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Résumeé

Les cellules souches hématopoiétiques sont a 'origine de la production de 'ensemble des cellules
sanguines dans notre corps. Ces cellules souches sont générées pendant une phase courte du
développement au niveau de l'aorte de 'embryon. Cette production aortique est unique et les
cellules souches hématopoiétiques produites au cours de cette période sont les fondatrices du
systeme hématopoiétique définitif. Malgré quelques avancées notables, les capacités
d’amplification des cellules souches hématopoiétiques restent encore insuffisantes. Quant a la
production ex vivo de cellules souches hématopoiétiques, il n’existe pas encore de protocole
utilisable pour des applications cliniques. Mon projet de thése porte sur I'analyse d'un protocole
de différenciation de cellules souches pluripotentes induites humaines en cellules souches
hématopoiétiques. Il est basé sur la formation de corps embryoides et leur maturation en une
seule étape de 17 jours de culture en utilisant une combinaison nouvelle et spécifique de cytokines
et de facteurs de croissance sans stroma et sans transgenes. Ce protocole produit des cellules
souches hématopoiétiques capables de prises de greffe sériées dans des souris immunodéprimées
irradiées. Grace a des analyses transcriptomiques en cellules uniques réalisées a différents jours
du protocole de différenciation, j’ai pu caractériser les différents types cellulaires produits. A
I'issue des 17 jours de différenciation, les corps embryoides produisent des cellules des lignages
mésodermiques, endodermiques et ectodermiques, ainsi que des cellules présentant un profil
extra-embryonnaire dont la présence a pu étre confirmée par immunofluorescence. La
comparaison avec des jeux de données publics d’aortes embryonnaires humaines séquencées au
moment de la production des cellules souches hématopoiétiques a montré la présence de cellules
endothéliales présentant un profil similaire entre les cellules aortiques et celles de nos corps
embryoides. De plus, des cellules présentant une signature transcriptomique proche des cellules
souches hématopoiétiques embryonnaires humaines ont pu étre identifiées. Ainsi, notre
protocole semble récapituler la genése des cellules souches hématopoiétiques dans I'aorte a partir
d’'une transition endothélio-hématopoiétique similaire a celle qui se produit in vivo dans
I'embryon humain. Enfin, I'analyse transcriptomique en cellule unique des moelles de souris
greffées a pu montrer que les cellules humaines injectées sont capables de récapituler I'ensemble
des lignages hématopoiétiques. Mon travail de these apporte donc une meilleure compréhension
de la production ex vivo des cellules souches hématopoiétiques a partir de cellules pluripotentes
induites, tout en fournissant des éclairages sur les mécanismes développementaux orchestrant

leur apparition in vivo.
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Introduction et état de I'art

De tout temps, 'Homme s’est intéressé aux cellules souches hématopoiétiques=. Si, au cours de
I'histoire, le sang a pu avoir une symbolique forte dans de nombreuses civilisations, la formulation
et la conceptualisation de la cellule souche hématopoiétique ne se sont faites que bien plus tard,
suite a deux découvertes scientifiques indépendantes réalisées en 1945 (Weissman & Shizuru,
2008). La premiere fut la constatation du partage de groupes sanguins entre jumeaux dans les
élevages de bétail (Owen, 1945), ce qui implique une contribution embryonnaire au systeme
sanguin adulte. La seconde fut la découverte des effets de I'irradiation des bombes atomiques de
Hiroshima et Nagasaki. Les scientifiques avaient alors constaté que le systeme hématopoiétique
était 'un des premiers organes affectés et qu'une protection de la rate (Jacobson et al., 1950), ou
une injection de cellules de la moélle osseuse (Lorenz et al., 1951), avaient un effet protecteur. Ces
deux résultats amenérent ensuite a la découverte des cellules souches hématopoiétiques dans les

années 60 (Till & McCulloch, 1961).

Depuis, les cellules souches hématopoiétiques sont un modele d’étude tant sur le plan
fondamental que thérapeutique. De nombreux patients souffrant de désordres de I'hématopoiese,
la compréhension des mécanismes régulant la production et la différenciation des cellules
souches hématopoiétiques est essentielle a I'établissement de stratégies thérapeutiques. Les
travaux décrits dans cette thése s’inscrivent dans ce processus de compréhension et
d’amélioration de protocoles a visées thérapeutiques et de leurs apports sur le plan fondamental.
La majorité de ces analyses ont été réalisées en se basant sur la technologie du séquengage des

ARNSs en cellule unique (scRNAseq).

Dans une premiere partie, cet état de I'art présentera les cellules souches hématopoiétiques et les
protocoles de production et d’amplification dont 'étude constitue le corps de cette thése. Dans
une seconde partie, quelques éléments de biologie du développement seront rappelés afin
d‘introduire les différents modeéles existant pour reproduire le développement embryonnaire in
vitro. Enfin, dans une derniére partie, I'analyse des données produites par les technologies du
séquencage des ARNSs en cellule unique sera détaillée et sera complétée par une description des
avancées que cette technique a permis dans la compréhension des cellules souches

hématopoiétiques.

a En effet, la présence de peinture rouge dans la grotte de Niaux suggére I'importance accordée au
sang par ses habitants (Danic & Lefrére, 2010) (et donc indirectement aux cellules souches

hématopoiétiques, méme si le concept n’était pas encore formulé a I'époque).
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Les cellules souches hématopoiétiques : fonctionnalité et perspectives

La cellule souche hématopoiétique

L’hématopoiése est le processus physiologique couvrant la production et le renouvellement de
I'ensemble des cellules sanguines. Le renouvellement permanent de ces cellules qui
représenterait environ 90% de la production de nouvelles cellules du corps humain n’est possible
que grace a une petite sous-population des cellules: les cellules souches hématopoiétiques

(Cosgrove etal., 2021).

Les cellules souches hématopoiétiques se caractérisent par deux propriétés fondamentales :
I'auto-renouvellement et la capacité de différenciation en I'ensemble des types cellulaires
sanguins. Le terme est apparu a la fin du XIXéme siécle pour désigner les cellules de la moélle
osseuse ayant un double potentiel de différenciation myéloide et érythroide (Pappenheim, 1896).
La capacité d’auto-renouvellement de ces cellules, quant a elle, ne sera démontrée qu’avec les
travaux de Becker, et de Till et McCulloh dans les années 60 (Becker et al., 1963; Till & McCulloch,
1961).

\

vgz & @@ * QO

) Eosinophiles » .
Mégacaryocytes Erythrocytes Basophiles  Cellules dendritiques Cellules lymphoides
Mastocytes

Figure 1 : Modéle classique de I'nématopoiése
HSC : cellule souche hématopoiétique, MPP : cellule progénitrice multipotente, LMPP : cellule progénitrice myélo-
lymphoide, MEP : cellule progénitrice érythro-mégacaryocytaire, GMP : cellule progénitrice granuleuse, CLP : cellule
progénitrice lymphoide
Adapté de Psaila et al. (Psaila & Mead, 2019) et de Laurenti et al. (Laurenti & Géttgens, 2018)
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Les cellules souches hématopoiétiques assurent le renouvellement des cellules sanguines en se
différenciant en cellules progénitrices multipotentes douées d’'une forte capacité d’amplification.
Ces progéniteurs multipotents se différencient ensuite en progéniteurs plus spécialisés qui vont
donner naissance aux cellules plus matures. On distingue généralement les progéniteurs
lymphoides, responsables de la production des lymphocytes B et T, des progéniteurs myéloides
qui sontal’'origine des cellules érythrocytaires, des plaquettes, des granulocytes et des monocytes
(Figure 1). Ces progéniteurs multipotents ne possédant pas la propriété d’auto-renouvellement

propre aux cellules souches hématopoiétiques, ils finissent par s’épuiser.

Cette vision hiérarchique de I’hématopoiése, héritée des résultats des premiers tests
clonogéniques et des premieres expériences d’'irradiation a été affinée avec 'apparition de
nouvelles techniques comme les expériences de suivi du lignage des cellules (Busch et al., 2015)
et la transcriptomique a I’échelle de la cellule unique (Laurenti & Gottgens, 2018). Ces dernieres
ont pu en effet montrer que les cellules se différenciaient de maniére continue, et non pas par
palier (Velten et al., 2017). De plus, dans des conditions physiologiques, les cellules progénitrices
sont les principales contributrices de la production hématopoiétique quotidienne (Busch et al,,
2015), les cellules souches hématopoiétiques ne se différenciant pour former ces progéniteurs
(Sawai et al,, 2016) qu’une fois toutes les 40 semaines en moyenne (Catlin et al., 2011). Ainsi, bien
que seules les cellules souches hématopoiétiques soient nécessaires au maintien de
I’'hématopoiese sur le long terme ou a la réponse aux stress, elles sont la majorité du temps en

quiescence dans I'organisme adulte (Wilson et al., 2008).

La division des progéniteurs multipotents en progéniteurs communs myéloides et lymphoides,
bien qu’ayant été le consensus pendant de nombreuses années, a été remise en question par des
expériences de suivi des cellules a I'échelle unique qui ont pu montrer que les progéniteurs
myéloides étaient en réalité déja biaisés vers les voies érythrocytaires ou monocytaires (Perié et
al,, 2015) et qu'une majorité des cellules souches hématopoiétiques ne se différenciaient qu’en
cellules mégacaryocytaires (Rodriguez-Fraticelli et al.,, 2018). De plus, il a été montré que les
schémas de différenciation chez I’'Homme évoluent au cours du développement, ce qui aboutit a

I'architecture de 'hématopoiese présentée en Figure 2.
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Figure 2 : Architectures classiques et revisitées du systéme hématopoiétique

HSC : cellules souches hématopoiétiques, MPP : cellules progénitrices multipotentes, CMP : cellules progénitrices
myéloides, CLP : cellules progénitrices lymphoides, MEP : cellules progénitrices érythro-mégacaryocytaires, GMP : cellules
progénitrices monocytaires-granuleuses, ER : cellules érythroides, Mk : mégacaryocytes, Gran : granulocytes, Mono :
monocytes, Ly : lymphocytes.

Adapté de Notta et al. (Notta et al., 2016)

Caractérisation phénotypique et fonctionnelle des cellules souches

hématopoiétiques

Malgré de nombreuses recherches sur les cellules souches hématopoiétiques, il s’avere
extrémement difficile de différencier ces derniéres des progéniteurs multipotents les plus
précoces. Plusieurs stratégies d’enrichissement, basées sur I'expression de marqueurs de surface
suivi de tri cellulaire, permettent néanmoins de sélectionner une fraction plus ou moins pure
contenant les cellules souches hématopoiétiques. Une stratégie classique, chez 'Homme, consiste
a sélectionner les cellules CD34+ (Civin et al., 1984), CD38- (Huang & Terstappen, 1994), CD90+
(Baum etal., 1992), CD45RA- (Lansdorp et al,, 1990), CD49f* (Notta et al,, 2011), Lin- (Majeti et al.,
2007). Une étude récente (Anjos-Afonso et al.,, 2022) montre que, pour le sang de cordon, la
sélection des cellules arborant le phénotype CD34+ EPCR* serait potentiellement plus pertinente
car la population sélectionnée serait plus homogéne. Malheureusement, ces stratégies ne sont pas
parfaites et les cellules sélectionnées contiennent toujours une proportion plus ou moins
importante de cellules progénitrices. Ainsi, la seule stratégie de caractérisation des cellules
souches hématopoiétiques existant a '’heure actuelle est basée sur des tests de greffes chez des
souris irradiées similaires aux expériences menées par Till et McCulloh (Dick et al,, 1991). Les
cellules candidates sont greffées dans des souris irradiées. Aprés quelques semaines, on vérifie la
présence de cellules hématopoiétiques humaines dans la moelle des souris greffées pour attester
du caractere souche des cellules injectées. Les progéniteurs multipotents sont considérés comme
épuisés apreés 8 semaines (Morrison et al, 1997; Wagers & Weissman, 2006), mais il est

recommandé d’attendre au moins 12 semaines pour vérifier une reconstitution hématopoiétique
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a court terme (Cheng et al,, 2013) et 16 semaines minimum pour une capacité de reconstitution
hématopoiétique a long terme (Arcangeli et al., 2020; Purton & Scadden, 2007). Les premieres
greffes de cellules souches hématopoiétiques humaines furent réalisées dans les années 80 sur
des souris immunodéficientes SCID (severe combined immunodeficience) (McCune et al., 1988).
Afin de pallier au faible taux de greffe et a la nécessité d’'injecter des cytokines humaines a la souris
tout au long de la période de greffe, le modele NOD/SCID (non-obese diabetic/severe combined
immunodeficience) fut mis au point a la fin des années 90 (Shultz et al., 1995). Des progreés furent
encore faits dans les années 2000 avec I'apparition des souris NSG (Shultz et al., 2005) (NOD/SCID
gamma mouse) qui représentent la souche la plus utilisée a 'heure actuelle (Radtke et al., 2020).
Le test de référence afin de vérifier la capacité de repopulation des cellules comporte ensuite une
greffe secondaire a partir des cellules issues des moelles des souris primaires (Arcangeli et al,,
2020; Broxmeyer et al., 2005; Wilkinson et al., 2020). Cette greffe secondaire permet d’attester de
la capacité d’auto-renouvellement des cellules présentes dans les moelles des récipients
primaires. Il a été montré avec les cellules souches hématopoiétiques murines qu'il est possible
de réaliser 4 a 5 transplantations sériées avant I’épuisement du caractére souche des cellules
(Harrison, 1975) ; cela est probablement dii au stress cellulaire engendré par la procédure de

transplantation (Harrison et al., 1978).

Formation des cellules souches hématopoiétiques

La formation de cellules hématopoiétiques dans 'embryon des vertébrés se fait en plusieurs
vagues. Deux vagues de production de progéniteurs multipotents ont lieu dans le sac vitellin ; puis

une troisieme vague, productrice de cellules souches hématopoiétiques, a lieu dans l'aorte.

Vagues d’hématopoiese dans le sac vitellin

Les différentes vagues d’hématopoiése dans le sac vitellin ont été finement caractérisées dans le
systeme murin, notamment par les travaux de James Palis (Palis et al., 2010). Dans '’embryon de
souris, les premiéres traces d’hématopoiése sont détectables au 7¢me jour du développement de
I'embryon (E7.25), peu aprés la gastrulation. Cette premiere vague, de E7.25 a E8.5, est dite
primitive car les cellules érythrocytaires produites présentent une taille plus importante que les
érythrocytes adultes et expriment la globine H1, spécifique du développement embryonnaire
(Kingsley et al., 2006; Palis, 2014). Des cellules macrophagiques ou mégacaryocytaires sont
également produites lors de cette premiere vague (Moore & Metcalf, 1970; Tober et al., 2007). Ces
cellules sont produites par des progéniteurs unipotents qui se différencient in-situ avant de

quitter le sac vitellin (Palis, 2008). Une seconde vague hématopoiétique, présente également dans
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le sac vitellin, a lieu quelques jours plus tard (E8.5) et produit dans un premier temps des
progéniteurs érythro-myeloides (M. ]J. Chen et al, 2011; McGrath et al., 2015), puis des
progéniteurs myélo-lymphoides a partir de E9 (Yoshimoto et al., 2011, 2012). Cette vague s’étend
ensuite a I'allantoide et au reste de I'embryon. Cette seconde vague est une vague d’hématopoiése
dite définitive puisque les érythrocytes produits expriment des globines adultes telles que la

globine (3 (Palis et al., 1999).

Chez 'Homme, les premiéres traces d’hématopoiése détectables dans I'embryon sont visibles a
partir de 16 jours, au stade de Carnegie 7 (CS7), dans le sac vitellin (Bloom & Bartelmez, 1940).
Lors de cette premiere vague, seuls des érythrocytes immatures, des macrophages et des
mégacaryocytes sont produits (Fukuda, 1973; Luckett, 1978). Ces érythrocytes primitifs sont
visibles dans la cavité cardiaque a partir du 21éme jour (CS10), ce qui marque le début de la
circulation sanguine dans 'embryon (Tavian et al, 1999). La présence d'une seconde vague,
similaire a celle ayant lieu chez la souris a partir de E8.5, est encore sujette a débat (Ivanovs et al.,
2017; Julien et al., 2016). Bien que la présence de progéniteurs érythro-myéloides soit détectable
dans le sac vitellin a partir du CS13 (Migliaccio et al., 1986), il n'a pas pu étre déterminé si ces
derniers sont originaires du sac vitellin ou de la vague intra-embryonnaire ayant lieu au méme
moment. Contrairement a la souris, 'hématopoiéese extra-embryonnaire ne produit pas de cellules

lymphoides (Tavian et al., 2001).

Chez la souris, ces deux vagues d’hématopoiese extra-embryonnaire sont suffisantes pour
permettre a I'embryon de se développer jusqu’a la naissance (Wolber et al., 2002). Cependant,
elles n’ont qu’un réle transitoire dans ’hématopoiése, aussi bien chez la souris que chez 'Homme,

car elles ne produisent pas de cellules souches hématopoiétiques (Ivanovs etal., 2011).

Vague d’hématopoiese intra-embryonnaire

La troisieme vague hématopoiétique a lieu dans I'embryon, dans une région appelée Aorte-
Gonade-Mésonéphros (AGM), plus précisément dans la partie ventrale de 1'aorte dorsale chez
I'embryon humain (Tavian et al., 1996; Yvernogeau et al., 2023). Si 'hypothése de I'émergence de
cellules hématopoiétiques dans I'aorte peut étre tracée jusqu’aux débuts du XXeme siecle (Jordan,
1917), la démonstration de I'origine aortique des cellules souches hématopoiétique ne s’est faite
que bien plus tard, en 1975, chez I'oiseau, a 'aide de systémes de greffe caille-poulet (Dieterlen-
Lievre, 1975). Ces résultats ont ensuite pu étre également démontrés chez I'amphibien (Ciau-Uitz
etal, 2000; Turpen et al.,, 1981), la souris (Cumano et al., 1996; Medvinsky & Dzierzak, 1996) puis
chez 'Homme (Tavian et al., 2001).

Lors de cette troisieme vague, une partie des cellules endothéliales du plancher de I'aorte dorsale

se transdifférencient en cellules hématopoiétiques selon un processus appelé transition
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endothélio-hématopoiétique (Jaffredo et al., 1998; Kissa & Herbomel, 2010; Zovein et al., 2008)
(parfois abrégée en EHT pour endothelial-to-hematopoietic transition). Elles forment alors des
clusters de cellules hématopoiétiques le long de la paroi dans la lumiére de I'aorte qui vont ensuite
donner naissance aux cellules souches hématopoiétiques. Ce processus s’opere lors d’'une fenétre
assez réduite du développement, entre les stades CS 13 et 17 chez 'embryon humain (soit entre

27 et 42 jours apres fécondation) (Tavian et al., 1996, 1999).

Cette transition endothélio-hématopoiétique est notamment régulée par le facteur de
transcription RUNX1 (T. North et al,, 1999) qui est responsable du changement d’identité des
cellules endothéliales. Il a en effet été montré que ce dernier est nécessaire pour 'apparition des
clusters intra-aortiques mais pas pour la maturation des cellules souches hématopoiétiques (M. ].
Chen et al,, 2009), bien que son expression continue a étre détectée. Au moment de leur naissance
dans l'aorte, les cellules souches hématopoiétiques humaines arborent un phénotype particulier
(Ivanovs et al., 2014) (CD34+, CD144+, CD45+, CD117+, CD90+, CD105*, RUNX1*, CD38-) avec la
persistance de certains marqueurs endothéliaux dont I'expression s’atténue progressivement au

cours du développement.

Il semblerait que la transition endothélio-hématopoiétique ne soit cependant pas uniquement
restreinte a I'aorte puisque cette derniére a également pu étre détectée dans d’autres organes tels
que I'endocarde (Nakano et al., 2013), la téte (Li et al.,, 2012) ou encore les reins (Hwang et al,,

2021).

Maturation et migration dans la moelle osseuse

Apreés leur naissance dans l'aorte, vers la sixieme semaine du développement de 'embryon, les
cellules souches hématopoiétiques migrent dans le foie feetal (Tavian et al., 1999) ou elles vont
maturer et étre amplifiées. Durant cette période du développement embryonnaire, la contribution
des cellules souches hématopoiétiques a 'hématopoiese de 'embryon est encore négligeable et
est majoritairement assurée par des progéniteurs multipotents (Rybtsov et al., 2016) et qui sont
eux aussi amplifiés dans le foie feetal (Ganuza et al., 2022; Yokomizo et al,, 2022). Les cellules
souches migrent ensuite dans la moelle osseuse (Charbord et al, 1996) ou elles vont

progressivement adopter leur fonction de pilier de 'hématopoiése.

Récemment, une quatriéme vague a été identifiée dans la moelle osseuse en formation de I'oiseau
et la souris. Les cellules endothéliales de 1a moelle osseuse sont en effet capables de réaliser une
transition endothélio-hématopoiétique similaire a celle observée chez I'’embryon et produisent

des cellules souches hématopoiétiques capables de prise de greffe (Yvernogeau et al., 2019).
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Utilisation thérapeutique des cellules souches hématopoiétiques

Les applications thérapeutiques de cellules souches hématopoiétiques peuvent se diviser en deux

catégories :

- Les thérapies géniques qui consistent a greffer a un patient des cellules génétiquement

modifiées (préférentiellement autologues) afin de corriger des génes défectueux.

- Les thérapies cellulaires qui consistent a greffer a un patient des cellules souches
hématopoiétiques autologues ou hétérologues pour régénérer une hématopoiese

défaillante.

Dans le cas de la thérapie génique, la méthode la plus courante consiste a extraire les cellules du
patient afin de réaliser une modification ex vivo des cellules souches hématopoiétiques. Une fois
les cellules modifiées, elles sont réinjectées au patient. Ceci est possible car les cellules souches
hématopoiétiques sont facilement accessibles, soit par prélevement dans la moelle osseuse, soit
par mobilisation a partir du sang périphérique avec des injections du facteur de croissance
hématopoiétique spécifique de la lignée granulocytaire (G-CSF pour Granulocyte Colony-
Stimulating factor) (Panch et al., 2017). Le recours a une modification ex vivo par rapport a une
approche in vivo présente I'avantage d’éviter de modifier d’autres types cellulaires que celui
d’intérét. Le premier essai clinique de thérapie génique chez 'Homme fut effectué en 1990 en
modifiant des lymphocytes T d’un enfant touché par des immunodéficiences combinées séveres
par déficit en adénosine désaminase (Blaese et al., 1995). En 2000, 'équipe d’Alain Fischer réalisa
une thérapie génique en modifiant les cellules souches hématopoiétiques de patients atteints de
déficit immunitaire combiné sévere lié a I'X (Cavazzana-Calvo et al., 2000). Malgré ces avancées,
un défi majeur pour l'utilisation de cette technique est de maintenir les cellules souches
hématopoiétiques en culture et de les amplifier durant I’étape de modification génétique tout en

ne perdant pas leur caractere souche.

La thérapie cellulaire est inspirée des travaux de 1951 (Lorenz et al., 1951) montrant l'utilité de
la greffe de cellules de la moelle osseuse chez des souris et des cochons d’'Inde afin de réduire le
taux de mortalité apreés irradiation. Les premiers essais de greffe de cellules de la moelle osseuse
chez ’'Homme ont eu lieu en 1957 (Thomas et al., 1957) mais n’ont malheureusement abouti qu’'a
une greffe a court terme. Le premier succés thérapeutique a eu lieu avec la premiére greffe
hétérologue suite a I'accident de I'institut des sciences nucléaires de Vin¢a (Mathé, 1960) en 1958
ol une prise de greffe temporaire a permis la survie des patients le temps que leur propre moelle

se reconstitue. La premiere greffe a long-terme fut une greffe géno-identique publiée en 1961 avec

la transplantation d’un patient atteint d’aplasie médullaire avec les cellules de son frére jumeau
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(Robins & Noyes, 1961). Quelques années plus tard, en 1965, la premiere greffe hétérologue a long
terme permit de soigner des patients atteints de leucémie (Mathé et al., 1965). La méconnaissance
des systémes d’histocompatibilité a cependant posé probléme jusqu’aux années 90 (P. Martin &
Aulagner, 2009), puisque beaucoup de patients décedent de maladies du greffon contre I'héte (ou
GVH pour Graft-versus-Host disease) ou sont atteints de GVH chronique comme le patient de 1965.
La découverte du role crucial des antigénes HLA (Morishima, 2002) dans la tolérance de la greffe
a permis de grandement améliorer le taux de succes des greffes de moelle osseuse. Désormais, la
greffe de moelle osseuse est utilisée dans le cas de leucémies (Mathé et al., 1965) ou d’autres
maladies rares telles I'aplasie médullaire (Robins & Noyes, 1961), les myélodysplasies (Witte et
al, 1990) ou encore I'anémie de Fanconi (Gluckman et al., 1980). La plupart des greffes sont
réalisées de maniére hétérologue en utilisant un donneur compatible. Lorsqu’aucun donneur n’est
disponible dans la famille du patient, le registre international des donneurs est consulté.
Cependant, plusieurs milliers de patients n’ont pas de donneurs compatibles chaque année
(World Donor Marrow Association, 2021). Une solution proposée a cette pénurie est la production
in vitro de cellules souches hématopoiétiques a partir de cellules souches (Blau & Daley, 2019). La
production de cellules souches hématopoiétiques in vitro est également vue comme une
opportunité de modéliser les différents types de leucémies afin de trouver de nouvelles cibles

thérapeutiques (Deslauriers et al., 2021).

Amplification des cellules souches hématopoiétiques

Les premieres approches visant a amplifier en culture sans stroma les cellules souches
hématopoiétiques ont cherché a utiliser des combinaisons de cytokines présentes dans la moelle
osseuse. En 1997, deux protocoles permettant de quadrupler le nombre de cellules souches
hématopoiétiques humaines furent mis au point (Bhatia et al,, 1997; Conneally et al., 1997). Ces
derniers se basent sur I'emploi de Stem Cell Factor (SCF), d’'interleukine 3 (IL-3), d’interleukine 6
(IL-6) et de G-CSF. Quelques années plus tard, deux protocoles (Kobari et al., 2000; Ueda et al.,
2000) ont proposé l'utilisation de la thrombopoiétine pour obtenir une amplification des cellules
initiatrices de culture a long terme (LTC-IC) pouvant atteindre un facteur 47 (Kobari et al., 2000).
Plus récemment (Himburg et al., 2010), il a été montré que la pleiotrophine permet d’amplifier les
cellules souches hématopoiétiques in vitro et in vivo. Afin d’améliorer ces rendements et
d’augmenter le temps de culture pendant lesquelles il est possible de conserver des cellules
souches hématopoiétiques (de 4 a 14 jours pour les protocoles décrits précédemment), la piste
des petites molécules a été explorée. La premiére petite molécule ayant fait I'objet d’'un essai

clinique est le tétraéthylenepentamine (de Lima et al., 2008), un chélateur du cuivre favorisant la
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prolifération des populations repeuplant la moelle osseuse (T. Peled et al,, 2004). Une seconde
molécule fut identifiée en s’inspirant de travaux de 1974 (Fehér & Gidali, 1974) montrant I'impact
de la prostaglandine E2 (PGE2) dans la prolifération des cellules souches hématopoiétiques. Un
dérivé plus stable de la PGE2, le 16,16-diméthyl-PGE2 (dmPGE2) permet de doubler le nombre de
cellules souches hématopoiétiques prenant la greffe a long terme (T. E. North et al,, 2007) et un
essai clinique a pu démontrer qu’il permettait d’accélérer la prise de greffe a partir de sangs de
cordons (Cutler et al., 2013). Suite a un criblage de 100 000 molécules, la StemReginin 1 (Boitano
et al, 2010) (SR1) fut identifiée comme permettant d’obtenir une amplification d’un facteur 17
des cellules souches hématopoiétiques prenant la greffe a long-terme. Un essai clinique (Wagner
etal, 2016) a montré que I'utilisation de SR-1 pour I'amplification de sangs de cordons permettait
une meilleure prise de greffe chez les patients. Une quatrieme molécule, identifiée en 2012, la
nicotinamide (T. Peled et al., 2012) a également montré de bonnes capacités d’amplification des
cellules souches hématopoiétiques et une prise de greffe améliorée chez les patients (Horwitz et
al,, 2014). Enfin, en 2014, une nouvelle molécule prometteuse fut identifiée : 'UM171 (Fares etal.,
2014). Cette derniére est capable d’augmenter d’un facteur 100 les cellules souches permettant
une prise a long terme en 21 jours et a également fait 'objet d'un essai clinique de phase 1/II

(Cohen et al., 2020) ou elle a montré de meilleurs résultats que la nicotinamide et la SR1.

Bien qu’initialement développées pour 'amplification de sangs de cordons, la PGE2 et 'TUMR171
sont désormais étudiées dans le cadre de la thérapie génique (Zonari et al.,, 2017) afin de pallier a
la perte progressive des capacités de prise de greffe des cellules souches hématopoiétiques suite
a la mise en culture nécessaire aux modifications géniques (Glimm et al., 2000; Kallinikou et al.,

2012; Larochelle et al., 2012).

Production in vitro de cellules souches hématopoiétiques

La source privilégiée pour la production in vitro de cellules souches hématopoiétiques est la
cellule souche pluripotente. Ces derniéres sont caractérisées par deux propriétés : la capacité
d’auto-renouvellement et la capacité de différentiation dans 'ensemble des types cellulaires
produits par 'embryon (pluripotence). La capacité d’auto-renouvellement permet d’amplifier ces
cellules en culture aisément avant de les différencier vers le type cellulaire d’intérét ; dans notre

cas, les cellules souches hématopoiétiques.

Le terme cellule souche vient de I'allemand Stammzelle et servait initialement a décrire le premier
organisme unicellulaire a I'origine de la vie (Haeckel, 1879). Suite a des expériences d’agrégation

d’embryons et de blastocystes chimériques, il fut montré que les cellules de la masse cellulaire
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interne du blastocyste sont pluripotentes (Brinster, 1974; Dewey et al,, 1977; Gardner, 1968). Des
protocoles de culture permettant d’assurer leur auto-renouvellement furent progressivement
développés et aboutirent a 'obtention des premieres cellules souches embryonnaires murines en
1981 (Evans & Kaufman, 1981; G. R. Martin, 1981) et humaines en 1998 (Thomson et al., 1998).
En 2006, une nouvelle source de cellules souches pluripotentes fut mise au point par Shinya
Yamanaka en reprogrammant des fibroblastes murins en cellules souches pluripotentes par
induction de 4 transgénes : Oct4, Sox2, KIf1 et Myc (Takahashi & Yamanaka, 2006). Ce protocole
fut ensuite adapté pour la reprogrammation de cellules humaines un an plus tard (Takahashi et
al, 2007). La méme année (J. Yu et al., 2007), un protocole alternatif, utilisant les genes 0CT4,
SO0X2, NANOG et LIN28 fut publié par I'’équipe de James Thomson. Ces cellules issues de la
reprogrammation de cellules adultes sont dénommées cellules souches pluripotentes induites,
par opposition aux cellules souches embryonnaires dérivées de la masse cellulaire interne

d’embryons.

Le premier protocole de différenciation des cellules souches pluripotentes humaines en cellules
hématopoiétiques a été publié en 2001 (Kaufman et al., 2001) avec la production de colonies
hématopoiétiques capables de former des cellules érythroides, myéloides et mégacaryocytaires a
partir de cellules souches pluripotentes embryonnaires. D’autres protocoles ont ensuite été
développés pour les différents lignages hématopoiétiques en utilisant des cellules souches
embryonnaires, ou des cellules souches pluripotentes induites pour les lignées érythroides
(Lapillonne et al., 2010; Lu et al., 2010), lymphoides (Carpenter et al., 2011; Lei et al., 2009) ou
mégacaryocytaires (Feng etal,, 2014; Takayama et al., 2008). La production de cellules présentant
un phénotype proche des cellules souches hématopoiétiques (Vodyanik et al., 2005; Weisel et al,,
2006) ou des progéniteurs du sac vitellin (Zambidis et al., 2005) a été atteint assez tot en utilisant
des cocultures avec des cellules stromales. Néanmoins, les cellules produites par ces protocoles
ne sont pas capables de coloniser les moelles de souris (Vodyanik et al., 2005). L’expression de
certains genes clés du développement n’étant pas respectée, certains protocoles ont essayé
d’'induire I'expression des programmes nécessaires par ajout de cytokines et de facteurs de
croissance. On peut par exemple citer BMP4 (Chadwick etal., 2003; Kennedy et al., 2007; Lengerke
etal, 2009), FGF2 (Pick et al., 2007), APLN (Q. C. Yuetal,, 2012), I'activine A (Cerdan et al,, 2012)
et VEGFA (Kennedy et al., 2007). Malheureusement, aucune de ces combinaisons ne s’est avérée

étre suffisante pour obtenir une greffe a long terme.

Une piste intéressante a été proposée avec le géne HOXB4, qui est connu pour son implication
dans l'auto-renouvellement des cellules souches hématopoiétiques (Sauvageau et al,, 1995). En
effet, I'induction de HOXB4 dans des cellules souches embryonnaires murines permet la

production de cellules souches hématopoiétiques capables d’assurer une greffe a long terme
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(Kyba et al., 2002). Cependant, 'induction de HOXB4 dans des cellules humaines ne présente pas
un effet similaire sur la prise de greffe (Wang et al, 2005) méme si une amélioration de
I'engagement vers la voie hématopoiétique peut étre observée (Bowles et al., 2006). Le cluster des
génes HOXA étant également dérégulé chez '’humain (Wang et al,, 2005), il est possible que la
famille de génes HOXA joue un role plus important chez I’humain, ce qui expliquerait la différence
observée par rapport aux cellules murines (Ding et al., 2023). Une étude publiée en 2012 a montré
qu’un blocage de la différenciation pouvait étre relié a la sous-expression de certains micro-ARNs
(Risueno et al, 2012), posant des questions sur un éventuel blocage dii a des cicatrices

épigénétiques de la reprogrammation des cellules souches.

Ces doutes ont été levés avec les premiers protocoles ayant réussi a obtenir une prise de greffe
(Amabile et al., 2013; Suzuki et al., 2013). Ces deux protocoles consistent a I'injection de cellules
souches pluripotentes embryonnaires ou induites accompagnées de cellules souches stromales
OP9 dans des souris afin d’'induire la formation de tératomes. Il est ensuite possible d’extraire de
ces tératomes des cellules souches hématopoiétiques fonctionnelles aprés 8 semaines. Ces
protocoles ont ainsi montré qu’il n’existait pas de barriere intrinseque a la différenciation en
cellules souches hématopoiétiques, mais que les signaux du micro-environnement jouaient un

role crucial.

Dans le méme temps, en 2013, d’autres laboratoires ont exploré I'induction de multiples facteurs
de transcription. Le laboratoire de Georges Daley a ainsi réussi a obtenir une prise de greffe a
court terme (Doulatov et al., 2013) en induisant I'expression de 5 facteurs de transcription (ERG,
HOXA9, RORA, SOX4 et MYB) dans des cellules souches hématopoiétiques dérivées de cellules
souches pluripotentes. En 2017, le protocole fut amélioré pour obtenir une greffe multi-lignage a
long terme (Sugimura et al., 2017) grace a la surexpression de 7 facteurs de transcription (ERG,
HOXAS5, HOXA9, HOXA10, LCOR, RUNX1 et SPI1) dans des cellules CD34+ dérivées de cellules
souches pluripotentes induites. La présence de 3 génes de la famille HOXA confirme le role clé de
cette famille dans la production de cellules souches hématopoiétiques compétentes chez
I'Homme. D’autres laboratoires ont ensuite tenté de réduire le nombre de facteurs de
transcription nécessaires. En 2018, le laboratoire de Yuet Wai Kan a proposé une
reprogrammation n’utilisant que la protéine de fusion MLL-AF4 (Tan et al., 2018). Bien que les
cellules produites soient capables de prise de greffe a long terme, la présence de transformations
a caractére leucémique dans les cellules greffées limite les applications de ce protocole. Une
reprogrammation partant de cellules endothéliales adultes, et n’utilisant que 4 facteurs : FOSB,
GFI1, RUNX1 et SPI1 (Sandler et al., 2014), permet une greffe chez des récipients primaires et

secondaires mais ne réussit cependant pas a apporter une réelle reconstitution multi-lignage.
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Ainsi, la production de cellules souches a partir de cellules souches a des fins thérapeutiques reste
encore un défi a relever. Des résultats encourageants ont pu étre présentés en 2022 au congres
annuel de I'ISEH (International Society of Experimental Hematology) par Elizabeth Ng et Andrew
Elefanty avec un protocole sans transgene ou co-culture permettant d’obtenir une reconstitution
multi-lignage dans les souris primaires. Néanmoins, la capacité de prise de greffe de ces cellules

dans des récipients secondaires n’a pas encore été atteinte (Ditadi & Sturgeon, 2023).
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Modélisation du développement embryonnaire in vitro

Développement embryonnaire précoce de I'’embryon humain

La premiere étape de ségrégation des feuillets dans 'embryon humain a lieu au stade blastula vers
le 4¢me jour du développement de I'embryon (Shahbazi, 2020). Les cellules situées sur la
périphérie extérieure forment le trophectoderme qui va donner naissance au futur placenta,
tandis que les cellules situées a l'intérieur forment la masse cellulaire interne qui va donner

naissance aux différents feuillets embryonnaires et au sac vitellin.

Peu aprés I'implantation de 'embryon, les cellules souches du trophectoderme vont proliférer afin
d’envahir la caduque basilaire maternelle (Figure 3) en formant un syncytium primordial et en se
différentiant en cytotrophoblastes (Knofler et al., 2019). La fonction principale du syncytium
primordial durant les deux premiéres semaines de I'embryon est de permettre son implantation
dans la caduque basilaire en digérant '’endometre et ses capillaires afin de former des lacunes
trophoblastiques dans lesquelles va se déverser le sang maternel, permettant ainsi les échanges
de nutriments et un apport accru en oxygene (Jaremek et al., 2021). Pendant ce temps, les cellules
du cytotrophoblaste vont proliférer et former les villosités primaires du placenta qui vont
progressivement recouvrir I'embryon et s’infiltrer dans le syncytium primordial. Le sommet des
villosités placentaires va se différencier en trophoblaste extra-villeux qui va envahir la caduque
basilaire maternelle pour remodeler ses vaisseaux sanguins (Velicky et al., 2018), tandis que la
périphérie des villosités primaires va fusionner afin de former le syncytium définitif qui va assurer

les transferts entre la meére et le foetus : le syncytiotrophoblaste (Evain-Brion & Malassine, 2003).
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Figure 3 : Formation des tissus humains et implantation de I'embryon entre le 7éme et le 11éme jour du
développement

Adapté de Gilbert et al. (Gilbert, 2000)

Dans le méme temps, la seconde étape de ségrégation des feuillets de 'embryon va se produire
avec la formation de I'hypoblaste et de I'épiblaste. L’hypoblaste, aussi appelé endoderme primitif,
contribue a formation du sac vitellin et aux cellules mésodermiques extra-embryonnaires
(Spencer Chapman et al., 2021) qui vont coloniser le placenta pour participer a la formation des
villosités placentaires secondaires et donner naissance aux vaisseaux sanguins qui assurent le
transport des éléments nutritifs de la mére a I'embryon (Enders & King, 1988). L’épiblaste est
initialement composé de cellules pluripotentes, mais les cellules épiblastiques au contact du
cytotrophoblaste vont adopter une morphologie épithéliale et former 'amnios (Shahbazi et al,,
2017a) au cours du 10¢me jour du développement. La recherche sur les embryons humains en
culture étant limitée aux 14 premiers jours du développement, la compréhension des étapes
suivantes du développement provient surtout de collections d’embryons telles que la collection
de Carnegie et d’expériences de modélisation in vitro du développement embryonnaire a partir
de cellules souches (Ghimire et al.,, 2021). L’épiblaste prend une forme de disque épithélial (Hertig
etal, 1956) et commence sa gastrulation apres le 14¢me jour par la formation du sillon primitif. Le
long de ce sillon primitif, les cellules épiblastiques réalisent une transition épithélio-
mésenchymateuse et générent le mésoderme et I'endoderme alors qu’elles s’invaginent dans ce
sillon primitif (Tam & Behringer, 1997). Les précurseurs de '’endoderme franchissent le sillon
primitif les premieres afin de s’intercaler avec les cellules de I'hypoblaste pour former

I'endoderme définitif, puis sont suivies par les précurseurs du mésoderme qui vont s’infiltrer sous
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I'épiblaste (Figure 4). La gastrulation se termine 21 jours aprés fécondation, les cellules ne s‘étant

pas invaginées dans le sillon primitif forment enfin le dernier feuillet embryonnaire : I’ectoderme.

14-15 éme jours

Mésoderme Syncytiotrophoblaste Sillon primitif
extra-embryonnaire P

Epiblaste

Sillon primitif~

Sac vitellin”

Figure 4 : Embryon humain au début de la gastrulation

(A) Embryon humain et ses connexions utérines au 15¢me jour du développement
(B) Structure de 'embryon humain entre les 14¢me et 16¢me jours du développement
Adapté de Gilbert et al. (Gilbert, 2000)

Modeéles tridimensionnels in vitro du développement embryonnaire

En s’inspirant d’expériences déja réalisées a partir de cellules souches embryonnaires murines, la
mise en place de protocoles visant a agréger des cellules souches en trois dimensions afin
d’obtenir une différenciation en trois feuillets embryonnaires s’est développée a partir des années
2000 (Itskovitz-Eldor et al.,, 2000). Cette technique peut étre utilisée afin de développer des
structures embryonnaires a différentes périodes critiques du développement (Weatherbee et al.,
2021).

Modélisation de I'embryon

L’utilisation de structures tridimensionnelles, au contraire des cultures en deux dimensions
souvent utilisées afin d’induire la différenciation vers un type cellulaire précis (Robinton & Daley,
2012), permettent I'apparition de schémas de différenciation beaucoup plus complexes (Rowe &
Daley, 2019). Cependant, en I'absence de synchronisation entre les différents types cellulaires, il
est impossible de modéliser un stade précis du développement embryonnaire. Les corps
embryoides adaptent alors un profil similaire aux tératomes avec une différenciation vers
différents types cellulaires des trois feuillets primordiaux (Flamier et al., 2017; Sheridan et al,,

2012). Des protocoles ont progressivement été développés afin d’obtenir I'ensemble des types
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cellulaires présents dans un organe donné dans des structures appelées organoides. On peut
notamment citer les organoides intestinaux (Sato et al., 2009), rénaux (Xia etal., 2013), cardiaques
(Ronaldson-Bouchard et al., 2018), pulmonaires (Jacob et al.,, 2017; McCauley et al., 2017) ou
cérébraux (Lancaster et al., 2013; Mariani et al.,, 2012) qui réussissent a reproduire I'organisation
spatiale des organes qu’ils modélisent et offrent ainsi une opportunité unique de modéliser

I'impact de mutations génétiques sur le développement des organes.

Une grande avancée pour la modélisation du développement embryonnaire a été publiée en 2020,
par le laboratoire d’Alfonso Martinez Arias (Moris et al., 2020), qui a réussi a obtenir une structure
reproduisant ’élongation axiale de 'embryon entre les stades de Carnegie 8 et 9, a I'exception
notable des structures neurales antérieures et des organes extra-embryonnaires. Cette structure
récapitulant le développement de I'embryon au moment de la gastrulation a été dénommée
gastruloide et offre de nouvelles perspectives pour modéliser et comprendre le développement
embryonnaire humain. Plus récemment, un laboratoire a développé un autre modéle récapitulant
la somitogenese, publié en 2022 (Sanaki-Matsumiya et al, 2022). On peut alors observer la
formation progressive de structures similaires aux somites de I'embryon alors que le corps
embryoide s’allonge. Ces somitoides offrent ainsi la possibilité d’étudier les maladies liées aux
cycles de segmentation de 'embryon telles que le syndrome de Jarcho-Levin ou la scoliose

congénitale.

Ces modeles, bien que récapitulant des étapes de 'ontogenese post-gastrulation, ne récapitulent
pas les étapes pré-gastrulation, ni les interactions avec les cellules extra-embryonnaires qui
peuventjouer un role crucial lors du développement (Shahbazi, 2020). De plus, il semblerait qu’ils
ne soient capables de récapituler qu'une fenétre précise du développement. En effet les tissus
générés ne parviennent généralement pas a continuer leur différenciation selon le processus

prévu dans le cas du développement de 'embryon.

Modélisation des annexes extra-embryonnaires et cellules souches trophoblastiques

Les cellules souches pluripotentes humaines possedent la capacité de se différencier en cellules
présentant un phénotype proche des cellules des feuillets extra-embryonnaires. Les premiers
protocoles ayant mis en évidence ce potentiel utilisaient le BMP4 pour obtenir des cellules
semblables au syncytiotrophoblaste ou au trophoblaste extra-villeux (R.-H. Xu et al., 2002).
Cependant, I'identité exacte des cellules formées porte a débat car les cellules produites exhibent

parfois un profil similaire aux cellules de I'amnios (Bernardo et al., 2011; Ohgushi et al., 2022).

Une autre piste intéressante pour la modélisation des populations extra-embryonnaires est
l'utilisation de cellules souches trophoblastiques (parfois abrégées TSC pour Trophoblastic Stem

Cells). De maniéere similaire aux cellules souches embryonnaires qui peuvent régénérer I’ensemble
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des tissus de I'embryon, les cellules souches trophoblastiques sont capables de générer les
différents types cellulaires présents dans le trophoblaste. Si l'isolation de cellules souches
trophoblastiques a été possible dés 1998 chez la souris (Tanaka et al., 1998), I'isolation de cellules
souches trophoblastiques humaines n’a été réalisée qu'en 2018 (Okae et al., 2018). De fait de la
difficulté d’obtenir des échantillons, plusieurs laboratoires se sont intéressés a la différenciation
de cellules souches pluripotentes en cellules souches trophoblastiques. Cette derniere fut atteinte
aussi bien pour les cellules souches embryonnaires qu’induites en 2020 (Castel et al., 2020;
Cinkornpumin et al.,, 2020). La différenciation a partir de cellules souches induites ouvre plusieurs
perspectives thérapeutiques, notamment avec l'investigation de la contribution des mutations
génétiques dans le développement du placenta et dans I'apparition de maladies telles que la

prééclampsie ou les choriocarcinomes.

D’autres laboratoires se sont intéressés a modéliser l'amnios. Cette structure d’origine
épiblastique apparaissant apres I'implantation de 'embryon, il est relativement difficile d’étudier
sa formation in vivo, d’autant plus que les protocoles actuels de culture ex vivo d’embryon ne
parviennent pas a récapituler sa formation (Shahbazi et al., 2017b). En cultivant des cellules
souches embryonnaires sur du matrigel et en utilisant une induction avec du BMP4, il est possible
d’entrainer la formation d’une cavité similaire a la cavité pro-amniotique mais sans différenciation
amniotique. L’utilisation de gels mous (Shao et al, 2017) et de dispositifs microfluidiques (Y.
Zheng et al, 2019) a permis de grandement améliorer ces systémes de différenciation avec
I'apparition de cellules similaires a celle de 'amnios a une extrémité de la cavité et de cellules
épiblastiques de 'autre. Cependant, la difficulté d’acces a des échantillons humains est un frein a
la comparaison de ces structures avec leurs homologues in vivo. Pour résoudre ce probleme,
certains protocoles utilisent des cellules souches pluripotentes provenant de primates non-
humains pour lesquels un atlas transcriptomique a été publié (Bergmann et al., 2022). Ainsi, ils

ont réussi a générer des sphéroides épiblastiques et amniotiques récapitulant les stades de

Carnegie 5 et 6 (Munger et al., 2022).

Le mésoderme extra-embryonnaire est également l'objet d'investigations. Récemment, le
laboratoire de Vincent Pasqué (Pham et al., 2022) a réussi a produire ces cellules mésodermales
extra-embryonnaires a partir de cellules souches pluripotentes. Bien que plusieurs résultats
précédents, basés sur I'analyse d’embryons par microscopie électronique (Enders & King, 1988),
des analyses transcriptomiques (Nakamura et al., 2016) ou de suivi de lignage (Spencer Chapman
etal,, 2021) aient amenés a supposer que ces cellules sont dérivées de '’hypoblaste, le systeme de
culture développé ne produit pas de cellules de '’endoderme primitif. Il serait donc possible que

ces cellules soient produites par I'épiblaste, comme suggéré par Patrick Luckett en 1978 (Luckett,
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1978; Ross & Boroviak, 2020). L'origine embryonnaire du mésoderme extra-embryonnaire reste

donc encore une question ouverte.

Blastoides et embryons synthétiques

L’'unique modeéle, publié a I'heure actuelle, arrivant a récapituler fidélement les feuillets
embryonnaires et extra-embryonnaires a partir de cellules souches humaines est celui des
blastoides. En utilisant des cellules souches pluripotentes embryonnaires ou induites, plusieurs
laboratoires sont parvenus en 2021 a produire des structures similaires au stade blastula de
I'embryon (Yanagida et al., 2021; L. Yu et al,, 2021). En 2022, le laboratoire de Nicolas Rivron
(Kagawa et al,, 2022) a pu montrer qu'il est possible de générer ces blastoides de maniére a ce
qu'ils récapitulent I'ordre d’apparition et la temporalité des différents types cellulaires in vivo et

réagissent aux signaux implantatoires sécrétées par, des cellules de 'endomeétre stimulées.

Une autre avancée remarquable a été réalisée en 2022 chez la souris simultanément par deux
laboratoires a partir d’agrégats de cellules souches embryonnaires, de cellules souches extra-
embryonnaires endodermiques et de cellules souches trophoblastiques (Amadei et al., 2022;
Tarazi et al, 2022). Ces derniers, mis en culture avec des systéemes disposants de systemes
d’échanges de gaz, sont capables de produire des embryons synthétiques récapitulant jusqu’aux
8 premiers jours du développement murin, au début de la neurulation et de la morphogeneése. Le
raffinement des conditions de culture et la perspective adaptation de ces protocoles aux cellules
humaines pourraient permettre une bien meilleure compréhension du développement
embryonnaire. Cependant, 'apparition de modéles toujours plus proche de 'embryon humain
pose des questions éthiques qui ne sont pas encore encadrées par les lignes de conduites actuelles
puisque la limite actuelle des 14 jours n’est pas adaptée a ces systemes de différenciation (Rivron

etal, 2018; Weatherbee et al.,, 2021).
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Figure 5 : Les modéles tridimensionnels du développement humain
Adapté de Zhai et al. (Zhai et al.,, 2022)

Les avancées dans ces différents modéles ouvrent de nouvelles perspectives quant a
compréhension de ’hématopoiése embryonnaire humaine. Du fait de la faible accessibilité des
échantillons, le développement de méthodes d’analyses in vitro est nécessaire. Il est supposé que
les cellules mésodermiques extra-embryonnaires sont a l'origine de la premiere vague
d’hématopoiese dans le sac vitellin (Ross & Boroviak, 2020). Ces cellules étant encore
relativement peu caractérisées, leur dérivation in vitro offre donc I'opportunité d’étudier plus
finement 'hématopoiese primitive. De méme, le développement de modeles plus tardifs, fideles
au développement embryonnaire, comme les gastruloides ou les somitoides, pourrait fournir un
outil précieux pour I'analyse de la mise en place de I'aorte dorsale et de sa niche en fournissant
des modeles plus complets que les systémes de différentiation orientée développés jusqu’a

maintenant.
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Analyse du séquencage des ARNs en cellule unique (scRNAseq)

Extraction des échantillons

Les protocoles permettant d’'isoler les ARNs de cellules uniques se divisent en deux catégories :
les méthodes utilisant une séparation en plaques (plate-based methods) et les méthodes utilisant
une séparation en gouttes (droplet-based methods). Ces méthodes se réalisent sur des cellules en
suspension et supposent donc une étape de dissociation des cellules adaptée dans le cas de I'étude

de tissus ou de structures multicellulaires.

La séparation en plaques

Les méthodes basées sur le tri en plaques visent a séparer les cellules dans des puits séparés afin
que chaque cellule puisse étre traitée indépendamment. Les protocoles les plus modernes
utilisent généralement la cytométrie en flux afin de pouvoir automatiser le dépot des cellules. Le
protocole de séparation le plus utilisé a I'heure actuelle est le protocole SmartSeq dont la
troisiéme version (SmartSeq-3) a été publiée en 2020 (Hagemann-Jensen et al., 2020). Une fois
chaque cellule isolée, la paroi de chaque cellule est lysée, puis les ARNs sont amplifiés par
rétrotranscription et réaction en chaine par polymérase (souvent abrégée en rt-PCR pour reverse
transcription Polymerase Chain Reaction). Une des améliorations de la méthode SmartSeq3 par
rapport a l'itération précédente est I'ajout d’identifiants moléculaires uniques (ou UMI pour
Unique Molecular Identifier) aux primers des oligonucléotides. Ces derniers sont des séquences
nucléotidiques uniques a chaque primer et permettent de différencier les copies issues de
I'amplification lors de 'étape de PCR des différentes copies de I'’ARN présentes dans la cellule

séquencée.

La séparation en gouttelettes

La séparation en gouttelette vise a isoler chaque cellule dans une goutte de quelques nanolitres.
Ceci est possible grace aux développements de systemes microfluidiques qui peuvent isoler les
cellules dans des gouttes non miscibles avec I’eau, formant ainsi une émulsion. La méthode la plus
répandue a I'heure actuelle est la méthode Chromium (G. X. Y. Zheng et al,, 2017). Avec cette
méthode, chaque cellule est emprisonnée avec une bille comprenant des oligonucléotides se
terminant par une répétition de thymine (queue poly-T). Ainsi, apres I'étape de lyse de la cellule,
les ARNs polyadénylés sont capturés par la bille. Chacun de ces oligonucléotides comprend
également une séquence spécifique a chaque bille pour pouvoir différencier a postériori a quelle

cellule I’ARN séquencé appartient, ainsi qu'un UMI.
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Il est a noter que le systéeme microfluidique isole des billes sans aucune cellule. Ces dernieres
peuvent alors attraper des ARNs ambiants qui générent ensuite des artefacts dans les résultats du
séquencage. Ces derniéres doivent donc étre supprimées du jeu de données lors de I'analyse. Dans
le cas de l'utilisation de la suite CellRanger pour l'alignement des séquences, un filtre est
automatiquement appliqué afin de les supprimer. Dans le cas contraire, I'algorithme EmptyDrops

(A.T. L. Lun etal, 2019) permet de filtrer ces gouttes vides.

Une fois la librairie constituée avec la méthode de son choix, les échantillons peuvent étre
séquencés. Les séquences sont ensuite alignées sur le génome. Les pipelines les plus utilisés sont
la pipeline STAR (Dobin et al., 2013) pour le SmarSeq3, ou la pipeline propriétaire CellRanger,
fournie par 10XGenomics (G. X. Y. Zheng et al., 2017), pour le Chromium.

Avantages et inconvénients

La mise au point des techniques basées sur l'isolation en gouttes a permis une avancée
considérable dans le nombre de cellules analysables. En effet, il est possible de traiter jusqu‘a une
dizaine de milliers de cellules en un seul échantillon avec le Chromium, la ou le SmartSeq ne
permet de s'intéresser qu’a des échantillons de I'ordre de la centaine de cellules. Néanmoins, les
méthodes de séparation en plaques présentent certains avantages qui font qu’elles sont toujours

utilisées pour certaines applications :

- Lenombre moyen de genes détectés par cellules est plus élevé, ce qui rend ces techniques

plus efficaces pour détecter des génes faiblement exprimés (Ziegenhain et al., 2017)

- Le gene entier est séquencé (et non pas uniquement I'extrémité terminale 3’ ou 5’ comme
pour le Chromium). Cela permet de s’intéresser a 'expression des différentes isoformes

des genes (Griffiths et al.,, 2018).

- Laméthode de prélévement permet un meilleur tracage de I'origine des cellules puisqu'’il
est possible de connaitre avec précision les puits dans lesquels chaque partie de
I’échantillon a été déposé, notamment dans le cas de dissection de différentes sous-parties

d’'un embryon (Tyser et al.,, 2021).

Ces deux techniques souffrent néanmoins de limitations inhérentes au séquencage de ARNs. Au-
dela des limites des seuils de détection, il existe une différence significative entre les données
transcriptomiques et la composition protéique de la cellule puisque la transcription des ARNs se
produit par salves (Raj et al., 2006) alors que le niveau d’expression des protéines a tendance a
adopter un profil plus lissé du fait de leur stabilité plus importante. Une absence de détection des
ARNs n’est donc pas synonyme d’absence de protéine, notamment pour les protéines

membranaires dont le temps de résidence a la membrane peut étre relativement élevé.
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Figure 6 : Représentation schématique des étapes du prétraitement et de I'analyse d'un jeu de données scRNAseq
Aadapté de Luecken et al. (Luecken & Theis, 2019)

Controles qualités et sélection des genes pour les analyses

La premiere étape de toute analyse de données de scRNAseq est le controle de la qualité des
échantillons. Pour ce paragraphe, et les suivants, nous nous concentrerons sur le traitement
d’échantillons a base d’UMI tels ceux produits par la technologie Chromium de 10X Genomics
puisqu’il s’agit du protocole qui est utilisé pour les jeux de données dont les analyses sont

présentées dans la partie « Résultats ».

Un premier contrdle de la qualité des données, relativement répandu, consiste a visualiser le

nombre d’'UMIs par cellule (i.e. le nombre d’ARNs différents capturés par cellule), ainsi que le
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nombre de génes différents détectés par cellule (Griffiths et al.,, 2018; Luecken & Theis, 2019). On
s’attend généralement a une distribution unimodale avec éventuellement un second pic pour les
faibles valeurs qui correspond généralement a des cellules mortes. Il est également possible de
filtrer les cellules exprimant un nombre anormalement élevé de genes et avec un grand nombre
d’UMI car elles correspondent souvent a des doublets. Des filtres supplémentaires, basés sur des
modeéles statistiques plus développés, peuvent également étre appliqués pour retirer ces doublets

(McGinnis et al., 2019; Wolock et al., 2019).

Une autre procédure courante est de s'intéresser a la proportion d’ARNs mitochondriaux détectés.
Les cellules présentant une forte proportion d’ARNs mitochondriaux et un faible nombre d’'UMI et
de génes détectés sont généralement assimilées a des cellules mortes dont la membrane perforée
a laissé s’échapper les ARNs contenus dans le cytoplasme (Ilicic et al., 2016). Une forte proportion
d’ARNs mitochondriaux peut étre liée a des processus respiratoires et ne suffit donc pas a exclure

les cellules.

Il est généralement recommandé d’appliquer des filtres peu stricts (Germain et al., 2020) et
d’affiner ces derniers si certaines des cellules retenues se montrent déléteres pour la suite des
analyses. Cela permet d’éviter d’éliminer des populations ayant des profils peu conventionnels de

I'analyse avant méme d’avoir pu vérifier leur identité.

Une seconde étape est la sélection des genes utilisée pour la suite de I'analyse. Afin de limiter la
taille du jeu de données et d’accélérer le temps d’exécution des algorithmes utilisés par la suite,
on retire du jeu de données les genes exprimés dans trés peu de cellules (le plus souvent moins
de 10). Ensuite, on raffine cette sélection en établissant une liste des génes les plus variables
(généralement abrégés en HVG pour Highly Variable Genes). L'idée est que les génes exprimés
mais ne variant pas ne permettent pas de discriminer les cellules et sont donc peu utiles pour les

analyses de groupement ou d’identification des types cellulaires.

La méthode la plus couramment utilisée consiste a sélectionner entre 1000 et 5000 génes les plus
variables pour la suite des analyses. Cette sélection doit cependant s’effectuer en prenant en
compte la dépendance entre la variance d’'un gene et son niveau moyen d’expression. Ne
sélectionner que les génes présentant la plus grande variance entrainerait un biais pour les genes
les plus exprimés. Les approches les plus courantes utilisent donc des modéles reposant sur des
lois de Poisson (Amezquita et al., 2020) ou des lois binomiales (Hafemeister & Satija, 2019) afin
d’estimer une variance corrigée pour le niveau moyen d’expression. D’autres solutions
alternatives ont également été proposées comme la sélection en utilisant la déviance (Townes et
al, 2019). La plupart des analyses réalisées par la suite sont généralement assez robustes au

nombre de génes sélectionnés lors de cette étape (Klein et al., 2015), il est donc recommandé de
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sélectionner un nombre élevé de genes (Luecken & Theis, 2019). Les différences observées entre
méthodes diminuant avec le nombre de genes sélectionnés (Germain et al., 2020), la méthode de
sélection exacte de ces genes, bien que pouvant influer sur les analyses, ne semble pas avoir

d’impact majeur sur les résultats finaux.

Normalisation

Motivation et normalisation par taille des librairies
Une fois les contréles qualités effectués, une étape cruciale du traitement des données est la

normalisation de ces derniéres. Les motivations derriere cette étape sont les suivantes :

- Une grande partie des variations observées peut étre di a des effets techniques (taux de

capture des ARNs par les billes, efficacité de I'étape de PCR, ...)
- Lavariance des données est corrélée au niveau d’expression des cellules

- Les différences des niveaux d’expression d'un géne entre cellules sont souvent moins

informatives que les différences de ratio d’expression (fold-change)

Les premiéres approches proposées pour traiter les deux premiers points ont été inspirées de
celles utilisées pour le RNAseq en utilisant des facteurs de taille (size factors). L’approche initiale
consiste a diviser le niveau d’expression de chaque géne par le nombre d’'UMI détectés dans la
cellule, ce qui correspond a la taille de la librairie que représente chaque cellule. On multiplie
généralement ce résultat par un million afin d’obtenir le nombre théorique d’ARN que l'on
détecterait pour ce géne si 'on séquencait exactement un million d’ARN pour cette cellule

(dénommé CPM pour Count per million) :

Expression du géne

= 106
Nombre d'UMI détectés dans la cellule *

CPM

Pour s’affranchir du troisieme point, une transformation logarithmique est appliquée. Du fait de
la propriété de morphisme du logarithme, regarder une différence entre les données transformées
revient a regarder le ratio des données non transformées. Ainsi, les distances euclidiennes qui
seront exploitées par la suite seront proportionnelles au fold-change entre les cellules et non plus
aux différences de niveau d’expression. Cependant, la divergence de la fonction logarithme en 0
n’est pas compatible avec les génes dont le niveau de détection est égal a 0 avant normalisation.
Pour pallier ce probleme, on ajoute une valeur constante, appelée pseudo-compte au ratio avant

la transformation. Le pseudo-compte est le plus souvent fixé a 1 car il permet d’obtenir une valeur
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normalisée de 0 pour un géne dont le niveau d’expression serait nul. On obtient donc la procédure

de normalisation suivante :

Expression du géne

— * 100)
Nombre d'UMI détectés dans la cellule

Expression normalisée du géne = log, (1 +

Dans certains cas, une valeur différente de 1 peut étre utilisée pour le pseudo-compte, si I'on
désire n’avoir aucune valeur nulle dans la suite de nos analyses (ce qui est le cas de I'algorithme
LandSCENT (W. Chen et al,, 2019) qui se base sur des ratios d’expression normalisée entre génes)

ou si l'on désire l'utiliser comme parameétre d’ajustement de la normalisation (A. Lun, 2018).

Un autre avantage de la transformation logarithmique réside dans le fait qu’elle va rapprocher le
profil d’expression des génes d'une distribution suivant la loi normale pour lesquels un certain
nombre d’algorithme utilisés dans la suite de nos analyses ont été optimisés (Luecken & Theis,

2019).
Néanmoins, cette approche comporte plusieurs défauts :
- Lacorrection de la dépendance moyenne-variance n’est que partielle

- Les données de scRNAseq sont souvent hétéroscédastiques, i.e. la variance des données
varient en fonction de certaines sous-populations cellulaires, et bénéficieraient d’'une

méthode prenant en compte cette complexité

- Lanormalisation par la taille de la librairie suppose que la majorité des génes ne sont pas
différentiellement exprimés, ce qui n’est généralement pas le cas dans les jeux de données

comportant plusieurs types cellulaires distincts

Pour remédier a ces défauts, plusieurs méthodes ont été développées, soit en ajustant les
méthodes visant a déterminer le facteur de normalisation, soit en cherchant a modéliser la
distribution théorique de l'expression des génes pour appliquer dans transformations non

logarithmiques visant a stabiliser la variance.

Normalisation par groupement et déconvolution des cellules

La méthode scran (A. T. L. Lun et al., 2016) se base également sur des facteurs de taille tout en
cherchant a limiter 'impact des valeurs nulles dues a la non capture d’'un ARN et a s’affranchir de
I'hypothese selon laquelle la majorité des génes ne sont pas différentiellement exprimés entre les

cellules du jeu de données.

Pour limiter I'impact des zéros dus aux limites des taux de capture pour les génes peu exprimés,
chaque cellule est groupée avec les cellules présentant un niveau d’expression proche.

L’expression de chaque gene dans la pseudo-cellule est ensuite divisée par la somme des
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expressions de ce gene dans toutes les cellules. On obtient de cette maniére, pour un gene non
différentiellement exprimé, une valeur proportionnelle aux biais d’origine technique de la
pseudo-cellule etindépendante de la valeur d’expression initiale du gene. Ce score est calculé pour
chaque gene dans chaque pseudo-cellule et la valeur médiane du score de 'ensemble des génes
de chaque pseudo-cellule est gardée comme facteur de taille de la pseudo-cellule. On peut ensuite
obtenir un facteur pour chaque cellule individuelle par déconvolution en résolvant un systéme
linéaire d’équations. On obtient ainsi un facteur de taille moins sensible au bruit car son

estimation a été « lissée » par le recours aux pseudo-cellules.

La méthode décrite ci-dessus ne fonctionne cependant que si la majorité des genes ne sont pas
différentiellement exprimés. En effet, le facteur estimé pour la pseudo-cellule n’est indépendant
de I'expression du gene que si ce dernier n’est pas différentiellement exprimé. L’utilisation de la
médiane sur l'ensemble des genes permet d’avoir un certain pourcentage de genes
différentiellement exprimé mais ne suffit pas dans le cas de jeux de données trés hétérogenes.
Pour circonvenir a ce probléme, un clustering hiérarchique est réalisé afin de grouper ensemble
les cellules ayant des profils d’expression suffisamment similaires. Chaque cluster est traité de
maniere isolée, puis les clusters sont normalisés par un facteur propre a chaque cluster afin
d’obtenir des échantillons comparables. De cette maniére, on peut s’affranchir de '’hypothése

selon laquelle la majorité des génes ne sont pas différentiellement exprimés pour la normalisation.

Cette méthode de normalisation a représenté une nette amélioration par rapport aux techniques
précédentes comme montré lors d'une analyse comparative (Vieth et al., 2019) et a donc été
pendant considéré pendant plusieurs années comme la méthode de référence a utiliser (Luecken

& Theis, 2019).

Normalisation par transformation stabilisant la variance

Le choix du modele statistique approprié pour les jeux de données scRNAseq a fortement été
soumis a débat. Suite a la constatation que les données générées par les techniques n’utilisant pas
d’UMI présentaient un nombre beaucoup plus élevé de zéros que ce qui était attendu (Kharchenko
etal., 2014), plusieurs algorithmes ont été développés en utilisant des distributions avec des excés
en zéro (zero-inflated distributions) (Risso et al., 2018). Cette distribution excessive en zéro a
souvent été associée au terme dropouts qui est censé désigner 'absence de détection d’ARN pour
des genes qui sont réellement exprimés. Bien que le terme ait parfois été utilisé pour désigner
tous les zéros d’ordre technique, ces derniers sont a différencier des valeurs nulles observées pour
des genes peu exprimés du fait des limites de détection de la technique, puisqu’il est attendu qu'un
géne peu exprimé puisse ne pas étre capturé ou qu'il ne soit pas suffisamment amplifié lors de

I'étape de PCR pour étre détecté lors du séquencgage. Lors de I'essor des techniques basées sur les
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UMI, les méthodes développées a partir de distributions présentant des excés en zéro ont

continuées a étre appliquées.

En paralléle, d’autres techniques se sont développées et ont plutot opté pour des modélisations
basées sur des lois de Poisson (T. H. Kim et al., 2020; Townes et al., 2019) ou binomiales négatives
sans exces de zéro (Griin et al.,, 2014; Hafemeister & Satija, 2019). Néanmoins, 'analyse de jeux de
données issus de populations pures triées indique que les méthodes basées sur l'utilisation d’'UMI
ne produisent pas de données présentant des excés en zéro (Svensson, 2020; Townes et al., 2019).
Il semblerait donc que les modeles basés sur des distributions avec excés en zéros ne soient pas
adaptés aux protocoles les plus récents qui disposent des UMIs. Cependant, il a été remarqué que
différents types cellulaires au sein d'un méme échantillon peuvent présenter des distributions
avec des paramétrages différents et dont la superposition peut donner une distribution globale

similaire a une loi présentant des excés en zéro (T. H. Kim et al., 2020).

Une des méthodes les plus populaires pour la normalisation des données est la normalisation
sctransform (Hafemeister & Satija, 2019) du package Seurat. L'idée sous-jacente de cette
normalisation est de modéliser la distribution théorique des genes afin de pouvoir appliquer une
transformation qualifiée de stabilisatrice de la variance, qui supprime la corrélation entre la

variance d'un gene et son niveau d’expression. Le fonctionnement de cet algorithme est le suivant :

- L’expression de chaque géne est modélisée par une loi binomiale négative en se basant sur

le niveau d’expression dans 'ensemble des cellules

- Les parameétres des modeéles obtenues sont ensuite lissés en les remplacant par une
estimation par régression du noyau afin d’obtenir une « valeur moyenne » des parametres
attendus en fonction du niveau d’expression. Cette étape de régularisation permet de

s’affranchir des problemes de surapprentissage du modéle.

- On applique pour chaque géne dans chaque cellule le modéle régularisé et on compare le
niveau d’expression réel du géne avec le modéle. On garde ensuite le résidu de Pearson
(i.e.la différence entre le niveau d ‘expression réel et le modeéle, normalisée par la variance

du modele).

On obtient ainsi une valeur normalisée réduite pour la suite de I'analyse. Si cette valeur est
positive, elle indique que le niveau d’expression du gene dans cette cellule est supérieur a ce qui
serait attendu par rapport a 'expression moyenne du gene dans le jeu de données et en tenant

compte du nombre d‘ARNs exprimés par la cellule.
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Cette méthode, bien que se basant sur la distribution théorique des génes dans les cellules,
comporte quelques défauts. Afin d’éviter certains problémes pouvant surgir lors de I'analyse de

jeux de données présentant une distribution peu conventionnelle, il faut avoir a I'esprit que :

- Lamodélisation de I'expression des genes par une loi binomiale négative suppose que la
proportion des cellules dans lesquelles un géne est différentiellement exprimé n’est pas
trop importante. L’étape de régularisation relaxe cependant cette hypothése en autorisant
qu'une partie des genes ne suivent pas la distribution théorique (Hafemeister & Satija,

2019).

- Le passage d’'une matrice creuse a une matrice dense augmente considérablement la taille
des données, et les temps de calculs (A. Lun, 2020) (c’est pour cette raison que seule

I'expression des genes les plus variables est calculée par défaut).
- L’estimation pour les génes faiblement exprimés est surdispersée (Lause et al., 2021)

- Lesvaleurs normalisées ne sont pas aussi interprétables que les données ayant subis une
transformation logarithmique et ne donnent pas de bons résultats pour l'analyse des

génes différentiellement exprimés (Crowell et al., 2020).

Malgré ces défauts, sctransform semble mieux performer que ses concurrents (Germain et al.,
2020) pour une grande partie des analyses, notamment le clustering et la réduction de la
dimensionnalité. Pour pallier certains des défauts évoqués plus haut, et en s’appuyant sur les
résultats d'une étude en 2021 (Lause et al.,, 2021), une amélioration de I'algorithme a été publiée
par les auteurs en 2022 (Choudhary & Satija, 2022). Cette nouvelle version améliore I'estimation
des modeles, exclut de la régularisation les genes présentant une faible expression ou ayant une
variance trop faible ; et empéche les génes trés peu exprimés d’atteindre de grandes valeurs.
D’apres les résultats montrés par les auteurs, ces améliorations semblent donner de meilleurs

résultats pour I'analyse des genes différentiellement exprimés.

Réduction de la dimensionnalité

Une autre étape cruciale dans l'analyse des données de scRNAseq est la réduction de la
dimensionnalité. Son but est de représenter les données dans un espace en plus petite dimension,
tout en essayant de garder les informations dont nous avons besoin pour la suite des analyses. Par
défaut, la dimension des données de scRNAseq est le nombre de génes dans le génome de
I'individu étudié. La sélection des genes les plus variables évoquée plus haut est une forme de

réduction de la dimensionnalité. Nous évoquerons ici deux types de réduction de la
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dimensionnalité : celles visant a réduire la taille des données pour les analyses futures et celles

utilisées pour la visualisation des données.

Réduction de la taille des données

L’hypotheése sous-jacente a I'utilisation d’un algorithme de réduction de la dimensionnalité pour
réduire la taille des données est que l'information biologique contenue dans les données initiales
peut étre représentée sans réelles pertes dans un espace de dimension bien inférieure aux 30000
dimensions de départ. Dans le cadre des données de scRNAseq, cette hypothése semble pour
I'instant étre totalement justifiée. L’algorithme le plus utilisé pour la réduction des données en
scRNAseq est I'analyse en composantes principales (Hotelling, 1933) (abrégée par PCA pour
Principal Component Analysis). La PCA consiste a réaliser un changement de repere orthonormé
de maniére a ce que la variance expliquée par chaque dimension soit maximale. Ainsi, la premiere
dimension de la PCA sera celle qui comportera la plus grande variance possible étant donné le jeu
de données ; la deuxiéme composante sera celle comportant la plus grande variance si I'on exclue
la premiére composante du jeu de données; idem pour la troisiéme si I'on exclut les deux
premieres, etc. Le procédé mathématique permettant de calculer ces composantes consiste a
prendre le changement de repere qui permet de diagonaliser la matrice de covariance du jeu de
données. Ensuite, on peut ne garder que les premiéres dimensions de la PCA qui vont représenter
la majorité de la variance du jeu de données et supprimer les autres que 'on assimile a du bruit
ou a des effets négligeables. Il est a noter que les dimensions de la PCA ne représentent pas des

génes en particulier mais des combinaisons de génes.

Il existe encore un débat dans la communauté concernant la pertinence d’'une étape de réduction
des données (scaling en anglais) avant I'application de la PCA. La réduction des données consiste
a retrancher a chaque géne sa valeur moyenne puis a le diviser par sa variance. On obtient ainsi
une valeur moyenne nulle et une variance équivalente sur l'ensemble des genes analysés.
L’utilisation de données réduites revient donc a donner une importance égale a tous les génes
dans la PCA, alors qu’utiliser des valeurs non réduites donne plus de poids aux génes présentant
une variance plus forte. Certains considérent que cette étape retire une partie du signal biologique
pour la suite de I'analyse et ne devrait donc pas étre appliquée (A. Lun, 2019b). Une étude
comparative a cependant montré qu’elle semble avoir une influence positive sur I'efficacité du
clustering dans la majorité des cas (Germain et al., 2020). Il est a noter que les données en sortie
de sctransform sont des valeurs réduites par construction (Hafemeister & Satija, 2019) et que

l'utilisateur est donc forcé d’utiliser des données sous forme réduite pour la PCA.

Parmi les autres méthodes classiques de 'analyse de données qui sont utilisées pour la réduction
de dimension du scRNAseq, on peut citer I'analyse en composantes indépendantes (Hyvarinen,

1999) (ICA pour independent component analysis) qui cherche a décomposer les données selon
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des dimensions indépendantes sur le plan statistique et dont chacune serait porteuse d’'un signal
biologique différent, et la factorisation en matrices non-négatives (Lee & Seung, 1999; Paatero et
al,, 1991) (NNMF pour non-negative matrix factorization). L'ICA est parfois utilisée car elle peut
permettre de s’affranchir aisément de certains effets de lots (Nazarov et al,, 2019). La NNMF a
I'avantage de regrouper naturellement les genes de maniére aisément interprétables et une

variante de cette derniere est notamment utilisée par I'algorithme PopAlign (S. Chen et al., 2020).

D’autres méthodes ont été développées spécifiquement pour réduire les données de scRNAseq.
Parmi celles-ci, on peut citer GLM-PCA (Generalized Linear Model Principal Component Analysis).
La projection opérée par la PCA peut-étre caractérisée comme la maximisation d’'une fonction de
vraisemblance d’'un modele Gaussien. GLM-PCA réalise la méme opération en utilisant un modele
basé sur une loi binomiale négative ou une loi de Poisson (la seconde version est préférée pour
des raisons de stabilité). Comme la projection prend en compte la distribution statistique sous-
jacente aux données de scRNAseq, I'étape de normalisation n’est pas nécessaire. Il existe certaines
similitudes entre GLM-PCA et la normalisation sctransform puisque le modele sous-jacent a
sctransform est équivalent a une approximation au premier ordre de la GLM-PCA (Lause et al,,

2021).

Visualisation des données

La réduction de la dimensionnalité peut également servir a obtenir une représentation en deux
ou trois dimensions a des fins de visualisation. Ces derniéeres sont particuliéerement utiles afin de
sereprésenter le jeu de données et d’observer 'expression individuelles de génes. Les algorithmes

de visualisation les plus utilisés sont les algorithmes t-SNE et UMAP.

L’algorithme t-SNE (van der Maaten & Hinton, 2008) (¢t-distributed Stochastic Neighbor
Embedding) est une technique visant a conserver les notions de voisinage entre les points. Le

fonctionnement est le suivant (on suppose ici que I'on veuille projeter en deux dimensions) :

- Les distances entre les points dans le jeu de données initiales est converti en une

distribution de probabilité gaussienne qui modélise la similarité entre les points
- Les cellules sont réparties en deux dimensions de maniere aléatoire.

- On convertit les distances de l'espace en deux dimensions en une distribution de
probabilité suivant la loi de Student avec un degré de liberté (la distribution gaussienne
n'est pas utilisée ici car utiliser une distribution avec une queue plus lourde est plus

adéquate afin de mieux ségréger les populations).

- On modifie la position des points dans I’espace en deux dimensions en faisant converger

les distributions de probabilité. Pour cela, on réalise une descente de gradient
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stochastique qui vise a minimiser la divergence de Kullback-Leibler entre les deux

distributions.

On obtient ainsi une carte en deux dimensions ou les points proches dans le jeu de données initial
sont également proches sur la carte et réciproquement. Néanmoins, du fait de l'utilisation de la
divergence de Kullback-Leibler, les moyennes et grandes distances ne sont pas conservées. Le t-
SNE a été rapidement adopté car il donne une représentation en deux dimensions ou les différents

types cellulaires sont généralement bien ségrégés.

L’algorithme UMAP (Mclnnes et al., 2018) (Uniform Manifold Approximation and Projection) utilise

une approche similaire :

- On établit un graphe orienté des plus proches voisins dans le jeu de données d’origine ou

chaque aréte posséde un poids similaire a la probabilité gaussienne utilisée pour le t-SNE

- Lareprésentation en deux ou trois dimensions est initialisée avec le Laplacian Eigenmap
(Belkin & Niyogi, 2003) (traduisible par espace propre du laplacien) et I'on calcule un

graphe des plus proches voisins de maniére similaire a I'étape précédente.

- Chaque point de la représentation en deux ou trois dimensions est ensuite ajusté par
descente de gradient visant a maximiser l'entropie croisée entre les arétes des deux

graphes.

Les deux algorithmes peuvent sembler trés similaires, mais certaines différences, en apparence
subtiles, ont une influence considérable sur le résultat final. Le recours a I'’entropie croisée au lieu
de la divergence de Kullback-Liebler améliore grandement la préservation des moyennes et
grandes distances et l'initialisation non aléatoire améliore la convergence de I'algorithme. Un
aspect intéressant de ces améliorations est qu’elles s’appuient sur des fondements théoriques
basés sur la théorie de la variété et la topologie, qui sont détaillés dans le papier princeps (McInnes

etal, 2018).

L’algorithme UMAP s’est rapidement démocratisé en raison de ses meilleurs résultats sur la
conservation des distances, sa capacité a mieux récapituler les trajectoires de différenciation (la
ou le t-SNE peut avoir un effet patchwork) et sa vitesse d’exécution (Becht et al., 2019). Cependant,
il semblerait qu'une partie de ses différences puisse étre compensée en changeant le paramétrage
de l'algorithme t-SNE en modifiant l'initialisation de la représentation en deux dmensions pour
les premiéres dimensions de la PCA (Kobak & Linderman, 2021) et en augmentant la perplexité
(Kobak & Berens, 2019). En effet, la perplexité définit I'étalement de la distribution gaussienne
utilisée par I'algorithme t-SNE. Augmenter la perplexité donne donc un poids plus important aux

distances entre points plus éloignés et permet donc une meilleure estimation des distances.

42



Néanmoins, 'augmentation de la perplexité rallonge les temps de calculs (Oskolkov, 2019) et peut
ralentir fortement la convergence, ce qui donne une représentation similaire aux dimensions de

la PCA utilisées pour l'initialisation dans des cas extrémes (Oskolkov, 2020a, 2020b).

L’utilisation de la PCA, suivie d’'une étape non linéaire telle que le t-SNE ou 'UMAP est parfois
critiquée car la préservation des voisinages (Cooley et al., 2019) et des distances (Chari et al,
2021) serait beaucoup moins bonne que ce que les utilisateurs de ces algorithmes peuvent penser
et ne représenterait pas assez fidelement les données d’origine. Malheureusement, il n’existe pas
encore d’alternative corrigeant ces défauts et qui soit adaptée pour de I'analyse exploratoire. Il
convient cependant de rester vigilant sur les limites des algorithmes utilisés et sur I'interprétation
qui pourrait en découler. Les représentations en faible dimensions ne sont que des
approximations du jeu de données étudié et ne représentent majoritairement que des distances
déformées. Elles sont un outil précieux pour I'analyse de données de scRNAseq ; mais, comme tout

outil, I'utilisateur se doit de I'utiliser en ayant conscience de ses limitations.

Clustering et labellisation des cellules

L’étape suivante dans 'analyse des données consiste souvent en l'identification des populations
présentes. Deux approches complémentaires sont généralement utilisées : le partitionnement des
données (connu également sous le nom de clustering) et l'annotation automatique. Le
partitionnement des données vise a regrouper ensemble les cellules exhibant un profil similaire
qui vont ensuite étre annotées manuellement, alors que I’annotation automatique vise a comparer

notre jeu de données avec des bases de référence pour connaitre I'identité des cellules.

Clustering

Les premieres approches de clustering utilisées pour le traitement de données de scRNAseq se
sontservies de la méthode de partitionnement en k-moyennes (ou k-means) (Buettner etal., 2015;
T. Kim et al, 2019; Kiselev et al., 2017). Cette approche classique (Macqueen, 1965) vise a
regrouper les cellules en un nombre prédéterminé k de clusters. Pour ce faire, k cellules, qui seront
dénommeées centroides, sont tirés au hasard dans le jeu de données et un numéro de cluster est
attribué a chacun de ces centroides. Ensuite, chaque cellule est attribuée au cluster du centroide
le plus proche. Une fois les clusters constitués, on réitere l'algorithme en choisissant pour
centroide la valeur moyenne de chaque cluster. Cette opération est répétée jusqu’a ce que
I'algorithme converge, c’est-a-dire jusqu’a ce que la position des centroides ne varie plus d’'une
itération a l'autre. Les clusters finaux conservés sont ceux obtenus lors de la derniere itération de

I'algorithme.
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La seconde approche développée est celle des détections de communauté. Ces dernieres se basent
sur le graphe des plus proches voisins. Plutét que de chercher a grouper les cellules ensembles en
se basant sur leur niveau d’expression, ces algorithmes utilisent les relations de voisinage entre
cellules. Un avantage considérable de ces algorithmes est leur vitesse d’exécution car ils n'utilisent
que le graphe des plus proches voisins qui est de taille bien plus réduite que le jeu de données
utilisé pour un algorithme comme le k-means (Luecken & Theis, 2019). Le package Scran utilise
I'algorithme walktrap (Pons & Latapy, 2005) qui se base sur des marches aléatoires afin de
détecter les communautés. Le package Seurat, lui, utilise la méthode de Louvain (Blondel et al.,
2008) qui cherche a optimiser la modularité des communautés formées. La modularité mesure la
densité d’arétes comprise a l'intérieur des communautés par rapport aux nombres d’arétes
partagés entre deux communautés. Ainsi, une modularité élevée correspond a des communautés

dont les cellules sont trés connectées entre elles sur le graphe des plus proches voisins.

Les études comparatives publiées en 2018 (Duo et al,, 2018; Freytag et al., 2018) ont montré que
la méthode de Louvain était la méthode de clustering la plus efficace pour les jeux de données de
scRNAseq. Cette méthode est désormais la méthode de clustering par défaut de plusieurs
packages, dont Seurat et Scanpy. Une amélioration de la méthode de Louvain, nommée la méthode
de Leyde (Traag et al., 2019), a également été implémentée. Néanmoins, les implémentations de
cette derniere étant plus demandeuse en capacité de calcul, elle ne peut étre utilisée pour les

grands jeux de données.

Annotation manuelle des identités cellulaires

Une fois les cellules clustérisées, la labellisation des identités se fait en utilisant les genes
différentiellement exprimés entre les clusters. Dans le cas de l'identification de marqueurs, des
tests statistiques simples tels que le t-test, le test des rangs signés de Wilcoxon ou le TF-IDF
(Young, 2020) sont généralement utilisés pour identifier les genes surexprimés dans chaque
cluster. Les génes les plus significatifs peuvent ensuite étre comparés a diverses bases de données.
Les tests comparatifs (Soneson & Robinson, 2018; Vieth et al., 2019) réalisés semblent indiquer
que l'algorithme le plus performant est limma-trend (Law et al., 2014), un algorithme initialement

développé pour le RNAseq.

Stratégies d’annotation automatique

L’annotation automatique se base sur 'assignation d’identités cellulaires a chacune des cellules
du jeu de données. Le fonctionnement de ces algorithmes se base sur la comparaison des cellules
a annoter avec une base de données et assigne a chaque cellule I'identité correspondant au type

cellulaire le plus proche disponible dans la base de données.
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Un des premiers algorithmes ayant été créé dans ce but, SingleR (Aran et al., 2019), utilise les
coefficients de corrélation de Spearman de l'expression des genes variables entre le jeu de
données de référence et les cellules a annoter. Bien que le package possede plusieurs bases de
données de référence, il est possible pour l'utilisateur de définir de nouvelles bases de données a
partir de ses propres données. Une approche similaire a été déployée en 2020 par le laboratoire
de Guoji Guo sur un atlas cellulaire humain de plus de 700 000 cellules couvrant des organes
feetaux et adultes (Han et al., 2020), fournissant ainsi une des bases de données les plus complétes

existant a ce jour pour 'Homme.

D’autres approches algorithmiques pour réaliser les comparaisons ont ensuite été développées,
notamment en utilisant des réseaux neuronaux (Ma & Pellegrini, 2019), des modeles linéaires
généralisés (Pliner et al., 2019) ou encore 'apprentissage par transfert (Lotfollahi et al., 2022).
Une initiative récente, dénommée Azimuth (Hao et al., 2021), portée par le laboratoire de Rahul
Satija et un projet d’atlas biomoléculaire des instituts américains de la santé (HuBMAP), produit
des atlas de différents organes humains et murins qu'’il est possible d’utiliser pour annoter ses
données en utilisant un algorithme se basant sur l'analyse en composantes principales

supervisées (Barshan et al., 2011).

Une limitation importante de ces stratégies repose sur la base de données utilisée pour construire
les types cellulaires de référence. Il n’est en effet possible que de détecter les types cellulaires
présents dans la base de données de référence. De plus, dans le cas ot le type cellulaire de la cellule
observé n’est pas présent dans le jeu de données de référence, ces algorithmes peuvent amener a
de mauvaises annotations. Il incombe donc a I'utilisateur d’étre vigilant sur les bases de données
utilisées et, a fortiori, sur les scores de confiance attribués aux identités afin de détecter
d’éventuelles mauvaises attributions. Enfin, il est généralement recommandé de vérifier

manuellement 'expression de génes marqueurs présents dans la bibliographie.

Intégration de multiples jeux de données

Un grand défi du traitement des jeux de données de scRNAseq est I'analyse simultanée de
plusieurs jeux de données. La grande sensibilité de cette technique aux protocoles d’obtention des
jeux de données ou aux conditions expérimentales entraine souvent des variations importantes
qualifiées d’effets de lots (batch-effect en anglais). Afin de pouvoir comparer les données
provenant de plusieurs échantillons, plusieurs techniques dites d’intégration ont été mises au
point. L'idée sous-jacente a ces dernieres est d’appliquer une réduction de la dimensionnalité afin

d’obtenir un espace latent dans lequel les effets de lots ne sont pas présents tout en gardant le
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signal biologique que I'on souhaite étudier. Un grand nombre de méthodes différentes ont été
développées, certaines s’appliquant directement sur les matrices de données brutes, d’autres sur
les données apres réduction de la dimensionnalité ou encore sur les graphes des plus proches

voisins.

Une approche pionniere fut proposée par le laboratoire de John Marioni. Elle consiste a trouver
des voisins les plus proches partagés (MNN en anglais pour Mutual Nearest Neighbors) (Haghverdi
et al,, 2018). Pour se faire, on calcule pour chaque cellule ses plus proches voisins parmi les
cellules des autres jeux de données. Si deux cellules sont chacune voisines I'une de 'autre de cette
maniére, elles forment alors des voisins les plus proches partagés. Les différences observées entre
ces cellules sont considérées comme étant purement dues aux effets de lots et sont compensées
afin d’obtenir les données corrigées. Cette méthode a ensuite été adaptée pour étre utilisée sur les
données apres application de la PCA (A. Lun, 2019a), d’'une analyse canonique des corrélations
(Stuart et al,, 2019), ou encore de 'UMAP (Polaniski et al., 2020). D’autres méthodes présentant
des résultats équivalents (Tran et al, 2020) furent également développées en utilisant la
factorisation en matrices non-négatives intégrative (Welch et al, 2019) ou une correction

itérative des données issues de la PCA par clustering (Korsunsky et al., 2019).

L’essor des méthodes basées sur l'apprentissage profond a permis le développement
d’algorithmes plus performants comme scVI (Lopez et al.,, 2018), dont I'efficacité a été mise en
exergue lors d’'une analyse comparative multi-échelle réalisée par le laboratoire de Fabian Theis
(Luecken et al.,, 2022). ScVI, et son extension scANVI (C. Xu et al., 2021), utilisent des réseaux de
neurones afin d’estimer les parametres des modeles d’expression des génes et peuvent ainsi

découpler les signaux biologiques des variations inter-échantillons.

Trajectoires de différenciation

La majeure partie des processus développementaux étant des composés de transitions continues
d’'un état a l'autre, des méthodes ont été développées afin de modéliser les trajectoires de
différenciation et d’étudier I'expression des génes le long de ces derniéres. Inspirées par le succes
de l'algorithme Monocle (Trapnell et al., 2014), les premieres méthodes développées se sont
basées sur l'établissement de trajectoires minimisant les variations transcriptionnelles entre
cellules voisines par le calcul d’arbres couvrants minimaux calculés a partir de diverses méthodes
de réduction de la dimensionnalité. Une comparaison exhaustive des différentes méthodes,
publiée en 2019 (Saelens et al., 2019), a montré qu’il n’existait pas de méthode optimale pour le

calcul des trajectoires puisque les performances des algorithmes dépendent du type de trajectoire
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que 'on cherche a modéliser (différenciation linéaire, branchée comme dans I'hématopoiese, ou
méme cyclique). Deux méthodes semblent néanmoins tirer le plus souvent leur épingle du jeu :
Slingshot (Street et al., 2018) et PAGA (Wolf et al, 2019). Si Slingshot est également basé sur
l'utilisation d’arbres couvrants minimaux, la méthode PAGA a une approche plus originale
puisqu’elle produit un graphe abstrait qui peut étre vu comme un arbre des plus proches voisins
représenté a I'échelle des clusters. Chaque noeud du graphe de PAGA est un cluster du jeu de
données, et ses derniers sont reliés par une aréte si et seulement si une fraction suffisante des

cellules de chaque cluster sont voisines l'une de I'autre dans le graphe des plus proches voisins.

Un des défauts des approches mentionnées ci-dessus consiste en la nécessité pour I'utilisateur de
fournir le point de départ des trajectoires pour orienter les trajectoires et ordonner les cellules,
ce qui nécessite une connaissance préalable du systeme étudié. Une approche permettant de
résoudre ce probleme est'utilisation de la vélocité des ARNs. Cette technique se base sur les ratios
d’ARNs épissés et non-épissés pour savoir si un gene est en train d’étre induit ou réprimé dans les
cellules. Ainsi, il est possible d’estimer la dynamique d’évolution des cellules et de former des
trajectoires orientées sans intervention de l'utilisateur. Initialement publiée en 2018 (la Manno et
al,, 2018), cette méthode a ensuite été améliorée en 2020 (Bergen et al.,, 2020) et a fondé beaucoup
d’espoirs sur son potentiel a fournir des trajectoires fiables pour des systémes ou I'orientation de
ces derniéres n’étaient pas encore connue. Malheureusement, il a depuis été montré que les
modeles mathématiques utilisés pour I'estimation de la vélocité sont mis en défaut dans un certain
nombre de systémes biologiques dont les trajectoires sont connues (Bergen et al,, 2021). C'est
notamment le cas de I'hématopoiese embryonnaire (Barile et al., 2021), au cours de laquelle
certains genes voient leur transcription augmenter brutalement lors de la différenciation

érythroide, ce qui brouille les estimations de trajectoires.

Apport du scRNAseq a la compréhension de la formation des cellules souches

hématopoiétiques

L’essor du scRNAseq a rapidement entrainé son utilisation dans le but de comprendre
I'ontogenese du systeme hématopoiétique. Il a ainsi été possible de réaliser en 2019 un atlas du
développement embryonnaire de la souris de la gastrulation au début de 'organogeneése (Pijuan-
Sala et al,, 2019). En utilisant des embryons chimériques, les auteurs ont ainsi pu étudier le réle
du gene Tall dans le développement de 'hématopoiese murine et sa contribution aux différents

lignages de 'embryon. Malheureusement, de telles approches sont impossibles dans I'embryon
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humain et le faible nombre d’échantillons disponibles limite drastiquement la résolution que nous

avons actuellement sur le déroulé des différentes vagues de 'hématopoiese humaine.

Le premier jeu de données d’aorte embryonnaire a été publié en 2019 et s’est intéressé a
I'apparition des premieres cellules souches hématopoiétiques dans I'embryon (Zeng et al., 2019).
En utilisant des jeux de données provenant d’embryons de CS10 a CS14, les auteurs ont pu
caractériser deux types d’endothéliums hémogéniques : un endothélium hémogénique présentant
un phénotype artériel présent a partir du CS12, et un endothélium hémogénique plus précoce, ne
présentant pas de phénotype artériel, présent au C510 (Figure 7). En 2020, un second article s’est
intéressé aux populations endothéliales et hématopoiétiques de I'aorte foetale au moment de la
transition endothélio-hématopoiétique et a réalisé une analyse scRNAseq de ’AGM d'un embryon
au CS16 (Crosse et al, 2020). IIs ont ainsi pu identifier deux populations endothéliales : une
présentant un profil aortique avec I'expression de géne GJA5 et une présentant un profil veineux
avec 'expression du marqueur APLNR. Les auteurs n’ont pas réussi a identifier le phénotype exact
del’endothélium hémogénique a CS16 a partir de ce jeu de données, méme si les analyses réalisées

avec PAGA semblent indiquer un phénotype veineux.
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RUNX1/CD44/MYB/ANGPT1 Phénotype hémogénique

SPN/PTPRC/HLF/GFI1B Phénotype hématopoiétique

Figure 7 : Conclusions des analyses scRNAseq de I'endothélium hémogénique entre CS10 et CS15 par Zeng et al.

HE : endothélium hémogénique, Endo. : endothélium, HSC : cellule souche hématopoiétique
Adapté de Zeng et al. (Zeng et al., 2019)

Dans le méme temps, deux autres jeux de données apportant un éclairage sur le développement
hématopoiétique humain ont été publiés. Le premier est une analyse d’'un embryon entier a CS7
(Tyser et al., 2021) et le second est une analyse des cellules hématopoiétiques du foie feetal

réalisées entre les semaines 7 et 17 post-conception (Popescu et al.,, 2019). Ces deux jeux de
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données fournissent des points de comparaison essentiels afin de pouvoir comparer I'évolution
transcriptomique des cellules souches hématopoiétiques et des progéniteurs multipotents au
cours du développement. Il est a noter que 'hématopoiése définitive identifiée au CS7 semble
suggérer que I'hématopoiése se développe plus rapidement chez '’humain que chez la souris

relativement au rythme de développement du reste de 'embryon.

Ces jeux de données aortiques et hépatiques ont ensuite été intégrés avec de nouveaux jeux de
données réalisés au CS14-15 dans une étude publiée en 2022 (Calvanese et al., 2022). Cette
derniere a permis de définir une signature de six génes (RUNX1, HOXA9, MLLT3, MECOM, HLF et
SPINK2) qui permet d’identifier les cellules souches hématopoiétiques embryonnaires. De plus,
les auteurs ont pu établir des listes de génes permettant de caractériser le profil transcriptomique
de I'endothélium hémogénique et des cellules souches hématopoiétiques aux différents stades du

développement de 'embryon. Un schéma récapitulatif de leur analyse est présenté en Figure 8.
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Figure 8 : Schéma des étapes principales de la formation et de la maturation des cellules souches
hématopoiétiques au cours du développement de I'embryon

HSC : cellule souche hématopoiétique, HPC : cellule progénitrice hématopoiétique AGM : aorte-gonades-mésonéphros,
Endo. : endothélium, HE : endothélium hémogénique, Pré-HE : endothélium pré-hémogénique
Adapté de Calvanese et al. (Calvanese et al., 2022)
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Résultats

Différenciation de cellules souches pluripotentes induites humaines en

cellules souches hématopoiétiques

Manuscrit soumis pour publication : Generation of transgene-free hematopoietic

stem cells from human induced pluripotent stem cells

Ce manuscrit présente un protocole de différenciation de cellules souches pluripotentes induites
en cellules souches hématopoiétiques sans utilisation de transgenes ou de cocultures avec des
cellules stromales. Congu dans I'optique d’'une mise a I’échelle dans le but d’applications cliniques,
il est composé d’'une unique étape de différenciation en corps embryoides de 17 jours a I'aide de
cytokines et de facteurs de croissances présents tout au long de la culture. Les cellules souches
hématopoiétiques produites par protocole présentent un profil transcriptomique similaire a celui
des cellules souches hématopoiétiques produites dans 'aorte embryonnaire et sont entiérement
fonctionnelles puisqu’elles sont en capacité de réaliser une reconstitution multi-lignage lors de

greffes sériées dans des souris immunodéficientes irradiées.

Ma contribution a ce papier réside essentiellement dans les analyses bioinformatiques ayant
permis de caractériser les cellules produites en culture et les cellules humaines présentes dans les
moelles des souris greffées. ]'ai également réalisé les expériences d'immunohistochimie qui ont
permis d’étudier la distribution spatiale des différents types cellulaires dans les corps

embryoides.
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SUMMARY: 147 words

Hematopoietic stem cells (HSCs) are the rare cells responsible for the lifelong curative
effects of hematopoietic cell transplantation. The demand for clinical-grade HSCs has
increased significantly in recent decades, leading to major difficulties in treating patients. A
promising but not yet achieved goal is the generation of HSCs from pluripotent stem cells.
Here, we have obtained vector- and stroma-free transplantable HSCs by differentiating human
induced pluripotent stem cells (hiPSCs) using an original one-step culture system. After
injection into immunocompromised mice, cells derived from hiPSCs settle in the bone marrow
and form a robust multilineage, hematopoietic population that can be serially transplanted.
Single cell RNA sequencing shows that this repopulating activity is due to a hematopoietic
population that is transcriptionally similar to human embryonic aorta-derived HSCs. Overall,
our results demonstrate the generation of HSCs from hiPSC and will help identify key

regulators of HSC production during human ontogeny.

INTRODUCTION

Despite intensive efforts over the last decades, vector-free, transplantable human
hematopoietic stem cells (HSCs) have not yet been successfully generated. In contrast, many
blood cell types useful for human therapies have been efficiently generated from human
embryonic stem cells (hESCs) or induced pluripotent stem cells (hiPSCs), including erythroid
cells 4 B>%and T cells 719, myeloid cells 11, megakaryocytes 1213, or hematopoietic progenitor
cells 4. In recent years, many studies have aimed to derive from pluripotent stem cells a
population of CD34+CD45+ cells with a phenotype approaching adult HSCs 1>-%°, the cells used
in clinical transplantation. These include reprogramming of adult cells by forced expression of
transcription factors in fibroblasts 2° or endothelial cells ?!. However, these CD34+CD45+
populations showed mainly poor transplantation potential in immunocompromised mice,
undermining therapeutic use. The only reports of successful generation of bona fide HSCs
were obtained by redirecting hiPSC-derived or primary human endothelial cells with
transcription factors 2224, However, the introduction of plasmids encoding oncogenes or the

use of feeder cells precludes the use of these reprogrammed cells for clinical applications.
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Interestingly, transplantable human HSCs can be obtained in teratomas, albeit with
low frequency %>?’. While not directly applicable to human therapy, this demonstrates that
generation of HSCs from human pluripotent stem cells is possible and that cell-cell interactions
play a key role in promoting self-renewal and multilineage repopulation activity 6. Teratomas
recapitulate some aspects of embryonic development. Although this has not been specifically
investigated, the presence of HSCs argues for mechanisms reminiscent of early hematopoietic
development. Indeed, the first transplantable HSCs arise from a specialized population of
endothelial cells, hemogenic endothelial cells, formed early during embryonic development in
the aorta-gonad-mesonephros (AGM) region 282°, through an endothelial-hematopoietic
transition (EHT) 303!, Some of these steps are likely recapitulated in embryoid body (EB)
cultures that mimic events during hematopoietic development. In particular, the formation of

the hemogenic endothelium and budding of hematopoietic cells are well documented 3234,

Here, we describe a vector-free and stroma-free system for generating from hiPSCs human
HSCs capable of robust, long-term multipotent reconstitution and self-renewal in vivo. This
protocol uses EB formation to generate a cell population resembling nascent HSCs found in
the human embryonic AGM. Overall, our results demonstrate that the generation of feeder-
and vector-free human HSCs is now feasible and is achieved by producing cells that more

closely resemble the original HSCs that emerge during ontogeny.
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RESULTS
Establishment of the culture conditions

The optimal culture conditions to generate HSCs were established using a Design of
Experiment approach (DOE). DOE is a statistical method for improving process performance
by determining the optimal combination of input factors to optimize the output parameters,
using the concept of desirability 3. We first performed a literature review on in vitro HSC
differentiation, amplification and maintenance (Figure 1, Table S1). Based on this, we selected
an ensemble of 10 cytokines and growth factors that have been reported to be important at
different stages of mesoderm and hematopoietic specification 36! that we applied to two
different hiPSC lines, FD136-25 and IMR90-16. These cytokines and growth factors are (i) bone
morphogenetic protein 4 (BMP-4), vascular endothelial growth factor (VEGF), and insulin-like
growth factor-1 (IGF-1) for mesoderm commitment and (ii) FMS-like tyrosine kinase ligand
(FLT3-L), stem cell factor (SCF), interleukin-1 (IL1), interleukin-3 (IL3), interleukin-6 (IL6),
granulocyte colony-stimulating factor (G-CSF), and thrombopoietin (TPO) for hematopoietic
commitment. The time frame of the protocol was set to 17 days (D17), a growth time used in
Lengerke and colleagues #°. In this case, we defined a concentration range for each of the
cytokines as an input variable (Table S1). As output variables, we chose cell amplification, the
frequency of long-term culture-initiating cells (LTC-ICs) and the expression of several
important surface markers associated with populations amenable to long-term
transplantation, i.e., CD34, CD38, CD71, CD109, HLA-DR, CD90, CD33, CD13, CD117 (Table S2).
The software defined sixteen different combinations (Table S1), which were tested by
measuring baseline variables (Table S3). These results were then subjected to regression
analysis, and the response was plotted. The predictive model generated by the algorithm
identified three efficient combinations of cytokines. These three combinations were then used
to differentiate two hiPSC lines for a culture period of 17 days. Each of them triggered cell
proliferation, low hematopoietic (CD34*CD45* and/or CD117*CD90*) commitment, LTC-IC
formation and graft in NOD-SCID primary recipients (Figure 1 and Table S4). Flow cytometric
analysis of cell populations grown under the three conditions was performed using a panel of
endothelial and hematopoietic-specific markers (Table S5). From this analysis, we found that
Combination A showed the best ratio of immature (CD34*, CD43*, and CD117*) to mature

hematopoietic markers (CD45*); it also had the highest rate of human CD45+ cells in NOD
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/SCID-LtSz-scid/scid (NOD /SCID) mice. Therefore, combination A was selected for further use
(Figure 1). While in standard protocols for hiPSC differentiation CD34*CD45* hematopoietic
cells appeared to burst from embryoid bodies (EBs) at D10 to D14 8224042 EBs in combination
A remained compact and spherical at D17 without bursting, indicating a delay in
differentiation (Figure 2A). These culture conditions were reproducibly applied with success
to four additional individual hiPSC lines obtained with different reprogramming protocols
(Figure 2A; Table S6, Material and Methods), demonstrating the robustness of the method.
The results describing the individual capacities of the five hiPSC lines to graft in NSG mice are

displayed in Figure S1A.

Long-term, multilineage repopulating activity and phenotypic analysis of the hematopoietic

populations.

The hematopoietic repopulation potential of D17 EB cells was tested by transplanting
retro-orbitally 4.10° dissociated cells for 20 weeks into sub lethally irradiated (2.4-3.5 Gy) 8-
week-old NOD.Cg-Prkdcscd|12rg™Wil/Sz)  (NSG) mice (Figure 2A). The efficiency of
reconstitution was systematically compared with CD34* cord blood (CB) cells. The presence of
human hematopoietic cells in the mouse bone marrow (BM) was monitored using flow
cytometry, functional hematopoietic assays (T-cell activation and hemoglobin switch),
cytological assays, RT-qPCR, and single-cell RNA sequencing (scRNA-Seq) approaches (Table
S6). Primary NSG recipients (Figure 2C) transplanted with D17 cells derived from one of the

five hiPSC lines (Figure S1A and Table S6) showed human hematopoietic cell reconstitution
(59/60), quantified by surface expression of human (h) CD45 (Figure 2B, C), hCD34, hCD43

in the mouse BMs. The hiPSC lines tested showed an overall similar reconstitution efficiency
with 13.3 + 1.5% hCD45*, 7.2 + 1.0% CD43+, and 4.1 + 0.6% CD34+ cells in total mouse BM
mononucleated cells. This is more than 130-fold the threshold of 0.1% of hCD45* that is usually
considered positive for human hematopoietic transplantation in NSG mice #3. To test the
robustness of the protocol, Pci-CAU hiPSCS were differentiated by an independent laboratory
(Atlantic Bio GMP Platform, Nantes; France), inoculated into irradiated NSG mice, and
observed over an extended period of time (Figure S1B-C). These cells showed robust
engraftment and multilineage differentiation, similar to the cells produced in the original

laboratory (Figure S1D). Overall, these numbers were comparable to those of CD34+ CB cells
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transplanted under identical conditions (Figure S1E), confirming the ability of our cells to

repopulate the BM and the reproducibility of the protocol.

The mouse BMs harbor robust human myeloid, B- and T-lymphoid cells (hCD33",
hCD19* and hCD3*) and hCD235a* erythroid progenitors/precursors 20 weeks after
transplantation (Figure 2D and S2A) %44, Figure S2B-F shows a representative cytometric
analysis of BMs isolated from NSG primary recipients injected with saline or transplanted with
D17 EB cells or CD34* CB cells. The D17 EB cells (Figure S2C-D) show a similar multilineage
pattern as the CD34* CB cells (Figure S2E, F, G). Peripheralization of the transplanted cells was
confirmed by the presence of hCD45+ cells in the blood, which showed a multilineage pattern
(Figure S3A, B) which resembled the one observed in the peripheral blood of CD34* CB
transplanted recipients (Figure S3C). In the thymus, hCD3* cells showed TCRaf expression
greater than 60% and TCRyb expression less than 30% (Figure S3D), a pattern consistent with
CD34* CB cells (Figure S3E) and indicative of the presence of mature T cells 4’. Similarly, hCD45*
cells in the spleen were characterized by T cell expression of hTCRR and B lymphopoiesis by

expression of hCD19 (Figure S3F), consistent with CD34+ CB grafts (Figure S3G).

In order to get an unbiased view of the human cells present in the mice BM after the
graft, we performed 10X Genomics scRNA-Seq on the BM of two representative primary mice
20 weeks after transplantation. As shown in Figure 2E and S4A-D, the mouse BM contains
human erythroid, B, T, plasmacytoid dendritic, monocytic, and MAST cells that were present
in both recipients (the strategy to distinguish human from mouse cells is extensively described
in the material and method section). Comparison with FACS analysis showed that the
proportion of the different cell types was consistent between the two individuals using both
techniques (Figures 2F, G and S4B-G). Human erythroid cells expressed fetal and adult

hemoglobin subunits, indicating mature erythropoiesis (Figure S4H).

To substantiate the functionality of the transplanted cells, we performed a human-
selective clonogenic assay using BM cells isolated from primary recipients. We obtained an
overall frequency of 17.5 + 4.3 colonies from a total of 10* BM cells (Figure 3A), which were
divided into CFU-GEMM, BFU-E, and CFU-GM colonies (Figure 3B). Cytological analysis of
colonies revealed the presence of mature macrophages (Figure 3C1), histiomonocytes (Figure

3C2), and erythroblasts (Figure 3C3). We also analyzed the ability of human erythroid
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progenitor cells isolated from mouse BM to undergo hemoglobin switching in vivo (n=3, 30
recipients). RT-qPCR analysis of total BM cells and erythroid colonies in vitro revealed high
levels of human B- (39.51+4.95% and 28.91+2.43%, respectively) and y- (57.49+3.95% and
68.704£5.55%, respectively) globin gene expression, whereas e-globin was dramatically
reduced to 3.0+1.2% and 2.39+1.59% of total globin content, respectively (Figure 3D),
consistent with the scRNA-seq analysis (Figure S4H). This is a hallmark of definitive
erythropoiesis in the primary recipients and comparable to the globin contents obtained
during erythroid differentiation of CD34+ CB cells (Figure 3D) except for a small amount of
epsilon globin, which is present in colonies derived from BM cells. In addition, we analyzed
the globin content of several BFU-E from primary recipients (n=3, 15 recipients) and found

different patterns of B-, y-, and €-globins from clone to clone (Figure S5).

Regarding the T lineage, peripheral blood hCD3+ cells displayed high TCRap levels
(Figure 3E) and low TCRy® levels, similar to thymic hCD3+ cells (Figure S4B), indicating normal
T lymphopoiesis. To test the ex vivo expansion potential of thymic hCD3 T cells, cells were
stimulated by hCD3 and hCD28, and CFSE-labeled (n=3, 30 recipients). Cell numbers increased
over the course of 5 days (Figure 3F) thereby demonstrating T cells functionality. B and T cells
were also confirmed by g-PCR of CD19 (B lymphocyte surface antigen B4) and TCF7
(transcription factor 7), respectively, in BM, thymus, and spleen (Figure S6A). A hematopoietic
progenitor cell assay revealed the presence of granulocytes and erythroblasts (Figure S6B). A
TagMan® Array Human Hematopoiesis RT-gPCR disclosed the presence of the canonical blood
cell markers in the CD45+ hematopoietic fraction (Figure S6C and Table S4). To estimate the
number of functionally engrafting human HSCs, we performed a limiting dilution assay in
primary NSG recipients and estimated that 1 D17 cell out of 15700 is a fully SCID-repopulating
cell (Figure 3G, Table S7-S8).

To confirm the presence of human self-renewing HSCs, secondary transplants (n=40,
Table 6) were performed (Figure 2A). For each primary recipient, one secondary recipient was
engrafted with half of the flushed BM. Twenty weeks after transplantation, hCD45+ cells
accounted for 12.2+0.8% of mononucleated BM cells, 8.1+0.6% of CD43+, and 4.8+0.6% of
CD34+ cells, indicating a sustained reconstitution capacity (Figure 2H). In 40 of 40 secondary
mice receiving BM cells (Figure S7A, S8A-D), hematopoietic reconstitution was comparable to

the pattern obtained with secondary CD34+ CB cell transplantation (Figure 21, S7B, S8E-F). The
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cloning efficiency of the human colony-forming cells was 5.5+3.1% in 10* total mouse BM cells,
indicating a robust and long-lasting self-renewal potential (Figure 3A, right). The cells
generated human erythroid progenitors that had high levels of B- (36.61+5.86%) and y-globin
(61.39 + 4.86%), whereas e-globin was drastically reduced to 2.1+1.1% of total globin (Figure

3D), as analyzed by RT-gPCR, a hallmark of definitive erythropoiesis.

A successful three-round serial-transplant assay was performed in NOD-SCID mice. All
three tertiary-recipient mice exhibited multilineage engraftment at 12 weeks (Figure S9 and
Table 6). This proves that D17-EB-derived human HSCs display robust multilineage and self-

renewal potential in vivo.

Functional, molecular and phenotypic identification of the EB cells.

To gain further insight into our differentiation protocol, we transcriptionally profiled
EBs at 4 different time points, ie, D13, D15, D17, and D19 of culture, using 10X Genomics
scRNA-Seq (n=2 biological replicates per time point for a total of 26027 cells). UMAP
visualization of the merged datasets identified of 27 different cell types distributed among
three main UMAP branches corresponding to the three germ layers, i.e., the ectoderm,
mesoderm, and endoderm, and a fourth branch containing cells of the trophoblast lineage
(Figure 4A and Figure S10). To better characterize the events leading to HSC development, we
focused on the endothelial and hematopoietic cell clusters (Figure 4A, top left). As a first
approach, we compared this cell subset with a published scRNA-Seq dataset from the human
aorta gonad mesonephros region at Carnegie stage (CS) 16, at the time of HSC development
48 (Figure 4B). Strikingly, both data sets show two types of vascular endothelial cells, an
arterial-like CD34*, CDH5*, HEY2*, and GJA5* cluster and a venous-like CD34*, CDH5*, NR2F2*,
and APLNR* cluster (Figure 4C, D), suggesting that EB culture produces similar populations to

the one present in human embryo aorta, when HSCs arise from the hemogenic endothelium.

To further explore this hypothesis, we examined the pattern of expression of MYB and
RUNX1 by RT-gPCR and compared it with the profile obtained by scRNA-Seq (Figure 5A) from
day 13 to 17. An increase in their expression after day 15 was observed by both methods. Flow
cytometric analysis of several endothelial markers (CD34, CDH5) showed a decrease in
endothelial cells after day 13 and the gradual appearance of the PTPRC* population between

D15 and 17 (Figure 5B). We also studied the endothelial and hematopoietic capacity of EB cells
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at D15, 16, and 17 by specific assays in vitro (Figure S11). D15 EB cells showed strong
endothelial potential, as evidenced by the formation of pseudo microtubules (Figure S11A) 4°,
but lacked hematopoietic capacity, as they were unable to form clonogenic colonies and had
a very low frequency of LTC-ICs (Figure S11B-D). In contrast, D17 cells lost their endothelial
potential but increased their higher hematopoietic potential (Figure S11A-D). This data
suggest D17-EB derived cells have the highest HSC potential, corresponding to the onset of
hematopoiesis. Immunostaining of sections of D17 EBs showed that endothelial CDH5*CD31*
cells and NG2* pericytes are distributed throughout the periphery of the EBs and are absent
in the center (Figure 5D, E, F, G). The interior of this endothelium-rich outer region is bordered
by a ring of SMA* cells (Figure 5G). Interestingly, clusters of RUNX1* endothelial cells and
hematopoietic cells were also identified (Figure 5F). This suggests that the periphery of EB
contains a dense vascular network in which there is likely a transition from endothelial cells

to hematopoietic cells, confirming the scRNA-Seq results.

Finally, we decided to identify the subpopulation of HSCs produced. We projected the
recently published six-gene signature and HSC score >°, which distinguishes human embryonic
HSCs from hematopoietic progenitor cells, onto the scRNA-Seq hematopoietic clusters (Figure
4F). We identified several RUNX1* HOXA9* MLLT3* MECOM* HLF* SPINK2* cells clustered into
a candidate HSC subpopulation (Figure 4E). Refined comparisons with additional markers of
human HSC ontogeny suggest that these candidate HSCs exhibit an intermediate phenotype
between CS10 early AGM HSCs °! and CS14-15 HSCs >°, with some rather early markers such
as LIN28, GAD1, and FGF23 maintained alongside more mature markers such as HOXA9,
PTPRC, and STAT5A (Table S8). Overall, EBs appear to recapitulate AGM formation and give

rise to HSCs with an early to intermediate AGM phenotype.
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DISCUSSION

We successfully produced HSCs capable of long-term transplantation and self-renewal
from hiPSCs using a novel combination of cytokines and growth factors, defined by DOE. This
was achieved by a one-step, GMP-compliant procedure without the use of reprogramming

vectors.

We used DOE to finely tune a combination of cytokines and growth factor
concentrations that enabled the formation of HSCs. The protocol is extremely robust, as HSCs
with similar reconstitution potential, even approaching the reconstitution potential of CD34+
CB cells, could be produced from five different hiPSC lines, regardless of the method by which
they were reprogrammed. A scaling-up of the protocol was successfully assessed since GMP-
compliant batches of D17 cells have now been produced with equal efficiency in an advanced
therapy medicinal product platform (Atlantic Bio GMP Platform, Nantes; France). In
conclusion, both the robustness and the reproducibility of this protocol meet clinical purpose

requirements.

According to scRNA-Seq analysis, we generate about 4.6% hematopoietic cells at day
17 and around 1 in 10 000 EB cells carries the six-gene signature of embryonic HSCs °°. This is
fully consistent with our limiting dilution experiments showing that 1 in 15 700 EB cells is an
HSC. This highly efficient engraftment can be compared with experiments performed on
human AGM HSCs °2. The latter showed that although each AGM contains only 1 or 2 HSCs,
these cells exhibit a high repopulation capacity. Similarly, our HSCs show a very robust
reconstitution potential in multiple recipients with the full spectrum of hematopoietic
lineages in BM, circulating blood, thymus, and spleen. In addition, no signs of leukemia or

teratomas were observed in any of the transplanted mice.

The main issue with de novo generation of HSCs is clonal reconstitution and the
presence of multipotent progenitor cells instead of true HSCs. The latter is of particular
concern because NSG mice, which are known to exhibit a B lymphoid bias >3°. Our primary
D17 recipients show variable grafting patterns, both in terms of hCD45 expression and
composition of the different hematopoietic cell lineages, and the secondary recipients show
grafting patterns different than their primary counterparts. This argues against clonal

reconstitution. In addition, individual BFU-E from hematopoietic colony-forming cell assays
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performed within a single transplanted mice BM showed different ratios of B-, y-, and -
globins. This suggests that erythropoiesis is maintained by multiple progenitor cells, which in

turn implies that the graft is not maintained by a clonal mechanism.

ScRNA-Seq analysis of the D17 EBS reveals 2 major endothelial clusters: an arterial-like
GJAS5* cluster and a venous-like APLNR* cluster. These profiles are essentially the same as

8 Interestingly, Calvanese and

those previously described for the human CS16 embryo
colleagues °° describe the hemogenic endothelium as GJA5+ in the aorta of the human CS14
embryo. In contrast, some cells of our APLNR+ endothelial cluster colocalize with the
hematopoietic cells on the UMAP, suggesting that the HSCs obtained by our protocol are likely
derived from the APLNR+ hemogenic endothelium. These results are consistent with other
findings describing a possible switch in the identity of the hemogenic endothelium during
development from a venous to an arterial phenotype between CS10 and CS13 >'. Since EB-
derived HSCs identified thanks to the six-gene embryonic HSC signature °° exhibit an
intermediate phenotype between CS10 and CS14, it seems highly plausible that the
hemogenic endothelium from which they arise also display an earlier phenotype than CS14.

Overall, our protocol likely recapitulates the emergence of HSCs from the AGM between CS10

and CS14 of the human embryo.

Thus, the plasticity of the hemogenic endothelium phenotype argues for an important
role of the microenvironment in HSC production. This is reminiscent of the protocols that have
succeeded in generating functional HSCs from teratomas 2°; 26. These protocols have
demonstrated that a variety of cell types from all germ layers can provide a rich
microenvironment 2’ for the generation of HSCs suitable for long-term transplantation.
Indeed, HSC formation in the AGM is driven by signals from a variety of sources, including non-
mesodermal tissues such as the sympathetic nervous system °°. The diversity of
communications between cell types in teratomas likely reflects these signals, which are sent
from different tissues during development and are critical for HSC to be produced. Similarly,
EBs contain cells from the ectoderm, endoderm, and mesoderm. We hypothesize that this
ensemble of cell types forms a rich, complex microenvironment that is critical for the
formation of transplantable HSCs. This may explain why our protocol succeeds in generating
HSCs with long-term transplantability, whereas most protocols using EBs only report cells with

short-term transplantability.
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In summary, we report the successful and robust generation of multipotent long-term
HSCs from hiPSCs that support hematopoietic reconstitution and self-renewal in vivo with a
defined one-step protocol. Such a transgene- and feeder-free tool could pave the way for
promising future clinical applications and the discovery of new therapeutic targets by
providing a new model for deciphering the emergence of hereditary blood malignancies. Our
system is also a real step towards a better understanding of developing hematopoiesis in the
early human embryo, as it can overcome the ethical constraints associated with human

embryo research.
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EXPERIMENTAL PROCEDURES

hiPSC amplification

The study was conducted using six different hiPSC lines: the FD136-25 (skin primary
fibroblasts) reprogrammed with lentiviral vectors and Thomson’s combination (endogenous
expression of Oct4, Sox2, Nanog and Lin28), IMR90-16 (fetal lung fibroblasts) reprogrammed
with lentiviral vectors and Thomson’s combination (endogenous expression of Oct4, Sox2,
Nanog and Lin28) 2, the Pci-1429 and Pci-CAU lines (peripheral blood mononuclear cells-
Phenocell) reprogrammed with episomes (Sox2, Oct4, KLF, cMyc); the LAMO001-005 and
LAMO002-002 lines (skin primary fibroblasts), reprogrammed with sendai virus (Oct3/4, Nanog,
KLF and cMyc) by IPSCDTC core facility, Nantes, France. hiPSCs were maintained on matrigel
(Corning) in TESRplus medium (Stemcell Technologies) and the cells were passaged 1:6 onto
freshly coated plates every 3 to 5 days using standard clump passaging with TRYple select

(Invitrogen) or ReLeSR (Stemcell Technologies).

ABG ATMP platform worked with Pci-CAU line and used vitronectin matrix (Gibco™), IPSbrew

medium (Miltenyi Biotech) and ReLeSR (Stemcell Technologies) for passaging.

EB differentiation

EBs were cultured in liquid medium IMDM supplemented with stabilized glutamine (SAFC),
330 pg/mL holo-human transferrin (Scipac), 10 pg/mL recombinant human insulin (Incelligent
SG; CellGen), 2 IU/mL heparin Choay, and 5% solvent/detergent virus-inactivated AB plasma
(Etablissement Francais du Sang). This plasma is used in a clinical trial registered at

http://www.clinicaltrials.gov as NCT0929266.
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The medium was supplemented with stem cell factor (24 ng/mL), thrombopoietin (21 ng/mL),
FLT3 ligand (21 ng/mL), recombinant human bone morphogenetic protein 4 (194 ng/mL),
recombinant human vascular endothelial growth factor (200 ng/mL), interleukin-3 (50 ng/mL),
interleukin-6 (50 ng/mL), interleukin-1 (5 ng/mL), granulocyte colony-stimulating factor (100
ng/mL) and insulin growth factor (1 ng/mL) (GMP grade when available otherwise Premium

grade, Peprotech) . The medium was replenished every other day until 19 days at 37°Cin a

humidified 5% CO2 atmosphere. EBs were dissociated in 0.1% collagenase B (Roche

Diagnostics, Laval, QC, Canada) for 1 hour at 37°C then 0.25% trypsin for 3 min and disrupted

by gentle mechanical agitation

Colony assays

At the indicated times, 10° dissociated EBs or 3.10% cells from xenotransplanted recipient BM
were plated into 3 mL of complete methylcellulose medium in the presence of SCF, IL-3, EPO
and GM-CSF (PeproTech, Neuilly-sur-Seine, France). As G-CSF also stimulates mouse
progenitors, it was replaced by granulocyte-macrophage colony-stimulating factor (GM-CSF).
Aliquots (1 mL) of the mix were distributed into one 30 mm dish twice and maintained in a

humidified chamber for 14 days. Colony-forming Cells (CFC) were scored on day 14.

Long-term culture-initiating cell assays

Long-term culture-initiating cell (LTC-IC) assays were performed as described previously (35),
15-100,000 cells/well on day 17 for the EBs and on day O for the control CD34+. Absolute LTC-
IC counts corresponded to the cell concentrations, yielding 37% negative wells using Poisson

statistics.
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Pseudo-microtubules

For Pseudo-microtubules formation, cells were transferred onto growth factor reduced

Matrigel (Corning)and culture in EGM2 medium (Lonza).

Flow cytometry

Staining of hiPSCs or dissociated EBs or mouse tissue cells was performed with 2-5.10°cells in
100 pL staining buffer (PBS containing 2% FBS and FcR Blocking Reagent) with 5:100 dilution
of each antibody, for 20 min at room temperature in the dark. Viability staining was performed
using either DAPI or the Zombie aqua fixable viability kit (Biolegend). Data were collected using

a Becton Dickinson Canto Il cytometer or a MACS Quant VyB or a MACS Quant 10 (Miltenyi).

Three labs analyzed the data, the following list of antibodies is not exhaustive.

Beckman Coulter antibodies (Brea, USA)

Stemness markers Lymphoid markers Isotypes

CD90-FITC IM1893U CD3-FITC AQ07747 1gG1 FITC A07795
CD109-Pe A08933 CD4-FITC A07750 1gG1 PE A07796
CD34-PE IM2648U CD8-PE A07757 IgG1 ECD A07797
CD34-APC IM2472 CD19-FITC A07768 1gG1 PC5.5 A62833
CD117-PC5.5 | A66333 Megakaryocyte marker 1gG1 PC7 737662
CD38-PC7 A54189 CD41-FITC IM00649 IgG1 PB A74764
Hematopoietic markers Myeloid markers IgG1  APC | A79393

A750
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CDA43-FITC IM3264U CD14-FITC IM0645U 1gG1 APC IM2475

CD43-PE A32560 CD15-PE IM1954U Endothelial markers

CD45-KRO A96416 CD13-ECD A33097 CD146-PE A07483

CD45-PC5.5 A62835 Differentiation markers CD309-PE A64615

Erythroid markers HLA-DR-PB | A74781 CD31-PE IM02409

CD235a-FITC | IM2212 CD33 A70200

Clinisciences antibodies (Montrouge, France)

anti-SSEA4-PE | NBP2-27383 | anti-SSEA1-PE | NBP2-27378

Design of experiment

Optimal response surface modeling was applied to determine the optimal concentrations of
the 10 selected cytokines. A two-factorial experimental design was chosen with a range of 10
independent variables. The following cytokines were selected on the basis of personal
experience and data from the literature: SCF (20 to 300 ng/mL), IGF-1 (5 to 50 ng/mL), TPO
(20 to 100 ng/mL), IL1 (5 to 50 ng/mL), IL3 (5 to 50 ng/mL), IL6 (5 to 50 ng/mL), G-CSF (10 to
100 ng/mL), BMP4 (20 to 200 ng/mL), VEGF (20 to 200 ng/mL) and FLT3 (20 to 300 ng/mL)
(Table S1). Human iPSCs were cultured for 17 days using 16 different combinations of
cytokines. In each case, the cells were phenotyped and their amplification rate and their ability

to generate LTC-ICs were determined (table S2). Statistical design, regression analysis of the
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results and plotting of the response surface were performed using the software JMP-8 (SAS
Institute Inc., Cary, USA). The software generated an algorithm which identified three efficient

combinations of cytokines (table S3).

Real-Time Quantitative PCR

After isolation of total mRNA with an RNA minikit (Qiagen, Courtaboeuf, France), the mRNA
integrity was checked by analysis on a Bioanalyzer 2100 (Agilent Technologies, Massy, France).
Complementary DNAs were constructed by reverse transcription with Superscript (Life
Technologies, Carlsbad, USA). PCR assays were performed using a TagMan PCR master mix
(Life Technologies) and specific primers (Applied BioSystems, Carlsbad, USA) for selected
genes (see table below), together with a sequence detection system (QuantStudio™ 12K Flex
Real-Time PCR System, Life Technologies). In each sample the fluorescent PCR signal of each
target gene was normalized to the fluorescent signal of the housekeeping gene glyceraldehyde

3-phosphate dehydrogenase (GAPDH).

Hs00174333_m1 |Human CD19 | Hs00193527_m1 | Human C-MYB | Hs00231079_m1 | Human RUNX1

Hs01556515_m1  |HumanTCF7 | Hs02758991_gl Human GAPDH | Hs00758889_s1 | Human HBB
Tagman array #4418803 Human hematopoiesis Hs00361131 gl Human HBG
Hs00362216_m1 Human HBE
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Mouse transplantation

NOD/SCID-LtSz-scid/scid (NOD/SCID) and NOD.Cg-Prkdcscdl12rgt™Wil/Sz) (NSG) (Charles River,
L’Abresle, France) were housed in the IRSN animal care facility. All experiments and
procedures were performed in compliance with the French Ministry of Agriculture regulations
for animal experimentation and approved by the local ethics committee (APAFIS approval

number # 17559-2018111613396032v2 (2024)).

Mice, 5-8 weeks old and raised under sterile conditions, were sublethally irradiated with 2.4-
3.5 Grays from a 137Cs source (2.115 Gy/min) 24 h before cell injection. To ensure consistency
between experiments, only male mice were used. Prior to transplantation, the mice were
temporarily sedated with an intraperitoneal injection of ketamine and xylazine. Cells (4 x10°
per mouse for D17 cells were transplanted by retro-orbital injection in a volume of 100 pL

using a 28.5-gauge insulin needle. A total of 251 mice were used in this study.
For the engraftment potential of the D17 cells on the five different hiPSC lines:

188 NSG mice were used as follows: 113 primary recipients, 53 secondary recipients and 22

as negative controls.

63 NOD-SCID mice were used as follows: 35 primary recipients and 16 secondary recipients, 3

tertiary recipients and 9 as negative controls (see Table S6).

Limiting dilution.

For the limiting dilution assay (LDA), 33 NSG mice were used, i.e., 30 primary recipients and 3
controls. The number of human HSCs was determined by LDA. Increasing doses of d17 cells
(1000, 5000, 10000, 50000, 100000) were retro-orbitally injected into sublethally irradiated
NSG recipient mice. Twenty weeks after transplantation, the percentage of hCD45+ cells was
analyzed by flow cytometry. HSC frequency was calculated and recorded using ELDA software

>’ (bioinf.wehi.edu.au/software/elda/).
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Assessment of human cell engraftment

Mice were sacrificed at week 12, 18 or 20. Femurs, tibias, blood, liver, spleen and thymus were
removed. Single cell suspensions were prepared by standard flushing and aliquots containing
5x10° cells were stained in a total volume of 100uL staining buffer cf flow cytometry chapter.

Non-injected mouse BM was used as a control for non-specific staining.

Data were acquired on a BD Canto Il cytometer/ MACSQuant 10 and MACSQuant VYB
(Miltenyi).

T-cell maturity and functionality assay

The presence of TCR af and TCR y& in peripheral blood was assessed by flow cytometry using
the following human markers: hCD3 clone UCHT1 (positive gating), TCR a3 clone IP26A and
TCR y6 clone IMMUS510 (all from Beckman Coulter antibodies, Brea, USA).

Thymus and spleen cells were isolated, CFSE labelled and seeded in cell culture media
complemented or not with hCD3 and hCD28 (Beckman Coulter both 1mg/ml). After 5 days,
cells were harvested and stained with anti-hCD3 clone UCHT1 and analysed on a BD Canto I
cytometer. FlowlJo analysis software was used to gate on CD3*T-cells and generate the

overlaid histogram plots.

Cell preparation for sequencing

PCi-CAU EB cell suspensions at different times were loaded on a Chromium single cell
instrument (10x Genomics, Pleasanton, CA, USA) to generate single-cell GEMs and prepared
libraries according to the manufacturer’s recommendations and performed Illumina

Sequencing. Experiments were done in duplicates.
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Separation strategy for human and mouse cells in the scRNA-Seq of engrafted mice bone

marrow

As a control, the human (SRR7881423) and mouse (SRR6835854) public BM datasets were
aligned to mm10 and grch38 using CellRanger 6.0.0. Only cells that met CellRanger's filter
threshold and had at least 200 features in grch38 or mm10 were selected for further analysis.
All cells were then pooled and analyzed using the standard Seurat SCTransform pipeline for
grch38 data: SCTransform (default parameters), RunPCA, RunUMAP (first 40 PCA dimensions,

n.neighbors=100).

As shown in Figure S12A-B, the ratio between the number of features detected in grch38 and
mm10 assemblies was sufficient to clearly distinguish all human cells from mouse cells. In
addition, the human and mouse datasets are separated in the final UMAP plot (Figure S12E).
In the mouse transplanted bone marrow dataset, although two populations could be
separated based on the feature ratio of grch38/mm10, some cells had an intermediate ratio
(Figure S12C-D). Because no cell type in the control exhibited such a phenotype and these
intermediate cells were scattered across the different UMAP populations (Figure S12F), we
considered them duplicates and filtered them out, resulting in the plot shown in Figure S12G.
The human cells were those that had a ratio greater than 2.5 for mouse L1 and 2.85 for mouse
L5. The mouse cells were those that had a ratio of less than 0.55 for mouse L1 and 0.47 for
mouse L5. The total number of cells filtered (8%) was consistent with the expected number of

duplicates using 10X Chromium technology.
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ScRNA-Seq analysis of the embryoid bodies

Each individual sample was filtered to obtain only genes expressed in at least 3 cells and cells
that expressed between 200 and 8000 genes. Due to a higher percentage of dead cells, only
cells with more than 1300 genes were selected for one of the D15 datasets (J15-TJ3). Cells
expressing more than 10% mitochondrial RNA were filtered out. The merged dataset was then
normalized using SCTransform with default parameters. UMAP visualization and Leiden
clustering with a resolution of 1.2 were then performed for the first 82 PCA components, the
latter generated with the parameter approx= FALSE in Seurat. To identify cell type,
differentially expressed genes were used with the Wilcoxon assay of Seurat, the tf-idf of
SoupX, and the scHCL in addition to manual examination of marker genes to confirm cell
identity.

To more accurately identify the cell type of hematopoietic cells, cells with a UMAP_1
coordinate less than -7 and a UMAP_2 coordinate greater than -1 were extracted and
renormalized using SCTransform with default parameters. Leiden clustering was then
performed at a resolution of 1.3 on the first 35 PCA dimensions. Cell type identification

followed the same procedure as described for the entire dataset.

ScRNA-Seq analysis of mouse bone marrow

Both samples were aligned to mm10 and grch38 using CellRanger 6.1.2. For each sample, we
selected only the cells expressing at least 200 genes in both genome assemblies. We identified
the mouse cells from the human cells as described in the section "Separation strategy for
human and mouse cells in scRNA-Seq" and filtered out the duplicates. Cells expressing less
than 5000 genes on grch38 and 6000 genes on mm10 were retained. Cells expressing more

than 10% of human mitochondrial RNA or 4% of mouse mitochondrial RNA were filtered out.
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The merged dataset from the two mice was then normalized using SCTransform with default
parameters. UMAP visualization (n.neighbors=100) and Louvain clustering at 0.6 resolution
were then performed for the first 38 PCA components. The same process was used for the
mouse L5 and human cell plots, except for the number of PCA components selected, which
varied: 39 for mouse L5 and 40 for human cells. Cell type identification was performed for the
merged dataset of the two bone marrow cells with differentially expressed genes using SoupX

tf-idf gene lists, scHCL and scMCA mapping, and manual examination of marker genes.

Immunostaining of the embryoid bodies

For immunofluorescence analysis (IF), EBs were fixed with 3.7% paraformaldehyde for 15
minutes at room temperature and sectioned using a Leica cryostat CM3050. Samples were
then incubated for 60 minutes at room temperature with IF buffer [phosphate-buffered saline
(PBS), 0.2% Triton, 5% FBS], which also served as a blocking solution. Samples were incubated
with the primary antibodies overnight at 4 °C. The following antibodies were used: anti-alpha
SMA (1:500; Sigma-Aldrich A2547), anti-NG2 (1:400, Cell Signaling E3B3G), anti-VECAD (1:400,
Cell Signaling D87F2), anti-CD31 (1:500, Cell Signaling 89C2) and anti-RUNX1 (1:100, Abcam
ab 92336). Incubation with the secondary antibodies (1:500, Invitrogen A-21121, Jackson 711-
605-152) was performed for 1 hour at room temperature. Finally, 40,6-diamidino-2-
phenylindole (DAPI) nuclear staining was performed (1:500 for 5 minutes).
Immunofluorescence images were acquired using a Leica DMI 6000 B microscope. Images

were processed using Image) software.

72



ACCESSION NUMBERS

Sequencing data supporting the findings of this study have been deposited at the Gene
Expression Omnibus (GEO) under accession code GSE224081.

AUTHOR CONTRIBUTIONS

L.G.H., OP, and MBM performed the experiments with assistance from LP, BL, BB, and CL. OP
performed the single-cell transcriptome analysis. LP replicated the FACS analysis
independently. H.L., L.D., and A.C. helped with the design of the study. M.B. helped design the
animal study. A.C., T.J., and L.G.H. monitored the study. L.G.H. and T.J. designed the study,

analyzed the data, interpreted the experiments, and wrote the manuscript.

ACKNOWLEDGMENTS

We thank S. Viville (IGBMC, Strasbourg, France) and L. David (ISPCDC, Nantes, France) for
providing iPS lines, Rima Haddad for scientific support and Sophie Gournet for excellent
drawing assistance. This work benefited from equipment and services from the iGenSeq core
facility, at ICM. We are indebted to F. Letourneur (Plateforme génomique Institut Cochin Paris)
and to Y. Marie (Plateforme Génomique ICM) for help in single-cell sequencing and
demultiplexing. Part of the bioinformatics analyses was performed on the Core Cluster of the
Institut Francais de Bioinformatique (IFB) (ANR-11-INBS-0013). This research was funded by
the ANR-13-ASTR-009 “GISPSI” and ANR-19-ASMA-0005 “RESCUE” from the Direction
Générale de I’Armement via the ASTRID/ANR program for AC, the ANR-20-CE17-0032-01
“HEMPLUS”, the FRM grant EQU201903007867 for TJ and the Etablissement Francais du Sang

via the APR 2013 for LGH.

73



A CC-BY public copyright license has been applied by the authors to the present document and
will be applied to all subsequent versions up to the Author Accepted Manuscript arising from

this submission, in accordance with the grant’s open access conditions.

FIGURE LEGENDS
Figure 1: Design of Experiment step by step.

Based on a literature review, an ensemble of cytokines and growth factors was identified
(input variables) and a range of input concentrations was defined for each of them. Output
variables such as cell surface markers (Table S2), cell proliferation, and LTC-IC frequency were
defined. Based on these variables, 16 experimental designs were created that differed in their
individual concentrations of growth factors and cytokines (Table S1). Baseline variable data
from the 16 different experimental designs were collected. Based on these results,
mathematical modeling of the interactions between the input and output variables was
calculated. Three final combinations were proposed and tested on two different iPS cell lines,
i.e FD136-25 and IMR90-16. One combination was selected for further use. Data are presented

as mean +/- SEM percent of positive cells.

See also supplemental experimental procedures and Tables S1, S2, and S3.

Figure 2: In vivo engraftment of D17 EB cells in immunocompromised NSG mice.

(A) hiPSCs were differentiated in liquid culture supplemented with combination A of growth
factors and cytokines for a total period of 17 days. EB cells were dissociated and inoculated
into primary irradiated NSG recipients over a total period of 20 weeks. BM cells from primary
recipients were collected and inoculated into secondary irradiated NSG recipients over a

further period of 20 weeks in total.

74



(B) Flow cytometric analysis of human and mouse CD45+ cell expression in BM of a

representative primary recipient.

(C) Multilineage analysis by FACS on NSG mice BM, 20 weeks post-transplantation, on
hCD34+hCD43+ and hCD45+ HSPCs into primary recipients. Data are mean +/- SEM. Each

circle/square/triangle represents a single animal.

(D) Distribution of T, B, Pro-erythrocyte and monocyte lineages in representative individual
primary recipients analyzed by flow cytometry. Mice 1-6, a-e and L1-L5 are from one
independent expériment analysed at one week interval i.e., a-e and L1-L5 were analysed at

the same time by two independent laboratories.

(E) UMAP representation of single-cell RNA-Seq from NSG mouse L5 BM transplanted with

D17 EB cells for 20 weeks. Mouse and human cell clusters are identified.

(F-G) Bone marrow of NSG mouse L5 primary recipient analyzed by FACS at 20 weeks for
human (F) erythroid cells (235a* and 235a+CD71%), (G) B cells (IgM*CD10*), neutrophils
(CD33*CD14%), and T cells (CD4*CD3*).

(H-1) Human hematopoietic lineage in secondary recipients, 20 weeks post-transplantation.
(H) FACS analysis on hCD34+hCD43+ and hCD45+ HSPCs into secondary recipients. (I)
Distribution of T, B, Pro-erythrocyte and monocyte lineages in representative individual

primary recipients analyzed by flow cytometry. Data are mean +/- SEM.

Figure 3: Functional assessment of the grafted cells

(A) Clonogenic hematopoietic assays on BM cells isolated from primary or secondary
recipients. Frequency of CFU-GM, BFU-E, and CFU-GEMM colonies.

(B) Representative colonies of CFU-GEMM (1), CFU-E (2) and CFU-GM (3) from primary or
secondary BM cells.

(C) Cytospins. May Griinwald-Giemsa staining of cells isolated from clonogenic assays in
primary or secondary recipients. Mature macrophages (1), histio monocytes (2), myelocytes
(2), and erythroblasts (3). B: bar=50um; C: bar= 10um

(D) Human globin expression from CB CD34+HSPCs erythroid culture, from BM primary and
secondary recipients and BFU-E from BM primary recipients. Data are mean +/- SEM.

(E) Maturation of human T cells. Peripheral blood stained with antibodies against hTCR of8
and hTCR y§, cells are first gated for hCD3 and analyzed for TCR expression.

(F) Human T cell functionality. The entire thymic population is labeled with CFSE at DO and
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analyzed for hCD3+ expression (green). At D5, the unstimulated population is red, while the
stimulated parent population is blue.

(G) Confidence intervals of 1/ (stem cell frequency ) were calculated by ELDA
(http://bioinf.wehi.edu.au/software/elda/) according to the Poisson distribution.

Figure 4: Transcriptomic analysis of the EB cells

(A) UMAP embeddings of cells in EBs at D13, 15, 17, and 19. EVT: Extravillous Trophoblast.
MEP: Megakaryocyte-Erythroid Progenitors. ECM: Extracellular Matrix. AGM: Aorta-Gonad-
Mesonephros.

(B) Expression of genes in Crosse et al.,2020 characterizing endothelial populations in the
AGM applied to the EB dataset

(C) UMAP embedding of cells in the data set of Crosse et al., 2020. HSPC: Hematopoietic
stem and progenitor cells. PGC: Primordial germ cells. Hem: Hematopoietic cells. CL8: Cluster
8 described in Crosse et al., 2020.

(D) Expression of genes described in Crosse et al., 2020 characterizing endothelial
populations in the AGM applied to Crosse et al. data set.

(E) Expression of the six-gene molecular HSC signature of Calvanese et al.,2022 in the
hematopoietic population of the embryoid body dataset

(F) Close-up of the UMAP embedding on the hematopoietic cell populations in the EB
dataset framed in A. MEP: Megakaryocyte-Erythroid Progenitors. HSC: Hematopoietic Stem
Cells. HE: Hemogenic Endothelium. Erythro: Erythroid cells

Figure 5: Molecular characterization of the cells in the embryoid bodies

(A-C) Time-course detection of molecular markers of endothelial and hematopoietic cell
populations between scRNA-Seq and g-PCR datasets comparison (A), in FACS (B) and scRNA-
Seq (C).

(D-G) Immunostaining on transverse sections of D17 EBs showing spatial organization of
endothelium and peri-endothelial populations. (D) Endothelial cells (CDH5). (E, F) cells
expressing PECAM1 and the transcription factor RUNX1. (G) Pericytes (NG2*) and smooth
muscle cells (aSMA™).

D, E, F, G: Bars=100 microns.

SUPPLEMENTARY FIGURES
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Supplementary Figure 1 is related to Figure 1. In vivo engraftment of D17 human EB cells
derived from different hiPSC lines in primary NSG mice.

(A) D17 EB cells from five different hiPSC lines i.e., FD136-25 (n=10), PC1429 (n=10), PCi-CAU
(n=26), LAM01.005 (n=6), and LAM02.002 (n=7) in NSG primary recipients 20 weeks after
transplantation of 4x10° D17 EB cells. FACS results are expressed as % of hCD34+, hCD43+,
and hCD45+.

(B-C) D17 EB cells from PCi-CAU, prepared by the Atlantic Bio GMP platform (Nantes, France),
at 8 weeks (n=5) (B) and 12 weeks (n=5) (C) post grafts. FACS results are expressed as % of
hCD34+, hCD43+, and hCD45+.

(D) Kinetics of engraftment at 8, 12, 20 and 32 weeks post graft of D17 EB cells from Pci-CAU
in NSG mice. Results are % of hCD45+ cells.

(E) NSG primary recipient after transplantation with 4x10° CD34+ CB cells (n=13). FACS results
are expressed as % of hCD34+, hCD43+, and hCD45+.

Supplementary Figure 2 is related to Figure 2. Multilineage engraftment. Flow cytometric

analysis of BM. Primary recipients at 20 weeks.

(A) Human hematopoietic cell lineages in primary recipients transplanted with 4x10° D17 EB
cells (n=30) showing Myeloid (M), B, T and Pro-erythroid cells (Pro-E). hCD45+ population was
analyzed for expression of hCD33 (M), hCD19 (B), and hCD3 (T), whereas hCD235a (Pro-E) was

analyzed on whole BM cells. Data are mean +/- SEM.
(B) Representative control primary recipient (n=20)
(C-D) Representative primary recipient transplanted with PCi-CAU. (n=26).

(C) Flow cytometric analysis for myeloid (hCD14/hCD15) and lymphoid (hCD19/hCD20, SSC-
A/hCD3 and hCD4/hCDS8) lineages. hCD45+ gated BM cells.

(D) Flow cytometric analysis of the erythroid lineage. Analyzes were performed on whole BM

cells.

uman hematopoietic cell lineages in primary recipients transplanted with 4x +
(E) H h ietic cell li in pri ipi I d with 4x10° CD34

CB cells (n=13).

(F) Representative NSG recipient, hCD45+ gated BM cells.
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G) Flow cytometric analysis of the erythroid lineage. Analyzes were performed on whole BM

cells.

Supplementary Figure 3 is related to Figure 2. Multilineage engraftment. Flow cytometric
analysis of NSG peripheral blood, thymus and spleen. Primary recipients at 20 weeks.

Myeloid (CD11B/CD14) and lymphoid (CD19/1gM and CD4/CD8) lineages in peripheral blood.

Analyzes were performed on human CD45+ cells, except for non-transplanted recipients.
(A) Representative control (n=20).

(B) Representative NSG transplanted with D17 EB cells (n=26).

C) Representative NSG transplanted with CD34+ CB cells (n=13).

(D-E) Representative NSG Thymus. hTCR alpha/beta and gamma/delta flow cytometric
analysis.

(D) D17 EB cells-transplanted NSG (n=20).

E) CD34+ CB cells-transplanted NSG (n=13. The CD3-gated thymus cells had a large amount
of TCR-alpha-beta cells, very similar to the amount found on CD34+ CB cells.

(F-G) Representative NSG spleen. hTCR beta and hCD19 flow cytometric analysis.
(F) D17 EB cells-transplanted NSG (n=26).

(G) CD34+ CB cells-transplanted NSG (n=13).

The hCD45+-gated splenocytes exhibited a B- or T-lymphoid phenotype, with similar ratios to
CD34+ CB cells.

Supplementary Figure 4 is related to Figure 2. SCRNA-seq analysis of the BM from two
representative mice engrafted with D17 EB cells 20 weeks after transplant

(A, C) UMAP embedding of a merged data set from two representative transplanted mice.
BM data set colored by cell type (A) and by sample (B).

(B, D) UMAP embedding of a merged dataset of human cells in the two engrafted BM
datasets colored by cell type (C) and by sample (D).

(E) Stacked histogram of relative proportion of major hematopoietic cell populations
detected in the transplanted mouse BM. Myeloid (M), Pro-erythroid cells (Pro-E)

(F-G) Bone marrow chimerism of primary mouse L5 transplanted with D17 EB cells at 20
weeks. (F) Erythroid cells (CD235a/CD71) from a total of BM cells. (G) B cells (IgM*/CD10%),
neutrophils (CD33*/CD14*), and T cells (CD4*/CD3*).
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(H) Expression of globin genes in human early erythroid cells in transplanted mouse bone
marrow datasets.

Supplementary Figure 5 is related to Figure 2. Globin RT-qPCR analysis from BFU-E at the
single colony level.

(A) Individual BFU-E colonies from BM cell cultures of primary recipients (approximately
18% of total colonies).

(B) CD34+ human CB cells. Shown is the ratio of beta (blue), gamma (red) and epsilon
(green) globin. CD34 CB cells give rise to colonies with a homogeneous ratio of beta- and
gamma-globin, whereas BM cells give rise to a more diverse globin composition with a weak
expression of epsilon-globin.

Supplementary Figure 6 is related to Figure 2. Molecular characterization of the grafted cells.

(A) qRT-PCR analysis for hCD19 (B lymphocyte surface antigen B4, B cell-specific marker)
and hTCF7, a T-cell-specific marker, was performed on thymus, spleen, and bone marrow.
For each gene, delta Ct is the mean + SEM of 3 independent experiments.

(B) Cytospins. May Griinwald-Giemsa staining of cells isolated from clonogenic assays in
primary and secondary recipients. Scale bars represent 10um.

(C) Representative qRT-PCR results obtained with a TagMan® Array Human Hematopoiesis
96-well plate.

Supplementary Figure 7 is related to Figure 2. In vivo engraftment of D17 human EB cells

derived from different hiPSC lines in secondary NSG mice by FACS analysis.

(A) D17 EBs from five different hiPSC lines i.e., FD136-25 (n=10), PC1429 (n=10), PCi-CAU
(n=10), LAMO01.005 (n=4), and LAMO02.002 (n=6) in NSG secondary recipients 20 weeks after
transplantation of 7x10° D17 EBs. Results are expressed as % of CD34+, CD43+, and CD45+
human cells.

(B) NSG secondary recipient 20 weeks after transplantation with 7x10% CD34+ CB cells (n=13).

Supplementary Figure 8 is related to Figure 2. Multilineage engraftment. Flow cytometric

analysis of BM. Secondary recipients at 20 weeks.

Flow cytometric analysis of myeloid (CD14/CD15), lymphoid (CD19/CD20, SSC-A/CD3 and
CD4/CDS8) lineages and erythroid (CD235a) lineages. Cells were gated on hCD45+ expression
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for CD33, CD19, and CD3, while CD235a was analyzed on total BM cells.
(A) Representative control, secondary recipient (n=9)

(B-C) Representative secondary recipient transplanted with 7.10® whole BM from primary

D17 EB recipients. (n=10).

(B) Flow cytometric analysis for myeloid (hCD14/hCD15) and lymphoid (hCD19/hCD20, SSC-
A/hCD3 and hCD4/hCDS8) lineages. hCD45+ gated BM cells.

(C) Flow cytometric analysis of the erythroid lineage. Analyzes were performed on whole BM

cells.

(D) Distribution of human hematopoietic lineages in secondary recipients transplanted with
7.10° CD34+ CB cells from primary recipient whole bone marrow (n=13). Cells were gated
using hCD45+ expression for CD33, CD19, and CD3, while CD235a was analyzed on total BM
cells. Data are mean +/- SEM.

(E-F) Representative NSG mouse.
(E) hCD45+ gated BM cells.

(F) Erythroid lineage. Analyzes were performed on whole BM cells.

Supplementary Figure 9 is related to Figure 2. Hematopoietic engraftment in primary,
secondary and tertiary NOD-SCID recipients.

(A) Primary NOD-SCID recipient inoculated with 4.10°> D17 EB cells (n=20).

(B) Secondary NOD-SCID recipients inoculated with 7.10% BM cells from primary recipients
(n=16).

(C) Tertiary NOD-SCID recipient inoculated with 7.10% BM cells from secondary recipients
(n=3).

Supplementary Figure 10 is related to Figure 4: Identification and evolution of the cell
populations detected in the embryoid bodies by scRNA-Seq at D13, 15, 17 and 19.

Repartition of the cells from each timepoint on the UMAP embedding of the embryoid
bodies. EVT: Extravillous Trophoblast. MEP: Megakaryocyte-Erythroid Progenitors. ECM:
Extracellular Matrix. AGM: Aorta-Gonad-Mesonephros.
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Supplementary Figure 11 is related to Figure 4. Endothelial and hematopoietic potential of
DO to D19 EBs ex vivo.

EBs were assessed for their ability to form endothelial or hematopoietic colonies using
approved functional assays.

(A) Tubule formation in Matrigel and flow cytometry with Ac LDL uptake and hCD31 as a
marker. The highest EC differentiation was found between D7 and D13. Scale bars represent
100pum.

(B) Colony forming units from DO to D19 EB cells. CFUs peaked at D17, but the number of
hematopoietic cells remained low, indicating weak hematopoietic differentiation. Scale bars
represent 200um

(C) Histograms showing the frequency of CFUs from DO to D19.

(D) LTC-IC assays were performed with D13, D15, and D17 cells. Confidence intervals of 1/
(LTC-IC cell frequency) were calculated using ELDA
(http://bioinf.wehi.edu.au/software/elda/) according to Poisson distribution.

Supplementary Figure 12 is related to Figure 4: Separation strategy for human and mouse
cells in scRNA-Seq

(A, C) Scatter plot of the number of genes detected in each cell on the grch38 and the mm10
assembly in the control dataset (A) and the engrafted mouse dataset (C)

(B, D) Violin Plot of the ratio of genes detected with the grch38 assembly and the mm10
assembly in the control dataset (B) and the engrafted mouse dataset (D)

(E, F) UMAP embedding of the cells profiled by scRNA-Seq in the control dataset (E) and the
engrafted mouse dataset (F)

(G) UMAP embeddings of the cells in the engrafted mouse dataset before filtering out
doublets.
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Figure S8

Saline transplanted control. Multilineage analysis
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SUPPLEMENTARY TABLES

Table S1

Factor (ng/mL)

SCF | TPO | FLT3 |(BMP4 | VEGF |IL3 [IL6 |IL1 | GCSF |IGF1

Combination N°
1 300 | 100 |20 20 200 5 50 |50 |10 50
2 300 |20 300 200 200 50 |50 |50 |10 5
3 20 20 300 20 200 5 5 5 10 5
4 300 |20 20 200 20 5 50 |5 100 5
5 20 100 |20 20 200 50 |50 |50 |100 5
6 20 20 20 200 200 5 5 50 | 100 5
7 20 100 | 300 20 20 5 50 |5 10 5
8 300 |20 20 20 200 50 |5 5 10 50
9 300 | 100 |20 20 20 50 |5 5 100 5
10 20 20 20 200 20 50 |50 |5 10 50
11 300 | 100 | 300 200 20 50 |5 50 |10 5
12 300 | 100 | 300 200 200 5 5 5 100 50
13 20 20 300 20 20 50 |5 50 | 100 50
14 20 100 | 300 200 200 50 |50 |5 100 50
15 300 |20 300 20 20 5 50 |50 |100 50
16 20 100 |20 200 20 5 5 50 |10 50

Table S1. Cytokine combinations and cytokine concentrations tested for their ability to

promote hematopoietic differentiation.
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Table S2

Cell phenotypes

References

CD34+ CD109+

CD109 is expressed on a subpopulation of CD34+ cells enriched in
hematopoietic stem and progenitor cells.
DOI: 10.1016/s0301-472x(99)00071-5

CD34+ CD38low/-

DO Sequential Generations of Hematopoietic Colonies Derived From
Single Nonlineage-Committed CD34+CD38- Progenitor Cells.

DOI: 10.1182/blood.V77.6.1218.1218

CD34+ HLA-DR+ CD38-

Lymphoid and myeloid differentiation of single human CD34+, HLA-
DR+, CD38-hematopoietic stem cells.

DOI: 10.1182/blood.V83.6.1515.1515

CD34+ CD133+
Large-scale isolation of CD133+ progenitor cells from G-CSF mobilized
peripheral blood stem cells. DOI: 10.1038/sj.bmt.1703792
AC133, a Novel Marker for Human Hematopoietic Stem and
Progenitor Cells. DOI: 10.1182/blood.v90.12.5002

CD34+ CD90+

A distinct hematopoietic stem cell population for rapid multilineage
engraftment in nonhuman primates. DOI:
10.1126/scitranslmed.aan1145

Enrichment of Human Hematopoietic Stem Cell Activity in the
CD34+Thy-1+Lin- Subpopulation From Mobilized Peripheral Blood.
DOI: 10.1182/blood.V85.2.368.368

CD34+CD38-CD117low

Human primitive hematopoietic progenitor cells are more enriched in
KITlow cells than in KIThigh cells

DOI: 10.1182/blood.V82.11.3283.3283

CD34+CD38+CD117+HLA-
DR+CD13+CD33+

The number of CD34+CD38+CD117+HLA-DR+CD13+CD33+ cells
indicates post-chemotherapy hematopoietic recovery in patients with
acute myeloid leukemia. DOI : 10.1371/journal.pone.0180624

Table S2. References used to plot the variables for the DOE approach.
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Table S3

% of cells positive for:
Amplificati
on
10°  Cells
CD10 | CD1 CD11 CcD3 Ch | CD | CD3 LTC-ICs at
CD90 HLA-DR obtained
9 3 7 8 45 34 3 D16

/10% iPSCs
initially

Combination N seeded

1 2.39 (0.1 0.07 [0.44 0.1 0.06 0.41 |0.94 0.1 11/1040000 3.01875

2 1.11 |0.55 0.55 [2.34 0.65 [0.38 1.92 [2.02 |0.15 |4/640000 1.7325

3 122 |0.24 0.42 [1.12 0.44 |0.18 0.69 [0.96 [0.13 |6/1390000 5.355

4 0.82 (1.87 3.09 [3.38 1.48 ]0.66 3.71 [4.61 |0.97 |4/1340000 3.81675

5 1.77 |1.97 2.66 |[5.24 2.9 1.01 3.58 |5.48 |2.2 6/1440000 6.23175

6 16.89 |1.51 0.69 |14 0.59 [0.83 6.29 |10.08(0.59 [1/100000 0.462

7 3.44 (0.28 0.15 [1.05 0.31 [0.24 0.51 (1.14 |0.23  |1/1040000 3.78

8 0.92 (1.54 2.71 [3.47 1.39 |0.62 2.62 |4.27 [0.63 |7/1340000 3.92175

9 147 |0.23 0.22 [0.77 0.22 [0.14 0.53 |1.56 [0.16 |0 3.07125

10 5.22 (0.48 0.48 [0.68 0.75 0.2 3.99 |1.48 [0.14 |0 1.6485

11 0.91 [0.75 0.28 |1.5 0.16 [0.23 196 [0.51 |0.03 |0 0.504

12 1.28 |1.27 0.39 [6.34 0.83 [0.89 4.98 |3.95 [0.14 |0 0.1785

13 1.78 |0.34 0.17 [0.88 0.19 [0.11 0.35 [1.45 [0.31  |3/90000 2.73

14 4.43  2.01 2.33 [3.76 0.99 [0.71 3.71 [12.88(0.47 |4/70000 0.336

15 191 |0.45 0.39 [0.82 0.19 (0.2 0.8 (1.8 |0.28 [9/1040000 3.07125

16 3.71 [0.58 0.8 1.34 0.3 0.21 1.02 |2.43 |0.07 [2/640000 1.87

Table S3. Matrix based on the DOE using the 16 combinations of cytokines and growth

factors in terms of cell phenotype, cell amplification and ability to generate LTC-ICs.
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Table S4

SCF TPO FLT3 BMP4 VEGF IL3 IL6 IL1 GCSF IGF1

(Concentrations in ng/mL)

Combination

24 21 21 194 200 50 50 5 100 5
A
Combination

25 27 22 198 196 5 50 6 100 5
B
Combination

22 20 300 22 200 50 50 5 100 50
C

Table S4. Matrix based on the three best combinations of cytokines and growth factors.

Table S5
Combination Cells % of CD34+ | % of CD43+ | % of CD45+ | % of CD117+
FD136-25 3,11 4,25 2,24 4,97
A
IMR90-16 7,49 10,24 4,17 9,47
FD136-25 5,14 4,16 1,6 6,15
B
IMR90-16 4,15 3,83 3,02 6,42
FD136-25 6,89 4,58 3,99 7,02
C
IMR90-16 8,53 3,42 15,72 2,82

Table S5 Percentages of CD34, CD43, CD45 and CD117 obtained with the three culture

combinations.
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Table S6

DOE
N cvtometr functional functional
. iPS Y qRT-PCR ex vivo in vivo First recipient
Y assays assays
1 | FD136 Yes Yes No No No
2 | IMR90 | Yes Yes Yes No No
3 | FD136 | Yes Yes No No 15 (NOD SCID)

Kinetic experiments

N functional
. | 1IPS cytometry | gqRT-PCR Immunofluorescence | scRNA seq unc. ‘ona
ex Vivo assays
4 | FD136 Yes Yes No No No
5 | PC1429 Yes Yes No No Yes
6 | PCi-CAU Yes Yes No No Yes
7 | PC1429 Yes Yes No No Yes
8 | PCi-CAU Yes Yes No Yes Yes
9 | PCi-CAU Yes Yes No Yes Yes
1
0 | PC1429 Yes Yes Yes No No
1
1 | PCi-CAU Yes Yes Yes No No
Experiments with NOD SCID
Cytometry Cytometry Cytometry Cytometry
. . gRT-PCR . FIFS.t. gRT-PCR . Second gRT-PCR . Third qRT-PCR .
N iPS hematopoiet | recipien hematopoiet L hematopoiet L hematopoiet
. . recipients . recipients .
ic ts ic ic ic
assays assays assays assays
12 ZDB Yes 4 Yes 0 No 0 No
13 ZDB Yes 8 Yes 8 Yes 0 No
14 ZDB Yes 8 Yes 8 Yes 3 Yes
Experiments with NSG
Cytometry Cytometry Cytometry
N . aRT-PCR . First ART-PCR . Second ART-PCR . SscRNA
N iPS hematopoiet L hematopoiet L hematopoiet
. recipient X recipient . seq
ic ic ic
assays assays assays
FD136 Yes 4 Yes 4 Yes No
PC1429 Yes 3 Yes 3 Yes No
15
PCi-CAU Yes 3 Yes 3 Yes No
CT- No 2 Yes 2 Yes No
FD136 Yes 3 Yes 3 Yes No
PC1429 Yes 4 Yes 4 Yes No
16
PCi-CAU Yes 3 Yes 3 Yes No
CT- No 2 Yes 2 Yes No
FD136 Yes 3 Yes 3 Yes No
PC1429 Yes 3 Yes 3 Yes No
17
PCi-CAU Yes 4 Yes 4 Yes No
CT- No 2 Yes 2 Yes No
18 PC1429 Yes 30 Yes 0 No No

107




LDA | cT- No 3 Yes 0 No No
LAMO1.
005 Yes 6 Yes 4 Yes No
19 LAMO2.
002 Yes 7 Yes 6 Yes No
CT - No 2 Yes 2 Yes No
PCi-CAU Yes 16 Yes 0 No No
20
CT - No 2 Yes 0 No No
21 | PCi-CAU | Yes 10 Yes 0 No No
AB
G CT - No 2 Yes 0 Yes No

Cord blood sorted CD34+

Cytometry Cytometry CKtTcir:(;-:‘F:ry
o qRT-PCR First gRT-PCR Second N .

N cells . L . L hematopoiet
hematopoietic recipients | hematopoietic recipients ic
assays assays assays

22 CD34+ | Yes 4 Yes 4 Yes

23 CD34+ | Yes 5 Yes 5 Yes

24 CD34+ | Yes 4 Yes 4 Yes

Table S6 Table summarizing the different in vitro and in vivo experiments

Table S7

Number of cells | Number of recipients | Number of mice with >1% human cell chimerism

100 000 6 6
50 000 6 6
10 000 6 3
5000 6 1
1000 6 0

Lower | Estimate | Upper

D17 | 31715 | 15700 7773

Table S7 Limiting dilution assay of D17 cells during primary transplantation.

Graded doses of one hundred thousand to one thousand D17 cells were transplanted into
irradiated NSG mice, and the percentage of human CD45+ cells in the BM was analyzed 20
weeks after transplantation (n=6 mice per group). Confidence intervals of 1/ (stem cell
frequency) were calculated using ELDA (http://bioinf.wehi.edu.au/software/elda/) according
to the Poisson distribution. The limiting cord blood dilution assay published by Guo et al (Nat
Med. 2018 Mar;24 (3):360-367. doi: 10.1038/nm.4477) must be used as a reference
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| Gene | Endothelial (EB) Hematopoietic cells (EB) | Early AGM (CS10) |
APLNR* GJAG+ SC candidate

RUNX1

THOXA9

_______________________________________________

— = = — = — — - EERERRRRRRRRRRRRRRRRRR,. . - - - - - - - TSR oo

_______________________________________________

ISPINK2
GFI1

ISELP
STAT5A

1ITGA4

ICSF1R
IL3RA
IHLA-DRA
SELL
IMSI12
HEMGN
IPROM1

_______________________________________________

1SOX17
GJAS
11L33
DKK1
IAGTR2
ALDH1A1
1CD44

_______________________________________________

'BCL11A
ILIN28A

Table S8: Expression of the markers of the HSc ontogeny described in Calvanese et al., 2022 in the
endothelial and hematopoietic cells of the EBs.
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Analyses complémentaires du protocole de différenciation

Précisions sur les populations détectées en scRNAseq lors du protocole de différenciation en corps

embryoides

Caractérisation des populations extra-embryonnaires

La présence de populations présentant un profil similaire extra-embryonnaire est fortement
inhabituelle pour un systéme de différenciation en corps embryoides. Sila présence de BMP4 dans
le milieu de culture est un facteur commun avec les protocoles produisant des cellules extra-
embryonnaires a partir de cellules souches, la présence de telles cellules dans des corps
embryoides au coté de cellules des trois feuillets embryonnaires ne semble pas encore avoir été
reportée dans la littérature. Les tératomes issus de cellules souches pluripotentes injectées dans
des souris, dont le profil de différenciation anarchique peut étre rapproché des types cellulaires
non synchronisés dans les corps embryoides, ne présentent pas de cellules trophoblastiques

(McDonald et al., 2020).

Pour caractériser nos cellules, nous nous sommes basés sur I'atlas transcriptionnel publié par le
laboratoire de Laurent David (Castel et al., 2020) pour les cellules de type trophoblastique, et sur
les résultats d’'Ogushi et al. (Ohgushi et al., 2022) pour les populations de type amniotique (Figure
9). On peut observer I'expression de TFAP2C et CDX2 au début de la branche des populations
extra-embryonnaires, qui sont caractéristiques du trophectoderme. Dans la branche de gauche,
les génes trophoblastiques GATA2, NR2F2 et LRP2 sont détectés, avec une différenciation en
cytotrophoblaste extra-villeux marquée par I'expression de HLA-G. Enfin, une petite population,
regroupée seule en haut a droite sur 'UMAP mais trop petite pour avoir été partitionnée par le
clustering utilisé, exprime CGB7, un géne caractéristique du syncytiotrophoblaste. Pour vérifier
ces identités, nous avons utilisé des modules de génes marqueurs des populations
trophoblastiques (Castel et al., 2020) qui ont confirmé I'identité de chacune de ces populations
(Figure 9B). La branche de droite est VTCN1+*+HAND1+*GABRP+, qui sont exprimés par les cellules
de 'amnios décrites dans Ohgushi et al. (Ohgushi et al., 2022), mais pas par les populations

trophoblastiques.

Afin de confirmer la présence des populations identifiées, nous avons réalisé des coupes des corps
embryoides au cours des 17 jours de différenciation. Ces coupes ont été analysées par
immunofluorescence grace a des anticorps spécifiques des populations trophoblastiques (Figure
10). Pour identifier les cellules du trophoblaste extra-villeux, nous avons marqué I'expression de

la protéine de surface HLA-G (Figure 10B). Nous avons utilisé 'expression de NR2F2 et CGB pour
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marquer I'expression des cellules du syncytiotrophoblaste (Figure 10C, D). Il est possible de
détecter des cellules NR2F2+CGB+ au 13%me jour du protocole de différenciation, ainsi que des
cellules HLA-G* au 17¢me jour du protocole de différenciation, ce qui confirme les identités
identifiées par les analyses de scRNAseq. Il semblerait que la population de type
syncytiotrophoblaste soit de taille plus importante que la population identifiée par scRNAseq,
mais il est probable que la majorité de la structure syncytiale n’ait pas été séquencée par le

Chromium, puisque sa grande taille n’est pas compatible avec une encapsulation en gouttelettes.
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Figure 9 : Caractérisation des populations extra-embryonnaires dans les corps embryoides

A : Zoom sur les populations extra-embryonnaires de la carte cellulaire des populations présentes entre les jours 13 et 19
dans les corps embryoides.

B : Expression des modules de génes décrits dans Castel et al. (Castel et al., 2020) dans les corps embryoides.

Seuls les génes présents dans un seul module ont été utilisés pour calculer le score d’expression.

C: Expression des génes décrits dans Castel et al. (Castel et al,, 2020) et Ohgushi et al. (Ohgushi et al., 2022) dans les
corps embryoides.
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Figure 10 : Marquage par immunofluorescence des populations trophoblastiques dans les corps embryoides

A : Expression de NR2F2 et CGB dans un corps embryoide au 17¢me jour de culture
B : Expression de HLA-G dans un corps embryoide au 17¢me jour de culture
C-D : Expression de NR2F2 et CGB dans des corps embryoides au 13¢me jour de culture

Temporalité de I'apparition des différentes populations

L’apparition des différentes populations décrites dans I'analyse des corps embryoides entre les
jours 13 et 19 ne se fait pas de maniére homogene. En s’appuyant sur des jeux de données
scRNAseq réalisés aux 4¢me et 7eme jours de différenciation (Figure 114, C), il est possible
d’ordonner I'apparition des différents feuillets. Au 4¢me jour de différenciation, les cellules sont
majoritairement indifférenciées, il est cependant possible d’identifier le début de la

différenciation endodermique.

113



Au 7¢me jour, les populations endodermiques et mésodermiques sont identifiables. La fraction
mésodermique est alors composée de cellules stromales et endothéliales. Les populations
endothéliales identifiées sont encore relativement précoces et ne présentent pas de phénotype
artériel puisqu’elles expriment encore le récepteur a I'apeline (APLNR). La différenciation vers les
populations extra-embryonnaires semble s’amorcer puisqu’il est possible d‘observer une

population CDX2+ positive bourgeonnant des populations ayant un profil épiblastique.

Au 13¢me jour, les populations endothéliales au profil artériel et les cellules hématopoiétiques
commencent a apparaitre. La fraction mésenchymateuse du mésoderme est plus diversifiée,
notamment avec l'apparition des péricytes. La population endothéliale colocalisée avec les
cellules hématopoiétiques, labellisée comme endothélium hémogénique dans le manuscrit de
I'article retranscrit plus haut, est majoritairement détectée a ce temps de culture. Les populations

aux profils amniotiques et syncytiotrophoblastiques sont également apparues.

Au 15®me jour, on peut voir l'apparition des cellules aux profils ectodermiques et
cytotrophoblastique extra-villeux. Les cellules syncytiotrophoblastiques, en revanche, ne sont
plus détectées. La fraction endodermique se réduit avec I'apparition des cellules les plus matures

exprimant des genes caractéristiques de la lignée hépatocytaire.

Les 17#me et 19¢me jours présentent des populations similaires au 15éme jour. Une analyse des
cellules présentes apres 24 jours de culture (Figure 11C) montre cependant que la majorité des
types cellulaires ont disparu, puisque seuls subsistent des cellules des lignages mésodermiques et

endodermiques.
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Figure 11 : Evolution des populations dans les corps embryoides au cours du protocole de différenciation

A : Populations détectées dans les corps embryoides entre les 4¢me et 19¢me jours de culture
B : Populations détectées dans les corps embryoides apreés 24 jours de culture
C : Populations détectées dans les corps embryoides entre les 4¢me et 19éme jours de culture, affichées par jour de culture
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Influence des sources de protéine sur les types cellulaires produits

Notre protocole de différenciation utilise comme source de protéine un plasma produit par
I’établissement francais du sang (EFS). Ce plasma n’étant pas disponible commercialement pour
les laboratoires de recherche ne travaillant pas avec I'EFS, nous avons voulu comparer les
résultats de notre protocole avec d’autres sources de protéine. Nous avons ainsi testé le plasma
produit par 'entreprise Octapharma. L’utilisation de ce plasma a un effet fortement délétere sur
notre protocole de culture, caractérisé par une formation diminuée du nombre de corps
embryoides formés et une forte mortalité (Figure 12A). Nous avons donc effectué des expériences
de scRNAseq a 17 jours de différenciation a I'aide du plasma EFS, du plasma Octapharma et de
I'albumine de sérum bovin (BSA pour bovine serum albumin) afin de comparer I'impact des

variations de source de protéine sur les populations cellulaires produites.

Comme identifié précédemment, les corps embryoides produits avec le plasma EFS sont composés
de cellules des trois feuillets embryonnaires et de cellules extra-embryonnaires apres 17 jours de
différenciation (Figure 12B). En revanche, les corps embryoides cultivés pendant 17 jours avec le
plasma Octapharma ou la BSA ne produisent que des cellules mésodermiques

(mésenchymateuses, endothéliales ou hématopoiétiques) et endodermiques (foie foetal).

Pour confirmer ces résultats et vérifier que 'absence de populations extra-embryonnaires au
17¢me jour n’est pas due a une accélération de la différenciation des corps embryoides, nous avons
réalisé des marquages par immunofluorescence avec NR2F2 et CGB aux jours 7, 13 et 17 des corps
embryoides cultivés avec les deux sources de plasma (Figure 13). Aucune trace de différenciation
trophoblastique n’est observée dans les corps embryoides cultivés avec le plasma Octapharma
aux trois temps examinés (Figure 13A). En revanche, l'utilisation d’'un marquage CD144, CD34,
CD45 permet de montrer I'apparition des populations endothéliales et hématopoiétiques dans les

deux conditions (Figure 13B).
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Figure 12 : Influence de la source protéique sur les populations produites dans les corps embryoides

A : Détection des cellules mortes par marquage au DAPI en cytométrie en flux dans des corps embryoides de 17 jours
cultivés avec les plasmas EFS et Octapharma.

B : Carte cellulaire des analyses scRNAseq réalisées sur des corps embryoides apreés 17 jours de culture avec du plasma
EFS, Octapharma, ou de la BSA.
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CD34

Figure 13 : Validation par immunofluorescence de l'influence des sources de plasma sur les populations
cellulaires produites

A : Expression de NR2F2 et CBG dans des corps embryoides cultivés avec les plasmas EFS et Octapharma pendant 7,13 et
17 jours

B : Expression de CD45, CD144 et CD34 dans des corps embryoides cultivés avec les plasmas EFS et Octapharma pendant
7,13 et 17 jours




Nouvelles approches bioinformatiques explorées lors des analyses

Utilisation de Gene Ontology a I'échelle de la cellule unique

Une des étapes particulierement fastidieuse de l'analyse des données de scRNAseq est
I'annotation des types cellulaires. Lors de I'analyse des données sur les corps embryoides, les
bases de données permettant une annotation automatique étaient encore peu nombreuses et ne
couvraient pas forcément tous les types cellulaires possibles, ce qui demande de vérifier les
identités cellulaires obtenues al'aide de marqueurs qu'il faut extraire de la littérature. L'utilisation
de stratégies d’annotation manuelle a base des génes différentiellement exprimés dans les
clusters peut également s’avérer laborieuse car les différenciations in vitro produisent des types
cellulaires peu matures dont le profil transcriptomique est moins bien caractérisé que pour les
types cellulaires adultes. Il peut cependant étre assez facile pour un expert de regarder les profils
d’expressions de certains génes caractéristiques de voies de différenciation dans son domaine
d’expertise ou de repérer certains genes clés dans une liste de genes différentiellement exprimés
pour estimer rapidement l'identité des cellules. Dans le cas de systeme de différenciation aussi
complexe que nos corps embryoides qui produisent des cellules des trois feuillets embryonnaires

et des cellules extra-embryonnaires, peu de personnes disposent d’'une expertise suffisante.

Afin de pouvoir accélérer ce processus d’annotation, je me suis intéressé a la possibilité d’utiliser
une base de données tel que la Gene Ontology a 'échelle des cellules uniques pour faciliter ces
identifications (Figure 14). L’approche développée a été la suivante : donner la liste des génes
détectés dans chaque cellule a un algorithme d’enrichissement en sets de genes (GSEA) pour
obtenir une valeur p (p-value) mesurant la probabilité d’expression de chaque module de gene
dans chaque cellule. Cette p-value est transformée en score par transformation logarithmique
pour obtenir une matrice de modules de génes par cellule. On peut ensuite utiliser cette matrice
pour voir quelles modules de genes sont surreprésentés dans les clusters ou pour visualiser leur

expression dans le jeu de données.
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Figure 14 : Stratégie d’analyse par les Gene Ontology a I'échelle de la cellule unique

Dans notre cas, cette approche a été utile pour identifier la présence de cellules extra-
embryonnaires car nous éprouvions beaucoup de doutes sur les résultats des annotations
automatiques pour ces cellules. Bien qu’elle soit efficace pour identifier les voies de différenciation
dans plusieurs lignages, elle est fortement limitée par I'exhaustivité de la base de données utilisée.
Ainsi, les modules de genes obtenus ressortant comme différentiellement exprimés pour les
cellules épiblastiques ou similaires aux étapes précoces du développement de I'embryon ne
permettent pas de déterminer 'identité des cellules. Une version beaucoup plus élaborée de cette
méthode, se basant sur des réseaux de neurones apprenant a détecter I'expression des modules
de génes, a depuis été mise au point par le laboratoire de Fabian Theis et a été publiée en 2023

(Lotfollahi et al., 2023).

Séparation des cellules murines et humaines dans les moelles de souris

Lors de I'analyse des moelles de souris greffées par scRNAseq, il a été nécessaire de pouvoir
séparer les cellules humaines des cellules murines dans le jeu de données obtenu. En effet, aucun
tri n’avait été effectué sur les cellules de la moelle avant séquencage afin de capturer la totalité de
I'hétérogénéité des populations cellulaires présentes. Les génomes humains et murins étant
proches, les séquences de beaucoup d’ARNs murins s’alignent sur les séquences de leurs
homologues humains et réciproquement. Bien que les génomes murins et humains possédent
plusieurs différences, comme la spécificité du géne HLA-DR a 'Homme, la nécessité que le gene
soit exprimé et détecté rend difficile l'utilisation de génes marqueurs pour ségréger de maniére

fiable les cellules humaines et murines.

On peut faire 'hypothése que le nombre de genes détectés lors de 'alignement des séquences sur
le génome d’une autre espece est plus faible que dans le cas de l'alignement sur le génome
correspondant a la bonne espéce. Cependant, du fait de la variabilité naturellement présente dans
le nombre de genes ou d’'UMI détectés, aucune ségrégation des populations nette n’apparait si 'on

s’'intéresse au nombre de génes détectés par cellule en réalisant un alignement sur le génome
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humain. Pour circonvenir a ce probléme, nous avons aligné les échantillons sur les génomes
humains et murins et avons comparé pour chaque cellule le nombre de génes détectés sur chaque
génome (Figure 15A). On peut alors voir apparaitre une ségrégation de deux populations, une
population ayant plus de génes humains détectés que de génes murins et une autre ayant plus de
génes murins détectés. On peut également observer la présence de quelques cellules présentant
un profil d’expression équilibré, qui peuvent correspondre a des types cellulaires particuliers ou

a des doublets composés d’une cellule humaine et d'une cellule murine.

Afin de disposer d'un contréle pour vérifier la fiabilité de cette méthode de ségrégation, nous
avons pris deux jeux de données publiques, un de moelle humaine et un de moelle murine, que
nous avons fusionné afin de vérifier si notre méthode sépare bien les populations par espéce
d’origine. L’utilisation du ratio entre le nombre de génes humains et murins détectés permet bien
de séparer les cellules des deux espéces et aucun type cellulaire ne semble présenter le profil
intermédiaire observé dans les moelles des souris greffées (Figure 15B, C), ce qui suggére que ces
cellules sont des doublets. Nous avons donc choisi de retirer ces cellules de nos jeux de données

pour le reste de nos analyses.
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Figure 15 : Séparation des cellules humaines et murines dans I'analyse scRNAseq des moelles greffées
A : Expression du ratio du nombre de génes humains détectés par rapport au nombre de génes murins dans les moelles

greffées

B : Nombre de génes humains et murins détectés dans le jeu de données contréle
C : Expression du ratio du nombre de génes humains détectés par rapport au nombre de génes murins dans le jeu de

données contréle
D : Carte cellulaire du jeu de données contréle
E : Carte cellulaire des moelles de souris greffées
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Analyse d’'un protocole d’amplification sériée des cellules souches

hématopoiétiques

Dans le cadre d'une montée en échelle du protocole de différenciation de cellules souches
pluripotentes en cellules souches hématopoiétiques avec injection dans modéle gros animal (le
cochon nain d’Aix-la-Chapelle) (Plotzki et al., 2016), il nous a été nécessaire d’établir un contréle
positif. Ainsi, notre laboratoire a été amené a amplifier des cellules souches hématopoiétiques de
sangs de cordons humains, qui représentent le test de référence pour les greffes de cellules
souches hématopoiétiques. En effet, la plupart des sangs de cordons a notre disposition ne
contenaient pas assez de cellules souches hématopoiétiques pour un systéme porcin. En
s’inspirant d'un protocole d’amplification élaboré au sein du laboratoire pour réaliser des greffes
de cellules souches hématopoiétiques dans des primates non-humains, une nouvelle méthode de
culture a base de cytokines (SCF, TPO, FLT3-L, IL3, IL6, GM-CSF) a été mise au point. Bien que
I'amplification obtenue au bout de 10 jours de culture ait été suffisante, nous nous sommes
intéressés a la possibilité d’améliorer le rendement de cette production par une amplification
réalisée de maniere séquentielle. Avec cette nouvelle méthode, les cellules CD34+ obtenues apres
les 10 jours d’amplification sont a nouveau mises en culture pendant 10 jours dans le but d’étre
amplifiées de maniere répétée (Figure 16). Afin de pouvoir mesurer et quantifier le potentiel des
cellules souches hématopoiétiques ayant été soumises a ces amplification sériées, les cellules
obtenues a chaque étape sont caractérisées par cytométrie en flux, par des tests clonogéniques,
par la capacité a effectuer une différenciation érythroide, par greffe dans des souris
immunodéficientes irradiées et enfin par scRNAseq (Figure 16). Ma contribution a ce projet a

consisté en I'analyse des jeux de données scRNAseq effectuées aux jours 0, 10 et 20 du protocole.
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Figure 16 : Protocole d'amplification des cellules souches hématopoiétiques et caractérisation des cellules
obtenues

Réalisée par Mathias Brunet-Manquat

Evaluation du potentiel des cellules souches hématopoiétiques au cours de la
culture

La quantification du nombre de cellules CD34+ obtenues par cytométrie en flux montre une
amplification d’un facteur 15 lors des 10 premiers jours de culture, suivie d'une amplification d'un
facteur 4 entre le 10¢me et le 20¢me jour de culture (Figure 17A), permettant ainsi une amplification
d’un facteur 60 par rapport aux cellules de départ (Figure 17B). Malheureusement, 'amplification
entre le 20¢me et le 30¢me jour de culture est trés faible et ne permet pas d’obtenir une différence

significative dans la quantité de cellules générées.

Cette baisse de la capacité d’amplification au cours de la culture est corroborée par les tests
clonogéniques, puisque le nombre de colonies CFUGM/G généré par cellule baisse avec le temps
de culture (Figure 17C). On peut également observer une baisse de la capacité d’énucléation des

cellules générées en protocole de maturation et différenciation érythroide (Figure 17D).
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Figure 17 : Caractérisation fonctionnelle des cellules aprés amplification

A : Facteur d’amplification des cellules CD34+* a chaque itération du protocole

B : Facteur d’amplification cumulée des cellules CD34+* du protocole d’amplification a chaque itération du protocole

C: Nombre de CFUGM/G produit par cellule CD34* a chaque itération du protocole

D : Pourcentage d’énucléation des globules rouges produits en différenciation érythroide a chaque itération du protocole

Analyse scRNAseq des cellules produites

Les tests clonogéniques et les tests de différenciation érythroide ont montré une baisse du
caractere souche des cellules CD34+ avec le protocole de culture. L’objectif des analyses scRNAseq
réalisées ici visent a identifier quels changements sont observés dans les cellules cultivées afin de

pouvoir raffiner le protocole de culture.

Pour ce faire, les jeux de données des cellules CD34+ obtenues aux jours 0, 10 et 20 avec trois sangs
de cordons ont été agrégés (Figure 18A). On peut observer une ségrégation forte des populations

par jour de culture, et 'apparition d’'une ségrégation des échantillons par sang de cordon apres le
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10¢me jour de culture. Un des échantillons de sangs de cordon au 20¢me jour de culture a
malheureusement connu des problemes techniques lors de sa préparation et n’a donc pas pu étre

inclus dans I'analyse.

Afin d’identifier les populations possédant le plus fort caractere souche, nous nous sommes basé
sur les modules de génes publiés par le laboratoire de Lars Steinmetz (Velten et al.,, 2017). Nous
avons pu détecter une expression forte du module HLF-ZFP36L2, présent habituellement au
sommet de la hiérarchie de différenciation hématopoiétique, dans une sous-population de chaque
échantillon (Figure 18B). Néanmoins, la procédure classique de clustering des échantillons
s’averent peu efficace pour extraire ces populations et les scores d’expression des modules de
génes présentent une expression trop stochastique pour pouvoir sélectionner de maniere fiable
les populations désirées. Une approche alternative a donc été développée afin d’avoir un contréle

plus fin sur les cellules sélectionnées.

Pour les cellules séquencées aprés 10 ou 20 jours de culture, nous avons réalisé une trajectoire de
différenciation a 'aide de Monocle3 (Figure 18C). Cette derniere nous a permis de filtrer les
cellules sur leur position dans la trajectoire, offrant ainsi un contréle plus fin des cellules
sélectionnées (Figure 18E). Nous avons ainsi pu isoler 1614 cellules au 10®me jour de

différenciation et 1559 au 20¢me jour de différenciation.

L’expression des modules de genes dans les cellules du jour 0 (non cultivées) est plus disparate
que pour les cellules cultivées. Une approche basée sur la modélisation de trajectoire n’est donc
pas adaptée dans ce cas. Pour résoudre ce probléme, nous avons réalisé un clustering réalisé sur
un graphe des plus proches voisins construit en utilisant seulement les génes présents dans les
modules de genes les plus souches décrits dans Velten et al. (Velten et al., 2017). Ainsi, nous avons
pu obtenir un cluster constitué majoritairement de cellules présentant un niveau élevé
d’expression du module HLF-ZFP36L2 (Figure 18D) que nous avons utilisé pour la suite des

analyses.
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Figure 18 : Sélection des cellules souches hématopoiétiques

A : Carte cellulaire des échantillons de sangs e cordons séquencés apreés tri des cellules CD34+, colorée par échantillon

B : Expression du module HLF-ZFP36L2 dans les cellules séquencées

C: Trajectoires cellulaires réalisées avec Monocle3 afin d’extraire les populations souches

D : Cluster des cellules non cultivés (J0) sélectionné sur la base de I'expression du module HLF-ZFP36L2, coloré par niveau
d’expression du module HLF-ZFP36L2.

E : Sélection des populations les plus souches en utilisant les trajectoires fournies par Monocle3, les cellules de chaque
module sont ordonnées par pseudotime

F : Projection des populations souches sélectionnées sur la carte cellulaire des échantillons
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Une fois les cellules les plus souches sélectionnées (Figure 18F), nous avons pu comparer
I'expression des génes exprimés entre les cellules non cultivées et les cellules cultivées au 102me
jour afin d‘évaluer les effets de la culture ex vivo, mais également les différences entre les 10¢me et
20¢me jours de culture afin d’identifier les changements transcriptomiques sous-jacents a la perte
progressive de potentiel des cellules cultivées. On peut observer la surexpression de génes liés a
I'inflammation et le stress oxydatif aprés 10 jours de culture. Ces cellules expriment 'antigéne de
surface CD48 qui est documenté comme étant absent des cellules souches hématopoiétiques
quiescentes murines et nécessaire a la prolifération, ce qui est cohérent avec la mise en culture et
l'utilisation d‘un protocole d’amplification. Il est également possible d’observer une surexpression
d’IL18 au bout de 10 jours de culture. IL18 a été reporté comme favorisant la quiescence des
cellules souches hématopoiétiques (Howard et al., 2021), ce qui suggére la mise en place d'une

balance entre les voies de quiescence et d’amplification en réaction au protocole.

Entre le 10®me et le 202me jour de culture, on peut observer la surexpression de genes liés a la
réponse aux corticostéroides et aux glucocorticoides. Une augmentation de I'expression de genes
liés a ces voies suite a la mise en culture de cellules souches hématopoiétique a été documenté
dans un article publié en janvier 2023 (Dong et al., 2023) qui a défini une liste de génes liés a la
perte du caractere souche suite a la mise en culture (CT-SRGs pour culture-time-stemness related
genes). Nous avons également observé une surexpression de FOSB et JUNB entre le 10¢me et le
20%me jour de culture, ce qui suggére une possible évolution de la régulation médiée par le facteur
de transcription AP-1 lors de la seconde phase d’amplification (Figure 19A). Cependant, si une
augmentation des genes CT-SRG est bien observée suite aux 10 premiers jours de culture (Figure
19B), le niveau d’expression des génes du CT-SRG reste stable les 10 jours suivants (Figure 19C).
Il semble donc que la réponse identifiée entre les jours 10 et 20 du protocole d’amplification
corresponde a une réponse non caractérisée par les CT-SRG, bien que faisant également parti de

la réponse aux corticostéroides et aux glucocorticoides.
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Figure 19 : Modifications transcriptomiques des cellules souches hématopoiétiques lors du protocole
d'amplification
A : Expression de FOS, FOSB, JUN et JUNB dans les cellules souches hématopoiétiques
B : Expression du module des CT-SRG en fonction du temps de culture
C : Expression du module CT-SRG et du module HLF-ZFP36L2 dans les cellules souches hématopoiétiques
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Analyse du microenvironnement murin de 'AGM

Ce manuscrit décrit une caractérisation des micro-environnements ventraux et dorsaux de 'aorte
embryonnaire a E11.5. Par des approches transcriptomiques globales ou a I’échelle de la cellule
unique, il a ainsi été possible de mettre en évidence une population stromale exprimant des génes
caractéristiques de fonctions neurales. Le réle de cette population, qui ne provient pas des crétes
neurales, a ensuite été validée fonctionnellement par I’étude de I'importance de la décorine et la
ténacine, deux protéines extra-cellulaires, dans la formation des cellules souches
hématopoiétiques. Ma contribution a ce projet a consisté en I'analyse d’'un jeu de données
scRNAseq d’AGM de souris séquencée a E11.5 qui a permis de confirmer 'existence de cette

population neuro-mésenchymateuse initialement identifiée par des analyses de RNAseq.
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Short running title: Molecular identity of the HSC subaortic niche

131



Abstract

The first hematopoietic stem and progenitor cells (HSPCs) emerge in the embryonic
dorsal aorta of midgestation mouse embryo, but the precise nature of the supportive
microenvironment remains largely unexplored. To address this question, we designed a
laser microdissection-based approach to isolate the dorsal and ventral tissues of the aorta
at three distinct developmental stages harboring HSPCs. Bulk and single cell
transcriptomics combined with computational analyses disclosed a large mesenchymal
cell population in the E11.5 subaortic tissue including a subset expressing interconnected
genes implicated in adhesive and neuronal functions. In vivo lineage tracing showed that
this subset does not derive from neural crest cells. Histological and functional studies
validated our strategy and revealed that Decorin, and Tenascin C, two components of the
extracellular matrix (ECM), are essential for HSPC development. Together, our study
identifies a yet unrecognized subaortic mesenchymal cell population and underscores the

critical role of the ECM on embryonic HSPCs.

Key points

A subaortic cell subset, not derived from neural crest cells, exhibits adhesive and neuronal

molecular features.

Decorin and Tenascin C regulate the HSPC development in the dorsal aorta.
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Introduction

The first adult-type hematopoietic stem cells (HSCs) are generated in the Aorta-Gonad-
Mesonephros (AGM) region of midgestation mouse embryo 1.2, Intra-aortic hematopoietic
clusters (IAHCs), containing hematopoietic stem and progenitor cells (HSPCs) closely
attached to the ventral side of the dorsal aorta 3-3, originate from hemogenic endothelial
cells through a process of endothelial-to-hematopoietic transition (EHT) 512, In the
mouse, IAHCs are also found on the dorsal side of the aorta 13, however HSC activity is
preferentially detected in the ventral aortic domain 1314 Moreover, preventing the
migration of the subaortic mesenchyme in the embryo was shown to inhibit IAHC
production 5. Collectively, these data indicate that the aortic hematopoietic activity is
polarized along the dorsoventral axis and that the ventral domain constitutes a supportive
HSPC microenvironment. Recent studies have highlighted the heterogeneity of the AGM
subaortic niche in terms of phenotype, gene expression and lineage history 16-19,
Molecularly, extrinsic factors including cytokines 142021 signaling pathways 1422-28 and
shear stress mediators, proinflammatory and sympathetic nervous systems 29-35
participate in HSPC regulation. The subaortic extracellular matrix (ECM)-embedded
mesenchyme being known to provide critical HSPC niche factors 14232536 it appears
essential to define its molecular identity, which remains a technical and biological
challenge since the ventral domain contains diverse cell types including endothelial cells,

macrophages and neural crest cells 31-3537.38 |

We previously reported a systems biology approach for extracting the molecular core of
HSPC niches3?, 40. We present here an original strategy combining precise laser capture,
bulk and single cell transcriptomics combined with computational analyses (including
correlation- and information-based gene network analyses) and functional validation to
capture the molecular identity of the E11.5 AGM mesenchyme. The subaortic
mesenchyme exhibited a unique molecular signature with strongly interconnected
neuronal and adhesion-related genes. Lineage tracing experiments indicated that this
singular cell population was not derived from neural crest cells. Using the zebrafish
model, we functionally validated Decorin and Tenascin C as critical AGM HSPC regulators.
Altogether, this study provides an unexpected insight onto the molecular identity of the

AGM HSPC niche.
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Methods

Mouse and human embryos

C57BL/6 mice were bred at Janvier (Le Genest, France) and maintained in the animal
facility of the Laboratory of Developmental Biology according to institutional guidelines.
Mouse models used in this study were the Tg (PLAT-cre)116Sdu*!, referred as (HtPA)-
Cre, and Cre reporter mice B6.Cg-Gt (ROSA)26Sortm9 (CAG-tdTomato)Hze/]J*? for
tdTomato. Human embryonic tissues were obtained following voluntary, spontaneous or
therapeutic abortions. Informed consent for the use of the embryo in research was
obtained from the patient, and tissue collection and use were performed according to the

guidelines and with the approval of the French National Ethics Committee.

Tissue collection for transcriptomics

In a first step, we used the Arcturus Laser Capture Microdissection System to isolate from
mouse embryos the ventral and dorsal aortic tissues surrounding the dorsal aorta. The
dorsal tissue localized in between the notochord and the roof of the aorta and the ventral
tissue underneath the aorta were isolated from the same embryos. In a second step, AGMs
were dissected from E11.5 embryos, digested with collagenase and used for single cell

transcriptomics.

Microarray, single cell screening and data analysis

cDNA from microdissected tissues was hybridized to GeneChip® MouseGene 2.0 ST
(Affymetrix). Normalization and functional analyses of the datasets were performed using
Partek Genomics Suite software. E11.5 AGMs were dissected and submitted to scRNAseq
using 10X Genomics Chromium next GEM single cell 3’ kit version 3.1. Gene networks
were obtained using the Weighed Gene Correlation Network Analysis (WGCNA)#3 and

multivariate information-based inductive causation (miic) algorithms#445,

Zebrafish studies

Zebrafish were maintained according to the ‘University of California, San Diego,
International Animal Care’ and ‘User Committee and aquatic animal guidelines of
Sorbonne Université’. Wild-type or transgenic zygotes were injected with a morpholino
solution and incubated at 28.5°C until they reached the stage of interest. Embryos were

collected, staged, fixed, and processed for in situ hybridization as previously described4¢.
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Statistics

Statistical analysis was performed using GraphPad Prism software. Unpaired t or Mann
and Whitney tests were used to evaluate statistical significance. Data were considered

statistically significant for p < 0.05.

Detailed protocols and computational analyses are in supplemental Methods.

Data sharing statement
The microarray data from this study have been deposited in the Gene Expression Omnibus

database (accession number GSE159592).

Results

The dorsal and ventral aortic tissues exhibit dynamic and distinct molecular
signatures

We used a laser microdissection approach to isolate the ventral (VT) and dorsal (DT)
aortic tissues from E10.5, E11.5 and E12.5 mouse embryos (Figure 1A, Supplemental
Table 1 and Video 1). The strategy is schematized in Figure 1 and developed below.

ANOVA with a low stringency p-value (p < 0.06) was used to extract the lists of
differentially expressed genes (DEGs) between VT and DT. There were 2704, 1838 and
1873 DEGs at E10.5, E11.5 and E12.5, respectively. VT and DT were characterized by
different gene ontology (GO) profiles (Figure 2A). VT profiles (top panels), either peaked
at E11.5 (e.g., ‘ECM’, ‘cell junction’, 'synapse'), or declined from E10.5 to E11.5 (e.g.,
‘transcription’, ‘cell cycle’). DT profiles (bottom panels) either peaked at E12.5 (e.g.,
'developmental protein’, 'transcription’, 'cell cycle'), or declined from E10.5 onwards
('synapse’, 'cytokine activity', 'cell junction'). The contrast of VT vs. DT was confirmed
using Gene Set Enrichment Analysis#’” (GSEA, Figures 2B and C). The gene sets
‘Complement’, ‘IL6 Jak3 signaling’ and 'Interferon o response’ were significantly enriched
in VT, in agreement with recent studies demonstrating the role of proinflammation on

AGM HSCs 32-35, Moreover, the ‘Epithelial-to-Mesenchymal Transition’ gene set was also
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significantly enriched in VT, including numerous highly ranked genes coding for ECM

proteins such as Dcn and Tnc.

Gene networks including neuronal- and mesenchymal-related genes characterize
the dorsal and ventral tissues at E11.5

Our further study focused on E11.5 since the expression profiles were most contrasted at
this time point, and it is known that HSC numbers increase in the AGM between E11 and

E12 48,

To enrich the database and eventually disclose the mesenchyme-specific genes, we
merged our E11.5 transcriptomes with two other expression sets. The first one
corresponded to AGM stromal lines with differing capacities to support HSPCs (AM14-
1C4, AM30-3F4, UG26-1B6 and UG26-3B5) 3949, Using Principal Component Analysis
(PCA), VT and DT were not discriminated using the entire transcriptome (Supplemental
Figure 1A, top panel), but was evidenced after selection of the 3635 DEGs (gene set 1)
(Supplemental Figure 1A, bottom panel). The second one corresponded to flow cytometry
AGM sorted CD144rosCD45m¢¢ endothelial cells (EC), CD34lowKitlowCD45pos differentiated
hematopoietic cells (HC), and CD34highKithighCD45pros HSPCs. Similar to the first expression
set, the different cell populations were not segregated by PCA using the entire
transcriptome (Supplemental Figure 1B, top panel) but segregated after selection of 3231
DEGs (gene set 2). Importantly, DT discriminated from VT according to PC1, and EC from
HC according to PC2 (Supplemental Figure 1B, bottom panel). To refine the mesenchyme-
specific gene list, we intersected gene sets 1 and 2 providing a list of common 2401 genes
listed in Supplemental Table 2. PCA (Figure 3A) still enabled discriminating DT from VT
according to PC1 (34,2% of the variance) and EC from according to PC2 HC (19,1% of the

variance).

To find out which genes were specific to each of the four discriminated cell and tissue
populations (VT, DT, EC, HC) and to reveal their relationships, Weighed Gene Correlation
Network Analysis (WGCNA) (Supplemental Table 2 and Supplemental Figure 1C)
combined to PCA was applied to the gene set 3 43. PC1 and PC2 were used to quantify the

external traits (DT-to-VT and EC-to-HC contrasts), and the merged dynamic tree cut

136



method was used to identify the modules (Figure 3B). Eigenvector correlations to PC1
indicated that two modules, designated blue and yellow, corresponded to VT and another
two, brown and turquoise, to DT (Figure 3C). Likewise, correlation to PC2 trait enabled
identifying one major cyan module for EC and two modules, magenta and salmon, for HC
(Figure 3C). Gene analysis confirmed the endothelial and hematopoietic identities of the
populations corresponding to the EC and HC modules, respectively (Supplemental Table
2). Taken together these results indicate that our in-silico strategy has allowed excluding
the contribution of genes expressed by endothelial and hematopoietic cells (not polarized

along the dorsal to ventral axis) from those expressed by DT and VT tissues.

The DT and VT modules had very distinctive features. The brown DT module included 151
genes (Supplemental Table 2) with genes implicated in neurogenesis and/or the cell cycle.
Many transcription factors essential for neuronal development and differentiation such
as Sox2, Pou3f3, Pou3f2, and Npas3 were among the most connected genes. The turquoise
module included 297 genes (Supplemental Table 2) many of which were implicated in
chondrogenesis and synapse formation. The transcription factors Pax1, Pax9 expressed in
pre-chondrocyte condensations, Gli1 required for skull skeleton, vertebral column and
cranio-facial development, the ECM cartilage collagen components ColZal and Col9al and

the cartilage proteoglycan Acan, were among the most connected genes.

The blue VT module included 295 genes (Supplemental Table 2) implicated in either
adhesion-related ('cell adhesion’, 'basement membrane', ‘ECM’, ‘collagen’, ‘homophilic cell
adhesion’, ‘focal adhesion’) or neuronal-related processes ('synapse’, 'ion channel’,
'GABA-A receptor activity', ‘Neuroactive ligand-receptor’, ‘Neurotropin signaling’) (Figure
3D). Among the most connected genes were the ECM components Dcn, Tnc and Col25al,
the neurotrophin-3, glutamate and netrin receptors Ntrk3, Gridl and Unc5c, and
molecules implicated in synapse functioning and/or neuronal development, Clstn2, Amph,
Sytl, Cntn4, Ntf4 (Figures 3E and 3F). The yellow VT module with 288 genes
(Supplemental Table 2) was less well defined since including poorly characterized or
predicted genes (olfactory receptors, Riken, Gm genes). However, among the most
connected genes were the ECM component LamaZ, the ECM-organizing protein FrasI and

Cnn1 implicated in the regulation of smooth muscle contraction.
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These data suggested the presence of several cell populations within the dorsal and
ventral tissues expressing different genes organized in distinct networks. To find out the
identities of those cell populations and how they would integrate within the AGM region

we performed single cell transcriptomic analysis on the entire AGM.

Single cell analysis discloses a large mesenchymal cell population including dorsal
and ventral subpopulations expressing the different gene networks

After Quality Control (Supplemental Figure 1D) we retained 15154 out of 15862 cells,
with 2698 genes detected on average. After normalization and dimension reduction, the
Louvain algorithm allowed defining clusters projected on Uniform Manifold
Approximation and Projection (UMAP) embedding (Figure 4A). Thirteen of the 22
clusters were packed together forming a larger cluster, clearly discriminated from the 9

others that presented as single entities.

The large cluster consisted in mesenchymal cells as indicated by the widespread
expression of the interstitial collagens Collal, CollaZ and Col3al, the lysyl oxidase LoxI1
essential for collagen crosslinking, the microfibril component FbnZ2, the ECM-degrading
metalloproteases Mmp16 and Bmp1, the proteoglycan Vcan, several molecules implicated
in matrix assembly (Ccdc80), matrix organization (Fras1) and cell-collagen interactions
(Tgfbi), the receptors for the growth factors of mesenchymal cells (Pdgfra and Pdgfrb),
the hematopoietic chemokine expressed by stromal cells Cxcl12, and molecules
implicated in epithelial-mesenchymal transition, the transcription factor Snai2 and the
growth factor Ptn (Figure 4B, Supplemental Figure 2A). Of note, we had found in a
previous work that some of these genes (Ccdc80, Snai2 and Tgfbi) were regulators of HSPC
development in the AGM.

The next step was to ascertain in which of the cell subpopulations the gene networks
described above were expressed (Figure 4C). The projection of the genes of the networks
onto the cluster map indicated that the blue module genes were expressed in two clusters,
C6 and C7, within the mesenchymal population. Since according to PCA and WGCNA the
blue module was characteristic of the ventral tissue, it may be concluded that the C6 and

C7 represented subaortic subpopulations of mesenchymal cells. Similarly, the VT yellow
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module genes were projected mainly onto the C4 cluster that consisted therefore in
another subset of mesenchymal cells ventrally located (there was also a minor
contribution to C8). The projection of the DT turquoise module genes showed that the
genes were expressed for most in the CO cluster, albeit with a minor contribution in C2,
indicating consequently that CO and C2 cells were also mesenchymal subsets, but with a
different localization from the previous ones since present in the dorsal tissue. Finally, the
brown module genes were expressed in a non-mesenchymal population, the C13

peripheral cluster located also within the dorsal tissue (Figure 4C).

Analysis of the distribution of individual genes (Supplemental Figure 2B) confirmed that
cells in CO underwent chondrocytic differentiation, since expressing not only key
transcription factors for pre-chondrocytes and chondrocytes such as Pax1 and Sox9, but
also cartilage-specific collagens and proteoglycans such as Col2al and Acan. Of note, cells
in CO also expressed RunxZ2, the osteoblast-specific transcription factor, but none of the
other transcription factors and bone-specific proteins (such as Sp7, Bglap or Sppl).
Individual gene analysis also confirmed that cells in C4 followed a vascular smooth muscle
pathway up to the contractile stage since expressing the transcription factor Myocd,
smooth muscle actin ActaZ, and smooth muscle myosin heavy chain Myh11; these cells
also expressed the proteoglycan Cspg4 characteristic of pericytes. Further analysis of
individual genes in the non-mesenchymal populations confirmed that the C13 cells
expressed neuronal genes such as the neuronal intermediate filament Ina essential for
neuron morphogenesis, and the synaptic protein Rims2. A few genes expressed in C13

were also expressed in C11, such as the transcription factor Pou3f2.

Analysis of individual genes of the C6 and C7 clusters corresponding to the blue module,
which exhibited such a singular molecular identity with both neuronal and adhesive
genes, confirmed the expression of genes of both categories. Examples are shown on
Supplemental Figure 2C: the ECM component Tnc, the neurotrophin-3 receptor Ntrk3,
Syt1, the calcium sensor triggering neurotransmitter release at the synapse, and the
glutamate receptor Grid1. Moreover, the analysis aimed at answering three questions: i)
were C6 and C7 representative of a large subset since sharing most of the genes; ii) if so,
what was the percentage of cells expressing both neuronal and mesenchymal genes? iii)

were some mesenchymal genes more expressed in this cell subpopulation as compared
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to the others? Out of a hundred genes expressed in C6 71% were also expressed in C7 at
about the same intensity level, establishing therefore that the C6 and C7 clusters may be
considered as a unique cell subpopulation (the two-clusters definition by the Louvain
algorithm was likely related to the remaining 29% of genes expressed for most only in C7
cells). By extracting two lists of genes representative of the neural and mesenchymal
lineages from the blue module (Supplemental Table 3), we used gene set scoring to show
that 63.9% of cells in clusters 6 and 7 were positive for both gene subsets, confirming
their neuro-mesenchymal signature (Figure 4D). As can be seen already on that figure the
mesenchymal gene profile appeared distinctive, since expressed not only in C6 and C7 but
also in C1 (including genes implicated in metabolic pathways). Searching for individual
genes expressing such profile we found that it corresponded to a several ECM molecules,
Decorin (Dcn), a member of the small leucine-rich proteoglycan family with essential role
in collagen fibril assembly, and collagen family members, Col4a5, the major component of
basement membranes, and two chains of Collagen VI (Col6a3 and Col6aZ2), acting as a cell-

binding protein (Supplemental Figure 2D).

Finally, we used the single cell study to get more insight on the organization of genes
characterizing the neuro-mesenchyme and identify direct gene-to-gene interactions or
potential causal links. We applied the multivariate information-based inductive causation
(miic) algorithm 444> on the blue gene module. To yield significant results the miic
algorithm requires a large number of observations as compared to that of variables. We
restricted therefore the analysis to the central core of the module including 98 genes and
we considered all cells (N = 12516) belonging to the large mesenchymal cluster. After
filtering out low confidence links, 89 nodes defining direct high-confidence paths were
retained (Figure 4E). The resulting pruned network (as compared to that provided by
WGCNA) included four major hubs (with degree = 17), Unc5c, Collal, the neural cell
adhesion molecule Ncam1, and the transcription factor Zmiz1, and some minor ones such
as the dopa decarboxylase Ddc, primarily expressed by C7 cells as were all of its 7 links
(including Tnc, the channel interacting protein Kcnip4, the ion transport ATPase NkainZ2
and the metallopeptidase Adam23), establishing therefore a relationship between the
spatial distribution of genes and the graphical representation of their interaction network
(Figure 4E, right panel). Importantly, the links between Dcn and Collal and Ncam1 and

Ntrk3 (via Tnc) were confirmed by the analysis of protein-protein interactions using
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STRING>?. Finally, the miic algorithm uncovered a number of 'v-structures' (e.g., the
nuclear receptor Nr1h5 --> Tnc <-- Ncam1) suggesting cause-and-effect interactions to be

investigated in future works.

Analysis of the remaining clusters using first-ranked genes indicated that they included
genes implicated in metabolic pathways (C1, C5), cell cycle (C2), and developing tissues
(C3, €9, C10, C11) (Table in Figure 4A). The same approach for the non-mesenchymal
populations indicated that C15 was made of endothelial cells and C16 of innate immunity
cells (genes belonging to networks cyan, salmon and magenta were projected on these
clusters). There were also minor populations of red cells, cells involved in hemostasis,

kidney and liver cells, sarcomeric muscle and pluripotent cells (Table in Figure 4A).

Taken together our findings reveal the heterogeneity of the subaortic mesenchyme that
includes a cell subpopulation expressing genes organized in a network in which cell

adhesion genes are directly linked to neuronal ones.

Subaortic neuro-mesenchymal cells do not derive from neural crest cells and
strongly express Decorin (Dcn), Tenascin C (Tnc) and the Neurotrophin-3 growth
factor receptor (Ntrk3)

Single cell analysis revealed that the neural crest cell marker Sox10 was expressed in C14
whereas the late markers of the sympathoadrenal compartment, PhoxZa and Th, and the
neuronal marker Tubb3 were expressed in C13 (Figure 5A), confirming a clear
segregation between the subaortic neuro-mesenchyme and neural/neural crest cell
clusters. Moreover, to examine whether this C6/C7 cell subpopulation may derive from
neural crest cells, we performed lineage tracing and immunodetection experiments for
three molecules expressed in this subset and in the corresponding blue module: Dcn 51
and Tnc %%, encoding for two extracellular matrix genes and Ntrk3 encoding a
neurotrophin receptor 3. We took advantage of a Human tissue Plasminogen Activator
(HtPA)-Cre mice labelling neural crest cells and their derivatives in vivo 2%. After crossing
those mice with GT Rosa Tomato mice, E11.5 embryos were collected and analyzed for
the expression of Tomato, Dcn, Tnc and Ntrk3. Tomato* cells were detected as expected

on the dorsal, lateral and ventral sides of the aorta (Figures 5 B-D). There was little, if any,

141



overlap between Tomato expression and that of Dcn, Tnc or Ntrk3 (Figures 5 B-D). Dcn
was indeed detected at E11.5 around the notochord and in subaortic tissue, but not in
aortic endothelial, vascular smooth muscle cells, or macrophages as shown by the absence
of overlapping staining between Dcn and CD31, a-smooth muscle actin (a-SMA) or
Allograft inflammatory factor 1 (Ibal) (Figures 5F, 5M and Supplemental Figure 3A). Dcn
was expressed in a dynamic manner along the antero-posterior axis with strong
expression in cells and associated ECM in large areas of the middle part of the AGM known
to be enriched for HSC activity in mouse and human embryos 5455 (Supplemental Figure
3E-H). Tnc was also detected in a dynamic manner and found also highly expressed in
cells and associated ECM in large areas of the subaortic tissue (Figures 5C, 5G and
Supplemental Video 2). In keeping with a previous report>¢, similar distribution of Dcn
and Tnc were observed in human embryos at 30 days of gestation (Figures 5H and I).
Ntrk3 was present not only as expected in the dorsal root ganglion cells but also in
extensive areas in cells around and underneath the dorsal aorta (Figures 5D and 5]-L and
Supplemental Video 3). Immunostaining for Tyrosine hydroxylase (Th), an enzyme
involved in catecholamine biosynthesis, revealed discrete positive cells in the dorsal and
ventral domains of the aorta, corresponding to sympathetic nerve cells (Figure 5K).
Immunostaining for Tuj1, a neuron-specific class III beta-tubulin expressed in neurons of
the peripheral and central nervous system, revealed a dense array of Tuj1* cells on the
lateral sides, and a looser cell distribution underneath the aorta (Figures 5E, 5L, 5M and
Supplemental Figure B-D). Importantly, the distributions of Dcn, Tnc and Ntrk3 staining
were quite similar in large areas of the subaortic tissue, and clearly distinct from that of
Th* cells and Tujl* cells (Figures 5J-M and Supplemental Figures 3B-D). Finally,
transmission electron microscopy revealed the presence of transverse and longitudinal

ECM fibers in the intercellular space between subaortic cells at E11.5 (Figures 5N and 50).

Thus, in line with our single cell transcriptomics, these results suggest that the subaortic
mesenchymal subset expressing Dcn, Tnc and Ntrk3 were not derived from neural crest
cells and were clearly distinct from neuronal Tujl* cells. They also highlighted the

presence of a dense network of ECM molecules underneath the dorsal aorta.

142



Decorin and Tenascin C are essential for HSPC development

These observations prompted us to further investigate the roles of Dcn and Tnc on AGM
HSPCs. We performed knockdown experiments in zebrafish embryos using antisense
morpholinos (MO). The formation of HSPCs in the dorsal aorta was monitored by whole
mount in situ hybridization (WISH) for the expression of the HSPC markers runx1 and
cmyb. The morphants dcn injected with start MO exhibited strong hematopoietic defects
in the dorsal aorta, as shown by significant reduced expression of runxI and cmyb in
morphants as compared to respective controls at 30 and 36 hours post-fertilization (hpf),
respectively (Figures 6A-F). Similar phenotypes were observed with the injection of a
splice MO (Supplemental Figures 4A and B). Since adult dcn*/- zebrafishes (dcnse20247 line),
harboring a point mutation that induces a stop codon in the dcn coding sequence were
viable and fertile, we crossed dcn/- females with dcn/- males. Resulting embryos exhibited
a significant decrease in the numbers of runxI and cmyb positive cells as compared to
dcn*/* embryos from wild-type sibling crosses (Figures 6G-L), thus confirming the

phenotypes of the dcn morphants.

Morphants for tnc also exhibited a decrease in the numbers of runx1 and cmyb- expressing
cells in the dorsal aorta as compared to respective controls (Supplemental Figures 4A and
B). The reduced expression of the two HSC genes, runxI and gataZb, was also confirmed
in tnc and dcn morphants as compared to uninjected embryos by qRT-PCR (Supplemental
Figure 4A, right). Confocal microscopy using kdlr:-mCherry; gatalZb:UAS; GAL4:eGFP
transgenic animals showed a strong reduction in the number of definitive HSPCs in the
dorsal aorta in dcn and tnc morphants (Supplemental Figure 4C). These effects occurred
in absence of any vascular defects as shown by confocal imaging using fit1:dtomato;
flt4:yfp transgenic lines reporting vessel development (Supplemental Figure 4D).

Collectively, these results indicate that Dcn and Tnc are critical HSPC regulators.

Discussion

In this work we have uncovered the cell populations of dorsal (DT) and ventral (VT) aortic
tissues at the critical period of HSPC formation in the mouse embryo. We focused on E11.5
as the time of HSC number increase in the AGM, and showing peak activity of a number of

VT genes. By combining DT and VT transcriptomes with that of sorted hematopoietic and
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endothelial populations from age-matched AGM, we could exclude the specific
contributions of the endothelial and hematopoietic tissues and focus on the other, yet less
understood tissue components, including the aortic mesenchyme. One major finding of
our study was the identification within a large population of mesenchymal cells of a
subpopulation (that we called ‘neuromesenchyme’) in which neuronal genes were
directly linked to genes implicated in cell adhesion. Moreover, we showed that the HSPC-
supportive niche activity of the subaortic tissue was related to two ECM components,

Tenascin C and Decorin, which validated our approach.

The functional association between the hematopoietic and neuronal systems has already
been documented in the embryonic context. For example, it has been reported that Gata3
controls the numbers of AGM HSCs through the production of catecholamines, showing a
strong influence of the sympathetic nervous system on AGM HSCs 31. A transcriptomic
analysis in the human embryo at the time of HSC development has highlighted a neuronal
molecular signature associated with the ventrolateral domain of the dorsal aorta 57. In
zebrafish, trunk neural crest cells were shown to interact with precursors of aortic HSPCs
and to contribute to their supportive microenvironment 58 In mice, subaortic
mesenchymal cells may have a dual origin (mesodermal and neural crest-derived) 1617
with Pdgfra* mesodermal stromal cells being replaced by neural crest-derived cells at
E13.5 coinciding with the loss of EHT 16. Remarkably, in our present work we identified
at E11.5 amesenchymal cell subpopulation, not derived from neural crest cells, containing
both neuronal genes, implicated in synapse formation, membrane channel activity, and
neurotrophin signaling, and mesenchymal genes, in particular some distinctive ECM

components.

To evaluate the roles of Decorin and Tenascin C, we performed loss-of-function
experiments in zebrafish embryos, which revealed that both proteins are necessary for
HSPC formation and suggested an important role for ECM on AGM hematopoiesis.
Interestingly, in BM HSPC-supportive stromal cells Dcn is not up- but down-regulated 49,
which is in agreement with its reported role as HSPC negative regulator in adult mice >°.
These data underscore the context-dependency of some of the mediators, activators in the
embryonic niche but inhibitors in the adult one. Decorin and Tenascin C could exert their

effects on AGM HSPCs as structural and/or signaling molecules by interacting with other
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ECM proteins (e.g., fibronectins, collagens, periostin) and/or binding to cell surface
receptors and soluble factors. For example, it has been reported that Tenascin C interacts
with Wnt3a, the Transforming growth factor B and the Vascular endothelial growth
factor>2, As a consequence, Decorin and Tenascin C may play a critical role on cell-to-cell
communication by regulating the half-life, local concentration and availability of critical
growth factors, cytokines and morphogens that may modify the properties of the

overlaying endothelial cell layer and /or act beyond this layer on HSPCs.

In conclusion, at E11.5 we have identified a unique mesenchymal cell population
harboring both an adhesive and neuronal molecular identity within the subaortic tissue.
Our data also highlight the role of specific ECM components as part of the HSPC-

supportive niche in the embryo.
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Figure legends

Figure 1. A laser microdissection and systems biology strategy.

(A) Tissue sample collection for transcriptomics. In a first step, dorsal and ventral
surrounding aortic tissues were isolated by laser microdissection at E10.5, E11.5 and
E12.5 (solid lines) and utilized for bulk transcriptomics. In a second step, E11.5 AGMs
were dissected (dash line) and proceeded for single cell transcriptomics.

(B) Flow chart of the study. Green color indicates methods except for transcriptomics in
red.

Ao: dorsal aorta; CV: cardinal vein; Nc: notochord. Scale bar for Figure 1A is 100 pm.

Figure 2. The dorsal and ventral tissues surrounding the dorsal aorta exhibit
dynamic and distinct molecular signatures.

(A) GO analysis of DT and VT tissues at E10.5, E11.5 and E12.5.

(B) GSEA showing 4 gene sets significantly enriched in VT at E11.5. NES: normalized
enrichment score, FDR: false discovery rate.

(C) Rank metric score of the 23 first genes from the ‘Epithelial Mesenchymal_Transition’

gene set enriched in VT at E11.5.

Figure 3. Gene networks including neuronal- and mesenchymal-related genes
characterize the dorsal and ventral tissues at E11.5.

(A) PCA (using 2423 genes and 15 biological samples) highlighting the different clusters.
The score plot of PC1 vs. PC2 is shown.

(B) Module detection using WGCNA. Modules named by colors correspond to squares
along the diagonal of the topological overlap matrix plot shown below the clustering tree.
DT and VT modules are highlighted.

(C) Module eigenvectors corresponding to the DT to VT (PC1 trait) and to the EC to HC
contrasts (PC2 trait).

(D) Significant GO categories corresponding to genes in VT blue module.

(E) Connectivity plot of genes belonging to the VT blue module for the 119 most
connected genes (out of a total of 295 genes).

(F) Connectivity bar plot of the Top-30 genes.
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Figure 4. Single cell analysis discloses a large mesenchymal cell population
including dorsal and ventral subpopulations expressing the different gene
networks.

(A) UMAP embedding of the Louvain clusters corresponding to E11.5 AGM single cell
analysis.

(B) Expression pattern of genes defining the mesenchymal cell population.

(C) Distribution of genes of the turquoise, yellow, blue and brown WGCNA modules
among the different clusters.

D) Distribution of genes of the blue WGCNA module and the extracted neuronal and
mesenchymal subsets among the different clusters.

(E) Miic plot of the central core genes of the blue module. On the right is shown the

expression pattern for Ddc (encircled on the miic plot) and of three of its connected genes.

Figure 5. Subaortic neuro-mesenchymal cells do not derive from neural crest cells
and strongly express Decorin (Dcn), Tenascin C (Tnc) and the NT-3 growth factor
receptor (Ntrk3).

(A) Expression pattern of Sox10, Phox2a, Th and Tubb3.

(B-D) Immunodetection for Dcn (A), Tnc (B) and Ntrk3 (C) on E11.5 sections of HtPA-Cre;
R26R-tomato mouse embryos.

(E) Immunodetection for Tuj1 on E11.5 mouse embryo sections.

(F) Immunodetection for Dcn and CD31 on E11.5 mouse embryo sections.

(G) Immunodetection for Tnc and CD31 on E11.5 mouse embryo sections.

(H-I) Immuodetection for Dcn (G), Tnc (H), and CD105 on 30 days human embryo
sections.

(J) Immunodetection for Ntrk3 and CD31 on E11.5 mouse embryo sections.

(K) Immunodetection for Ntrk3 and Th on E11.5 mouse embryo sections.

(L) Immunodetection for Ntrk3, Ibal and Tuj1 on E11.5 mouse embryo sections.

(M) Immunodetection for Dcn, Ibal and Tuj1 on E11.5 mouse embryo sections.

(N-O) Transmission electron microscopy of E11.5 subaortic tissue. N is a magnification
of the square indicated in Figure 5M.

Scale bar for Figures 5A, B, C, D, E, F, 1, ], Kand Land O is 100 um. Scale bar for Figures 5G
and H is 50 pm. Scale bars for Figures 5 N and 0 are 10 um and 200 nm, respectively.

Nc: notochord, Ao: dorsal aorta.
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Figure 6. Decorin and Tenascin C are essential for HSPC development.
(A-B) WISH for runx1 in 30 hpf dcn morphants and their respective uninjected controls.

(C) Numbers of runx1+* cells in the dorsal aorta of control and dcn morphant embryos.
(D-E) WISH for cmyb in 36 hpf dcn morphants and their respective uninjected controls.
(F) Numbers of cmyb* cells in the dorsal aorta of control and dcn morphant embryos.
(G-H) WISH for runx1 in 30 hpf dcn*/* and dcn/-embryos.

(I) Numbers of runx1+ cells in the dorsal aorta of dcn*/* and dcn/-embryos.

(J and K) WISH for cmyb in 36 hpf dcn*/* and dcn”/- embryos.

(L) Numbers of cmyb* cells in the dorsal aorta of den*/* and dcn”/- embryos.

*** indicates p value < 0.0001 using either two-tailed t-test or Mann and Whitney test.

24 to 57 embryos were analyzed for each condition from 1 to 3 independent experiments.
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Figure S1
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Figure S2
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Figure S3
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Résultats

Analyse du microenvironnement murin de 'AGM
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Discussion et perspectives

Ce travail de these a permis de caractériser le premier protocole de différenciation in vitro de
cellules souches pluripotentes induites en cellules souches hématopoiétiques sans utilisation de
transgénes ou de cocultures. Bien que ce dernier ait initialement été con¢u pour une
différenciation dirigée, nous avons pu montrer que les corps embryoides formés produisent des
cellules des trois feuillets embryonnaires, ainsi que des cellules extra-embryonnaires. La présence
d’une telle diversité cellulaire est inhabituelle, aussi bien dans les corps embryoides (Han et al.,
2018) que dans les tératomes (McDonald et al, 2020). Méme s'il existe des protocoles de
différenciation des cellules souches embryonnaires ou induites vers les différents feuillets ou vers
des types cellulaires extra-embryonnaires, la coexistence de ces différents éléments est peu
courante. A notre connaissance, le seul systéme in vitro de différenciation cellulaire ayant réussi
une différenciation simultanée vers des cellules embryonnaire et extra-embryonnaires humaines
est le blastoide (Kagawa et al., 2022), mais les types cellulaires représentés sont beaucoup moins
matures que dans notre cas. Une différenciation vers les trois feuillets embryonnaires et la lignée
trophoblastique a également été rapportée dans les tératomes réalisés a partir de cellules souches
reprogrammeées a un stade proche de 'embryon humain a 8 cellules (8CLC pour 8-cell-like-cells)
(Mazid et al., 2022). Les génes de totipotence exprimés lors de cette reprogrammation ne sont pas
détectés au 4¢me jour du protocole de différenciation des corps embryoides, qui correspond au jeu
de données le plus précoce dont nous disposons pour nos analyses de scRNAseq. Cependant, la
faible granulosité temporelle dont nous disposons n’exclut pas que notre milieu de culture induise
un passage fugace par cet état. En effet, I'analyse scRNAseq d’un protocole de différenciation de
cellules souches en cellules mésodermiques extra-embryonnaires publiée en 2022 montre un
passage par le stade 8CLC (Pham et al., 2022); il est donc possible que ce dernier soit un point de

passage privilégié pour la différenciation vers des populations extra-embryonnaires.

La présence de ces différentes populations dans les corps embryoides semble étre liée a un facteur
encore inconnu présent dans la source de protéine utilisée puisque le changement de la source de
plasma induit la disparition des populations ectodermiques et extra-embryonnaires.
L’identification de ce facteur pourrait étre une piste intéressante pour la mise au point de
protocoles de différenciation complexes incorporant simultanément des cellules intra et extra-
embryonnaires. Nous avons donc commencé une analyse protéomique comparative des plasmas

EFS et Octapharma afin d’identifier ce facteur.

Un point non élucidé par nos analyses est la séquence d’apparition des cellules du

syncytiotrophoblaste et de 'amnios dans nos corps embryoides. Si cette derniére est simultanée
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dans le protocole d’Ohgushi et al. (Ohgushi et al, 2022), l'absence de jeux de données
intermédiaires entre les jours 7 et 13 ne nous permet pas de vérifier si un phénomene similaire a
lieu dans les corps embryoides. En effet, 'amnios se formant a partir des cellules épiblastiques au
contact du syncytiotrophoblaste, il est possible que cette interaction soit reproduite dans les corps
embryoides. Nous avons prévu d’étudier ce point par des études en immunofluorescence de

coupes des corps embryoides entre les jours 7 et 13 du protocole de différenciation.

Les cellules souches hématopoiétiques produites par notre protocole ont un phénotype
intermédiaire entre celles détectées au CS10 et au CS14 dans 'embryon humain. Bien qu’elles
soient trés peu nombreuses (environ 1/10 000 dans le jeu de données scRNAseq et 1/16 000
d’apres les expériences de dilution limite), elles permettent d‘assurer une prise de greffe multi-
lignage robuste chez des récipients primaires, secondaires et tertiaires. Cette efficacité peut-étre
rapprochée des expériences de greffes de cellules souches hématopoiétiques issues de l'aorte
feetale réalisées par le laboratoire d’Alexandre Medvinsky (Ivanovs et al,, 2011, 2014). Malgré le
fait que l'aorte foetale ne contienne qu'une a trois cellules souches hématopoiétiques, ces

dernieres possedent également un fort potentiel de reconstitution hématopoiétique.

Dans nos corps embryoides, les cellules souches hématopoiétiques semblent émerger d’un
endothélium hémogénique non artériel APLNR*, puisque certaines cellules endothéliales dans le
cluster de l'endothélium APLNR+* sont colocalisées avec les cellules hématopoiétiques sur
projection UMAP. De plus, I'expression du facteur de transcription RUNX1 n’est détectée que dans
I’endothélium APLNR*. Ainsi, bien que les cellules souches hématopoiétiques n’aient été détectées
dans I'embryon humain qu’a partir du CS13 (Ivanovs et al, 2011; Tavian et al., 1999), ou
I'endothélium hémogénique a été caractérisé comme artériel, il semblerait que le phénotype
artériel ne soit pas nécessaire a I'endothélium hémogénique pour la production de cellules
souches hématopoiétiques via une transition endothélio-hématopoiétique. Il serait donc possible
que I'endothélium hémogénique précoce mis en évidence au CS10 (Zeng et al, 2019) soit

compétent pour la formation de cellules souches hématopoiétiques.

La question de la réalisation de ce potentiel in vivo reste ouverte du fait du faible nombre
d’échantillons dont nous disposons, ainsi que du manque de techniques permettant d’étudier
finement et de caractériser in vitro les cellules souches hématopoiétiques fonctionnelles. La
signature transcriptionnelle de six génes des cellules souches hématopoiétiques embryonnaires
décrite dans Calvanese et al. (Calvanese et al., 2022), bien qu’ayant permis de restreindre
fortement les cellules candidates sur le plan transcriptomique, n’a pas encore été validée in vivo.
On peut donc s’interroger sur le caractére nécessaire ou suffisant de cette signature. Des cellules
détectées au CS7 (Tyser et al,, 2021) lors de la premiére vague d’hématopoiése définitive dans le

sac vitellin ou au CS10 qui expriment cinq des six génes de cette signature (le géne HOXA9 n’est
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pas ou tres faiblement détecté) pourraient représenter de potentiels candidats. Les expériences
réalisées par le laboratoire d’Alexander Medvinsky en 2011 (Ivanovs etal., 2011) n’ont détecté de
cellules souches hématopoiétiques qu’a partir du CS14, mais la fonctionnalité de ces dernieres a
été testé par injection intraveineuse dans la queue des souris, ce qui suppose une capacité de
d’autoguidage et de nidation dans la moelle osseuse médiée par CXCR4 (A. Peled et al., 1999) et
PROCR (Gur-Cohen et al., 2015). Les données récoltées par le laboratoire d’Hanna Mikkola
(Calvanese et al., 2022) montrent une expression plus faible de PROCR avant le CS13, il est donc
possible que les éventuelles cellules souches hématopoiétiques fonctionnelles ne soient pas en
capacité de coloniser la moelle suite a une injection intraveineuse. Une méthode permettant de
tester cette hypotheése serait donc de reproduire ces expériences en procédant a des greffes intra-
fémorales afin de vérifier si les cellules produites par ces endothéliums hémogéniques précoces

sont en capacité de repeupler les moelles osseuses.

Dans le cas ou les cellules produites a ces stades plus précoces (entre le CS7 et le CS12) ne
contiendraient pas de cellules souches hématopoiétiques, cela signifierait que les différences
entre les cellules produites au CS10 et dans nos corps embryoides marquent une réelle différence
de fonctionnalité. Certaines de nos cellules exprimant HOXA9 (qui est absent au CS10),
I'expression de ce dernier pourrait étre un marqueur du potentiel des cellules souches
hématopoiétique, ce qui serait cohérent avec sa présence dans la liste des marqueurs de
transcription utilisé par Georges Daley (Doulatov et al., 2013; Sugimura et al.,2017) pour produire

ses cellules souches hématopoiétiques ou les travaux d’Andrew Elefanty (Ng et al.,, 2016).

La plasticité du phénotype de I'endothélium hémogénique mis en évidence par ces différents
résultats semble indiquer un réle majeur des signaux extrinseques a I'’endothélium hémogénique
dans la naissance des cellules souches hématopoiétiques. Bien que la présence de systémes de
régulation intrinseques ne soit pas a exclure, la possibilité d'une transition endothélio-
hématopoiétique depuis un endothélium précoce ou présentant un phénotype artériel, couplé au
faible nombre de cellules souches hématopoiétiques générées dans 'embryon, nous amene a
penser que les signaux du micro-environnement sont le facteur décisif de la production des
cellules souches hématopoiétiques. En effet, outre notre protocole, les seuls protocoles de
différenciation ayant réussi a produire des cellules souches hématopoiétiques a partir de cellules
souches pluripotentes sont les protocoles utilisant la formation de tératomes (Amabile et al.,
2013; Suzuki et al,, 2013). Le point commun entre ces protocoles est une trés grande diversité
cellulaire composée de plusieurs feuillets embryonnaires. Ces microenvironnements tres riches
sont plus a mémes de récapituler les communications cellulaires complexes ayant lieu dans I'aorte
feetale et ainsi de donner les signaux nécessaires a la production et la mise en condition des

cellules souches hématopoiétiques. La plupart des autres protocoles visant a produire des cellules
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souches hématopoiétiques induisent une différenciation mésodermique, puis endothéliale et
enfin hématopoiétique. Bien que cette stratégie de différenciation guidée par paliers ait porté ses
fruits pour la génération de types cellulaires différenciées matures, il est probable que les cellules
souches hématopoiétiques, de par le caractere instable de leur indifférenciation régulée par des
signaux complexes du micro-environnement, ne peuvent que difficilement étre générées via cette
procédure. Il est beaucoup plus difficile de supplanter ou de mimer la multitude de signaux
générés dans I'embryon, dont nous n’avons pas encore une connaissance parfaite, que de faire
générer ces derniers par d’autres cellules. Dans notre cas, nous avons ainsi pu identifier grace aux
analyses scRNAseq des dialogues entre les différents feuillets et les cellules endothéliales ou
hématopoiétiques. Par exemple, il est possible de détecter I'expression du géne TH dans les
populations neuronales des corps embryoides. Ce dernier régule la production des
catécholamines qui sont sécrétées par le systéme sympathique dans I’AGM et contribuent a la
formation des cellules souches hématopoiétiques (Fitch et al., 2012). Les cellules épiblastiques et
extra-embryonnaires sont responsables de la production d’ostéopontine (SPP1) qui joue un role
crucial dans la prolifération des cellules souches hématopoiétiques (Nilsson et al., 2005) et les
cellules endodermiques produisent 'lGF1 qui a été identifié comme étant un des acteurs clefs de

la niche du foie feetal (Gao et al,, 2022).

L’'importance de ses différents facteurs de régulation qui ont été identifiés grace aux analyses
scRNAseq réalisées sur les AGM embryonnaires ou sur les corps embryoides devront faire I'objet
d’une validation fonctionnelle. Bien que beaucoup de ces expériences soient réalisables dans le
modele murin ou aviaire, le modele des corps embryoides offre désormais la possibilité de les
étudier dans un modéle humain et d’explorer le domaine des différences inter-especes. Si les jeux
de données d’aorte embryonnaire humaine permettent déja d’explorer quels types cellulaires
sont conservées et quels signaux sont spécifiques a chaque espéce, les corps embryoides

pourraient offrir un systéme de validation a ces interactions.

Les analyses scRNAseq portent la promesse de déchiffrer les mécanismes moléculaires du
développement a une échelle jamais atteinte auparavant. Néanmoins, au-dela des limitations
techniques et théoriques de cette technologie, une de ses limites majeures réside dans
I'exploitation des résultats. La quantité d’'information pertinente contenue dans un jeu de données
est colossale mais n’est malheureusement que rarement exploitée a son plein potentiel, soit par
manque d’expertise, de techniques d’analyses ou de temps. Le traitement des jeux de données
scRNAseq a ainsi malheureusement tendance a se restreindre a une caractérisation plus ou moins
détaillée des populations présentes suivie d’analyses plus précises afin de répondre a une ou deux
hypotheéses de travail, laissant de c6té une grande partie de I'information totale. Dans le cas du jeu

de données d’aorte embryonnaire murine, notre analyse s’est focalisée sur la population sous-
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aortique au profil neuro-mésenchymateux ; mais d’autres sous-populations stromales de I'aorte
feetale restent a caractériser. Par exemple, sil'on s’intéresse a I'expression du gene RUNX1, qui est
également exprimé dans le mésenchyme sous-aortique chez la souris (Fadlullah et al., 2022}, on
peut identifier ce dernier dans les péricytes et une population mésenchymateuse exprimant des
génes associés a un profil gonadique (Inha, Inhbb, Amhr2, Gata4). Cette population au profil
inattendue semble également étre présente chez 'humain puisqu'il est possible de détecter une
population stromale AMHR2+*GATA4+ au CS15 et semble donc étre un candidat intéressant pour
des investigations futures. En dehors de ces deux populations, plusieurs clusters mériteraient
slirement notre attention afin de caractériser pleinement les populations sous-aortiques et leurs
interactions. Ainsi, bien que de plus en plus d’atlas soient réalisés chaque année et nous donnent
accés a une cartographie transcriptionnelle du développement embryonnaire, la majorité des

informations qu’ils renferment reste encore a exploiter.

Sur le plan thérapeutique, notre protocole de différenciation fait I'objet d’'une montée en échelle
dans des conditions compatibles avec les bonnes pratiques de fabrication (ou GMP pour Good
Manufacturing Practices) par la plateforme Atlantic Bio GMP de I'EFS. Ces cellules serviront a la
preuve de concept de la prise de greffe hématopoiétique dans un modele gros animal. Avec la
réussite de cette derniéere étape, nous démontrerons que notre protocole est en capacité de
produire des cellules souches hématopoiétiques en quantité suffisante pour une application

clinique.
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