cellules stromales NestinP° de Cxcl12 et
d’autres facteurs de rétention comme Vcam1 (103). Le traitement par G-CSF induit une
diminution du nombre de macrophages au sein de la niche, ce qui associé a une stimulation
du systeme nerveux sympathique, induit la mobilisation des CSH dans la circulation (103). Une
population de macrophages exprimant le marqueur DARC a également été impliquée dans le
maintien des CSH dans un état de quiescence, prévenant leur expansion et différenciation via
une interaction avec CD82/KAl: exprimé par les CSH (136). En situation de stress, une autre
population de macrophages, exprimant fortement le marqueur alpha-smooth muscle,
protegerait les CSH du stress oxydatif induit par la régénération médullaire via la production

de prostaglandine E; (137).
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6. Altération de la niche médullaire par les radiations ionisantes et

chimiothérapies

En situation de stress, suite a une infection, une irradiation ou une chimiothérapie, les
CSH entrent en division et se différencient majoritairement en cellules de la lignée myéloide
pour rapidement reconstituer le pool de cellules sanguines (150-152). Ce phénoméne est
transitoire, les cellules souches retrouvant un état de quiescence aprées I'épisode aigu. En
dehors des effets directs sur I’'hématopoiese, les radiations ionisantes et agents cytotoxiques
peuvent affecter les composants de la niche médullaire altérant les capacités de

reconstitution hématopoiétique (153).

L'administration d’une irradiation ou d’une chimiothérapie (5 fluoro-uracile dans la
plupart des études menées chez la souris) est suivie d’une rapide altération du réseau
vasculaire au sein de la moelle osseuse (7, 49, 52, 154). De maniére intéressante, des études
de « lineage tracing » suggérent que les artérioles et sinusoides se régénérent a partir de
progéniteurs radio-résistants respectivement artériolaires ou sinusoidaux soit de méme
nature que le vaisseaux nouvellement formé (7). La régénération vasculaire est indispensable
a la reconstitution hématopoiétique (52). Ces deux processus nécessitent I'expression par les
cellules endothéliales de différents facteurs comme Scf, VEGFR2, DLL4 et Jagged1 (7, 154-156).
L'expression du Scf par les cellules artériolaires, et non sinusoidales, est indispensable a la

reconstitution hématopoiétique.

D’autres composants de la niche peuvent étre altérés par les radiations ionisantes et
chimiothérapies. Ainsi, le cis-platine et la vincristine, molécules connues pour leur
neurotoxicité, induisent chez la souris une neuropathie sympathique médullaire affectant

négativement la régénération (90).

Bien que les cellules stromales soient majoritairement quiescentes, les
chimiothérapies et radiations ionisantes affectent leurs capacités de soutien a
I’'hématopoiese. Une diminution de I'activité colony forming unit-fibroblast (CFU-F) est
observée chez les patients ayant recu une greffe de cellules souches hématopoiétiques avec

des anomalies persistantes de nombreuses années apres la greffe (153). L'altération de
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I'activité CFU-F a été confirmée apres administration de chimiothérapie dans des modeles

murins (90, 157).

D. Les cellules stromales mésenchymateuses

Les cellules stromales mésenchymateuses représentent une population hétérogéne de
cellules stromales caractérisées par leurs capacités a se différencier en ostéoblastes,
chondrocytes et adipocytes, leurs facultés d’adhésion aux surfaces plastiques et I'expression
de marqueurs de surface caractéristiques (138). Initialement identifiées au sein de la moelle
osseuse, les BM-MSC ont depuis été isolées dans de multiples organes et tissus : gelée de
Wharton et cordon ombilical, tissu adipeux, peau, organes lymphoides secondaires,
membranes synoviales, cartilages articulaires, os compact et périoste (33, 139-145). Au sein
de la moelle osseuse, les cellules stromales mésenchymateuses sont localisées a proximité des
vaisseaux sanguins ou elles interagissent étroitement avec les CSH. De nombreux marqueurs
ont été identifiés pour isoler les BM-MSC indiquant I'existence d'une importante
hétérogénéité (54, 68, 95, 112, 146). Ces cellules sont la source d’intenses travaux de
recherche compte tenu notamment de leurs propriétés immunomodulatrices et de leur

potentielle utilisation en médecine régénérative.

1. Historique

L’existence de cellules non-hématopoiétiques localisées au sein de la moelle osseuse a été
évoqué pour la premiere fois en 1867 par le biologiste allemand Julius Friedrich Cohnheim
(1839-1884). En injectant un colorant chimique en intraveineux, Julius Friedrich Cohnheim
étudia l'implication des cellules d’origine sanguine et par extension médullaire, dans la
cicatrisation en analysant les cellules « marquées » au sein de plaies provoquées chez I'animal.
En plus des cellules hématopoiétiques inflammatoires, Cohnheim décrivit des cellules d’allure

fibroblastique associées a de fines fibrilles. Ces travaux suggéraient I'existence de cellules non
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hématopoiétiques, originaires de la moelle osseuse, d’allure fibroblastique impliquées dans la

cicatrisation (147).

Au début du XXe siécle, le scientifique russe Alexander Maximov (1874-1928) proposa la
« théorie unitaire de I’hématopoiese » (Figure 9). Extrémement novateur, A. Maximov
suggéra que les cellules hématopoiétiques différenciées descendaient d’une cellule souche
hématopoiétique controlée localement par des cellules stromales. Bien qu’Alexander
Maximov flt trés respecté par la communauté scientifique, sa théorie fut accueillie avec un

certain scepticisme (148).
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FIGURE 9: A. Maximov dans son laboratoire de culture cellulaire a Saint Petersburg (1915).
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Image extraite de la publication: Friedenstein, A. J. “Stromal-hematopoietic interrelationships:

Maximov's ideas and modern models.” (149)

Il faudra attendre plus de 50 ans et les travaux de Alexander Friedenstein (1924-1998) pour
confirmer I'hypothese de A. Maximov. Alexander Friedenstein, a qui l'on attribue

habituellement la découverte des cellules stromales mésenchymateuses, a comme A.
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Maximov, débuté sa carriere a I'académie militaire médicale de Saint Pétersbourg. Dans les
années 1960-1970, Alexander Friedenstein sera le premier scientifique a isoler de la moelle
osseuse des cellules de morphologie fibroblastique, adhérentes, avec une importante activité
mitotique et capables de former des colonies in-vitro (CFU-F) (150, 151). Alexander
Friedenstein décrivit également la capacité de ces cellules a se différencier en ostéoblastes,
chondrocytes et adipocytes in vitro et in vivo(152, 153) . Ces résultats seront reproduits par
d’autres équipes notamment Tavassoli et Crosby qui en greffant des fragments osseux
autologues chez le rat, le lapin et le chien, observeront la reconstitution d’un tissu
hématopoiétique et la prolifération de cellules fibroblastiques capables de donner des
ostéoblastes et de former de nouvelles trabéculations osseuses in-vivo (154). Il faudra
attendre les années 1980 pour que des cellules stromales médullaires soient isolées chez
I"'Homme (155, 156). La capacité de différenciation des cellules stromales humaines in-vitro en
ostéoblastes, chondrocytes et adipocytes sera mis en évidence par MF. Pittenger en 1999

(157).

Le terme de MSC ne sera proposé qu’en 1991 par Arnold I. Caplan (158).

2. Définition

Le fort engouement pour I'étude des cellules stromales et 'utilisation de différentes
stratégies d’isolement et définitions phénotypiques a initialement limité la comparaison entre
les différentes publications. L’élaboration de criteres minimum définissant les MSC est
rapidement devenu indispensable. La société internationale de thérapie cellulaire (ISCT) a
émis en 2006 des recommandations sur les criteres minimums permettant de définir une MSC
chez 'Homme (138). L'ISCT insiste également sur la nécessité d’utiliser préférentiellement le
terme de « cellules stromales multipotentes » et de réserver celui de « cellules souches
mésenchymateuses » aux populations cellulaires dont les propriétés d’autorenouvelement

ont pu étre démontrées.
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Selon I'ISCT, les MSC sont définies par :

- Leur adhérence aux surfaces plastiques
- Lexpression d’antigénes de surface spécifiques

- Leur potentiel de différenciation en ostéoblastes, chondrocytes et adipocytes

Ces criteres sont présentés dans le tableau 1.

1) Adhérence aux surfaces plastiques
2) Phénotype: Positive (2 95%) Négatives (<2%)
CD105 CD45
CD73 CD34
CD90 CD14 ou CD11b
CD79a ou CD19
HLA-DR
3) Différenciation in-vitro en ostéoblastes, adipocytes et chondrocytes
Tableau 1

TABLEAU 1: Définition des MSC selon les criteres minimaux établis par I'ISCT. D’apres
Dominici, et al. (138)

Chez la souris, les MSC sont habituellement définies par leur capacité de
différenciation en ostéoblastes, chondrocytes et adipocytes in-vitro et I'absence d’expression

du marqueur de surface pan-leucocytaire CD45 et endothélial CD31.

Malgré les recommandations de I'ISCT, il est important de souligner que le terme MSC
largement utilisé dans la littérature désigne le plus souvent indifféremment les « cellules
stromales mésenchymateuses » et « cellules souches mésenchymateuses » bien que les

propriétés d’autorenouvélement soient rarement démontrées in-vivo.

3. Les cellules stromales au sein de la moelle osseuse (BM-MSC)

Les BM-MSC représentent un acteur central de la niche hématopoiétique, produisant
des facteurs de croissances, transmettant les influx nerveux aux autres cellules de la niche et
interagissant directement avec les CSH pour réguler leurs propriétés d’auto-renouvelement,

prolifération et différenciation (159). Les BM-MSC sont localisées dans les régions péri-
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vasculaires ou elles forment un réseau rappelant les structures neuronales. De nombreux
marqueurs ont été décrit pour isoler les BM-MSC et le développement des techniques de sc-
RNAseq ouvre de nouvelles perspectives dans la compréhension de [l'importante

hétérogénéité de ce compartiment médullaire (41, 45, 160).

a) Ontogénése

Durant 'embryogénese, les cellules issues de la créte neurale migrent dans les os ou
elles se localisent le long des vaisseaux sanguins dans la cavité médullaire (161). L'ontogénese
des os et de la moelle osseuse fait intervenir des « vagues » successives de différentes
populations stromales (24, 27, 28, 112, 114, 161-163). Les cellules exprimant les marqueurs
Osterix, Collagéne2 et Hoxall se différencient en ostéoblastes, ostéocytes, chondrocytes et
cellules stromales dans les os en développement (27, 95, 161). Les cellules Nestin-CrefR-
positives donnent de maniére transitoire des ostéoblastes et des cellules stromales
médullaires en période post-natale (95). Par ailleurs, une partie des cellules exprimant les
marqueurs Osterix et Hoxal1l se différencient en cellules stromales exprimant le récepteur a
la leptine (LepRP°) en période périnatale (112, 162, 163). Les cellules LepRP° sont initialement
présentes en faible quantité et principalement localisées au niveau des métaphyses. Leur
nombre augmente progressivement et elles représentent la majorité des cellules stromales a
I’age adulte ou elles se localisent principalement dans les régions péri-sinusoidales (120, 146).
Des travaux récents ont également mis en évidence une origine commune entre les cellules
stromales de la moelle osseuse et celles du périoste (33). Ainsi, les cellules stromales du
périoste et de la moelle osseuse sont issues de la différenciation locale d’'un progéniteur
mésenchymateux exprimant le marqueur PRX1 (utilisation de souris Prx1-Cre). La multiplicité
des marqueurs utilisés dans les études et, dans de nombreux cas leur redondance, rendent
difficile la démonstration d’une hiérarchie entre les différentes populations décrites. Il est
néanmoins clair que la formation du réseau de cellules stromales est la conséquences de

multiples vagues successives de différents progéniteurs mésenchymateux.
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b) Principaux marqueurs

Les cellules stromales conservent un profil d’expression génique dérivé de la créte
neurale et notamment une expression du géne nestin (161, 164). L'étude de souris
transgénique Nestin-GFP a permis la mise en évidence de cellules stromales péri vasculaires
Nestin-GFPP°s et exprimant fortement les cytokines de soutien des CSH a savoir CXCL12, SCF,
Angiopoietin-1 et I'interleukine-7 (95). On distingue, en fonction de I'intensité de fluorescence
du rapporteur GFP, deux populations de cellules stromales Nestin-GFPP°s (56), Les cellules
Nestin-GFPPreht, de |ocalisation péri-artériolaires, trés largement minoritaires, expriment le
plus fortement les genes impliqués dans le soutien des CSH et peuvent également étre
identifiées par les marqueurs Neural/glial antigen 2 (Ng2) et Myosin Heavy chain 11 (MYH11)
(56, 68). A I'inverse, les cellules Nestin-GFP'®", ont une localisation péri-sinusoidales et sont
majoritairement LeptinRP®. Les cellules stromales Nestin-GFPP* peuvent également étre
isolées par I'utilisation de la combinaison des marqueurs CD51 et CD140a (PDGFRa) chez la
souris et I’'’Homme (165). La combinaison CD51 et CD200 est également largement utilisée
pour isoler les cellules stromales au sein de la moelle osseuse, de I'os et du périoste chez la
souris (166-168). Les marqueurs PDGFRa et Sca-1 ont été proposés pour isoler les cellules
stromales (PaS) mais cette population se révéle tres hétérogene (169). Une autre population
stromale, englobant en grande partie les cellules Nestin-GFPP°s a été identifiée par le Knock-
in du rapporteur GFP sous controle du promoteur du géne codant pour Cxcl12. Ces cellules,
produisant également du SCF et de l'interleukine 7, appelées CAR-cells pour « CXCL12
Abundant Reticular stromal cells » sont intiment associées aux capillaires sinusoides (170,
171). Par une approche similaire, I'équipe de Sean Morrison a identifié les cellules stromales
LeptinRP°s par le Knock-in du rapporteur GFP sous contréle du promoteur du gene codant pour
scf (7, 146). Les cellules lepRP° ont une localisation péri-sinusoidale et constituent des
précurseurs ostéo-adipocytaires (172). Paired-Related Homeobox Protein 1 (PRX1) est un
facteur de transcription exprimé t6t durant le développement des membres. En utilisant des
souris Prxl-cre, Greenbaum, et al. ont démontré que les cellules stromales exprimant le
marqueur PRX1 représentaient la source principale de Cxcl12 (54, 173). Il faut néanmoins
garder a l'esprit qu’il existe une importante redondance entre les populations stromales

Nestin-GFPP°, LepRP°s, CAR et PRX1P% (162, 165, 172, 174, 175). Chez ’'Homme, les cellules
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péri-vasculaires sont principalement identifiées par I'expression des marqueurs CD146 et

CD271 (176-178).

Différents marqueurs ont également été identifié afin d’isoler les progéniteurs
ostéoblastiques tout en gardant a I'esprit que certaines populations précédemment décrites,
comme les cellules Nestin-GFPP® participent également a I'ostéogénése et au remodelage
osseux (162). Ainsi, sur le plan phénotypique, on retiendra les combinaisons : CD105P%Thy1P°s,
CD51P°sCD200P°s et les cellules positives pour CD51 et Sca-1 (167, 179, 180). Gremlin-1, un
antagoniste de la Bone Morphogenic Protein, identifie une population stromale
principalement localisée au niveau des métaphyses des os long et capable de se différencier
en ostéoblastes, chondrocytes et cellules stromales médullaires mais pas en adipocytes la
différenciant des cellules Nestin-GFPP° et LepRP° (114). Enfin, I'expression du géne osterix
permet d’identifier différentes vagues de progéniteurs ostéoblastiques au cours du

développement (112).

c) Etude du réle fonctionnel des populations stromales par la

délétion ciblée des cytokines Scf et Cxcl12

Afin d’élucider les roles respectifs des différentes populations stromales dans
I’'hématopoiése, de nombreuses études reposant sur I'utilisation des modeles transgéniques
permettant une délétion ciblée de certaines cytokines ont été menées (Figure 10). Il est
important de souligner que la plupart des modeles murins disponibles pour I'étude du
microenvironnement stromale reposent sur un systéme Cre/loxP actif constitutionnellement
et non inductible. Il est donc possible que les résultats obtenus soient, en partie secondaires
a un effet de la délétion en cours du développement et ne seraient pas reproduit en cas de
délétion induite chez un animal adulte. De méme, on ne peut exclure des phénomenes de
compensation par d’autre populations cellulaires. Néanmoins, ces études soulignent le role
central des cellules stromales péri vasculaires dans la maintenance des CSH et le controle de

leur mobilisation.

La délétion de Cxcl12 en utilisant le modéle Ng2-Cre permettant de cibler virtuellement
la totalité des cellules Nestin-GFPP°, induit une diminution drastique de la cellularité
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médullaire. Cette délétion induit également une diminution du nombre de CSH, leur
redistribution a distance des artérioles, leur entrée en cycle et une altération de leur capacité
de reconstitution hématopoiétique (68). Les cellules LepRP% représentent une source
majeure, si ce n’est la principale de Scf et Cxcl12. Ainsi, 95% des cellules Scf-GFP"&" et 90% des
cellules Cxcl12-DsRed"&" sont marquées par le marqueur Leptine-R (7, 55). La délétion
conditionnelle de Cxcl12 dans les cellules LepRP°s induit une mobilisation des CSH mais n’a pas
d’effet sur leur localisation nileur nombre au sein de la moelle osseuse (54, 55, 68). La délétion
de Scf dans les cellules LeptinRP°s induit en revanche une baisse du nombre de CSH au niveau
médullaire (7, 181). La délétion de Cxcl/12 au sein de la niche artériolaire en utilisant les
modeéles inductibles Ng2-CrefR™2 oy MYH11-CrefR induit une diminution du nombre de CSH
dans la moelle osseuse et leur relocalisation a distance des artérioles (68). A l'inverse, la
délétion de Scf dans la niche artériolaire en utilisant les modéles précédemment décrit n’a pas

d’effet sur le nombre et la localisation des CSH (68).

Ces données soulignent la possibilité d’un effet différentiel des principales cytokines
en fonction des niches concernées.

Perivascular cells Observed phenotype

marked by Cre Cxcl12 deletion Scf deletion
Sinusoid Arteriole BM HSC PB HSPC BM HSC PB HSPC

LepR-cre v~ - 4 \4 -
NG2-cre \/

Myh11 -crefR12

Figure 10

FIGURE 10 : Résumé des effets des délétions sélectives des cytokines Scf et Cxcl12 au sein
des différentes populations stromales péri-vasculaires. HSC: hematopoietic stem cell, HSPC:
hematopoietic Stem and Progenitor Cell. D’aprés Asada, et al. (68)
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d) Apport des nouvelles techniques de sc-RNAseq dans la
compréhension de la complexité de la niche hématopoiétique et

I’hétérogénéité des populations stromales.

Le développement des nouvelles techniques de sc-RNAseq offre la possibilité de mieux
appréhender la complexité du microenvironnement médullaire. Le groupe de lannis Aifantis
a ainsi identifié au sein de la population LeptinRP°s, deux sous populations principales
caractérisées par une signature transcriptomique adipogénique « adipo-primed » ou
ostéogénique « osteo-primed » (43). La population « adipo-primed » est caractérisée par une
forte expression du gene Leptine et apparait, située au-dessus des progéniteurs « osteo-
primed » sur un plan phylogénique. De fagon intéressante, les auteurs ont localisé ces sous
populations au sein de la niche hématopoiétique. Les cellules « adipo-primed » sont situées
en péri-sinusoidales alors que les cellules « osteo-primed » se localisent a proximité des
artérioles. Les cellules LepRP® « adipo-primed » expriment en plus de Cxcl12, Scf et IL-7, les
cytokines IL-15, IL-34, Csf-1, Bmp4, Ccl19 et Ccl2. L’existence de deux populations cellulaires
de BM-MSC avec des profils « osteo-primed » ou « adipo-primed » a été confirmée par une
étude indépendante publiée quelques mois plus tard dans laquelle ces deux populations sont
respectivement nommeées « osteo-CAR » et « adipo-CAR » (41). Sur le plan fonctionnel, les
BM-MSC « adipo-primed » sont fortement enrichies en activité CFU-F. De maniere
intéressante, la signature moléculaire des BM-MSC « adipo-primed » est particulierement

proche de celles des BM-MSC humaines isolées sur le phénotype CD45"8CD271P° (178).

4. Les cellules stromales du périoste

Le périoste est un tissu particulierement riche en cellules stromales qui assurent un
role central dans le remodelage osseux et la cicatrisation de I'os (formation du cal osseux)
apreés fracture. La caractérisation des cellules stromales du périoste (P-SSC) est rendu difficile
par 'absence de marqueur spécifique permettant leur isolement. L'étude des P-SSC repose

sur 'utilisation de plusieurs marqueurs stromaux et de leurs propriétés d’adhésion.
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a) Isolement

Différentes techniques ont été développées afin d’isoler physiquement les cellules
stromales du périoste. La dissection du périoste humain est relativement simple et repose sur
I"utilisation d’outils de chirurgie spécifiques permettant de séparer le périoste de la surface
osseuse sous-jacente. Cette technique est utilisée couramment en chirurgie dentaire et
orthopédique. Une fois le périoste séparé de I'os, les cellules stromales sont isolées par
dissociation enzymatique ou par la mise en culture de fragments de périoste entrainant une

migration et une expansion spontanée des cellules stromales.

La dissection et l'isolement des P-SSC chez la souris est plus difficile en raison de
I’'extréme finesse du périoste, de sa forte adhérence a I'os et de la limite parfois floue avec le
tissu musculaire. Chez la souris jeune ol le périoste est peu adhérent a I'os, il est possible
d’isoler le périoste par une dissection soigneuse apres avoir retiré le tissu musculaire. Chez la
souris plus agée, en plus de la dissociation physique simple, plusieurs techniques ont été
développées pour isoler les cellules stromales. La premiére consiste a déposer les fémurs
directement dans des plaques de culture dans un milieu nutritif (Figure 11). Les cellules
stromales, du fait de leurs propriétés de migration et d’adhésion aux surfaces plastiques vont
migrer et pourront aisément étre isolées aprées un traitement par trypsine (33, 182). Afin de
limiter ce risque de contamination, I'équipe de Geert Carmeliet a développé une technique
reposant sur une dissociation enzymatique du fémur « entier » aprés avoir recouvert les
régions distales (diaphyses et épiphyses) d’un gel d’agarose (183). Enfin, I'équipe de Xinping
Zhang a utilisé 'importante capacité de prolifération des cellules du périoste aprés soumission
a un stress pour les isoler. Leur technique consiste a créer une perte de substance osseuse au
niveau du fémur de souris et de combler celle-ci par un greffon de périoste autologue. Le
périoste greffé, siege d’'une expansion des cellules stromales est isolé 5 jours apres la greffe

par dissociation physique et chimique (184).
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Figure 11

FIGURE 11: Isolation de cellules du périoste par une technique de migration. Issue de Perrin
S, et al (182). A: aprés excision des épiphyses et élimination de la moelle osseuse, les
fragments osseux sont déposés dans un milieu de culture. B : Les cellules du périoste migrent
aprés quelques jours de cultures. C-D : Cellules du périoste a PO et P1.

Bien que ces différentes approches permettent d’isoler des P-SSC, il est clair que leur
nature, état d’activation et les caractéristiques des populations isolées différent entre ces

différentes techniques.

b) Caractérisation phénotypique

Comme discuté précédemment, la principale difficulté pour étudier les P-SSC est
I'absence de marqueur de surface spécifique. La plupart des études ont par ailleurs été

menées sur des cellules en culture, pouvant étre source de modifications phénotypiques.
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Les P-SSC sont caractérisées par I'absence d’expression de marqueurs
hématopoiétiques et endothéliaux (CD45, CD31...) et I'expression de marqueurs de cellules
stromales mésenchymateuses: CD51, CD73, CD105, CD200 et Sca-1 chez la souris, CD73, CD90,
CD105, CD146 et CD166 chez I'Homme (183, 185). Les cellules stromales du périoste
expriment par ailleurs le géne postn (également appelé Osf2 pour osteoblast specific factor )
codant pour la protéine périostine, composant de la matrice extracellulaire (186). Du fait de
sa localisation au niveau de la matrice extracellulaire, ce marqueur ne peut étre utilisé pour
marquer les P-SSC. La surexpression du géne postn induite par I'activation des P-SSC (33) peut
néanmoins étre mise a profit pour marquer les P-SSC dans un modele murin ou la recombinase
Cre est placée sous le contrdle du promoteur du géne postn (souris Postntm21icre/Esri*)imol /j)

(187).

c) Propriété en culture

En culture, les cellules stromales du périoste sont caractérisées par une importante
activité clonogénique avec une expansion rapide. On observe ainsi une activité CFU-F tres
nettement supérieure a celle des MSC isolées a partir de la moelle osseuse. Cette importante
activité CFU-F a été observée chez la souris et chez I'Homme (Figure 12) (188) . En culture, les
cellules stromales adoptent une morphologie fibroblastique avec une forte adhésion aux
revétements plastiques. Avec I'utilisation de milieu de différenciation, les cellules stromales
du périoste se différencient dans les lignées ostéoblastiques, adipocytaires et
chondroblastiques (35, 183, 185, 189, 190). Il ne semble pas exister de différence notable
entre les cellules stromales du périoste et les cellules stromales isolées a partir de la moelle
osseuse en termes de différenciation ostéoblastique et chondroblastique. La différenciation
adipocytaire est en revanche moins marquée pour les cellules issues du périoste suggérant un

biais de différenciation ostéo-chondrogénique (188).
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FIGURE 12 : Comparaison de I'activité CFU-F de la moelle osseuse (MO), de I’os et du périoste
murin. A : photographie illustrant les différences de CFU-F entre la moelle osseuse, I'os
compact et le périoste. B : Nombre absolu de CFU-F pour 10° cellules. Les cellules stromales
triées sur le phénotype CD45"8Ter119"8CD31"*8CD51P°*CD200P° ont été mises en culture en
densité clonale en milieu adapté. L’analyse statistique a été réalisée en utilisant la méthode
one-way ANOVA. *p<0.05. ** p<0,01. *** p<0,001. (Données personnelles non publiées a visée
illustrative)

d) Réle dans la cicatrisation et la formation du calus apreés fracture

osseuse

La cicatrisation osseuse peut étre divisée en quatre phases récapitulant peu ou prou
I'ostéogénése: une phase précoce inflammatoire avec le recrutement des cellules stromales
du périoste, la formation d'un cal cartilagineux, le remplacement de ce cal cartilagineux par

un tissu osseux spongieux puis enfin son remodelage en un tissu osseux mature.

La survenue d’une fracture est suivie d’'une phase inflammatoire avec une rupture des
vaisseaux sanguins, la formation d’un hématome et le recrutement de cellules inflammatoires
indispensables au processus de cicatrisation par I'expression de nombreuses cytokines comme

I'interleukine 1 et I'interleukine 6. L’hypoxie induite par I’arrét de la microcirculation entraine
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la production de VEGF et la stimulation d’'une néo angiogenése. La production de nombreux
facteurs de croissance par les cellules inflammatoires s’accompagne d’un recrutement et
d’une expansion majeure des cellules stromales du périoste situées au sein de la couche

interne (cambium) (191-194) (Figure 13).

CD31CD144
Périostine
Postn-CrefR/ Tomato

Figure 13

FIGURE 13 : Recrutement des cellules stromales du périoste (P-SSC) dans les suites d’une
fracture. Images de microscopie confocale réalisées 15 jours apres la réalisation d’une
fracture (étoile) de la diaphyse fémorale d’une souris transgénique PostnCreff-Tomato. Les
cellules stromales surexprimant le gene périostine et marquées en rouge (triangle) sont
recrutées au niveau de la zone de fracture. L'image en zoom (a droite) objective de
nombreuses cellules tomatoP® disposées le long des vaisseaux sanguins. La vascularisation est
marquée en bleu par des anticorps anti-CD31 et anti-CD144 et le périoste en vert par un
anticorps anti-périostine. Barre d’échelle correspondant a 200um sur I'image de gauche et
50um sur I'image en zoom. (Données personnelles non publiées a visée illustrative).

Ces progéniteurs mésenchymateux se différencient en chondrocytes et dans une moindre
mesure en ostéoblastes formant un cal cartilagineux. Ce cal va secondairement étre remodelé

et s’ossifier pour rendre a I'os son aspect originel.
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Il.  Objectifs de la these

Les cellules souches hématopoiétiques sont localisées au sein d’un
microenvironnement spécialisé appelé niche ol leurs fonctions d’autorenouvelement, de

différenciation et de prolifération sont finement régulées (1).

Les cellules stromales mésenchymateuses constituent une rare population de cellules
non hématopoiétiques capables de se différencier en ostéoblastes, chondrocytes et
adipocytes (138, 158, 195). Au sein de la moelle osseuse, les cellules stromales
mésenchymateuses sont localisées principalement autour des vaisseaux sanguins et
interagissent étroitement avec les cellules souches hématopoiétiques. De nombreux
marqueurs ont été identifiés afin d’isoler les cellules stromales mésenchymateuses chez la
souris et 'Homme avec une certaine redondance entre les différentes populations décrites (6,

7, 65, 68, 95, 146, 165).

Les cellules stromales sont majoritairement dans un état de quiescence et sous |'effet
de divers stimuli, peuvent entrer en cycle et acquérir des propriétés régénératives source d’'un
intérét croissant en raison des possibles applications thérapeutiques. Les cellules stromales
mésenchymateuses constituent des acteurs centraux de la niche hématopoiétique et
I'existence d’'un compartiment stromal fonctionnel est indispensable pour permettre une
hématopoiese physiologique. Les chimiothérapies et radiations ionisantes induisent des
modifications profondes de la niche avec des altérations de la vascularisation, des fonctions
stromales et une expansion des adipocytes (10, 44, 118, 120). Les différents processus
impliqués dans la régénération médullaire restent a ce jour mal compris. En dehors de la
moelle osseuse, des cellules stromales ont été isolées dans différents tissus comme I'os
compact (167) et le périoste (33). Dans quelle mesure ces populations stromales interagissent
entre elles et peuvent étre impliquées dans la régénération de la niche hématopoiétique apres

agression reste inconnu.

Durant ma thése, nous avons étudié les phénoménes de régénération médullaire en

tirant parti d’'un modéle murin basé sur la greffe sous cutanée d’un fémur intact.
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A. Objectif n°1 : Caractérisation du modele

Dans un premier temps, nous avons caractérisé le modele de greffe sous cutané. Nous
avons étudié la régénération des différents composants de la niche au cours du temps apres
greffe. Nous avons ainsi analysé les compartiments hématopoiétiques, vasculaires et le
compartiment stromal. Aprés avoir défini un délai de 5 mois aprés greffe comme
correspondant a une phase d’équilibre, nous avons caractérisé la niche au sein du greffon en

la comparant a la niche physiologique.

B. Objectif n°2 : Etude de la contribution des cellules stromales du périoste

dans la régénération médullaire

De maniére inattendue, nous avons observé une expansion des cellules stromales du
périoste (P-SSC) dans les suites immédiates de la greffe parallélement a une destruction des
cellules stromales médullaires (BM-MSC). Nous avons donc émis I'hypothése d’une
contribution des P-SSC dans la régénération de la niche hématopoiétique. En utilisant des
techniques de lineage-tracing, nous avons confirmé la migration des P-SSC au sein de la cavité

médullaire et évalué leur capacité a soutenir ’lhématopoiése.

C. Objectif n°3 : Comparaison des P-SSC et des BM-MSC

La résistance des P-SSC au stress induit par la procédure de greffe nous a amené a
émettre I’'hypothése d’un profil métabolique différent de celui des BM-MSC. Nous avons donc
comparé en situation physiologique les P-SSC et BM-MSC sur le plan de leurs propriétés de

guiescence et leur résistance a I'hypoxie et au stress oxydatif.
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lIl.  Principaux résultats

Ce chapitre a pour objectif de présenter les principaux résultats obtenus lors du travail
de thése. Pour le détail des résultats et des méthodes, le lecteur est invité a se référer au

manuscrit joint (article n°1)

A. Développement et caractérisation d'un modele d’étude de |Ia

régénération médullaire

Afin d’étudier les processus impliqués dans la régénération médullaire, nous avons
développé un modele murin reposant sur la greffe sous cutanée d’un fémur intact (Figure
14A). Apres une phase de nécrose initiale, une régénération des compartiments
hématopoiétiques et non hématopoiétiques est observée avec la reprise d’'une hématopoiése

fonctionnelle.

1. Apres transplantation : le greffon est le site d’'une régénération du

microenvironnement médullaire et d’une reprise de I’'hnématopoiese.

La transplantation du fémur en sous cutanée est suivie d’'une nécrose des cellules
présentent au sein de la cavité médullaire du greffon avec une viabilité inférieure a 10%
seulement 24 heures apres greffe (Figure 14B). Cette nécrose est associée a une destruction
compléte de l'architecture médullaire avec le remplacement des cellules de la cavité
médullaire par des adipocytes (Figure 14C). La nécrose initiale est suivie d’'une phase de
régénération avec l'apparition d’une néo vascularisation, la régénération des cellules

stromales et la reprise d’'une hématopoiése.

L'analyse du greffon a différents points de cinétique montre une augmentation
progressive du nombre de cellules stromales, hématopoiétiques et endothéliales au cours des
5 mois suivant la greffe (Figure 14D). La cellularité totale du greffon rejoint celle de I'h6te 5
mois apres la greffe. De méme, il n’existe pas de différence statistiquement significative entre
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le greffon et I'h6te en terme de nombre de BM-MSC cing mois aprés la greffe. Concernant le
compartiment vasculaire, la néo vascularisation est caractérisée par un important réseau de
vaisseaux sinusoides (Figure 14E) dont la régénération débute environ 15 jours apreés la greffe.
Cing mois apres la greffe, I'analyse par cytométrie en flux montre un nombre significativement

plus élevé de cellules endothéliales sinusoidales mais plus faible de cellules endothéliales

artériolaires au sein du greffon par rapport a I’'h6te (Figure 14E).
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FIGURE 14: Caractérisation d’un modele d’étude de la régénération médullaire. (A)

Illustration de la technique de greffe sous cutanée d’un fémur intact. (B) Poucentage de
cellules médullaire viable a différents temps aprés greffe (D=jour et M=mois). (C) Image
représentative de microscopie confoncale en projection d’un fémur greffé a 1 mois de la greffe
et un fémur de I’"h6te a 4 mois illustrant une architecture médullaire normale. Les adipocytes
sont marqués par un anticorps anti-périlipine et la vascularisation par un marquange anti
CD31 et anti CD144. Barre d’échelle = 50um). (D) Quantification en nombre absolu de la
cellularité, des BM-MSC et des CSH a 1, 2, 3, 4 et 5 mois de la greffe. (E) Quantification des
cellules endothéliales sinusoidales (CES) et artériolaires (CEA) au sein de la moelle osseuse de
I'h6te et du greffon 5 mois apres la greffe. Les données sont représentée en mean + SEM.
*p<0.05. ** p<0,01. *** p<0,001
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Concernant le compartiment hématopoiétique, le nombre de cellules souches
hématopoiétiques (CSH) définies par le phénotype Lin"®8Sca-1P°sc-kitP°**CD38"*8CD150P°* reste
statistiquement inferieur dans le fémur greffé par rapport au fémur de I’h6te. L'analyse du
cycle cellulaire réalisée 5 mois apres la greffe montre que les CSH au niveau du greffon ont
une activité mitotique plus élevée que les CSH dans le microenvironnement médullaire de
I’hote et que les CSH de souris contréles agées de 8 semaines (Figure 15B). Nous n’avons en
revanche pas observé de différence significative en termes de progéniteurs hématopoiétiques
et cellules immunes a I'exception d’une fréquence de lymphocytes T CD8P° légerement
supérieure dans la moelle du greffon par rapport a la moelle de souris contrdles mais sans

différence significative avec le nombre de lymphocytes T CD8P° au niveau de I'hote (Figure

15A et 15C).
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FIGURE 15 : Analyse du compartiment hématopoiétique a 5 mois de la greffe. (A)
Comparaison de différentes populations de progéniteurs hématopoiétiques entre le greffon
et I'h6te a 5 mois de la greffe. (B) Analyse du cycle cellulaire des cellules souches
hématopoiétiques dans une souris contréle, le fémur de I'hote et le greffon a 5 mois de la
greffe. (C) Comparaison de différentes cellules immunes entre une souris controle, le fémur
de I'hote et le greffon a 5 mois de la greffe. Les données sont représentée en mean + SEM.
*p<0.05. ** p<0,01. *** p<0,001
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2. Origine des cellules au sein du greffon

Afin de préciser 'origine des cellules stromales au sein du greffon, nous avons
transplanté des fémurs prélevés sur des souris UBC-GFP ou I'ensemble des cellules expriment
le rapporteur GFP a des souris Rosa26-mT/mG ou toutes les cellules expriment le rapporteur
Tomato (Figure 16A). L’analyse de la moelle osseuse des greffons 5 mois aprés la greffe
montre que toutes les cellules stromales définies par I'expression des marqueurs CD51 et
CD140a et I'absence des marqueurs CD45, Ter119 et CD31 expriment le rapporteur GFP
démontrant que les cellules stromales mésenchymateuses médullaires ont pour origine le
greffon (Figure 16B et 16C). A l'inverse, toutes les cellules hématopoiétiques définies par
I’expression du marqueurs CD45 et/ou Ter119 expriment le rapporteur Tomato démontrant
une colonisation du greffon par des cellules hématopoiétiques provenant de I'héte. Les
cellules endothéliales définies par I'absence d’expression du marqueur CD45 et I'expression
des marqueurs CD31 et CD144 (injection intravasculaire des anticorps) ont une origine mixte
avec une majorité de cellules originaires du greffon.
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FIGURE 16 : Analyse de I'origine des cellules au sein du greffon a 5 mois de la greffe. (A)
représentation schématique de I'expérience. L'origine des cellules est déterminée suite a la
greffe du fémur d’une souris ubc-eGFP a une souris Rosa-mT/mG. (B) Chimérisme médullaire
au sein du greffon déterminé par cytométrie en flux pour les cellules stromales
mésenchymateuses (CSM), cellules endothéliales (CE) et cellules hématopoiétiques (Hémato).
(C) Image de microscopie confocale de la cavité médullaire d’un greffon Ubc-eGFP greffé dans
une souris rosa-mT/mG. Barre d’échelle: 50um. N=3
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Nous avons confirmé I'origine des cellules stromales en utilisant les souris
transgéniques Nestin-GFP ou le rapporteur GFP est sous le contréle du promoteur du gene
nestin exprimé par les BM-MSC. Nous avons transplanté des fémurs prélevés chez des souris
Nestin-GFP a des souris WT et inversement des fémurs prélevés chez des souris WT a des
souris Nestin-GFP. Lorsque le greffon est Nestin-GFP, les cellules analysées 5 mois apres la
greffe expriment le rapporteur GFP au sein du greffon. Aucun signal GFP n’est en revanche
détecté dans la moelle osseuse de I’'h6te. A I'inverse, lorsqu’un fémur prélevé chez une souris
WT est transplanté a une souris Nestin-GFP, I’analyse de la moelle osseuse des greffons 5 mois
apres la greffe ne retrouve pas I'expression du rapporteur GFP par les cellules stromales
confirmant que les BM-MSC sont originaires du greffon dans notre modéle (données non

montrées).

3. Au sein du greffon, les cellules stromales sont fonctionnelles

Apres avoir déterminé I'origine des BM-MSC au sein du greffon, nous avons souhaité les
caractériser sur un plan fonctionnel. Pour cela nous avons transplanté des fémurs prélevés sur
des souris transgéniques Nestin-GFP a des souris Nestin-GFP (Figure 17A). Nous avons ensuite
trié¢ les BM-MSC de [I'hote et du greffon définies par le phénotype
CDA45"8Ter119"8CD31"*8NestinGFPP®s 15 jours, 1, 3 et 5 mois apres la greffe. Nous avons dans
un premier temps observé par analyse en qPCR une augmentation progressive de |’expression
des génes Cxcl12 et Scf par les MSC apres la greffe (Figure 17B). Trois mois apres la greffe,
I’expression de ces deux génes par les BM-MSC du greffon et de I’'h6éte sont statistiguement
comparables. Cing mois aprés la greffe, 'analyse par qPCR ne retrouve pas de différences
significatives d’expression par les BM-MSC du greffon, de I'h6te et d’'un groupe contréle des
geénes osteopontin (Opn), angiopoietin 1 (Angpt1), vascular cell adhesion molecule 1 (Vcam1)

et nerve growth factor (Ngf) (Figure 17C).

Par ailleurs, nous n’avons pas mis en évidence de différence significative concernant

I'activité de CFU-F entre le greffon et I’'h6te 5 mois apres la greffe (Figure 17D).
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FIGURE 17 : Les cellules stromales au sein du greffon sont fonctionnelles. (A) Représentation
schématique de I'expérience. Un fémur prélevé chez une souris Nestin-GFP est greffé dans
une souris Nestin-GFP. Les cellules stromales médullaire des fémurs greffés et de I'hote
CD45"*eTer119"8CD31"*8Nestin-GFPP°s sont ensuite triées pour analyse. (B) Comparaison de
I'expression des cytokines Scf et Cxcl12 par les cellules stromales d’un fémur contréle, du
greffon et de I’h6te a différents temps aprés greffe. (N=3) (C) Comparaison de I'expression
des genes ostéopontine (Opn), Angiopoiétine-1 (Angpt-1), vascular cell adhesion molecule 1
(Vcam1) et Nerve growth factor (Ngf) par les cellules stromales d’un fémur controle, du
greffon et de I’h6te 5 mois aprés la greffe. (N=3) (D) Nombre absolu de CFU-F de BM-MSC
définies par le phénotype CD45neg ter119negNestinGFPpos triées de fémurs greffés et de
I’h6te 5 mois apres la greffe et mise en culture a densité égale (N=5 par groupe). Les données
sont représentée en mean * SEM.

B. Le stress lie a la transplantation induit une nécrose des BM-MSC et une

expansion des P-SSC

1. Les cellules stromales du périoste présentent une résistance au stress

induit par la greffe supérieure a la résistance des cellules stromales médullaires.
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Les expériences précédentes nous ont permis de démontrer dans notre modele que les
BM-MSC sont issues du greffon. Nous avons souhaité dans un premier temps déterminer si
les BM-MSC résistantes a |'agression induite par la transplantation résidaient dans une
localisation particuliere au sein du greffon. Nous avons donc dans un premier temps analysé
24 heures apres la greffe la viabilité cellulaire des cellules de la moelle osseuse, I'os compacte
et du périoste du fémur greffé. Nous avons observé une viabilité supérieure des cellules du

périoste par rapport aux cellules de I'os compacte et de la moelle osseuse.

Afin de confirmer la localisation des cellules stromales résistantes a la greffe et la cinétique
de régénération dans la phase précoce, nous avons transplanté des fémurs prélevés sur des
souris Nestin-GFP a des souris WT et analysé par cytométrie en flux et microscopie confocale

les greffons a TO, J1, J3, J8, J15 et 3 mois apres la greffe.

L’analyse de la moelle osseuse montre une diminution drastique de la cellularité dans les
24 premieres heures suivant la greffe (Figure 18A). La cellularité augmente progressivement
a partir de J3 et comme nous l'avons vu précédemment est comparable a la cellularité de

I’h6te 5 mois apres la greffe (Figure 14D).

A l'inverse, la phase précoce est marquée par une augmentation majeure de la cellularité
du périoste avec une cellularité maximale a J8 suivie d’une diminution progressive (Figure
18B). Suivant I'augmentation de la cellularité, le nombre de cellules stromales du périoste (P-

SSC) atteint un maximum a J8.

De maniére similaire a ce qui est observé dans la moelle osseuse, la cellularité de l'os
compacte correspondant a la fraction osseuse aprés flush de la moelle et élimination du
périoste, diminue rapidement apreés la greffe avec une diminution conjointe du nombre de

cellules stromales.

Nous avons confirmé ces résultats en utilisant la microscopie confocale sur coupe épaisse
de greffons Nestin-GFP (Figure 18C). Apres une phase initiale caractérisée par la disparition
des CSM Nestin-GFP au sein de la moelle osseuse mais la persistance de ces cellules dans le

périoste, on observe une expansion importante des cellules stromales Nestin-GFPP° au sein
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du périoste avec un maximum a J8 suivi par I'apparition de cellules Nestin-GFPP° dans I'os et

la moelle osseuse périphérique a J15.
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FIGURE 18 : La greffe est suivie d’'une expansion des cellules stromales du périoste (P-SSC).
(A) Quantification par cytométrie en flux de la cellularité totale de la moelle osseuse, du
périoste et de I'os compact a différents temps apres la greffe. N=3 —9 par temps analysé (B)
Quantification des cellules stromales du périoste définies par le phénotype
CDA45"8Ter119"8CD31"8CD51P°°CD200P°s a différents temps aprées la greffe. N= 3 — 4 par
temps analysé (C) Images représentatives de microscopie confocale objectivant I'expansion
des cellules stromales Nestin-GFPP° au sein du périoste marqué par un anticorps anti-
périostine. Barre d’échelle : 100pum. Les données sont représentée en mean + SEM. N= 3.

C. Les cellules du périoste ont la capacité de migrer dans la cavité médullaire

et de contribuer a la reconstitution hématopoiétique

L’expansion des P-SSC parallélement a la disparition compléte des cellules stromales

médullaires nous a amené a émettre I'hypothese d’un possible role des cellules du périoste
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dans la régénération médullaire. Afin de vérifier cette hypothése, nous avons tiré avantage
des souris ubc-eGFP chez lesquelles toutes les cellules expriment le rapporteur GFP. Nous
avons transplanté dans une souris WT, un fémur WT sur lequel nous avons préalablement
retiré le périoste endogene et greffé un fragment de périoste issu de fémurs de souris ubc-
eGFP (Figure 19A). L’analyse par imagerie confocale du greffon un mois apreés la greffe révele
la migration de cellules eGFP positives dérivées du périoste exogéne au sein de la cavité
médullaire (Figure 19B). Ces cellules forment un réseau entourant les capillaires sinusoides
marqués par un anticorps anti-endomucine. Comme précédemment décrit dans I'introduction
en situation de fracture, les cellules eGFP sont également retrouvées au sein du tissu osseux,
remplagant les ostéocytes et ostéoblastes de I'os greffé. Le niveau d’expression des génes
Cxcl12 et Scf par les BM-MSC GFPP®s originaires du périoste est comparable a celui des BM-
MSC GFP"8 et de BM-MSC Nestin-GFPP%* contrdles. Ce résultat contraste avec I'absence
compléte d’expression de ces cytokines de soutien par les P-SSC en situation physiologique
(Figure 19C). Nous avons confirmé la migration des cellules P-SSC au sein de la moelle osseuse
dans notre systéme en utilisant le modéle murin B6.129S-Postntm?2-t(cre/Esr1*)imol /) noté postn-
CrefR dans la suite du manuscrit (196). Ces souris transgéniques sont caractérisées par
I'insertion du systeme Cre/loxP sous la dépendance du promoteur du géne periostin. Il s’agit
d’une induction conditionnelle suite a I'exposition des cellules au tamoxiféne. Le gene
periostin est spécifiguement exprimé par les P-SSC au sein du périoste en situation
physiologique et surexprimé dans un contexte de régénération osseuse apres fracture (33,
197). Nous avons croisé ces souris avec des souris tdTomato afin de marquer les P-SSC et de
conduire des études de lineage-tracing. A |'état basal, nous n’avons pas observé d’expression
du rapporteur tdTomato au sein de la moelle osseuse a I'exception de quelques rares
ostéoblastes. Nous avons greffé des fémurs de souris postn-CrefR ;tdTomato a des souris WT
et exposé ces souris au tamoxifen dans les suites immédiates de la greffe afin d’induire
I’expression du rapporteur tdTomato au sein des P-SSC. Cing mois apres la greffe, 80% des
BM-MSC au sein du greffon expriment le marqueur tdTomato confirmant la contribution
majeure des P-SSC dans la reconstitution du compartiment stromale au sein du greffon (Figure

19D).
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FIGURE 19 : Les P-SSC migrent dans la cavité médullaire ou elles expriment les cytokines de
soutien a I’hématopoiese. (A) lllustration schématique de la greffe d’'un fémur WT avec un
périoste ubc-eGFP dans une souris WT. Le périoste prélevé chez une souris ubc-eGFP ou
I'ensemble des cellules expriment le rapporteur eGFP est suturé a la surface d’un fémur
prélevé chez une souris WT sur lequel le périoste endogéne a préalablement été retiré. Le
greffon chimérique est ensuite greffé a une souris WT. Dans ce modéle, seules les cellules
issues du périoste expriment le rapporteur eGFP. (B) Images représentatives de microscopie
confocale d’un fémur WT greffé avec un périoste ubc-eGFP 5 mois apres la greffe. Mise en
évidence d’un réseau de cellules stromales intramédullaires eGFPP°* entourant les vaisseaux
marqués par un anticorps anti-endomucine. On note le remplacement des ostéocytes et
ostéoblastes par des cellules eGFPP® issues du greffon périostéale. Barres d’échelle : 50um
sur image de gauche et 20um sur I'image de droite. (C) Quantification de I'expression relative
des genes Cxcl12 et Scf par des cellules stromales Nestin-GFP contrdles, des P-SSC et les BM-
MSC du greffon GFPP° et GFP"8 5 mois aprés la greffe. (D) Quantification du pourcentage de
BM-MSC exprimant le rapporteur Tomato au sein d’un fémur postn-CrefR ;tdTomato greffé a
une souris WT 5 mois apres la greffe. Les données sont représentée en mean + SEM. *p<0.05.
** p<0,01. *** p<0,001
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D. Les cellules du périoste ont un profil de résistance au stress différent des

BM-MSC les protégeant du stress induit par la transplantation.

Le contraste entre la disparition des BM-MSC et I'expansion des P-SSC nous a amené a
émettre I'hypothése d’un profil métabolique spécifique protégeant les cellules du périoste du
stress induit par la greffe. L'inflammation est associée a une augmentation importante des
ROS, lesquels jouent un role crucial dans la réponse immune (198). De plus, il a été démontré,
gu’un niveau élevé de ROS pouvait entrainer une entrée en apoptose et la senescence des
MSCs (199). Nous avons donc émis I’"hypothese que les P-SSC étaient plus résistantes aux ROS
gue les BM-MSCs. Afin d’évaluer les capacités de résistance aux ROS des P-SSC, nous avons
guantifié I'expression des principales enzymes anti-oxydantes sur des P-SSC et BM-MSC triées
en situation physiologique. Nous avons observé une expression significativement plus
importante de la super-oxyde dismutase 1 (Sod1), de la glutathione peroxidase (Gpx1) et de
la glutaminase (Gls) par les P-SSC en comparaison avec les BM-MSC (Figure 20A). Cette
expression augmentée des enzymes anti-oxydantes suggére une capacité augmentée des P-
SSC a répondre a un stress oxydatif. Concordant avec ces résultats, les P-SSC ont des niveaux
de ROS cellulaires et mitochondriaux plus faibles que les BM-MSC (Figure 20B). Sur le plan
métabolique, les cellules quiescentes sont habituellement caractérisées par un métabolisme
glycolytique, de faibles niveaux de ROS intracellulaires et mitochondriaux. Nous avons émis
I’hypothese que les P-SSC présentaient un niveau de quiescence plus élevé que les BM-MSC
en situation physiologique. Les BM-MSC étant majoritairement en phase GO, nous n’avons pas
observé de différence significative lors de I'analyse comparative du cycle cellulaire des BM-
MC et des P-SSC. Néanmoins, en comparaison avec les BM-MSC, les P-SCC expriment plus
faiblement la kinase dépendante de la cycline Cdk4 associée a une activité de prolifération et
plus faiblement les kinases dépendantes des cyclines Cdknla et Cdknlc associées a une
inhibition du cycle cellulaire (Figure 20C). La faible activité mitotique est confortée par une

consommation de glucose plus faible par les P-SSC en comparaison au BM-MSC (Figure 20D).
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FIGURE 20: Les P-SSC ont un profil métabolique différent des BM-MSC. (A) Comparaison de
I'expression relative des enzymes superoxyde dismutase (Sod1), glutaminase (GIs) et
glutathione peroxydase (Gpx1) entre les P-SSC et BM-MSC. (N = 3 — 6 par groupe) (B)
Quantification des ROS cellulaires (graphique de gauche) et mitochondriaux (graphique de
droite) par les P-SSC et BM-MSC. N = 3 (C) Comparaison de I'expression des kinases
dépendantes des cyclines Cdknla, Cdknlc et Cdk4. N = 3 - 6 (D) Analyse de la consommation
de glucose par les BM-MSC et P-SSC N =5 par groupe. Expression relative par rapport au gene
Gapdh. Les données sont représentée en mean = SEM. *p<0.05. ** p<0,01. *** p<0,001

Afin de comparer la résistance au stress des BM-MSC et P-SSC dans des conditions
standardisées, nous les avons mis en culture pendant 12h en hypoxie (1% 02) dans un milieu
sans sérum. Nous avons observé un niveau d’apoptose significativement plus élevé des BM-

MSC par rapport aux P-SSC (Figure 21A et 21B).
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FIGURE 21: Les BM-MSC sont plus sensibles au stress que les P-SSC. (A) Graphiques de
cytométrie en flux représentatifs de |'analyse d’apoptose des cellules stromales
CDA45"e8Ter119"8CD31"*8CD51P°°CD200P°s. (B) Quantification de I'apoptose des BM-MSC et P-
SSC en culture a I'état basal et aprés 12 heures en hypoxie dans un milieu sans sérum.

En conclusion, les cellules stromales du périoste ont un profil métabolique évocateur
d’'une importante quiescence avec un faible niveau de ROS conséquence d’une forte
expression des enzymes anti-oxydantes et d’une activité mitotique faible en I'absence de
stress. Ce statut métabolique pourrait expliquer une plus grande résistance des P-SSC aux

situations de stress comme la déprivation en sérum et I’"hypoxie.
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CHAPITRE IV

CONCLUSION ET DISCUSSION
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V.  Conclusion et discussion

Au cours de ce travail, nous avons caractérisé un modele d’étude de la régénération
de la niche hématopoiétique reposant sur la greffe en sous cutanée d’un fémur entier. Aprés
une phase de nécrose des cellules présentes au sein de la cavité médullaire, nous avons
observé une régénération de la niche hématopoiétique avec la réapparition d’un réseau
vasculaire permettant la colonisation du greffon par les cellules hématopoiétiques de I’hote.
Sur le plan du compartiment stromale, nous avons mis en évidence la réapparition d’un réseau
de cellules stromales péri-vasculaires, originaires du fémur greffé et exprimant les cytokines
de soutien a I'hématopoiése. L’analyse morphologique du greffon suggere la réapparition
d’une niche présentant de nombreuses similitudes avec la niche hématopoiétique médullaire

normale.

Nous avons dans un second temps tiré parti du caractéere intense du stress appliqué au
fémur greffé pour identifier les cellules stromales résistantes, impliquées dans la régénération
et supposées situées en haut de la hiérarchie sur un plan ontogénique. De maniére inattendu,
nous avons observé une expansion rapide et majeure des cellules stromales du périoste dans
les suites immédiates de la greffe. Cette expansion contraste avec la destruction concomitante
de la moelle osseuse. Sachant que les cellules stromales observées dans la moelle osseuse
sont issues du greffon dans notre systéme, nous avons émis I’hypothese que les cellules
stromales du périoste contribuaient a la régénération du stroma médullaire. Nous avons
confirmé cette hypothése par deux approches: (1) l'utilisation d’un greffon chimérique
périoste-eGFP/fémur WT, (2) un modeéle transgénique dans lequel I'expression du rapporteur
tdTomato est sous la dépendance du promoteur du gene periostin exprimé dans les P-SSC
suite a leur activation notamment en situation de fracture osseuse (33). Alors que les P-SSC
n’expriment pas les cytokines de soutien a I’'hématopoiese en situation orthotopique, nous
avons démontré que cette expression était induite suite a leur migration dans la cavité
médullaire suggérant I'acquisition d’une capacité a soutenir I’'hématopoiese. De plus, en tirant
parti du modeéle transgénique Postn-Cre ;tdtomato, nous avons démontré que plus de 80%
des BM-MSC analysées 5 mois apres la greffe ont pour origine le périoste. Le contraste entre
I’expansion rapide et majeure des P-SSC parallélement a la disparition des BM-MSC au sein du

greffon souléve la problématique de la résistance au stress. Nous avons émis I’'hypothése que
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les P-SSC étaient mieux armées pour résister a I'hypoxie initiale et au stress oxydatif
secondaire a lI'inflammation générée par la procédure de greffe. Nous avons observé des
différences en terme de profils métaboliques entre les P-SSC et les BM-MSC avec un taux de
ROS plus faibles dans les P-SSC associé a une expression plus importante des enzymes aux
fonctions anti-oxydantes. Nous avons par ailleurs retrouvé une expression plus importantes
de geénes codant pour des enzymes impliquées dans I'inhibition du cycle cellulaire. L'ensemble
de ces données suggérent que les P-SSC sont caractérisée par un état de quiescence pouvant

contribuer a leur résistance au stress.

Plusieurs points de discussion et limites de notre étude méritent d’étre abordés.

A. Différences et similitudes entre la niche hématopoiétique normale et

notre modele.

Pour I'ensemble de nos analyses, nous avons comparé les fémurs greffés avec les
fémurs de I’hote permettant d’éliminer de possibles différences imputables a une différence
d’age de la niche, la plupart des analyses étant réalisées 5 mois apres la greffe. Il est en effet
clairement démontré que I'dge est associé a un remodelage profond de la niche
hématopoiétique (13, 69, 118, 200-204). Ainsi, les fémurs greffés étaient systématiquement

prélevés sur des souris de sexe et d’age identiques au receveur.

L’'hématopoiése au sein du greffon est la conséquence d’une colonisation de celui-ci
par les CSH de I’h6te et se déroule au sein d’une niche stromale dérivée du greffon réalisant
ainsi un systeme chimérique. Afin de valider la pertinence de notre modele, nous avons
analysé différents parametres en lien avec ’"hématopoiése. Nous n’avons pas observé de
différence quantitative significative concernant les progéniteurs myéloides et lymphoides
entre I'hote et le greffon. De méme, en dehors d’un léger excés de lymphocyte T CD8P% au
sein du greffon, il n’existe pas de différence notable sur le plan des principales populations de
cellules immunes. Néanmoins, le nombre de cellules souches hématopoiétiques reste
inferieur dans le greffon 5 mois apreés la greffe en comparaison au fémur de I’'h6te. Le nombre
de CSH en cycle est également plus important dans le greffon pouvant suggérer qu’un délai

supplémentaire soit nécessaire pour atteindre un équilibre. L'augmentation de l'activité
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mitotique pourrait également étre la conséquence d’un défaut d’innervation sympathique de
maniere similaire a ce qui est observé durant le vieillissement de la niche (69). Néanmoins, le
vieillissement est habituellement associé a une augmentation du nombre de CSH,
conséquence de leur forte activité mitotique. Pour évaluer, la fonction des CSH, il serait
également important de valider la capacité de reconstitution hématopoiétique des CSH issues
du greffon dans un systeme de greffes itératives, validant leur capacité d’autorenouvelement
(205, 206). Ces études sont actuellement en cours au laboratoire. Le vieillissement est
également associé a une augmentation des dommages de I’ADN et une perte de polarité des
CSH (207-209). L’analyse de ces parametres apporterait des informations importantes sur un

éventuel vieillissement prématuré de la niche hématopoiétique dans notre modele.

Sur le plan du compartiment stromale médullaire, en utilisant le marqueur validé
Nestin pour isoler les BM-MSC (7, 56, 95, 165), nous n’avons pas observé de différence
guantitative entre le greffon et I’h6te 5 mois aprés la greffe. De méme, nous n’avons pas
retrouvé d’altération dans I'expression des principales cytokines de soutien a I’lhématopoiése
ni dans l'activité CFU-F. Nous avons également confirmé la capacité des BM-MSC isolées a
partir du greffon a se différencier en chondrocytes, adipocytes et ostéoblastes. Nos analyses
guantitatives ont principalement reposé sur I'utilisation des marqueurs Nestin, CD51, CD140a
et CD200 (95, 165, 168). Les récentes études basées sur des analyses en sc-RNAseq ont
confirmé I'importante hétérogénéité des cellules non-hématopoiétiques au sein de la niche
(41, 43, 45, 123, 160, 210). Afin de caractériser précisément le compartiment stromale dans
notre modele et de le comparer a la composition d’une niche physiologique, de telles

approches seraient pertinentes.

La vascularisation joue un réle central dans la régulation de I'hématopoiese en
situation physiologique et la plupart des CSH sont situées a proximité des vaisseaux sanguins
(53, 56). De plus les cellules endothéliales expriment différents facteurs impliqués dans la
régulation des CSH (7, 10, 54, 55, 65). Le réseau vasculaire est composé d’artérioles
connectées aux capillaires sinusoides via des capillaires de transition ou type H (9, 12, 211).
Aprés une phase de destruction des vaisseaux sanguins, le greffon est le siege d’'une néo
vascularisation débutant environ 15 jours apres la greffe. Une fois la phase de régénération
terminée, I'analyse morphologique du greffon retrouve la présence de structures vasculaires

similaires a celles retrouvées dans la niche physiologique. Néanmoins, nous avons observé
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une augmentation du nombre de cellules endothéliales sinusoidales associée a une baisse du
nombre des cellules endothéliales artériolaires. Ces anomalies pourraient étre la conséquence
de I'absence d’innervation sympathique comme observé au cours du vieillissement (69). Il est
également possible que les progéniteurs endothéliaux soient affectés par le stress
différemment. L’origine des cellules endothéliales dans la moelle osseuse n’est pas clairement
identifiée a ce jour. Il a récemment été démontré que les cellules endothéliales artériolaires
étaient capables de former de nouvelles artérioles aprés un traitement par 5-fluoro-uracile
mais incapables de former des capillaires sinusoides suggérant I'existence de progéniteurs
distincts en fonction de la nature des vaisseaux (10). Alors que les cellules hématopoiétiques
dérivent de I'hGte et les cellules stromales du greffon, nous avons observé de maniere
surprenante une participation mixte de I’'h6te et du greffon dans la régénération de la
vascularisation. Notre modeéle apparait comme particulierement intéressant pour étudier les
progéniteurs endothéliaux avec la possibilité d’utiliser des souris transgéniques comme les

Bmx-CrefR™2 permettant de marquer les cellules artériolaires (212).

L'absence d’innervation est une différence significative avec la niche physiologique et
comme précisé ci-dessus, plusieurs anomalies pourraient étre secondaires a ce défaut
d’innervation sympathique. En plus de I'effet sur le réseau vasculaire et les cellules souches,
I’'absence d’innervation pourrait avoir un impact sur le remodelage osseux (3). Nous avons
souhaité nous focaliser sur la niche hématopoiétique et avons donc peu étudié le tissu osseux
dans notre systeme. Des analyses complémentaires seront nécessaires pour préciser dans

guelle mesure I'os compact et la niche endostéale se régénérent dans notre modéle.

B. Avantages et limites du modele pour |'étude de la régénération

meédullaire.

Plus qu’un modele permettant d’étudier la niche hématopoiétique, notre systeme
offre avant tout la possibilité d’étudier les processus de régénération. De maniere
intéressante, ce modele induit une régénération présentant des similitudes avec ce qui est
observé aprés chimiothérapie ou exposition aux radiations ionisantes. On observe ainsi une

expansion initiale des adipocytes progressivement remplacés par le tissu hématopoiétique.
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De méme, la reconstitution hématopoiétique fait suite a la régénération du réseau vasculaire.
Ce modele offre la possibilité de soumettre les différentes populations cellulaires du greffon
a un niveau d’hypoxie qui ne pourrait étre atteint in-vivo. |l apporte également un niveau de
complexité supérieur aux expériences d’hypoxie menées sur cultures cellulaires. Ce stress,
intense, nous a permis d’identifier les P-SSC comme possibles cellules contribuant a la
régénération de la niche hématopoiétique. Ce caractere extréme et trés artificielle du stress
induit représente a la fois une force et une faiblesse de notre modele. La question de la
pertinence des observations réalisées lors de notre travail en situation physiologique reste
entiere. Il est en effet difficile de déterminer dans quelle mesure les P-SSC contribuent au
renouvellement des cellules stromales médullaires en situation physiologique, et a la
régénération apres chimiothérapie ou exposition aux radiations ionisantes. Il n’existe pas de
modéle murin disponible permettant un marquage spécifique des P-SSC. La faible expression
du gene periostin en I'absence d’agression rend difficile I'utilisation des souris Post-
Cre ;tdTomato en dehors de la greffe et de I'étude des fractures. L'administration de
tamoxifene en situation physiologique entraine en effet uniquement le marquage de rares P-
SSC limitant les possibilités de lineage-tracing. Nous n’avons par ailleurs pas réussi a obtenir
de résultats probants dans un modele d’irradiation. En conclusion, I'utilisation de souris Postn-
CrefR ;tdTomato nous a permis d’apporter la preuve de concept de I'importante plasticité des
P-SSC mais ne permet pas de répondre a la question de I'existence de telles migrations en

dehors du modeéle de greffe de fémur.

C. Caractérisation des P-SSC impliquées dans la régénération de la niche
hématopoiétique: choix du modele et prise en compte de |'hétérogénéité

stromale.

Contrairement aux BM-MSC ou de nombreux marqueurs phénotypiques et modeles
murins transgéniques sont disponibles, I'étude des P-SSC in-vivo a longtemps été freinée par
I'absence de marqueur spécifique. L’équipe du Dr Céline Colnot a mis en évidence, en utilisant
un modele murin Prx1-Cre, I'importance du géne postn dans la régulation de la fonction des

P-SSC et la régénération osseuse apres fracture (33, 197). Ainsi, chez la souris, le géne postn
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est fortement et spécifiguement surexprimé par les P-SSC dans les suites immédiates d’une
fracture (J3). De plus la greffe d’un périoste prélevé sur une souris periostin-KO ne permet pas
la consolidation d’une fracture contrairement a celle d’un périoste contrdle. Nous avons tiré
parti de cette observation et de la disponibilité du modeéle murin postn-CrefR récemment
développé pour I'étude des fibroblastes myocardiques pour marquer les P-SSC (196). Comme
décrit dans la littérature, nous avons observé en situation physiologique, un marquage
restreint au périoste avec I'absence de cellules marquées au sein de la cavité médullaire a
I’exception de rares ostéoblastes (186, 213). Nous avons également observé une nette
expansion des cellules Postn-tdTomatoP°* dans les suites d’une fracture et dans notre modele
de greffe supportant |'utilisation de ce modéle murin pour nos expériences de lineage-tracing.
Nous ne pouvons néanmoins formellement éliminer I'expression du geéne postn par une
population de cellules stromales minoritaires non périostéales. Le géne postn est en effet
surexprimé par des cellules fibroblastiques en situations inflammatoire et tumorale (197, 214-
217). Cette expression en dehors du périoste semble néanmoins marginale dans notre modele
comme en témoigne I'absence de signal tdTomato au sein de la cavité médullaire 8 jours aprés

la greffe.

L’équipe de Matthew Greenblatt a récemment identifié une population de SSC au sein
du périoste caractérisée par I'expression de la cathepsine K (CTSK), connue pour étre
habituellement exprimée dans les ostéoclastes. En utilisant un modéle murin CTSK-Cre ;
mT/mG, les auteurs ont montré que les cellules marquées correspondaient a des cellules
stromales multipotentes impliquées dans la consolidation osseuse aprés fracture mais pas
dans le support de I’"hématopoiése (168). Il serait intéressant de comparer les cellules CTSKP®s

et la population identifiée dans notre modeéle.

Notre travail montre la capacité des P-SSC a générer des BM-MSC in-vivo. De récents
travaux ont démontré que les BM-MSC et les P-SSC partageaient une origine commune (33).
De plus, un certain nombre de marqueurs phénotypiques est partagé comme le PDGFRa,
Gremlinl, Nestin et Ng2 (33, 56, 95, 114, 165). La possibilité que des BM-MSC dériveraient de
SSC provenant de I'os compact et du périoste a également été récemment suggéré avec la
mise en évidence de population stromales exprimant la podoplanine situées dans le périoste
et morphologiquement proches des BM-MSC (41). De maniére intéressante, nous avons

observé une hyperexpression du géne osteopontine (Opn) par les BM-MSC issues du périoste
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par rapport a des BM-MSC controle dans notre expérience basée sur la greffe de périoste UBC-
GFP. Cette hyperexpression pourrait traduire la persistance d’une signature spécifique
témoignant de I'origine de ces cellules stromales. Des analyses en RNAseq comparant les BM-
MSC issues du périoste apres greffe, les P-SSC et des BM-MSC controle en situation
d’homéostasie sont en cours afin de préciser les similitudes mais également les différences
entre ces différentes populations. Ces analyses nous permettront également de préciser les
différences sur le plan métabolique entre les BM-MSC et P-SSC. |l serait également intéressant
de conduire des analyses en sc-RNA seq pour préciser les liens phylogéniques entre ces

différentes populations.

Les mécanismes et processus impliqués dans la migration des P-SSC au sein de la
moelle osseuse restent également a préciser. Nos données d’imagerie préliminaires suggerent
qgue les P-SSC pénétrent au sein de la cavité médullaire en longeant les vaisseaux sanguins
nouvellement formés. L'expression de chimiokines comme Cxcl12 ou de facteurs secrétés
suite au stress induit dans la cavité médullaire pourraient contribuer a attirer les P-SSC. Nous
avons isolé les P-SSC du greffon 72 heures apreés la greffe et comparons actuellement le profile
transcriptomique de ces cellules avec des BM-MSC et P-SSC contrdles (analyse de RNA-seq en
cours). Nous espérons ainsi identifier des facteurs impliqués dans la survie et potentiellement

I'activation et migration des P-SSC au sein du greffon.

D. CONCLUSION

En conclusion nous avons caractérisé précisément un modeéle de régénération de la
niche hématopoiétique. Notre modele récapitule les grandes étapes observées dans des
situations de stress comme I"'administration de chimiothérapies ou de radiations ionisantes.
Malgré, quelques différences avec la niche physiologique, nous avons observé la réapparition
d’un réseau de cellules stromales issues du greffon et capables de soutenir 'hématopoiese.
Le stress extréme appliqué sur le greffon nous a permis d’identifier les rares cellules stromales
résistantes a la procédure de greffe et capables de reconstituer une niche fonctionnelle. Bien
que tres artificielle, ce modéle nous a permis de démontrer la capacité des P-SSC a migrer

dans la moelle osseuse, et aprés modification de leur profil d’expression génique, de soutenir
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I’'hématopoiése. Des analyses complémentaires devront préciser les populations de P-SSC
impliquées dans la régénération et les mécanismes permettant la résistance de ces cellules au
stress. Ce travail révele une capacité nouvelle des P-SSC et confirme I'importante plasticité

des cellules stromales mésenchymateuses.
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In brief:

Using a newly developed bone transplant model, Marchand et al. show that periosteal skeletal
stem cells are able to migrate into the bone cavity after injury. Following their migration,
periosteal skeletal stem cells acquire the capacity to support hematopoiesis with the
expression of niche specific cytokines such as Cxc/12 and Scf. This work highlights the

periosteum as a source of bone marrow mesenchymal stem cells.
Highlights:

- Development of a mouse model to study bone marrow regeneration
- Periosteal skeletal stem cells migrate in the bone marrow after injury
- Periosteal skeletal stem cells are able to support hematopoiesis after their migration

in the bone marrow



Summary:

Functional stromal cells are known to be important for bone marrow regeneration after
chemotherapy or radiation induced injury to avoid prolonged myelosuppression. However,
how the cells within the bone marrow are repopulated post injury is unknown. We have
developed a whole bone transplantation model that mimics the initial bone marrow necrosis
and fatty infiltration seen after bone marrow injury and the gradual recovery. Unexpectedly,
we found that skeletal stem cells from the periosteum are able to migrate into the bone
marrow, thereby contributing to bone marrow regeneration. These periosteal skeletal stem
cells also give rise to bone marrow mesenchymal stem cells with the expression of
hematopoietic stem cell niche factors, such as Cxc/12 and Scf. The observation that bone
marrow mesenchymal stem cells, but not periosteal skeletal stem cells, die during the
transplantation process suggests that periosteal skeletal stem cells are more resistant to stress
compared to bone marrow mesenchymal stem cells in part due to a more quiescent
phenotype. Our study uncovers a new function of periosteal skeletal stem cells, highlighting
their major plasticity and the role of the periosteum as a potential bone marrow mesenchymal

stem cells source following bone marrow injury.

Keywords: skeletal stem cell, periosteum, bone marrow regeneration, mesenchymal stem

cells, hematopoietic niche.

INTRODUCTION

Hematopoietic stem cells (HSCs) are localized in a specific microenvironment often
referred as “niche” where their self-renewal, differentiation and proliferation capacities are

finely regulated by molecular and cellular interactions with the different niche constituents.

Mesenchymal stem cells (MSCs) are rare multipotent stromal cells capable of
multilineage differentiation into various cell types including osteoblasts, chondrocytes and
adipocytes (Caplan, 1991; Dominici et al., 2006; Frenette et al., 2013). Within the bone
marrow (BM), mesenchymal stem cells are mostly found around the blood vessels where they
closely interact with HSCs controlling their fate (Acar et al., 2015; Asada et al., 2017; Ding et
al., 2012; Kunisaki et al., 2013). Several BM-MSCs populations, with significant overlaps, have
been described using cell surface markers or reporter mice (Asada et al., 2017; Ding et al.,

2012; Mendez-Ferrer et al., 2010; Pinho et al., 2013; Zhou et al., 2014).



BM-MSCs are mostly quiescent at steady state, but after injury, BM-MSCs can exit
quiescence and have high regenerative capacity. Functional stromal cells are known to be
important for BM regeneration after chemotherapy- or radiation-induced injury, in particular
to avoid myelosuppression, a common side effect of these treatments ((Lucas et al., 2013;
Severe et al., 2019; Zhou et al., 2017)). However, the major mechanisms governing BM
regeneration post injury remain incompletely understood. Recently, several MSCs candidates
have been described in the BM and also in the periosteum (Chan et al., 2015; Duchamp de
Lageneste et al., 2018). How these various MSCs relate to each other is not known. While the
BM is classically known as a major source of MSCs, the bone itself represents a richer source
of colony-forming units-fibroblastic (CFU-F) (Blashki et al., 2016; Mizoguchi et al., 2014).
Recent studies have suggested that the periosteum, a thin sheet of fibrous material that
encases the surface of long bones, represents a source of skeletal stem cells for bone
regeneration (Arnsdorf et al., 2009; Chan et al., 2015; Debnath et al., 2018; Duchamp de
Lageneste et al., 2018). It has been suggested that bone regeneration is mediated by both
endochondral and intramembranous ossification (Debnath et al., 2018; Shapiro, 2008; Wang
et al., 2017). However, there is little information on the role of periosteal SSC (P-SSC) function

outside their crucial role in bone healing and bone remodeling.

Here, we have developed a whole-bone transplantation model to study BM
regeneration. After an initial destruction of the BM architecture, we observed a regeneration
of the hematopoietic niche. Regeneration occurring in the graft mimics the initial destruction
and fatty infiltration observed after chemotherapy or irradiation (Zhou et al., 2017). A
progressive regeneration of the vascular network enables hematopoietic cells derived from
the host and MSCs derived from the graft to colonize the transplanted bone. Unexpectedly
we found that P-SSCs could migrate to the BM and give rise to BM-MSCs capable of sustaining
HSCs through expression of specific niche genes in vivo such as Cxcl12 and Stem cell factor
(Kitl). P-SSCs further differentiate into bone, and fat. In addition, we found that BM-MSCs and
P-SSCs display different metabolic profiles suggesting that P-SSCs are highly quiescent at
steady state possibly contributing to the resistance to the transplantation-induced stress. In
conclusion, our study unrevealed the high plasticity of P-SSCs and their potential contribution

to BM stroma regeneration after injury.



RESULTS AND DISCUSSION
The bone transplant model recapitulates physiological bone marrow regeneration

To study the mechanisms involved in BM regeneration, we developed a new model
based on the subcutaneous transplantation of an intact femur in recipient mice. The
transplantation is followed by a rapid and massive necrosis of BM cells with a cell viability
below 10% only 24 hours after transplantation (Figures 1A and S1A). Interestingly, we
observed the replacement of the graft hematopoietic cells by adipocytes as described after

chemotherapy or irradiation (Figure S1B) (Yamazaki and Allen, 1991; Zhou et al., 2017).

A monthly follow up of the graft cellularity showed a progressive increase over time
with no significant difference between the host and grafted femurs 5 months after
transplantation (Figure 1B). This regeneration of the BM compartment is associated with a
reduction of the adipocyte number as revealed by staining with the anti-perilipin antibody
(Figure S1B). Since BM-MSCs are major constituent of the hematopoietic niche (Asada et al.,
2017; Ding et al., 2012; Greenbaum et al., 2013; Kunisaki et al., 2013; Pinho and Frenette,
2019; Zhou et al., 2014), we looked specifically at the stromal compartment. The absolute
number of graft BM-MSCs defined by the CD45"&Ter119"8CD31"¢8CD51P°*CD140aP°s
phenotype (Pinho et al., 2013) increased over time with no difference between the host and
grafted femurs 5 months after transplantation (Figure 1B). We also observed an increase in
the number of Lin"8Sca-1"®8c-kitP°sCD48"*8CD150P° HSCs in the graft over time however
without reaching the HSCs number in the host femur at 5 months (Figure 1B). HSCs
regeneration kinetic suggests that more time could be necessary to reach a plateau. No
difference was observed in term of hematopoietic progenitors and immune cells populations
between host and graft femurs except a slight increase in the percentage of T CD8P°

lymphocytes (Figure S1D and S1E).

In order to determine the origin of the cells in the graft, we took advantage of the Rosa-
mT/mG and UBC-GFP mice models in which all cells are labeled by red and green reporters
respectively (Liu et al., 2020; Muzumdar et al., 2007). We transplanted femurs isolated from
UBC-GFP mice into Rosa-mT/mG recipients and quantified endothelial cells, BM-MSCs, and
hematopoietic cells in the graft (Figures 1C and S1C). Five months after transplantation,

virtually all the BM-MSCs were from graft origin and hematopoietic cells from host origin



(Figures 1D and 1E). No cells coming from the graft were observed in the host femurs (data
not shown). These results are consistent with data obtained from ossicle-based experiments
were MSC-seeded ossicles are colonized by recipient- derived hematopoietic cells
(Friedenstein et al., 1968; Mendez-Ferrer et al., 2010; Sacchetti et al., 2007; Tavassoli and
Crosby, 1968). Interestingly, endothelial cells were derived from both host and graft
suggesting the contribution of different progenitors (Figure 1D and 1E). The origin of
endothelial cells progenitors in the BM are not well defined. A recent study showed that
during BM regeneration after chemotherapy, sinusoidal and arteriolar vessels are derived
from distinct progenitors (Xu et al., 2018). Further studies are needed to clarify the respective

contribution of graft and host derived progenitors in the vascular network regeneration.

To look at the niche supportive activity of BM-MSCs, we transplanted femurs from
Nestin-GFP mice into Nestin-GFP recipient and sorted CD45"8Ter119"*8CD31"*8NestinGFPP°s
BM-MSCs from host and graft for analysis (Figure 1F). Since no circulation of BM-MSCs
between host and graft BM was observed, this strategy allowed us to compare host and graft
BM-MSCs in the same animal. We observed a progressive increase of the expression of niche
specific genes with no difference at 5 months for Cxc/l12 and Kit/ (Figure 1F). Similarly, no
difference was observed between host and graft femurs in term of Osteopontin (Opn),
Angiopoietin-1 (Angpt1), Vascular cell adhesion molecule-1 (Vcam1) and Nerve growth factor
(Ngf) expression (Figure 1G). By using the same strategy, host and graft BM-MSCs were shown
to display similar CFU-F activity at 5 months (Figure 1H). Altogether, these data identify our
model of graft femur as relevant to study BM-MSCs and BM hematopoietic niche

reconstitution.

Periosteal skeletal stem cells but not BM-MSCs expanded after bone transplantation.

Skeletal stem cells have been identified in the periosteum, compact bone, and BM
(Duchamp de Lageneste et al., 2018; Mendez-Ferrer et al., 2010; Zhou et al., 2014). Since the
transplantation was followed by a virtually complete destruction of the BM cavity content, we
hypothesized that cells derived from the compact bone and the periosteum could contribute
to the regeneration process. We first analyzed the graft BM, compact bone, and periosteum
cellularities at different early time points after the transplantation. While the BM and compact

bone cellularities were drastically reduced, we unexpectedly observed a major increase in the



periosteum cellularity (Figures 2A and S2A). Moreover, while most of the BM cells died shortly
after transplantation (Figure S1A and S2A), cell viability was not affected in the periosteum
(Figure S2B). In order to quantify P-SSCs and BM-MSCs by flow cytometry, we used the
combination of CD51 and CD200 as these markers are well-validated in both tissues (Chan et
al., 2015; Debnath et al., 2018; Gulati et al., 2018). We confirmed by flow cytometry an
expansion of P-SSCs starting 3 days after transplantation with a peak at day 8 (Figure 2B).By
transplanting femurs from Nestin-GFP mice into WT mice, we observed by confocal
microscopy an expansion of Nestin-GFPP° SSCs within the periosteum with a peak at day 8

(Figure 2C and S2C).

To evaluate the potential role of the periosteum in BM regeneration, we transplanted
intact femurs and femurs in which we mechanically removed the periosteum. Five months
after transplantation, total cellularity and BM-MSCs number were significantly reduced in
femurs transplanted without periosteum supporting a role of this tissue in BM regeneration

(Figure 2D).
Identification of P-SSCs as a source of BM-MSCs

To directly evaluate P-SSCs contribution to BM regeneration, we wrapped bones from
WT mice in which the periosteum was previously removed, with periosteum isolated from
UBC-GFP mice (Figure 3A and S3A). We then transplanted these chimeric bones into WT mice
as described before. Five months after transplantation, we observed by confocal microscopy
the replacement of the graft compact bones by GFP-positive cells consistent with the well-
described role of the periosteum in bone remodeling (Figure 3B) (Duchamp de Lageneste et
al., 2018; Julien et al., 2020). Interestingly we also observed within the BM, GFP-positive cells
located near the vasculature, akin to the natural position of BM-MSCs (Figure 3B). High
magnification analysis revealed that some endothelial cells stained by an anti-endomucin
antibody were also GFP-positive suggesting a migration of endothelial cells or endothelial cell
precursors from the periosteum into the BM (Figure S3B). Flow cytometry analysis of the graft
5 months after transplantation revealed that 8% (3.1 — 15.4) of BM-MSCs and 8.8% (2.8 —15.7)
of endothelial cells derived from the periosteum in our system (Figure 3C). Importantly, while
P-SSCs did not express Cxc/12 and Kitl, periosteum-derived GFPP° BM-MSCs expressed these

niche cytokines at a similar level than GFP"®8 graft BM-MSCs and control Nestin-GFPP°s BM-



MSCs (Figure 3D). Similarly, we measured the expression of Angptl, a secreted glyoprotein
known to regulate HSCs quiescence within the BM niche (Arai et al., 2004). We found that
Angptl expression in GFPP°s BM-MSCs reached the expression of GFP"8 and control Nestin-
GFPP°s BM-MSCs 5 months after transplantation (Figure S3C). Interestingly we observed a
higher expression of the Osteopontin gene (Opn) by periosteum-derived GFPP°* BM-MSCs
compared to GFP"®8 BM-MSCs and control Nestin-GFPP° BM-MSCs (Figure S3C). Osteopontin
is an extracellular glycoprotein produced by BM-MSCs and osteolineage cells such as
osteoblasts and osteocytes (Grassinger et al., 2009; Nilsson et al., 2005). Osteopontin
regulates hematopoietic stem cell migration, homing and negatively the HSC pool (Grassinger
et al., 2009; Stier et al., 2005). The high expression of Opn by periosteum-derived BM-MSCs
could represent a genomic imprinting reflecting their origin as P-SSC are mostly osteo-biased
(Roberts et al., 2014; Wang et al., 2010). These results show that P-SSCs can both migrate into
the BM cavity and adopt a BM-MSC profile to support HSCs. However, the percentage of
GFPP°s MSCs within the engrafted BM remained low, probably due to the highly artificial
nature of the method. Therefore, we decided to use a transgenic mouse model with an
inducible Cre expression under the promoter of the periostin gene (Postn) hereafter referred
as Postn-CrefR (Oka et al., 2007). Periostin is a secreted matricellular protein that has been
shown to be highly expressed by periosteal cells and upregulated during bone healing
(Duchamp de Lageneste et al., 2018). While Postn gene is expressed by various cell types,
including but not limited to osteoblasts and fibroblasts, its low level of expression by BM-MSCs
compared to P-SSCs makes it a useful marker to distinguish endogenous BM-MSCs from
periosteum-derived BM-MSCs after BM regeneration (Conway et al., 2014; Duchamp de
Lageneste et al., 2018). To trace the P-SSCs after bone transplantation, we intercrossed the
Postn-CrefR line with the ROSA26-loxP-stop-loxP-tdTomato reporter (iTdTomato) mice. At
steady state, TdTomatoP® cells were mostly located within the periosteum with some
TdTomatoP® osteoblast as expected (Figures S4A and S4B). We then transplanted WT mice
with femurs isolated from PostnCreffx iTdTomato mice and gave tamoxifen shortly after
transplantation to induce the expression of the reporter iTdTomato in the periosteum. Five
months after transplantation, 86.7% (71.7 — 95.8) of the BM-MSCs within the engrafted BM
were TdTomatoP® indicating a periosteal origin (Figure 3E). We also observed in vivo
adipocyte differentiation from periosteal-derived SSCs (Figure S4C). Quantitative PCR analysis

performed on sorted BM-MSCs confirmed the expression of Cxc/12 and Kit/ with no difference



with host BM-MSCs (Figure 3F). All together, these results suggest that SSCs derived from the
periosteum and able to migrate into the BM during regeneration and to adopt a BM-MSC-like

phenotype.
P-SSCs are more resistant to stress and more quiescent than BM-MSCs

Due to the ability of P-SSCs to survive the bone transplantation and eventually migrate
into the BM, we hypothesized that P-SSCs are more resistant to hypoxia and lack of nutrients
than BM-MSCs, due to their innate properties rather than anatomical location. To investigate
the cell-intrinsic differences between BM-MSCs and P-SSCs, we first developed in vitro culture
experiments designed to submit BM-MSC and P-SSC to an equivalent level of stress. Briefly,
after a short-term in vitro expansion, purified P-SSCs and BM-MSCs were maintained for 12
hours in serum-free culture medium under 1% hypoxia before evaluation of spontaneous
apoptosis by staining for active caspase 3/7. BM-MSCs exhibited a significantly higher level of
apoptosis compared to P-SSCs (Figures 4A and B). These results suggest than P-SSCs are more

resistant than BM-MSC when they are submitted to an equivalent stress.

We then wanted to decipher the mechanisms of this increased resistance to cell
apoptosis. Subcutaneous bone transplantation represents an inflammatory condition with
destruction of the bone marrow content shortly after the procedure. Inflammation is known
to lead to an increase in reactive oxygen species (ROS) which play a crucial role in immune
response (Mortimer et al., 2021). Since a high ROS level was shown to induce MSC senescence
and apoptosis (Zhang et al., 2013), we hypothesized that P-SSCs were more prone to cope
with high-ROS level than BM-MSCs. First, we measured cellular and mitochondrial ROS by
performing Dihydroethidium (DHE) and MitoSOX™ assays respectively. At steady state, flow
cytometry analysis revealed that P-SSCs had lower levels of both cellular and mitochondrial
ROS compared with BM-MSCs (Figure 4C). Under physiological conditions, cells can maintain
a low ROS-level by expressing antioxidant enzymes. Indeed, we found a higher expression of
the 3 major ROS-detoxifying enzymes genes superoxide dismutase (Sod1), glutaminase (Gls)
and glutathione peroxidase (Gpx1), quantified by gPCR in sorted P-SSCs compared with BM-
MSCs (Figure 4D). A low-ROS level and high expression of antioxidant enzymes is one of the
hallmark of quiescent cells (Ito and Suda, 2014; Suda et al., 2011). Therefore, we hypothesized

that P-SSCs were more quiescent than BM-MSCs protecting them from extrinsic aggression



such as oxidative stress and low nutrient conditions. Consistent with this hypothesis, freshly
sorted P-SSCs were shown to display a higher expression of the cell cycle inhibitors Cdknla
and Cdknlb and a lower expression of Cdk4, a gene associated with cell proliferation,
compared to BM-MSCs (Figure 4E). We also assessed glucose uptake by flow cytometry using
2-NDGB labeling, as it is known that cellular quiescence is associated with decreased glucose
uptake (Ito and Suda, 2014) and observed that P-SSCs exhibited reduced glucose uptake ex
vivo compared to BM-MSCs (Figure 4F). Taken together, these data suggest that P-SSCs are
more quiescent than BM-MSCs, due at least in part to cell-intrinsic mechanisms, potentially

allowing P-SSCs to survive the stress of bone transplantation.

We next evaluated the impact of bone transplantation by performing cell cycle
analysis and metabolism assays in order to compare BM-MSCs and P-SSCs at steady state with
P-SSCs 72 hours after transplantation, a time point associated with an important expansion of
P-SSCs (Figure 2A). As expected, we observed a shift in cells from GO to G1 phases of the cell
cycle in P-SSC 72 hours after transplantation (Figure 4G). Consistent with the high mitotic
activity, graft P-SSCs analyzed 72 hours after transplantation display a higher glucose uptake,
mitochondrial ROS and mitochondrial potential compared with host BM-MSCs and P-SSCs
(Figures 4H). Various studies have shown that low levels of ROS maintain stem cell quiescence
(Ito and Suda, 2014; Suda et al., 2011) and that a transient increase in ROS levels triggers MSC
proliferation after exiting quiescence (Lyublinskaya et al., 2015). Whether increased ROS level
observed shortly after transplantation is only the consequence of P-SSC mitotic activity or a
sign of oxidative stress induced by the procedure and contributing to stimulate P-SSCs

expansion remains to be determined.

In conclusion, our results suggest that P-SSCs and BM-MSCs display different metabolic

profiles potentially contributing to the resistance of the bone transplantation procedure.

Conclusion

BM regeneration is an important process after injury due to disease or cancer
treatment. When the BM fails to regenerate, individuals are at risk of infections and
ultimately, death. While the BM microenvironment is quite well studied, the process of BM
regeneration and stromal recovery remain poorly understood. Our results suggest a novel role

for the periosteum in the process of stromal BM regeneration. At steady state, the periosteum



does not express HSC maintenance genes, Kit/ and Cxc/12, and is not known to support HSCs.
However, our results show that once in the bone marrow, periosteum-derived SSCs are able
to adapt a BM-MSC-phenotype and express genes important for hematopoiesis. Therefore, it

is possible that P-SSCs can be harvested and manipulated as a source for BM-MSCs.

Our results also suggest that the differential stress response between BM-MSCs and P-SSCs is
due to the quiescent nature of P-SSCs. Additionally, the differences between P-SSCs and BM-
MSCs appear to be cell-intrinsic rather than environmental. Further studies should be done to
understand the mechanism behind P-SSCs stress resistance and mobilization within the bone

marrow cavity.

In summary, our study has identified that P-SSCs can be a source of BM-MSCs following BM

injury and that P-SSCs appear more quiescent and resistant to stress compared to BM-MSCs.

FIGURE LEGENDS

Figure 1. Whole bone transplantation is a good model to study bone marrow regeneration.

(A) Schematic illustration and picture of the bone transplantation procedure.

(B) Absolute number of total graft bone marrow cells, BM-MSCs and HSCs at 1, 2, 3, 4 and 5
months after transplantation (N=3).

(C) Schematic illustration: the origin of the cells in the graft is determined by the
transplantation of a Ubc-GFP bone into a Rosa mT/mG mouse

(D) Origin of graft’'s BM-MSCs, Endothelial cells (EC) and hematopoietic cells (Hemato)
analyzed by flow cytometry 5 months after bone transplantation (N=3).

(E) Representative whole-mount confocal z-stack projections of a ubc-GFP bone transplanted
into a Rosa mT/mG recipient 5 months after transplantation. Vascularization is stained by
anti-CD31 and anti-CD144 antibodies. Scale Bar = 50um (n = 3 mice)

(F) Quantitative mRNA level relative to Gapdh comparison of niche specific genes expression
by host and graft NestinP® BM-MSCs at TO, 1, 2, 3, 4 and 5 months after transplantation.
(n =3 mice per time point)

(G) Expression of Opn, Angptl, Vcam1 and Ngf by control, host and graft NestinP° BM-MSCs
5 months after transplantation. (n =3 mice)

(H) CFU-F absolute number of flushed CD45"6Ter119"*éNestin-GFPP°> BM-MSCs sorted from
host and graft femurs 5 months after transplantation and plated at equal number and
clonal densities under CFU-F culture condition (n=5 mice per group).

Data represented as mean * SEM. Unless otherwise noted, statistical significance was

determined using unpaired two-tailed Student’s t test. *p<0.05. ** p<0,01. *** p<0,001



Figure 2. Periosteal skeletal stem cells but not bone marrow mesenchymal stem cells
expanded after bone transplantation.

(A) Flow cytometry quantification of bone marrow, compact bone and periosteum cellularity
at steady state, 1, 3, 8, 15 days and 3 months post transplantation. (n =3 —9 mice per time
point)

(B) Absolute number of CD45"8Ter119"8CD31"8CD51P°*CD200P°* P-SSCs at steady state, 1, 8
and 15 days post transplantation. (n = 3-4 mice per time point).

(C) Representative whole-mount confocal z-stack projections of Nestin-GFPP° bone graft at
steady state, 1, 8 and 15 days post transplantation. Three independent experiments
yielded similar results. Scale bar = 100um

(D) Total bone marrow cellularity and BM-MSCs absolute number 5 months after
transplantation of bones with or without periosteum. (n = 3-4 mice per group).

Data represented as mean = SEM. Unless otherwise noted, statistical significance was

determined using unpaired two-tailed Student’s t test. *p<0.05. ** p<0,01. *** p<0,001

Figure 3. Periosteal SSCs regenerate the bone marrow stroma after bone transplant.

(A) Schematic illustration of the transplantation of a wild-type bone enwrapped with
periosteum from a UBC-GFP mouse donor into a WT recipient mouse.

(B) Representative whole-mount confocal z-stack projections of wild-type bone graft
enwrapped with periosteum from a UBC-GFP mouse donor into a WT recipient mouse 5
months after transplantation. Three independent experiments yielded similar results.
Scale bar = 50um (left panel) and 20um (right panel)

(C) Flow cytometry analysis of the percentage of GFprPos
CDA45"8Ter119"8CD31"*8CD51P°°CD200P°s graft BM-MSCs and CD45"8Ter119"€CD31P°s
endothelial cells 5 months after transplantation (n = 6 mice)

(D) Quantification of Cxc/l12 and Kitl mRNA level relative to Gapdh in sorted control

CD45"°€Ter119"°6CD31"*eNestin-GFPP°* BM-MSCs,
CD45"°€Ter119"*6CD31"*€CD51P°*CD200P°* P-SSCs,
CD45"°6Ter119"°6CD31"°eCD51P°*CD200P**GFP"8 graft BM-MSCs and

CD45"*eTer119"8CD31"8CD51P°°CD200P°*GFPP°s periosteum-derived graft BM-MSCs ( n =
3-4 per group)

(E) Percentage of BM idTomatoP® BM-MSCs 5 months after transplantation of a bone from a
PostnCretR;idTmt mouse into a WT recipient (n=4)

(F) Quantification of Cxc/l12 and Kitl mRNA level relative to Gapdh in sorted host BM-MSCs;
host P-SSC and graft idTomatoP° BM-MSCs from a grafted PostnCret®;idTmt femur into a
WT recipient.

Data represented as mean + SEM. Unless otherwise noted, statistical significance was

determined using unpaired two-tailed Student’s t test. *p<0.05. ** p<0,01. *** p<0,001

Figure 4. Periosteal MSCs have a specific metabolic profile conferring a resistance to stress

(A) Representative FACS plots of apoptosis assay comparing BM-MSCs and P-SSCs resistance
to hypoxia and low nutrient content.



(B) Percentage of apoptotic BM-MSCs and P-SSCs cultured under 1% 02 and 0% FBS serum
conditions (n = 10-11 per group)

(C) Quantification of cellular ROS (left) and mitochondrial ROS (right) at steady state in
CD45"*€Ter119"8CD31"*€CD51P°°CD200P° BM-MSCs and P-SSCs (n = 3 per group)

(D) Quantification of Sod1, GIs and Gpx1 expression by gPCR relative to Gapdh in sorted
CD45"*eTer119"8CD31"*€CD51P°°CD200P°* BM-MSCs and P-SSCs (n = 3 — 7 per group)

(E) Quantification of Cdknla, Cdknlc, Cdk4 relative to Gapdh in sorted
CD45"*eTer119"8CD31"*€CD51P°°CD200P° BM-MSCs and P-SSCs (n = 3-6 per group)

(F) Quantification of glucose uptake at steady state in
CD45"*€Ter119"8CD31"*€CD51P°°CD200P°* BM-MSCs and P-SSCs (n = 5 per group)

(G) Cell cycle analysis by flow cytometry of host BM-MSCs, host P-SSCs and graft P-SSC
performed 72 hours after transplantation. (N=3)

(H) Flow cytometry analysis of glucose uptake, mitochondrial ROS and mitochondrial potential
host BM-MSCs, host P-SSCs and graft P-SSC performed 72 hours after transplantation
(N=3)

DHE: Dihydroethidium; TMRE: Tetramethylrhodamine, ethyl ester; MTG: MitoTracker green

Data represented as mean + SEM. Unless otherwise noted, statistical significance was

determined using unpaired two-tailed Student’s t test. *p<0.05. ** p<0,01. *** p<0,001

Supplemental Figure 1: Bone and bone marrow regeneration after transplantation

(A) Cell viability determined by flow cytometry and expressed as percentage of total dapi
negative alive cells in the BM graft at steady state, 1, 3, 8, 15 days and 3 months after bone
transplantation (N=3-4)

(B) Representative whole-mount confocal z-stack projections of host and graft femurs 1 and
4 months after transplantation. Adipocytes are stained using an anti-perilipin antibody
(scale bar: 50um). Three independent experiments yielded similar results.

(C) Representative FACS plots showing the gating strategy to determine the origin of the
different cell-fractions in the graft 5 months after transplantation of a Ubc-GFP bone into
a Rosa mT/mG mouse.

(D) Comparison of different hematopoietic progenitors populations between graft and host 5
months after bon transplantation (n = 4 per group)

(E) Comparison of different immune cells populations between graft and host 5 months after
bone transplantation (n = 4 per group)

Data represented as mean + SEM. Unless otherwise noted, statistical significance was

determined using unpaired two-tailed Student’s t test. *p<0.05. ** p<0,01. *** p<0,001

Supplemental Figure 2: Periosteal stem cells expansion after transplantation.

(A) Representative FACS plots of graft periosteum and bone marrow analysis gated on alive
cells at steady state, 1, 8 and 15 days post transplantation.

(B) Percentage of total dapi negative alive cells in the periosteum graft at steady state, 1, 3,
8,15 days and 3 months after bone transplantation (n=3-4 per time point)

(C) Representative whole-mount confocal z-stack projections of a Nestin-GFPP°s bone graft 15
days after transplantation showing the expansion of Nestin-GFPP°s P-SSCs. (scale bare = 50
um). Three independent experiments yielded similar results.



Supplemental Figure 3: Periosteal stem cell migration tracking.

(A) Pictures illustrating the transplantation of a wild-type bone enwrapped with periosteum
from a UBC-GFP mouse donor into a WT recipient mouse.

(B) Representative whole-mount confocal z-stack projections of a graft from a WT mouse
enwrapped with periosteum from a UBC-GFP mouse 5 months after transplantation into a
WT recipient. Magnification showing a periosteal GFPP° derived endothelial cell.
Endothelial cells are stained using an antibody directed against endomucin. Scale bar: 20
um (left); 10 um (magnification).Three independent experiments yielded similar results.

(C) Quantification of Opn and Angptl mRNA level relative to Gapdh in sorted control bone
marrow CD45"8Ter119"€CD31"*8Nestin-GFPP°s BM-MSCs,
CD45"¢8Ter119"6CD31"8CD51P°*CD200P**GF P8 graft BM-MSCs and
CD45"¢eTer119"°6CD31"8CD51P°*CD200P°*GFPP°s graft BM-MSCs ( n = 3-4 per group)

Data represented as mean + SEM. Unless otherwise noted, statistical significance was

determined using unpaired two-tailed Student’s t test. *p<0.05. ** p<0,01. *** p<0,001
Supplemental Figure 4: Postn-Cref® mouse model characterization

(A) Representative whole-mount confocal z-stack projections of a femur from a Postn-Cref®;
Tmt mouse at steady state showing the labeling of periosteal perivascular cells. Periosteum
is stained using an anti-periostin antibody. Scale bar : 100 um (left); 50 um (right). Three
independent experiments yielded similar results.

(B) Representative whole-mount confocal z-stack projections of a femur from a Postn-Cref®;
Tmt mouse at steady state showing the labeling of few osteoblasts. Osteoblasts are stained
using an anti-osteocalcin antibody. Scale bar : 50 um. Three independent experiments
yielded similar results.

(C) Representative whole-mount confocal z-stack projections of a graft bone marrow one
month after transplantation showing the in-vivo adipocytic differentiation of periosteum-
derived Tmt+ stromal cells. Adipocyte are stained using an anti-perilipin antibody. Scale
bar = 20 um. Three independent experiments yielded similar results.
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METHODS DETAILS
Mice

C57BL/6J were bred in our facilities or ordered from Jackson Laboratory. B6.129-
Postntm21(cre/Esri*)imol /j \yare ordered from Jakson Labpratory then bred in our facilities. Nestin-
GFP, B6.129(Cg)-Gt(ROSA)26Sortm4(ACTB-tdTomato, -EGFP)Luo/J (Rosa26mTmG), C57BL/6-
Tg(UBC-GFP)30Scha/) (UBC-GFP) mice were bred in our facilities. Unless otherwise specified,
6-12 weeks old mice were used for the experiments. For all analytical and therapeutic
experiments, sex-matched animals from the same age group were randomly assigned to
experimental groups. This study complied with all ethical regulations involving experiments
with mice, and the Animal Care and Use Committee of Albert Einstein College of Medicine

approved all experimental procedures.

Bone transplantation procedure

Donor mice were sacrificed by cervical dislocation. Femurs were isolated and preserved in an
ice-cold saline solution with 1% FBS. Recipient mice were anesthetized with a
Ketamine/Xylazine intraperitoneal injection (10 pL/g). Donor femurs were subcutaneously

implanted and skin sutured with a non-absorbable polyamide 5/0 silk.

In-vivo treatment

Tamoxifen was administered intraperitoneally (i.p.) every other day at 1mg/day for five doses
for Postn-CrefR induction.

For lineage tracing experiments using femurs from Postntm2.i(cre/Esri*imol/) donor mice,
tamoxifen (1mg/mouse) was administered intraperitoneally to recipient mice twice daily for

10 consecutive days starting at day 2 post transplantation.

Preparation of single cell suspensions

Bone marrow cells were obtained by flushing and dissociating using a 1-ml syringe with PBS

via a 21-gauge needle. For analysis of stromal and endothelial cell populations, intact flushed



bone marrow plugs were digested at 37 °C for 30 min in 1 mg.ml™* collagenase type IV (Gibco),
2 mg.ml™! Dispase (Gibco) and 500 pg.ml™ DNase | (Sigma-Aldrich) in Hank’s balanced salt
solution (HBSS, Gibco). To isolate P-SSCs, muscles were carefully removed using scissors and
intact bones incubated 30 minutes in ice-cold PBS with 1% fetal bovine serum (FBS).
Periosteum was then removed with a surgical blade and a mechanic dissociation performed
using scissors. Enzymatic dissociation was performed by incubating the periosteum’s
fragments during 45 minutes at 37°C in the digestion buffer. After bone marrow and
periosteum isolation, the remaining compact bone was crushed, mechanically dissociated
using scissor as previously described (Gulati et al., 2018) and digested in digestion buffer,
rotating for 45 minutes at 37°C. Enzymatic digestion was stopped by adding ice-cold PEB buffer
(PBS with 0.5% BSA and 2mM EDTA).

Flow cytometry and sorting

For FACS analysis and sorting, red blood cells were lysed and washed in ice-cold PEB (PBS
containing 0.5% BSA and 2 mM EDTA) before staining with antibodies in PEB during 20 minutes
on ice. Dead cells and debris were excluded by FSC (forward scatter), SSC (side scatter) and
DAPI (4’,6-diamino-2-phenylindole ; Sigma). FACS analyses were carried out using BD LSRII
flow cytometry (BD Biosciences) and cell sorting experiments were performed using a MoFlo
Astrios (Beckman Coulter). Data were analysed with FlowJo 10.4.0 (LCC) and FACS Diva 6.1
software (BD Biosciences).

For the metabolic assays, cells were first stained for extracellular marker. For the ROS
guantification, cells were incubated with DHE (1:1000; Molecular Probes) or MitoSOX (1:1000;
ThermoFisher) for the intracellular and mitochondrial ROS respectively during 20 minutes at
37°C in PBS. To quantify the membrane potential and mitochondrial mass, cells were
incubated during 20 minutes at 37°C with TMRE (1:10000; ThermoFisher), Mitotraker
(1:20000; ThermoFisher) and verapamil (1:500) in HBSS w/o calcium and magnesium (Gibco).
Glucose uptake quantification was performed by incubating the cells in DMEM w/o glucose
(Gibco) containing Glutamax (1:100; Gibco) and 2-NBDG (17umol.mL; Cayman Chemical

Company) during 30 minutes at 37°C.

Cell cycle and apoptosis analysis



Analyses of the cell cycle were performed as described previously (Kunisaki et al., 2013).
Briefly, single-cell suspension was stained for cell surface markers and subsequently fixed with
Cytofix/Cytoperm fixation and permeabilization solution (BD Biosciences), according to the
manufacturer’s instructions. The cells were then stained with anti-Ki-67 antibody

(eBioscience) and Hoechst 33342 (Sigma) at 20 pg mL-1 for 30 min.

Apoptosis quantification was performed using the CellEvent Caspase 3/7 kit (ThermoFisher)
and Annexin V : FITC Apoptosis Detection kit (BD Biosciences) following the manufacturer’s

recommandations.

In vitro culture assays.

For CFU-F and stromal cells culture, CD45"8Ter119"¢8CD31"8CD51P°sCD200P°s stromal cells
isolated from bone marrow and periosteum were sorted and plated at clonal density (1,000
cell/well) in a-MEM (Gibco) containing 20% FBS (Hyclone), 10% MesenCult Stimulatory
supplement (StemCell Technologies) and 1% Penicilline-Streptomycine. Half of the medium
was changed at day 7. Cells were cultured for 12-14 days, at the end of which the colonies

were scored.

For apoptosis assay, whole bone marrow from 1 femur and whole periosteum from 2 femurs
were isolated and digested as previously described and plated in a-MEM (Gibco) containing
20% FBS (Hyclone), 1% Penicillin-Streptomycin, 1% L-glutamine and BFGF. Media was changed
every 3-4 days. Once a plate has reached near confluence, CD45 lineage depletion was

performed. Cells were then counted and plated in 12- or 24-well plates

Immunofluorescence imaging

To stain blood vessels, anti-CD31 and anti-CD144 antibodies were injected intravenously to
mice (10 pg, 20 pL of 0.5 pg.uL™) and mice were killed for analysis 10 min after injection. For
frozen sections of long bones, femurs and tibias were fixed in 4% paraformaldehyde (PFA)
overnight at 4 °C. For cryopreservation, the bones were incubated sequentially in 10%, 20%,
and 30% sucrose/PBS at 4 °C for 1h each, embedded and flash frozen in SCEM embedding
medium (SECTION-LAB). Frozen sections were prepared 20 um thick with a Cryostat (CM3050,

Leica) using Kawamoto’s tape transfer method (Kawamoto and Shimizu, 2000). For



immunofluorescence staining, sections were rinsed with PBS, postfixed with 4% cold PFA for
10 min followed by blocking with 20% donkey serum (DS; Sigma) in 0.5% Triton X-100/PBS for
3 h at room temperature (20-25 °C). For perilipin and osteocalcin staining, sections were
incubated 1h at room temperature in saturation buffer (PBS-donckey serum 10%). Rabbit
polyclonal anti-perilipin antibody (clone: D1D8; Cat: 9349; Cell Signaling Technology) and anti-
osteocalcin antibody (Clone R21C-01A; Cat: M188; Takara) were used at 1:100 dilution in 2%
Donkey serum 0.1% Triton X-100/PBS overnight at 4 °C. For periostin staining using whole
mount imaging, bone marrow was exposed by shaving the bone using a cryostat (CM3050,
Leica). Samples were fixed 30 minutes at 4°C in PBS/PFA 4%. Samples were then incubated in
the saturation buffer (PBS-donkey serum 10%) during 1 hour at room temperature. Anti-
periostin antibody (Cat: AF2955; R&D) was used at 1:100 dilution overnight at 4°C in PBS-
donkey serum 2%. When necessary, primary antibody staining was followed by 3 washes with
2% DS 0.1% Triton X-100/PBS and 30 min incubation with Alexa Fluor 568-conjugated

secondary antibody (Invitrogen) and 0.2% DAPI (4’ ,6-diamino-2-phenylindole; Sigma).

All images were acquired at room temperature using a Zeiss Axio examiner D1 microscope
(Zeiss) with confocal scanner unit (Yokogawa), and reconstructed in three dimensions with
Slide Book software (Intelligent Imaging Innovations). Image analysis was performed using

both Slide Book software (Intelligent Imaging Innovations) and the Fiji build of ImageJ (NIH).

RNA isolation and quantitative real time PCR (g-PCR)

Stromales cells were sorted in a lysis buffer (Invitrogen). RNA were purified using Dynabeads®
mRNA DIRECT™ Micro Kit (Life technologies - Invitrogen) and reverse transcription performed
using RNA to cDNA EcoDry™ Premix (Clontech - Takara bio) following the manufacturer
instructions. SYBR green (Roche) technic was used for quantitative PCR using QuantStudio 6
Flex system (Applied Biosystems, ThermoFisher). All mMRNA expression levels were calculated
relative to Gapdh or Actb. The sequences of the oligonucleotides used can be provided upon

reasonable request.

Statistical analysis

All data are presented as meanzts.e.m. n represents the number of mice in each experiment,

as detailed in the figure legends. No statistical method was used to predetermine sample



sizes; sample sizes were determined by previous experience with similar models of
hematopoiesis, as shown in previous experiments done in our laboratory. Statistical
significance was determined by an unpaired, two-tailed Student’s t-test to compare two
groups or a one-way ANOVA for multiple group comparisons. Statistical analyses were
performed and data presented using GraphPad Prism 8 (GraphPad Software), FACS Diva 6.1
software (BD Biosciences, FlowJo 10.4.0 (LLC), Slide Book Software 6.0 (Intelligent Imaging
Innovations) and QuantStudio 6 Real-Time PCR Software (Applied Biosystem, Thermo Fisher).

*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001.
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SUMMARY

The spatial localization of hematopoietic stem cells
(HSCs) in the bone marrow (BM) remains controver-
sial, with some studies suggesting that they are main-
tained in homogeneously distributed niches while
others have suggested the contributions of distinct
niche structures. Subsets of quiescent HSCs have
been reported to associate with megakaryocytes
(MK) or arterioles in the BM. However, these HSC
subsets have not been prospectively defined. Here,
we show that platelet and myeloid-biased HSCs,
marked by von Willebrand factor (VWF) expression,
are highly enriched in MK niches. Depletion of MK
selectively expands vVWF* HSCs, whereas the deple-
tion of NG2* arteriolar niche cells selectively depletes
VWF~ lymphoid-biased HSCs. In addition, MK deple-
tion compromises VWF* HSC function by reducing
their long-term self-renewal capacity and eliminating
their lineage bias after transplantation. These studies
demonstrate the existence of two spatially and func-
tionally separate BM niches for HSC subsets with
distinct developmental potential.

INTRODUCTION

Despite intense investigation, there remains controversy about
the precise location of hematopoietic stem cells (HSCs) in the
bone marrow (BM). Initial studies have suggested a close rela-
tionship with osteoblasts in the endosteal region (Zhang et al.,
2003). Subsequent studies, with the advent of SLAM markers,
have shown that CD150" CD48~ Lineage™ CD41~ HSCs were
distributed broadly in close proximity of endothelial and
Nestin-GFP* perivascular cells (Kiel et al., 2005; Mendez-Ferrer
et al., 2010). Further improvement in imaging technologies allow-
ing tridimensional (3D) visualization of endogenous HSCs in the
BM have uncovered heterogeneity among Nestin-GFP™* cells,
with a subset of quiescent HSCs showing a significant associa-
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tion with Nestin-GFP-bright arteriole structures. Upon deletion of
periarteriolar NG2* stromal cells or after inducing HSC prolifera-
tion, HSCs were shown to redistribute away from arteriole struc-
tures (Kunisaki et al., 2013). Further studies show that another
subset of HSCs exhibits a significant association with megakar-
yocytes (MK), which are broadly distributed in the BM (Bruns
et al., 2014). Selective deletion of MK induced HSC proliferation
in a manner shown to depend on CXCL4 (also called platelet fac-
tor 4), transforming growth factor B, or thrombopoietin produc-
tion by MK (Bruns et al., 2014; Nakamura-Ishizu et al., 2014;
Zhao et al., 2014). These studies thus suggest that both arteriole
structures and MK are niche sites promoting HSC quiescence.
However, other studies using a-catulin® c-Kit* Lineage™ to
mark HSCs have shown in cleared BM that these HSCs were uni-
formly distributed near sinusoids in a manner indistinguishable
from randomly placed dots (Acar et al., 2015). Other analyses,
in support of multiple niche structures, have also suggested
the existence of distinct arteriolar and MK niche harboring reac-
tive oxygen species (ROS)-low quiescent HSCs (ltkin et al.,
2016), or HSC association with type H endothelial cells bridging
arterioles and sinusoids in developing bones (Kusumbe et al.,
2016). As sinusoids are evenly distributed throughout the BM
(Kunisaki et al., 2013), every hematopoietic cell is expected to
be relatively close to them (~15 pm on average), raising ques-
tions on the niche specificity. Indeed, the relationship of HSCs
with sinusoid vessels was not found to be significantly different
from computational modeling random dots (Acar et al., 2015; Ku-
nisaki et al., 2013). However, one study, using a Hoxb5 reporter,
found that these HSCs significantly associated with sinusoidal
endothelial cells in the BM (Chen et al., 2016). Thus, these
studies using different HSC markers have reported differing
results about HSC localization in the BM.

HSCs are known to be functionally heterogeneous (Copley
etal., 2012; Muller-Sieburg et al., 2012). For example, transplan-
tation of single HSCs has revealed reproducible bias toward
selective differentiation to the myeloid or the lymphoid lineage
(Dykstra et al., 2007). Using von Willebrand factor (VWF) pro-
moter to drive GFP in transgenic mice (Vwf-eGFP), GFP was
shown to mark a subset of quiescent HSCs that exhibits platelet
and myeloid bias upon transplantation, whereas the GFP~ HSC
subset was lymphoid biased (Sanjuan-Pla et al., 2013). This
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differential expression of VWF may have hierarchical signifi-
cance, since only VWF-eGFP* HSCs could give rise to VWF-
eGFP~ HSCs. HSCs with high CD150 expression are enriched
in VWF transcripts and are myeloid biased (Beerman et al.,
2010; Kent et al., 2009). Expression of CD41 (Gekas and Graf,
2013) or c-Kit (Shin et al., 2014) has also been suggested to
mark a megakaryocytic-biased HSC subset. Myeloid-biased,
lymphoid-biased, and lymphoid/myeloid balanced HSC subsets
prevail in young mice (Dykstra et al., 2007; Muller-Sieburg et al.,
2002; Sanjuan-Pla et al., 2013; Sieburg et al., 2006), whereas
myeloid-biased HSCs become dominant with age (Cho et al.,
2008; Dykstra et al., 2011; Grover et al., 2016) with declined
long-term self-renewal functions, possibly contributing to the
development of hematologic malignancies. Here, we show using
Vwf-eGFP genetic marking that myeloid-biased and lymphoid-
biased HSCs occupy distinct BM niche microenvironments
that are differentially regulated.

RESULTS AND DISCUSSION

vWF* HSCs Associate with Megakaryocytes, but Not
Arterioles, in the Mouse Bone Marrow

We evaluated the relationships of platelet- and myeloid-biased
VWF-eGFP* and lymphoid-biased vWF-eGFP~ HSCs (hence-
forth designated VWF* and vVWF~ HSCs) with MK and arteriolar
niches in Vwf-eGFP mice. We prepared whole-mount sternal
BM of Vwf-eGFP mice to image by 3D confocal immunofluores-
cence analyses whereby HSCs are identified with Lineage™
CD48~ CD150" and in which eGFP marks both MK and a subset
of HSCs in BM (Asada et al., 2017; Bruns et al., 2014; Kunisaki
et al., 2013) (Figures 1A, 1B, and S1A). Since 90% of the VWF-
eGFP* HSC subset expresses CD41 (Sanjuan-Pla et al., 2013),
this marker was not included in the analyses and MK progenitors
were excluded based on CD48 expression (Oguro et al., 2013),
found on > 98% of MK progenitors (Figure S1B). VWF* HSCs
constitute a minor fraction of the Lineage™ Scal* c-Kit" (LSK)
CD48~ CD150* HSC population (24.1% =+ 1.4%, mean + SEM),
as measured by fluorescence-activated cell sorting (FACS) anal-
ysis (Figure S1C). However, 77.2% + 9.9% of VWF* HSCs were
located within 5 um distance from MK (Figures 1C and S1E), with
a considerable fraction (70.8% + 17.2%) laying directly adjacent
to MK (Figure 1F). By contrast to vVWF~ HSCs, vVWF* HSCs did
not show any significant association with arterioles (identified
by Sca-1"9" expression, morphology, and small diameter) in
the mouse BM. vVWF* HSC distribution was statistically different
from that of lymphoid-biased vVWF~ HSCs relative to arterioles
(Figures 1D-1F and S1D and S1E), but statistically indistinguish-
able from random HSC-like dots (p = 0.9992; Figures 1D and 1E).
These data suggest the existence of at least two spatially distinct
BM niches for subsets of HSCs with distinct developmental
potential.

vWF*, but Not vWF~, HSC Proliferation Is Regulated by
Megakaryocytes via CXCL4

To investigate the role of MK in vivo in lineage-biased HSC regu-
lation, we generated Cxcl4-cre;iDTR;Vwf-eGFP mice. Control
iDTR;Vwf-eGFP and ftriple-transgenic Cxcl4-cre;iDTR;Vwf-
eGFP mice were treated with diphtheria toxin (DT) (Figure 2A)
to deplete MK as described by Bruns et al. (2014). Seven days

after the initial dose, we evaluated the impact on HSC numbers.
Consistent with previous results, MK depletion significantly
increased the total number of phenotypic HSCs in BM (Bruns
et al., 2014). Strikingly, we found that MK depletion selectively
increased (by 11.4-fold, p < 0.0001) VWF* HSC numbers
whereas the number of VWF~ HSCs modestly expanded by
1.4-fold (Figures 2B-2E). In addition, injection of recombinant
CXCL4 into Vwf-eGFP mice selectively reduced the number of
VWF* HSCs in the BM while the number of VWF~ HSCs was
unaltered (Figures 2F and 2G), which is in line with its role in regu-
lating HSC quiescence (Bruns et al., 2014). To investigate
whether MK regulate HSCs directly, we cultured Lineage™ cells
in the presence or absence of CXCL4. Interestingly, we found
that CXCL4 selectively reduced the number (Figure S2A) and
proliferation (Figure S2B) of VWF* HSCs but not vVWF~ HSCs.
Evaluation of the BM 3D distribution of vWF~ and vWF* HSCs
in steady-state and MK-depleted mice revealed no significant
alterations in their relationships with arterioles (Figures S2C
and S2D). These data strongly suggest that MK can selectively
regulate a subset of HSCs directly via CXCL4, although the
contribution of other MK-derived factors and additional yet
unidentified indirect effects emanating from the microenviron-
ment cannot be excluded.

vWF* HSC Reconstitution Potential Is Regulated by
Megakaryocytes

We next evaluated the impact of MK depletion on the ability of
vWF~ and vVWF* HSCs obtained from steady-state and MK-
depleted mice to reconstitute hematopoietic lineages after
transplantation (Figure S3A). Competitive transplantation of
sorted LSK CD48~ CD150" vWF~ and vWF* HSCs revealed
that VWF* HSCs exhibited a bias toward repopulation of plate-
lets (Figures 2H, S3B, and S3C) and myeloid cells (Figures 2I
and S3C) compared with VWF~ HSCs, consistent with prior
results (Sanjuan-Pla et al., 2013). The capacity to generate plate-
lets and myeloid cells was preserved after MK depletion (Figures
2H and S3C). In fact, HSCs were more balanced in their lineage
generation upon MK depletion (Figures 2l and S3C), suggesting
the interesting possibility that MK can regulate HSC fate. While
the overall long-term engraftment of VWF~ and vWF* HSCs
was not statistically different after MK depletion (Figure 2J), the
repopulation capacity of VWF* HSCs from MK-depleted mice
was reduced (Figure 2J, note the y axis values). This is likely
due to their proliferative state, as the long-term engraftment
potential resides predominately in the non-proliferative Gg frac-
tion of HSCs (Glimm et al., 2000; Passegue et al., 2005). In addi-
tion, analysis of the BM 16 weeks after transplantation revealed
that whereas both HSC subsets from MK-depleted mice were
capable of reconstituting the CD45.2* LSK CD48~ CD150*
VWF~ HSC compartment (Figure S3D, right plots), the ability
of VWF* HSCs to reconstitute CD45.2" LSK CD48~ CD150"
VWF* HSCs was compromised (Figure S3D), suggesting a self-
renewal defect. Donor VWF~ HSCs, harvested from either
steady-state or MK-depleted mice, did not regenerate the
VWF* HSC compartment (Figure S3D), indicating that VWF~
HSCs are downstream of VWF* HSCs in the hematopoietic
hierarchy (Sanjuan-Pla et al., 2013). These results suggest that
MK selectively regulate both the proliferation and fate of the
VWF* HSC subset.
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Figure 1. Platelet- and Myeloid-Biased vWF* HSCs Are Exclusively Associated with Megakaryocytes in the Mouse Bone Marrow

(A and B) Representative whole-mount images of Vwf-eGFP mouse sternal bone marrow (BM). The dashed outline in (A) denotes the bone-BM border of a
sternum piece. White arrowheads in (B) denote a phenotypic Lineage™ CD48~ CD150" vWF-eGFP* HSC. Megakaryocytes (MK) are distinguished by their size,
morphology, and CD150 and vVWF expression. Vascular endothelial cells are stained intravenously with antibodies to CD31 and CD144.

(C and D) Localization of VWF ~ (black bars) and vVWF* (green bars) HSCs observed in situ, relative to MK (C) and arterioles (D) in the mouse BM of Vwf-eGFP mice.
Yellow bars depict the mean distances between simulated randomly distributed HSCs and MK and arterioles. n = 282 vWF~ HSCs and n = 37 vWF* HSCs. The
numbers on the x axis indicate intervals of 10 um (C; where 5 indicates the interval —5 to 5, 15 indicates 5 to 15, and so on) and 20 um (D; where 20 indicates the

interval 0 to 20, 40 indicates 20 to 40, and so on).
(E) p values determined by two-sample KS test (C and D).

(F) Percentage of VWF~ and VWF* HSCs located in direct contact (0 um) with MK or arterioles. Unpaired Student’s t tests.

*p < 0.05, **p < 0.01. Error bars denote SEM. See also Figure S1.

NG2* Arteriolar Niche Cells Selectively Regulate vVWF~
Lymphoid-Biased HSC Quiescence and Distribution in
Bone Marrow

NG2* periarteriolar cell depletion leads to an altered localization
of the HSC subset associated with arterioles and increases the
proportion of proliferative HSCs (Kunisaki et al., 2013). To inves-
tigate the impact of arteriolar niche depletion on the vVWF* and
VWF~ HSC subsets, we generated NG2-cret"™;iDTR;Vwf-
eGFP mice. Triple-transgenic NG2-crefF™:iDTR;Vwf-eGFP
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and control iDTR;Vwf-eGFP mice were treated with tamoxifen
and DT to induce NG2* cell depletion, and analyzed 16 days later
by FACS and whole-mount immunofluorescence imaging of the
sternal BM (Figure 3A). We found that NG2* cell depletion led to
significant (~50%) reductions in the number of phenotypic LSK
CD48~ CD150* lymphoid-biased VWF~ HSCs compared with
control iDTR mice (Figures 3B-3E). However, in contrast to MK
depletion, VWF* HSC numbers were not significantly affected
by NG2* cell depletion and disruption of the arteriolar niche
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Figure 2. Platelet- and Myeloid-Biased VWF* HSC Proliferation and Reconstitution Potential Are Regulated by Megakaryocytes

(A) Experimental design to test the effect of MK depletion on vVWF* and vVWF~ HSCs.

(B) Representative FACS plots of the frequency of vVWF* and vWF~ HSCs in the BM of control (DTR;Vwf-eGFP) and Cxcl4-cre;iDTR;Vwf-eGFP mice, 7 days after
diphtheria toxin (DT) treatment.

(C-E) BM cellularity (C), absolute number of HSCs per femur (D), and number of HSCs in iDTR;Vwf-eGFP and Cxcl4-cre;iDTR;Vwf-eGFP mice normalized to
control iDTR (E), 7 days after DT treatment. Control group, n = 6; Cxcl4-cre;iDTR;Vwf-eGFP group, n = 5.

(F) Experimental design to test the effect of CXCL4 injection on VWF* and vVWF~ HSCs.

(G) BM cellularity and number of VWF* and vVWF~ HSCs per femur in mice treated with PBS (n = 6) or CXCL4 (n = 4). Bone marrow mononuclear cells (BMNCs).
(H-J) Contribution of 100 DAPI~ LSK CD48~ CD150* vWF~ and VWF* HSCs from iDTR;Vwf-eGFP and Cxcl4-cre;iDTR;Vwf-eGFP mice after MK depletion, to
peripheral blood (H) platelets (16 weeks post transplantation), (I) myeloid and B and T cells, and (J) overall reconstitution at 16 weeks. n = 8 (i(DTR groups and
Cxcl4-cre;iDTR vVWF* group) and n = 9 (Cxcl4-cre;iDTR VWF ™~ group).

*p < 0.05, *p < 0.01, **p < 0.001, ***p < 0.0001. Error bars denote SEM. Unpaired Student’s t tests (C, E, G, H, and J). One-way ANOVA analyses followed by
Tukey’s multiple comparison tests were used for multiple group comparisons (D). See also Figures S2 and S3.
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Figure 3. NG2* Arteriolar Niche Cells Are Critical Regulators of the vWF~ Lymphoid-Biased HSC Quiescence and Localization

(A) Experimental design to test the effect of depletion of NG2* cells on vWF* and vVWF~ HSCs.

(B) Representative FACS plots of the frequency of VWF* and vVWF~ HSCs in the BM of control (iDTR;Vwf-eGFP) and NG2-cre®"™™:iDTR;Vwf-eGFP mice, 16 days
after DT treatment.

(C-E) BM cellularity (C), absolute number (D), and number of HSCs per femur (E) in iDTR;Vwf-eGFP and NG2-cre®"™;iDTR;Vwf-eGFP mice normalized to control
iDTR, 16 days after DT treatment. Control group, n = 9; and NG2-cre""™:;iDTR;Vwf-eGFP group, n = 6.

(F-H) Contribution of 100 DAPI~ LSK CD48~ CD150* vWF~ and vVWF* HSCs from iDTR and NG2-crefi™:iDTR mice after NG2* cell depletion, to peripheral blood
(F) platelets (16 weeks post transplantation), (G) overall reconstitution, and (H) myeloid and B and T cells at 16 weeks. n = 8 (iDTR groups) and n = 9 (NG2-
crefF™:DTR groups).

() Summary of BM phenotypes of niche-structure-depleted mice in lineage-biased HSCs. Check marks indicate significant HSC/niche association and crosses
indicate no preferred association. N.D., not determined due to MK depletion.

*p < 0.05, **p < 0.01, **p < 0.001, ***p < 0.0001. Error bars denote SEM. Unpaired Student’s t tests (C, E, F, and G). One-way ANOVA analyses followed by
Tukey’s multiple comparison tests were used for multiple group comparisons (D). See also Figure S4.
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Figure 4. Distribution of Lineage-Biased HSCs in the Mouse BM after NG2* Cell Depletion

(A-D) Localization of phenotypic Lineage™ CD48~ CD150* vWF-eGFP~ (A and C) and vVWF-eGFP* (B and D) HSCs in the mouse BM relative to MK (A and B) and
arterioles (C and D) in control (iDTR;Vwf-eGFP) and NG2-cre"™;iDTR;Vwf-eGFP mice, 16 days after DT treatment. n = 172 VWF~ and n = 32 vVWF* HSCs from
control iDTR;Vwf-eGFP; n = 163 vWF~ and n = 26 VWF* HSCs from NG2-cret"™:iDTR;Vwf-eGFP. p values were determined by two-sample Kolmogorov-

Smirnov test. Error bars denote SEM.

(Figures 3B-3E). We next evaluated the spatial relationships of
HSCs with MK and arterioles by 3D imaging. Interestingly, while
NG2™* cell depletion did not affect the relationship of remaining
VWF~ (Figure 4A) or vWF* HSCs (Figure 4B) with MK, it selec-
tively altered VWF~ HSC localization relative to arterioles (Fig-
ure 4C; p < 0.0001), but not that of VWF* HSCs (Figure 4D). These
results further suggest that MK and arterioles preferentially regu-
late distinct HSC subsets in the BM.

Finally, we examined the reconstitution potential of sorted
VWF~ and VWF* HSCs harvested from NG2* depleted and con-
trol animals (Figure S4A). Peripheral blood lineage analyses of
reconstituted mice with sorted VWF* HSCs revealed a similar
platelet- and myeloid-biased blood production from both control
and NG2* cell-depleted mice (Figures 3F and S4B). In addition,
reconstitution of recipient mice with vwWF~ HSCs was biased
toward the lymphoid lineage in both steady-state and NG2*
cell-depleted mice (Figures 3F-3H and S4B). Furthermore, sta-
ble platelet-biased blood generation persisted for at least
16 weeks whether VWF* HSCs were harvested from control or
NG2* cell-depleted animals (Figures 3F and S4B). Interestingly,
whereas, as expected, VWF~ HSCs from steady-state mice
repopulated only the vVWF~ HSC compartment, instances of
VWF* repopulation (3 out of 9 recipient mice) were observed
from VWF~ HSCs harvested from NG2* cell-depleted BM (Fig-
ure S4C, third panel).

These results argue for the presence of spatially separate peri-
vascular niches in the mouse BM that regulate functionally

distinct subsets of lineage-biased quiescent HSCs. Phenotypic
HSCs, like Nestin-GFP*/LepR*/CAR niche cells, are distributed
throughout the BM (Acar et al., 2015; Kunisaki et al., 2013;
Omatsu et al.,, 2010). However, the number of niche cells,
whether defined by Nestin, LepR, or CXCL12 expression, vastly
outnumbers that of HSCs (by >20:1), underscoring the need, if
the HSC niche concept is valid, for further stromal fractionation.
We have previously suggested that the niche may be formed by
the coupling of mesenchymal stem cells (MSCs) and HSCs
(Mendez-Ferrer et al., 2010), an idea supported by the segrega-
tion of niche factor expression with MSC activity (Pinho et al.,
2013). Further analyses fractionating and enriching MSC activity
will be helpful to rule in or out this possibility. However, it is
becoming clear that multiple cells in the microenvironment
contribute to niche activity (Mendelson and Frenette, 2014).
Among these are the arteriole-associated stromal cells, which
confer HSC quiescence as shown by the depletion of NG2* cells
leading to HSC redistribution and proliferation (Kunisaki et al.,
2013). The role of arterioles as a specific microenvironment for
HSC maintenance has been questioned by other studies that
have used other markers to identify HSC in situ (Acar et al.,
2015), but confirmed by others (ltkin et al., 2016). The present
studies, using specific disruption of arterial and MK niches,
further document their selective contributions in regulating the
maintenance of distinct subsets of HSCs.

vWF-driven GFP marking has allowed for the first time to eval-
uate the spatial distribution of distinct lineage-biased HSC
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subsets in situ. Lineage bias in hematopoietic repopulation
capacity has been retrospectively identified and defined by sin-
gle HSC competitive transplantation experiments (Dykstra et al.,
2007), but whether such lineage-biased HSCs occupy specific
microenvironments or are uniformly distributed in the BM re-
mained unknown. Our studies show that myeloid-biased VWF*
HSCs are enriched in MK niches whereas lymphoid-biased
VWF~ HSCs are enriched in arteriolar niches (Figure 3l). This
contention is supported by their localization and, perhaps
more importantly, by selective disruption of homeostasis using
conditional depletion of these niches with genetically engineered
models. These results support the notion that HSC niches are
not uniform in the BM but rather are formed by complex micro-
environments with input from several cellular constituents. Serial
transplantations of HSCs with defined hues reproduced the
same complex pattern in lethally irradiated recipients, suggest-
ing that the lineage contribution array may be intrinsically pro-
grammed by epigenetic memory (Yu et al., 2016). Our studies,
however, show for the first time that a BM niche constituent
(i.e., MK) may also regulate HSC fate, since MK deletion appears
sufficient to reprogram vVWF* HSCs from myeloid-biased to
balanced-lineage contributions. As myeloid bias is a hallmark
of HSC aging, understanding its molecular underpinnings
may provide a new armamentarium for the rejuvenation of
aged HSCs.
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STARXxMETHODS

KEY RESOURCES TABLE

REAGENT or RESOURCE SOURCE IDENTIFIER

Antibodies

anti-mouse Ly-6A/E (Scal) APC eBioscience Cat#17-5981-83; RRID: AB_469488
anti-mouse Ly-6A/E (Scal) PE-Cy7 eBioscience Cat#25-5981-82; RRID: AB_469669
anti-mouse Ly-6A/E (Scal) Alexa Fluor 700 eBioscience Cat#56-5981-82; RRID: AB_657836
anti-mouse CD117 (c-Kit) BV 421 Biolegend Cat#105828; RRID: AB_11204256
anti-mouse CD117 (c-Kit) PE-Cy7 Biolegend Cat#105814; RRID: AB_313223
anti-mouse CD48 biotin eBioscience Cat#13-0481-85; RRID: AB_466471
anti-mouse CD48 PerCP-eFluor 710 eBioscience Cat#46-0481-82; RRID: AB_10853483
anti-mouse CD48 FITC eBioscience Cat#11-0481-82; RRID: AB_465077
anti-mouse CD41 APC eBioscience Cat#17-0411-82; RRID: AB_1603237
anti-mouse CD41 FITC eBioscience Cat#11-0411-81; RRID: AB_763482
anti-mouse CD45.2 PE eBioscience Cat#12-0454-82; RRID: AB_465678
anti-mouse CD45.2 PerCP-Cy5.5 eBioscience Cat#45-0454-82; RRID: AB_953590
anti-mouse CD45.1 FITC eBioscience Cat#11-0453-85; RRID: AB_465059
anti-mouse CD45.1 APC eFluor 780 eBioscience Cat#47-0453-82; RRID: AB_1582228
anti-mouse CD4 PE-Cy7 eBioscience Cat#25-0041-82; RRID: AB_469576
anti-mouse CD8a PE-Cy7 eBioscience Cat#25-0081-82; RRID: AB_469584
anti-mouse B220 APC eFluor 780 eBioscience Cat#47-0452-82; RRID: AB_1518810
anti-mouse CD11b Alexa Fluor 647 Biolegend Cat#101218; RRID: AB_389327
anti-mouse CD31 Alexa Fluor 647 Biolegend Cat#102516; RRID: AB_2161029
anti-mouse CD144 Alexa Fluor 647 Biolegend Cat#138006; RRID: AB_10569114
anti-mouse Ki-67 eFluor 660 eBioscience Cat#50-5698-82; RRID: AB_2574235
anti-mouse CD34 PE Biolegend Cat#119308; RRID: AB_493400
anti-mouse FcRIl/Ill PerCP-eFluor 710 eBioscience Cat#46-0161-82; RRID: AB_2016701
anti-mouse CD150 PE Biolegend Cat#115904; RRID: AB_313683
anti-mouse Ter119 PerCP-Cy5.5 eBioscience Cat#45-5921-82; RRID: AB_925765

anti-mouse Lineage panel cocktail biotin

BD Biosciences

Cat#559971; RRID: AB_10053179

Streptavidin APC eFluor 780 eBioscience Cat#47-4317-82; RRID: AB_10366688
Streptavidin eFluor 450 eBioscience Cat#48-4317-82; RRID: AB_10359737
Streptavidin BV 570 Biolegend Cat#405227

Chemicals, Peptides, and Recombinant Proteins

Diphtheria Toxin Sigma-Aldrich D0564

Tamoxifen Sigma-Aldrich T5648

Corn ol Sigma-Aldrich C8267

Recombinant mouse CXCL4 ProSpec CHM-245

DAPI (4’,6-diamino-2-phenylindole) Sigma-Aldrich D9542

Hoechst 33342 Sigma-Aldrich B2261

StemSpan medium StemCell Technologies 09650

Recombinant murine SCF PeproTech 250-03

Recombinant human FGF-1 PeproTech 100-18B

Streptavidin Microbeads Miltenyi Biotech 130-048-101

Critical Commercial Assays

Foxp3/Transcription factor staining buffer set eBioscience 00-5523-00
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REAGENT or RESOURCE

SOURCE

IDENTIFIER

Experimental Models: Organisms/Strains

C57BL/6-Tg(Pf4-iCre)Q3Rsko/J
B6.Cg-Tg(Cspg4-cre/Esr1*)BAkik/J
C57BL/6-Gt(ROSA)26Sor'™! HEECRH AW/ |
Vwf-EGFP

C57BL/6 (CD45.2)
BI6-Ly5.1 (CD45.1)

The Jackson Laboratory
The Jackson Laboratory
The Jackson Laboratory

Gift from Sten Eirik W. Jacobsen and Claus Nerlov
(University of Oxford) (Sanjuan-Pla et al., 2013)

National Cancer Institute
The Jackson Laboratory

RRID:IMSR_JAX:008535
RRID:IMSR_JAX:008538
RRID:IMSR_JAX:007900
N/A

N/A
N/A

Software and Algorithms

SlideBook
Matlab

FlowJo

FACS Diva 6.1
GraphPad Prism

Intelligent Imaging Innovations
MathWorks

Tree Star

BD Biosciences

GraphPad Software

RRID:SCR_014300
RRID:SCR_001622
RRID:SCR_008520
RRID:SCR_001456
RRID:SCR_002798

CONTACT FOR REAGENT AND RESOURCE SHARING

Further information and requests for resources and reagents should be directed to and will be fulfilled by the Lead Contact, Paul S.
Frenette (paul.frenette@einstein.yu.edu).

EXPERIMENTAL MODEL AND SUBJECT DETAILS

Mice

C57BL/6-Tg(Pf4-iCre)Q3Rsko/J  (Cxcld-cre), B6.Cg-Tg(Cspgd-cre/Esr1*)BAkik/J (NG2-creF"™) and C57BL/6-GHROSA)
26SormHBEGRAWal, § iDTR) mice were purchased from the Jackson Laboratory. Vwf-EGFP transgenic mice was generated using
a 226 Kb BAC as described (Sanjuan-Pla et al., 2013). The BAC contained near all Vwf gene (110 Kb out of 130 Kb), and an additional
100 Kb upstream sequence. Most of the identified transcriptional regulatory elements of the Vwf gene elements are located within
-5kb~5kb from the transcription start site. C57BL/6 (CD45.2) and BI6-Ly5.1 (CD45.1) mice were purchased from the National Cancer
Institute or the Jackson laboratory (B6.SJL-Ptprc? Pepc®/Boyd). Unless indicated otherwise, 8-12-week-old male and female mice
were used. No randomization or blinding was used to allocate experimental groups. The Animal Care and Use Committees of Albert
Einstein College of Medicine approved all experimental procedures.

METHOD DETAILS

In Vivo Treatments

For DT-mediated MK depletion, 250 ng of DT (Sigma) was injected intraperitoneally (i.p.) every 24 hours over 7 days. Mice were
subjected to HSC analyses on the day of the last injection. For induction of NG2-creER™-mediated recombination mice were injected
i.p. with 2 mg tamoxifen (Sigma) dissolved in corn oil (Sigma) once a day during 5 consecutive days. For DT-mediated NG2* cells
depletion, 2 days after the last tamoxifen injection, mice were injected i.p. with 250 ng of DT (Sigma) once a day during 2 days. All
treatments were similarly applied to control and cre;iDTR groups. CXCL4 (1 pg; ProSpec) or PBS vehicle were injected i.p. every
24 hours over 4 days.

Whole-mount Immunofluorescence Imaging

Whole-mount tissue preparation, HSC immunofluorescence staining and imaging analysis of the sternum were performed as
described previously (Bruns et al., 2014; Kunisaki et al., 2013) with minor modifications. Briefly, bone marrow endothelial cells
were stained by i.v. injection of anti-CD31/anti-CD144 or anti-Sca-1 antibodies and after 10 min mice were euthanized. Sternum
bones were carefully harvested, cleaned and transected with a surgical blade into individual pieces. Each piece was bisected sagit-
tally in order to expose the marrow cavity. Fragments were fixed with 4% PFA; blocked/permeabilized in PBS with 20% normal goat
serum and 0.5% Triton X-100 and stained with primary antibodies (biotin anti-Lineage panel cocktail, biotin anti-CD48 and PE anti-
CD150) for 3 days. The tissues were then incubated with streptavidin eFluor 450 for 2 hours. Images were acquired using a ZEISS
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AXIO examiner D1 microscope (Zeiss) with a confocal scanner unit, CSUX1CU (Yokogawa), and reconstructed in 3D with SlideBook
software (Intelligent Imaging Innovations). For each vVWF~ or vWF* HSC the Euclidean distance to the closest MK and arteriole was
measured in order to generate distribution maps.

Computational Modeling of Random HSC Localization

Computer simulations were performed as described previously (Bruns et al., 2014; Kunisaki et al., 2013) with Matlab software
(MathWorks) and minor modifications. 2D z-stack images of whole mount sternal segments were used to generate a representative
3D spatial map of arterioles and MK onto which 20 spots representing HSCs were randomly placed. Thresholds were applied to
generate binary maps, followed by median filtering to remove nonspecific background staining to accurately represent arteriole
and MK localization within the marrow space. Boundaries of the bone-to-marrow interface were demarcated on the binary maps
of MK and arterioles such that random HSC-like spots were only placed in the unoccupied marrow space. HSC simulation coordi-
nates were randomly selected from the region within the boundary, and the shortest Euclidean distance was calculated for each spot
to the nearest MK and arteriole. Each simulated run of 20 randomly placed HSC-like spots was repeated 1,000 times on images of
arterioles and MK. 3D distance distributions of 2 randomly placed spots (in the same range of frequency of the rarer VWF* subset)
repeated 1,000 times were also generated. Since these random distributions were similar to the random 20-spot distribution, the data
from 20 random spots was used in all distribution comparisons to simplify the presentation of results.

Antibodies

The following antibodies were used in this study: anti-Ly6A/E (Sca1) (D7), anti-CD48 (HM48-1), anti-CD41 (MWReg30), anti-CD45.2
(104), anti-CD45.1 (A20), anti-CD4 (GK1.5), anti-CD8a (53-6.7), anti-B220 (RA3-6B2), anti-Ki-67 (SolA15), anti-FcRIl/Ill (93) and anti-
Ter119 (TER-119) were all from eBioscience. Anti-CD150 (TC15-12F12.2), anti-CD117 (2B8), anti-CD11b (M1/70), anti-CD31
(MEC13.3), anti-CD144 (BV13) and anti-CD34 (MEC14.7) were from Biolegend. Anti-Lineage panel cocktail (TER-119, RB6-8C5,
RA3-6B2, M1/70, 145-2C11 at 1:50 dilution) was from BD Biosciences. Streptavidin eFluor 450 and APC eFluor 780 from eBioscience
and streptavidin BV 570 from Biolegend were used for biotinylated antibodies. Unless otherwise specified, all antibodies and strep-
tavidin cocktails were used at a 1:100 dilution.

Flow Cytometry and Cell Sorting

Flow cytometric analyses were carried out in single-cell suspensions of nucleated cells enriched from the peripheral blood or flushed
bone marrow using an LSRII flow cytometer (BD Biosciences). Cell sorting experiments were performed using a FACSAria Cell Sorter
(BD Biosciences). Dead cells and debris were excluded by FSC, SSC and DAPI (4’,6-diamino-2-phenylindole) staining profiles. Data
were analysed with FlowJo (Tree Star) or FACS Diva 6.1 software (BD Biosciences).

Cell Cycle Analyses

For cell cycle analyses, cells were stained with HSC surface markers, fixed and permeabilized with the Foxp3/Transcription factor
staining buffer set from eBioscience according to manufacturer’s instructions, and stained with anti-Ki-67 antibody and Hoechst
33342 (Sigma) at 20 ug mi~" for 30 min. After washing, cells were immediately analyzed in a LSRII Flow Cytometer (BD Biosciences).

Cell Culture

For in vitro analyses of HSCs, lineage-depleted bone marrow cells were isolated using streptavidin microbeads (Miltenyi Biotech) and
cultured for 4 days in StemSpan medium (StemCell Technologies) supplemented with SCF (10 ng ml~") and fibroblast growth factor 1
(FGF-1) (10 ng mI~" all PeproTech). Recombinant mouse CXCL4 (100 ng mi~"; ProsPec) or PBS was added to assess CXCL4 effects
on lineage-biased HSCs.

Bone Marrow Transplantation

Competitive repopulation assays were performed using the CD45.1/CD45.2 congenic system. Recipient mice were lethally irradiated
(12 Gy, two split doses) in a Cesium Mark 1 irradiator (JL Shepherd & Associates). 100 VWF~ or VWF* CD45.2* HSCs (defined as LSK
CD48~ CD150*) were isolated from the bone marrow of Cxcl4-cre;iDTR;Vwf-eGFP or from NG2-cre®"™:iDTR;Vwf-eGFP and
respective littermate control iDTR;Vwf-eGFP mice. Sorted HSCs were intravenously transplanted together with 0.25 x 10® compet-
itor CD45.1* total bone marrow mononuclear cells (BMNCs). Before transplantation, dead cells and debris were excluded by FSC,
SSC and DAPI (4’,6-diamino-2-phenylindole) staining profiles. CD45.1/CD45.2 chimerism of recipient blood was analysed up to
4 months after transplantation using FACS. Blood was harvested by submandibular route and collected in polypropylene tubes
containing EDTA. Mice showing more than 1% donor reconstitution in the myeloid (CD11b"), B-cell (B220*) and T-cell (CD4*
CD8") lineages after 16 weeks were considered engrafted. The percentage of platelet chimerism was calculated as previously
described (Sanjuan-Pla et al., 2013) briefly whole peripheral blood was centrifuged for 10 min at 100g and platelet-containing super-
natant was stained. Plasma-derived platelets were identified based on scatter properties, absence of Ter119 and CD41, CD150 and
eGFP expression.
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QUANTIFICATION AND STATISTICAL ANALYSIS

All data are represented as mean + S.E.M. Comparisons between two samples were done using the unpaired Student’s t tests.
One-way ANOVA analyses followed by Tukey’s multiple comparison tests were used for multiple group comparisons. Two-sample
Kolmogorov-Smirnov (KS) tests were used for comparisons of distribution patterns. Statistical analyses were performed with
GraphPad Prism. *p < 0.05, **p < 0.01, **p < 0.001, ***p < 0.0001. Specific statistical parameters (e.g., number of animals used)
can be found in the figure legends.
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Figure S1. Related to Figure 1
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Figure S1, related to Figure 1. vVWF-eGFP* cells constitute a small fraction of the LSK
CD48— CD150* HSC population in the mouse BM
(A) Representative whole-mount images of VWF-eGFP+ HSCs in the mouse sternal BM. White
arrowheads denote phenotypic Lineage (Lin)— CD48— CD150* vWF-eGFP* HSCs. MK are
distinguished by their size, morphology and CD150 and vWF expression. Vascular endothelial
cells are stained intravenously with antibodies to CD31 and CD144. (B) Bone marrow FACS
analysis of CD48 expression in MK/erythroid progenitors (MEP; Lin— Sca1— c-Kit* FcRIl/III—
CD34—) and MK progenitors (MKP; Lin— Sca1— c-Kit* CD150* CD41*) (C) FACS gating strategy
for the isolation of phenotypic Lin—Sca1* c-Kit* CD48— CD150* vWF-eGFP* HSCs from the BM
of Vwf-eGFP mice. (D) 2D distribution of the distances between VWF-eGFP— (D) and vWF-
eGFP* HSCs (E) and MK or arterioles in the mouse sternal BM. n = 282 vVWF— HSCs and n =
37 VWF* HSCs (related to Figure 1C and 1D).




Figure S2. Related to Figure 2
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Figure S2, related to Figure 2. Distribution of lineage-biased HSCs in the mouse BM after
MK depletion

(A) Absolute number of cells per well in cultures of Lineage (Lin)— cells isolated from Vwf-eGFP
mice and cultured in vitro during 4 days in the presence or absence of recombinant CXCL4.
Input indicates the number of cells on day 0. n = 10 wells per group (B) Cell cycle analysis by
FACS using anti-Ki-67 and Hoechst 33342 staining of vWF— and vWF* HSCs in vitro cultured
in the presence or absence of CXCL4. n = 8 (PBS) and n = 5 (CXCL4) wells per group. *P <
0.05, **P < 0.01, ***P < 0.0001. Error bars S.E.M.. Unpaired Student’s t tests. Localization of
phenotypic Lin— CD48— CD150* vWF-eGFP— (C) and vVWF-eGFP* (D) HSCs in the mouse BM
relative to arterioles in control (iDTR;Vwf-eGFP) and Cxcl4-cre;iDTR;Vwf-eGFP mice, 7 days
after DT treatment. n = 142 vWF— and n = 14 vWF* HSCs from control iDTR;Vwf-eGFP; n = 83
vVWF—and n = 35 vWF* HSCs from Cxcl4-cre;iDTR;Vwf-eGFP. P values were determined by
two-sample KS test. Error bars S.E.M.



Figure S3. Related to Figure 2
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Figure S3, related to Figure 2. Reconstitution potential of lineage-biased HSCs after MK
depletion

(A) Experimental design of the competitive reconstitution assays used to determine the effect of
MK depletion in the lineage potential of purified VWF— and vVWF* HSCs. (B) Gating strategy for
peripheral blood platelet reconstitution analysis in mice 16 weeks after competitive
transplantation of CD45.2 vWF* HSCs. (C) Quantification of tri-lineage (myeloid, B cell and T
cell) and platelet engraftment in the peripheral blood of mice analyzed in Figure 2H-J. n = 8
(iDTR vWF — and VWF* groups); n = 9 (Cxcl4-cre,iDTR vWF —group); n = 8 (Cxcl4-cre,iDTR
vWF *group). (D) Representative BM FACS plots showing donor HSCs contribution to recipient
CD45.2* LSK CD48— CD150* vWF-eGFP— or vVWF-eGFP* HSC compartment, at 16 weeks
from the mice analyzed in Figure 2H-J. *P < 0.05, **P < 0.01. Error bars S.E.M. Unpaired
Student’s t tests (C).
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Figure S4, related to Figure 3. Reconstitution potential of lineage-biased HSCs after
NG2+ cells depletion

(A) Experimental design of the competitive reconstitution assays used to determine the effect of
NG2* cells depletion in the lineage potential of purified VWF— and vWF* HSCs. (B)
Quantification of tri-ineage (myeloid, B cell and T cell) and platelet engraftment in the
peripheral blood of mice analyzed in Figure 3F-H. n = 8 (iDTR groups) and n = 9 (NG2-
crefFR™:iDTR groups. (C) Representative BM FACS plots showing donor HSCs contribution to
recipient CD45.2* LSK CD48— CD150* vWF-eGFP— or vVWF-eGFP* HSC compartment at 16
weeks from the mice analyzed in Figure 3F-H. *P < 0.05, ***P < 0.001. Error bars S.E.M.
Unpaired Student’s t tests (B).
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Acute myeloid leukemia (AML) is one of the most common types of leukemia in adults.
While complete remission can be obtained with intensive chemotherapy in young and fit
patients, relapse is frequent and prognosis remains poor. Leukemic cells are thought to
arise from a pool of leukemic stem cells (LSCs) which sit at the top of the hierarchy. Since
their discovery, more than 30 years ago, LSCs have been a topic of intense research and
their identification paved the way for cancer stem cell research. LSCs are defined by their
ability to self-renew, to engraft into recipient mice and to give rise to leukemia. Compared
to healthy hematopoietic stem cells (HSCs), LSCs display specific mutations, epigenetic
modifications, and a specific metabolic profile. LSCs are usually considered resistant to
chemotherapy and are therefore the drivers of relapse. Similar to their HSC counterpart,
LSCs reside in a highly specialized microenvironment referred to as the “niche”.
Bidirectional interactions between leukemic cells and the microenvironment favor
leukemic progression at the expense of healthy hematopoiesis. Within the niche, LSCs
are thought to be protected from genotoxic insults. Improvement in our understanding of
LSC gene expression profile and phenotype has led to the development of prognosis
signatures and the identification of potential therapeutic targets. In this review, we will
discuss LSC biology in the context of their specific microenvironment and how a better
understanding of LSC niche biology could pave the way for new therapies that
target AML.

Keywords: leukemic stem cell (LSC), acute myeloid leukemia, stem cell niche, genetic heterogeneity,
therapeutic targets

INTRODUCTION

Acute myeloid leukemia (AML) is the most common type of acute leukemia in adults. AML is
characterized by the clonal proliferation of abnormal hematopoietic progenitors leading to blood
and bone marrow infiltration and consequently hematopoietic failure (1). Over the past decades,
intensive research has significantly improved our understanding of AML biology, highlighting the
role of clonal evolution and identifying potential therapeutic targets based on recurrent molecular
abnormalities (2, 3). However, therapeutic progress has been limited (4). Despite a promising initial
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response to intensive chemotherapy, relapse occurs in the
majority of patients and prognosis remains poor with a long-
term overall survival of 40-50% in patients younger than 60 years
old (5-8). In older patients not able to endure intensive
chemotherapy, therapeutic options are limited, and long-term
overall survival remains low at 15% (9, 10).

Leukemic stem cells (LCSs), also sometimes referred to as
leukemic initiating cells, were first described 25 years ago, when
Lapidot et al. showed that a small subset of leukemic cells could be
transplanted and give rise to leukemia in immunocompromised
recipient mice (11). The same group latter identified the
CD34F°°CD38"“¢ phenotype as a way to enrich the LSC
population. Similar to normal hematopoietic stem cells (HSCs),
LSCs are able to differentiate and self-renew suggesting a
leukemic hierarchy (12-16).

Like their normal counterpart, LSCs reside in the bone
marrow in a specialized microenvironment termed “niche”.
Schofield first described the concept of niche in 1978 and
defined it as a limited specific anatomical site where stem cells
could be maintained, undergo self-renewal, and where
differentiation is inhibited (17). Over the past 20 years, the
development of transgenic mice and the improvement of
imaging techniques has led to several breakthrough discoveries
suggesting that the bone marrow microenvironment plays a
central role in normal and pathological hematopoiesis (18).
Within the niche, LSCs are thought to be protected from
chemotherapy (19-22). Therefore, targeting the LSCs niche
represents a promising option to cure AML.

LEUKEMIC STEM CELLS ONTOGENY
AND PHENOTYPE

The concept of LSCs is based on the idea that a small subset of
cells is able to continually replenish the bulk of leukemic cells.
Leukemic stem cells are defined by their capacity to self-renew,
incompletely differentiate, and reinitiate leukemia upon serial
transplantation in immunocompromised mice (11, 23). Initially
thought to originate from the healthy HSC compartment, recent
studies have shown that LSCs may instead emerge from
committed progenitors (24, 25). Most of human AMLs have at
least two molecularly hierarchically ordered distinct LSCs
populations (24). Interestingly, the more mature LSC
population most closely mirrors normal granulocyte-
macrophages progenitors (GMP) whereas the immature LSC
population is functionally similar to lymphoid-primed
multipotent progenitors (LMPPs). Leukemia originates from
the acquisition of driver mutations by HSC or early
progenitors (26-28). Identification of clonal hematopoiesis of
indeterminate potential (CHIP) has recently generated a
significant interest (29). The sequential acquisition of
mutations in HSCs and progenitors over a lifetime is suspected
to favor hematological malignancies. However, given the high
frequency of CHIP in the general population, the exact
significance of these mutations and implication in
leukemogenesis still needs clarification. To add more

complexity, LSCs ontogeny seems to be reversible as opposed
to the previously accepted idea that LSCs unidirectionally
differentiate into mature AML cells. Indeed, PU.1 gene
suppression in differentiated AML-derived cells has been
shown to revert AML cells to an immature, clonogenic
leukemogenic state (30).

Following the pioneering work done by John Dick’s group,
showing that LSCs are enriched within the CD34P*°CD38"®
fraction, several surface markers have been described. Indeed,
studies showed that when compared to normal HSCs, LSCs
displayed a higher expression of CD25 (31), CD32 (31), CD44
(32), CD96 (33), CD123 (34-36), GPR56 (37), C-type lectin-like
molecule-1 (38), ILIRAP (Interleukin 1 Receptor Accessory
Protein) (39, 40), N-cadherin, and Tie2 (41). However, a high
intra and inter-patients’” heterogeneity prevents the use of a single
surface marker to easily isolate LSCs.

THE HEALTHY HEMATOPOIETIC NICHE

Hematopoietic stem cells reside in a highly specialized
microenvironment or niche within the bone marrow (18).
Cellular and molecular interactions between niche constituents
and HSCs tightly control their self-renewal, proliferation, and
differentiation properties. The development of reporter mice and
the improvement of imaging techniques has led to a better
understanding of the niche since the concept was first
proposed in 1978 (17). Studies have identified several cell
populations, sometimes redundant, implicated in homeostatic
and pathologic hematopoiesis. Similar to the heterogeneity of the
hematopoietic system, niche cells are also highly heterogeneous
(42-46).

Early studies have suggested a major role of osteoblasts in
hematopoiesis by showing hematopoietic stem and progenitor
cells (HSPCs) and osteolineage cells in close proximity at steady
state and after bone marrow transplantation, additionally
osteoblasts have the capacity to support HSPCs in vitro (47-
50). Other studies showed a correlation between the number of
osteoblasts and Lin"*Sca1?**c-KitP** HSPCs (51, 52). However,
the specific genetic deletion in osteoblast of two key cytokines
required for HSC maintenance, stem cell factor (Scf) and CXC-
chemokine ligand 12 (Cxcl12), did not have a major effect on
HSCs (53-55). In addition, 3-D imaging of the bone marrow
revealed that HSCs were preferentially localized close to the
vascular network but not to the endosteal surface (56, 57).
However, osteolineage cells form a niche for early lymphoid
progenitors (53, 54, 58), and are implicated in the development
and progression of several hematological malignancies like
leukemia (54, 58-61).

The identification of the SLAM cell surface markers allowed
the imaging of purified HSCs in their native niche (62). This
study and others revealed the close proximity of HSCs and blood
vessels suggesting the existence of a vascular niche composed by
different types of blood vessels and associated perivascular cells
(18). Bone marrow mesenchymal stem cells (BM-MSCs)
represent a rare and heterogeneous population of stromal cells
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characterized by their ability to self-renew and differentiate into
osteoblasts, chrondrocytes and adipocytes (63). In the bone
marrow, MSCs are located around the blood vessels where
they closely interact with HSCs and support hematopoiesis.
The development of new transgenic mice models led to the
identification of several MSC subsets with significant overlap
between the different populations identified (53, 55, 64-68). BM-
MSCs are major sources of key niche factors important for the
maintenance, proliferation and retention in the mouse bone
marrow of HSCs (69). Deletion of Scf or CxclI2 in stromal
cells directly affects HSC number and localization (67, 70, 71).
Recent single cell RNA sequencing-based studies have confirmed
the high heterogeneity among stromal cells in the bone marrow
in particular within the MSC compartment at an unprecedented
resolution (42, 44, 45).

The bone marrow is highly vascularized which provides
nutrients and oxygen and furthermore allows HSCs and newly
generated hematopoietic cells to leave the bone marrow and
circulate throughout the body. Bone marrow vascularization is
composed of thin-walled arterioles paralleled to the long bone
axis and mostly closed to the endosteal region. Arteriolar vessels
are connected to the dense network of highly branched sinusoids
by type-H vessels at the proximity of the bone (72). Endothelial
cells are also key regulators of HSC maintenance and function,
and most HSCs localize within 5um of a bone marrow vessel (56,
62). Indeed, endothelial cells express several factors that regulate
HSC function such as SCF, CXCL12, and Notch ligands among
others. Depletion of these factors has a dramatic effect on HSC
number at steady state and hematopoietic recovery following
myeloablative treatment (53-55, 73, 74).

The nervous system plays a crucial role in bone and bone
marrow homeostasis (75). Whereas parasympathetic fibers only
innervate the compact bone, the bone marrow cavity is
innervated by both sympathetic and sensory nerves (76, 77).
Although sympathetic nerves do not regulate HSC directly, they
are important regulators of HSC mobilization from the bone
marrow in response to G-CSF (78). HSCs are also released into
the circulation in a circadian manner in response to adrenergic
signals from the sympathetic nervous system (SNS) that regulate
the synthesis of MSC derived CXCL12, critical for the retention
of HSCs inside the bone marrow (65, 78, 79). Interestingly,
nociceptive nerves collaborate with the SNS in HSC maintenance
and G-CSF-induced mobilization via the secretion of calcitonine
gene-related peptide (80). Bone marrow neuropathy observed in
aging or after the administration of genotoxic drugs induced a
profound remodeling of the HSC niche and affected bone
marrow regeneration (81-83). Non-myelinating Schwann cells
are also involved in HSCs maintenance by converting the latent
Transforming Growth Factor B (TGFp) into the active form
inducing HSCs quiescence (84).

In addition to bone marrow stromal cells, healthy HSCs are
also directly and indirectly regulated by their own hematopoietic
progeny including megakaryocytes, macrophages, regulatory T
cells, neutrophils and other myeloid cells, reviewed
elsewhere (18).

THE LEUKEMIC NICHE

Although the exact location of LSCs within the bone marrow
niche still needs to be clarified, it is now clear that the
microenvironment plays a role in leukemogenesis and that
leukemic cells can also alter the bone marrow at the expense of
physiological hematopoiesis.

A Potential Role of the Microenvironment
in Leukemogenesis

Leukemogenesis was long regarded as a cell autonomous process.
This dogma was challenged by the early description of donor cell
derived leukemia in bone marrow transplanted patients (85).
These observations supported the “seed and soil” theory
proposed by Paget in 1889 who suggested that tumor
metastasis required favorable interactions between tumor cells
(the “seed”) and their microenvironment (the “soil”) (86). The
role of non-hematopoietic cells in leukemogenesis was first
demonstrated by the development of transgenic mice and the
capacity to delete genes in a cell-specific manner. In the context
of hematological malignancies, the proof of concept came from
the description of a myeloproliferative disorder induced by
deregulated expression of Jagged 1 in IxBo deficient
hepatocytes. In contrast, mice with a conditional deletion of
IxBo specifically in the myeloid lineage did not develop any
myeloproliferative neoplasm (MPN) (87), suggesting that
premalignant hematopoietic disorders can be initiated by
nonhematopoietic cells. Walkley, et al. demonstrated the role
of the retinoic acid receptor-y (RARY) in niche-driven MPN.
Mice deficient in RARy developed a MPN-like phenotype even
when transplanted with wild-type cells (88). The same group
investigated the role of the retinoblastoma protein (RB) in
hematopoiesis and demonstrated that the deletion of Rb
induced a MPN-like phenotype only when deleted in both the
hematopoietic and non-hematopoietic compartments (89).
These studies support the role of the interaction between
hematopoietic cells and their microenvironment in the
development of hematological malignancies.

Bone marrow MSCs play a central role in the regulation of
HSCs during homeostatic hematopoiesis while also involved in
the development of myelodysplasia and leukemia. Indeed,
specific deletion of the gene encoding Dicer 1, an enzyme
involved in micro-RNA processing in osteoprogenitors induces
myelodysplasia and sporadic secondary leukemia (59). This
phenotype was not observed when Dicerl was deleted in the
hematopoietic cells demonstrating that the myelodysplasia was
environmentally induced. Deletion of Dicer! induced the
downregulation of Sbds, a gene mutated in Schwachman-
Bodian-Diamond syndrome, which is a rare human disease
characterized by bone marrow failure and a predisposition to
leukemia. Specific deletion of Sbds in MSCs induced
mitochondrial dysfunction, oxidative stress, and activation of
the DNA damage response in HSPCs ultimately impairing
hematopoiesis and favoring leukemogenesis (90). This effect is
a consequence of the secretion of the pro-inflammatory

Frontiers in Immunology | www.frontiersin.org

October 2021 | Volume 12 | Article 775128


https://www.frontiersin.org/journals/immunology
http://www.frontiersin.org/
https://www.frontiersin.org/journals/immunology#articles

Marchand and Pinho

The Leukemic Stem Cell Niche

molecules, SI00A8 and S100A9, by MSCs. Conditional
expression of a mutated form of Ptpnll, the gene encoding for
the protein tyrosine phosphatase SHP2, in MSCs and
osteoprogenitors also induced a MPN-like phenotype (91). To
further support the role of the osteolineage compartment in
leukemogenesis, activating mutation of beta-catenin in
osteoblasts induced AML by activation of Notch signaling
in HSPCs (92). By contrast, the defective activation of Notch
in the microenvironment leads to myeloproliferative disease
(93). This effect is attributed to a Notch-dependent repression
of the micro-RNA miR-155, regulating the inflammatory state of
the bone marrow niche (94).

Healthy hematopoiesis is the consequence of close and
highly regulated interactions between HSPCs and their
microenvironment. Overall, cumulative evidence suggests that
niche constituents can also drive hematopoietic malignancy.

Remodeling of the Hematopoietic Niche
by Leukemic Cells

As our knowledge of the normal hematopoietic niche improved
in the past 20 years, the role of the microenvironment in
leukemia development captured the attention of the field.
Leukemic cells can remodel the niche creating a favorable
microenvironment at the expense of the normal hematopoiesis
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FIGURE 1 | Remodeling of the healthy niche into a permissive leukemic niche. Neuropathy: Leukemic progression is associated with sympathetic neuropathy. Loss
of B2-adrenergic signaling directly promotes leukemic progression and triggers the expansion of MSCs primed for osteoblastic differentiation but with a defect in
terminal maturation leading to a reduction in mineralized trabecular bone. Mesenchymal stem cells: In leukemia, MSCs are dysfunctional expressing lower levels of
key healthy HSC niche factors such as Scf and Cxcl12 impairing healthy hematopoiesis. LSCs express high levels of the CXCL12 receptor CXCR4 and other
adhesion molecules such as CD44 and VLA-4 to usurp the adhesion mechanisms of healthy HSCs. MSC also contribute to LSC survival by the production of
microvesicules and via mitochondria transfer, providing energy support. Alteration of the vascular niche: The expression of VEGF in the leukemic niche induces an
increase in vascular density and the production of NO by endothelial cells increases vascular leakiness contributing to hypoxia. In leukemia, endosteal blood vessels
are more disrupted than the central bone marrow ones. Adijpocytes: Leukemic cells support their own metabolism and survival by stimulating lipolysis which fuels
fatty acid oxidation in chemotherapy resistant LSCs expressing the fatty acid transporter CD36. Inflammatory niche: Activation of Notch signaling in osteolineage cells
leads to the activation of the NF-kB pathway in leukemic cells supporting their survival and proliferation. An autocrine secretion of pro-inflammatory molecules like
IL-1 and TNF-o. also activates the NF-xB pathway. HSC, hematopoietic cells; SCF, stem cell factor; FA, fatty acid; LSC, leukemic stem cell; MSC, mesenchymal
stem cell; MV, microvesicule; NO, nitric oxide; ECM, extracellular matrix.
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(Figure 1) (95). Imaging studies in mice have shown that
chemotherapy resistant human LSCs primarily home to and
engraft close to the endosteal region where they closely interact
with different microenvironmental structures (19).

The bone marrow vascularization is altered in AML with an
increased micro-vessel density consequence of the production of
pro-angiogenic factors like vascular endothelial growth factor
(VEGF) (96-99). AML progression induces the production of
nitric oxide (NO) which increases vascular permeability and
maintains overall hypoxia (100). Interestingly AML leads to a
differential remodeling of vasculature in central and endosteal
regions (101). A preferential disruption of the endosteal blood
vessels leads to progressive remodeling of the endosteal stroma
and the progressive loss of stromal cells. Inhibition of the AML-
driven vascular remodeling was shown to improve
chemotherapy efficiency in mice (100, 101).

Leukemic cells can reprogram MSCs to create a pro-tumoral
niche. MSCs reprogramming can occur following direct cell-to-
cell contact, via secreted factors, or via exosomes (102-104). In
addition, human MSCs isolated from AML patients (AML-MSC)
displayed in-vitro reduced proliferative potential and increased
levels of apoptosis (105). Compared to MSCs isolated from
healthy donors, AML- MSCs have a lower expression of
several niche factors such as SCF, THPO, ANGPT1, VCAM1
and BMI1 (106). In mice, MSCs support AML cells by
transferring mitochondria to provide additional energy (107,
108). This transfer is enhanced by some chemotherapies and
provides a survival advantage to leukemic blasts and LSCs. This
transfer occurs through AML-derived nanotubes. Study in mice
showed that superoxide produced by AML cells NADPH
oxidase-2 (NOX2) stimulates the nanotubes formation in
MSCs. Interestingly, inhibition of NOX2 was able to prevent
mitochondrial transfer and improved survival in a xenograft
model (107). MSCs also help LSCs to cope with increased
reactive oxygen species (ROS) levels, consequence of the
mitochondrial transfer by providing increased bioenergetics
and detoxifying enzymes (109). Furthermore, MSCs protect
AML from chemotherapy through increased Notch and Wnt
signaling and inhibition of apoptosis (110-113). Dysregulation
of the cytokine profile is suspected to create a pro-tumoral niche
in AML (114, 115). LSCs reside in a pro-inflammatory
environment known to favor LSCs survival and proliferation.
As opposed to normal HSCs and differentiated blasts, LSCs
exhibit constitutive NF-xB activity. This activity is partly the
consequence of an autocrine tumor necrosis factor-o. (TNF-o)
secretion, formed by an NF-«B/TNF-o positive feedback loop
(116). Activation of Notch signaling also contributes to the
activation of the NF-xB pathway (111). Similarly, LSCs
aberrantly express the co-receptor for interleukine-1 (IL-1),
ILIRAP. Downregulation of ILIRAP inhibits the clonogenic
activity of AML cells and leads to increased apoptosis (39).
Interestingly, LSCs express IL-1 suggesting another pro-
inflammatory autocrine loop. Within the leukemic niche,
cytokines can be produced by either immune or leukemic cells.
Several cytokines and soluble factors have been shown to affect

leukemic cells survival and growth in-vitro (117). While pro-
inflammatory cytokines such as IL-1B, GM-CSF, IL-3, TNF-o.
seem to promote AML cells growth, anti-inflammatory
molecules such as IL-1Ro,, TGF-f and IL-10 have an inhibitory
effect (117-119). The function of a specific cytokine is dependent
on multiple complex molecular interactions within the
microenvironment. Therefore, despite a major improvement in
our understanding over the past decade, further studies are
needed to clarify the cytokine network in AML.

Adipocytes are classically considered negative regulators of
normal hematopoiesis (120). However, this negative action
seems to depend on adipocytes anatomical location. Indeed,
adipocytes in the active red bone marrow support blood
regeneration and myelo-erythroid maturation (121, 122). In
the context of AML, leukemic cells repress bone marrow
adipocyte maturation impairing myelo-erythoid differentiation
(122). Leukemic cells induce the lipolysis of triglyceride to free
fatty acids supporting their proliferation and survival (123).
Interestingly, outside the bone marrow, gonadal adipose tissue
represents a reservoir for LSCs. Within this adipose tissue,
leukemic cells create an inflammatory environment triggering
lipolysis and the released of fatty acids that fuel LSCs expressing
the fatty acid transporter CD36, contributing to chemo-
resistance (124).

The sympathetic nervous system is a critical regulatory
component of the bone marrow microenvironment that
controls the plasticity of bone marrow stromal cells under
homeostatic conditions (78, 79, 125). Aging, a condition
associated with myeloid biased hematopoiesis and an increased
risk of myelodysplastic syndromes and leukemia is associated
with sympathetic neuropathy and decreased P3-adrenergic
signaling (82, 83). In a MLL-AF9 mouse model, AML
infiltration induced sympathetic neuropathy which further
promoted AML (60). This neuropathy was associated with an
expansion of Nestin-GFPP** MSCs primed for osteolineage
differentiation, and HSC exhaustion. Loss of P2-adrenergic
signals directly promotes an expansion of LSCs expressing the
[2-adrenergic receptor. Studies using primary AML cells from
patients showed that leukemic cells altered adipogenesis in favor
of osteolineage differentiation (122, 126). However, sympathetic
neuropathy impairs terminal osteoblastic lineage differentiation
leading to a reduction in mineralized bone density (60).
Sympathetic neuropathy was also induced by the pro-
inflammatory environment observed in a JAK2Y®'”F MPN
mouse model (127). In this context, Nestin-GFPP*®* MSCs are
reduced, which in turn led to the expansion of altered HSPCs and
disease progression.

Similar to their healthy counterpart, LSC localization is
dependent on the expression of cytokines and adhesion
receptors. Leukemic cells adhere to the bone marrow through
three main receptors: CXCR4, Very Late Antigen-4 (VLA-4) and
CD44 (128). The high expression of these adhesion molecules
facilitates the homing and retention of leukemic cells in the niche
impairing chemosensitivity (32, 129-131). In addition,
interactions between VLA-4 expressed by leukemic cells and
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VCAMI1 expressed at the surface of BM-MSC mediates
chemoresistance via activation of the NF-xB pathway in
stromal cells (20).

LEUKEMIC STEM CELLS: A
THERAPEUTIC OPPORTUNITY

LSCs as a Prognostic Marker
Patients with AML are treated according to a risk stratification
aiming to identify the patients with low, intermediate, and high
risk of relapse based on the disease characteristics at diagnosis
(9). Since LSCs have been implicated in treatment resistance and
relapse, quantification of the LSC pool could be an additional
prognostic factor beside the traditional genetic and molecular
abnormalities. As we discussed before, a clear definition of the
LSC phenotype does not exist, and different approaches have
been used to estimate the LSC pool in patients. Using flow
cytometry, Zeijlemaker W. et al. showed that CD34-positive
AML blasts were associated with an increased incidence of
relapse compared to CD34-negative AML (132). More recently,
the prognostic impact of LSC frequency defined by the
CD34P*°CD38"°¢ phenotype combined with minimal residual
disease (MRD) evaluation was demonstrated in a prospective
study (133). High level of CD34P**CD38"°"/CD123F° blasts at
diagnosis is predictive of an adverse outcome (134).
Interestingly, a recent study performed in older AML patients
showed that this predictive impact is only seen in patients treated
by intensive chemotherapy but not by hypomethylating agents
(36). Leukemic stem cells frequency seems to be correlated with a
lower white blood cell count, an adverse cytogenetic risk, and less
frequent NPM1 mutation (36, 135).

Stem cell gene expression signatures have been shown to have
a prognostic impact in AML, also highlighting the potential role
of leukemia stemness in treatment response (25). Based on this
observation, a 17 genes score (LSC17) that compared the gene
expression profiles between 138 LSCP* and 89 LSC"® isolated
from 78 AML patients was developed (136). A high score is
associated with a poor outcome after standard treatment
including HSC transplantation (136). The LSC17 was recently
challenged by the newly developed AML prognostic score (APS),
a 16 gene expression signature score, derived from RNA-
sequencing and whole exome sequencing results (137).
Interestingly, the authors hypothesized that APS can
outperform the LSC17 because of its capacity to capture signal
from the microenvironment.

How to Target the Leukemic Stem

Cell Niche

Compared with other hematological malignancies, therapeutic
progresses have been limited in AML highlighting the need for
new strategies. The microenvironment shelters LSCs, protects
them from genotoxic drugs and therefore represents a possible
cause of treatment failure and relapse. Different strategies have
attempted to target the LSC-niche interactions and several
studies are currently ongoing (Figure 2). LSCs can also be

directly targeted based on their phenotypic and functional
differences compared to healthy HSCs. These strategies are
beyond the scope of this article and have been reviewed
elsewhere (31, 138-140).

Adhesion Molecules

Adhesion molecules maintain LSCs in the hypoxic niche
protecting them from cycling-dependent chemotherapies.
Targeting adhesion molecules aims to mobilize LSCs out of
their protective niche in order to expose them to
chemotherapy. LSCs express the receptor CXCR4 and migrate
in response to CXCL12 (141). Moreover, high levels of CXCR4
expression are associated with relapse and poor overall survival
in patients (142). Plerixafor, a potent inhibitor of CXCR4, is
currently used in association with G-CSF to induce HSCs
mobilization (143). In an acute promyelocytic leukemia murine
model, treatment with plerixafor in combination with cytarabine
and daunorubicine improved chemosensibility and overall
survival (144). Since this early study, plerixafor has been tested
in phase I-II studies, in combination with various
chemotherapies and hypomethylating agents with promising
results (145-147). Other CXCR4-CXCL12 axis inhibitors are
under clinical development like CX-01, BL-8040 and
ulocuplumab. These drugs showed encouraging results in
combination with chemotherapy in phase I-II studies (148-
151). However, larger phase III studies are needed to confirm
the benefit and the exact place of the CXCR4-CXCL12 axis
inhibition in AML treatment strategy.

Bromodomain and extra-terminal domain-containing (BET-
containing) proteins (BETPs)-inhibitors, can also target adhesion
molecules. Sustained degradation of BETPs induced the
downregulation of CXCR4 and CD44 expression, decreased the
LSC population, and improved overall survival in a patient-
derived xenotransplantation model (152). Importantly, BETPs
inhibition significantly reduced the number of LSCs when used
alone or in combination with chemotherapy. CD44 represents an
exciting target since it is differentially expressed between LSCs and
normal HSCs (130, 131). Administration of H90, a monoclonal
antibody directed to CD44, in immunocompromised mice
transplanted with human AML reduced the leukemic burden.
Interestingly, H90 seemed to specifically target the LSCs
population since no leukemia was observed in serially
transplanted mice (32).

Vascularization Remodeling and Hypoxia

VEGF was early identified as a promising target given its pro-
angiogenic and anti-apoptotic effects on leukemic cells (153).
However, results of clinical studies using bevacizumab, a
humanized recombinant monoclonal antibody directed against
VEGF have proven disappointing (154, 155). A recent study in
mice suggests that inhibition of NO production by endothelial
cells could restore the normal vascularization and improve
response to cytarabine (100). Targeting NO production by
inhibiting the NO synthase could therefore represent a new
therapeutic target. The niche represents a hypoxic environment
that maintains LSCs in a quiescent state. Moreover, hypoxia
inducible factor-1 (HIF-1o) expression induced by hypoxia
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upregulates CXCR4 expression at the membrane surface of LSCs
(19). However, the exact impact of HIF-1o. inhibition is still
debated (156, 157). Another way to target the hypoxic
microenvironment is to use hypoxia-activated prodrugs
(HAPs) (158) specifically designed to form cytotoxic agents
under hypoxic conditions while limiting the toxicity on normal
tissues. Evofosfamide (also known as TH-302) is a 2-
nitroimidazole-linked prodrug. In vitro, evofosfamide
treatment promotes a dose- and hypoxia-dependent apoptosis
and cell death in AML cells. Interestingly, in a xenograft model,
evofosfamide reduces LSC pool with limited toxicity on normal
hematopoiesis (159, 160). However, a phase I study conducted in

49 patients with advanced leukemia showed disappointing
results with an overall response rate of only 6% only (161).
Other HAPs are currently under development.

Cytokines and Soluble Factors

Targeting the pro-inflammatory environment represents another
interesting strategy considering the importance of cytokines like
IL-1, IL-6 and TNFo for LSC survival and proliferation. IL-1 and
IL-6 inhibitors are already commercially available for the
treatment of autoimmune disease and cytokine released
syndromes (162, 163). It would be interesting to test these
inhibitors in combination with chemotherapy even if caution is
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needed regarded the risk of infections. Given the higher
expression of ILIRAP at the surface of LSCs compared with
normal HSCs, targeting ILIRAP is an attractive option. Indeed,
in a preclinical study, targeting ILIRAP using a monoclonal
antibody induced selective killing of AML CD34P**CD38P%,
and CD34P*°CD38"® cells both in vitro and in a xenograft
model (164).

Since leukemic cells trigger lipolysis and use fatty acids as a
source of energy, targeting the adipose tissue represents another
possible strategy. Studies in mice have shown that restoring
normal adipocyte maturation using PPARY agonists inhibits
leukemic growth. Similarly, inhibiting fatty acids transfer to
leukemic cells improved survival in a xenograft model (123).
However, further studies in human are warranted.

CONCLUSION

According to the cancer stem cell theory, LSCs sit at the top of
the hierarchy and are the source of the more differentiated
leukemic blasts. Even if these cells represent an attractive
target, eradicating LSCs is highly complex, notably due to the
lack of specific markers. AML is associated with a remodeling of
the hematopoietic niche where HSCs and LSCs reside, however,
modifications of the microenvironment also contribute to
leukemia development at the expense of normal hematopoiesis.
Since the first description of LSCs more than 25 years ago, our
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Roéle des cellules stromales périostéales dans la régénération de la niche hématopoiétique

Mots clés : périoste, régénération médullaire, cellule stromale mésenchymateuse, niche hématopoiétique

Résumé : La régénération de la moelle osseuse
apres chimiothérapie ou irradiation nécessite
I'existence de cellules stromales fonctionnelles.
Néanmoins, les processus impliqués dans la
régénération des cellules stromales apres agression
restent a ce jour peu connus. Dans ce travail nous
avons développé et caractérisé un modele murin
d'étude de la régénération de la niche
hématopoiétique basé sur la greffe d'un fémur intact
en sous-cutané. Aprés une destruction initiale de la
moelle osseuse, la cavité médullaire est le siege
d'une infiltration par des adipocytes puis dune
régénération progressive avec la réapparition d'une
niche hématopoiétique fonctionnelle. De maniére
inattendue, nous avons identifi€é des cellules
stromales localisées au niveau du périoste capables
de migrer dans la moelle osseuse et de contribuer a
la régénération du compartiment stromal médullaire.

Les cellules stromales issues du périoste sont
capables de dacquérir des caractéristiques de
cellules souches mésenchymateuses médullaires
avec notamment l'expression de cytokines majeures
pour I'hématopoiése comme Cxcl12 et Stem cell
factor. L'observation que les cellules stromales du
périoste, contrairement aux cellules stromales
médullaires, survivent a la procédure de greffe
suggeéere que ces cellules sont plus résistantes au
stress possiblement en lien avec une importante
quiescence.

En conclusion, notre travail met en évidence une
nouvelle fonction des cellules stromales du périoste
soulignant leur importante plasticité et le role
potentiel du périoste comme une source de cellules
stromales mésenchymateuses apres agression de la
moelle osseuse.

Periosteal skeletal stem cells contribution in hematopoietic stem cell niche regeneration

Keywords: periosteum, bone marrow regeneration, skeletal stem cell, hematopoietic niche.

Abstract: Functional stromal cells are known to be
important for bone marrow regeneration after
chemotherapy or radiation induced injury to avoid
prolonged myelosuppression. However, how the cells
within the bone marrow are repopulated post injury is
unknown. We have developed a whole bone
transplantation model that mimics the initial bone
marrow necrosis and fatty infiltration seen after bone
marrow injury and the gradual recovery.
Unexpectedly, we found that skeletal stem cells from
the periosteum are able to migrate into the bone
marrow, thereby contributing to bone marrow
regeneration. These periosteal skeletal stem cells
also give rise to bone marrow mesenchymal stem
cells with the expression of hematopoietic stem cell
niche factors, such as Cxcl12 and Stem cell factor.

The observation that bone marrow mesenchymal
stem cells, but not periosteal skeletal stem cells, die
during the transplantation process suggests that
periosteal skeletal stem cells are more resistant to
stress compared to bone marrow mesenchymal stem
cells in part due to a more quiescent phenotype.

Our study uncovers a new function of periosteal
stem cells, highlighting their major plasticity and the
role of the periosteum as a potential bone marrow
mesenchymal stem cells source following bone
marrow injury.





