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Les plaquettes sanguines jouent un role vital pour notre organisme. Elles sont nécessaires au
maintien de l'intégrité vasculaire et a la prévention des hémorragies. Les patients ayant une
diminution du nombre de plaquettes suite a un traumatisme, une chimiothérapie ou souffrant d'une
anomalie plaquettaire (thrombopénie, thrombopathie), présentent des risques élevés d’hémorragies
pouvant nécessiter des transfusions. Les plaquettes sont produites par les mégacaryocytes (MK),
cellules issues de la différenciation de progéniteurs hématopoiétiques dans la moelle osseuse (MO).
A I'heure actuelle, méme s’il est possible de cultiver les MK in vitro, la différenciation des
progéniteurs mégacaryocytaires, appelée mégacaryopoiése, n’est pas optimale et le rendement de
production de plaquettes reste faible. Il est admis, depuis une dizaine d’années, que la rigidité du
milieu influence le comportement cellulaire et peut notamment agir sur la différenciation des cellules
souches. Ces phénomenes mécanobiologiques sont restés tres peu étudiés dans le contexte de la
différenciation mégacaryocytaire et dans I’hématopoiése en général. De récents travaux du
laboratoire ont mis en évidence que la culture de progéniteurs hématopoiétiques in vitro, dans un
milieu tridimensionnel confiné de rigidité comparable a celle de la moelle, favorise une meilleure

production de plaquettes.

Ce travail de these avait pour objectif d’identifier les mécanismes mis en ceuvre par les MK
pour s’adapter a des changements de contraintes mécaniques. Le travail portait plus spécifiquement
sur la perte de confinement qui a lieu lors de I'émission des proplaquettes, de fines extensions
cytoplasmiques émises par les MK dans la lumiére des vaisseaux sinusoides, hors du stroma
médullaire. Les travaux réalisés ont permis de mettre en avant une différence de mécanisme de
formation des proplaquettes entre les conditions in vitro et in vivo. D’autre part, mon travail a mis en
évidence un réle majeur du calcium extracellulaire dans le phénomeéne de formation des
proplaquettes. Les résultats obtenus permettent de conclure de I'implication des canaux TRPV4 et
TRPV2 ainsi que des récepteurs Piezo 1 et 2 dans la thrombopoiése. Les perspectives de ce projet
sont fondamentales par la meilleure compréhension des processus physiologiques de la formation
des plaquettes. A plus long terme, une meilleure compréhension des mécanismes de formation des

plaquettes pourra permettre d’améliorer la production de plaquettes in vitro a grande échelle.

Cette introduction bibliographique est divisée en trois en grandes parties. La premiére partie
décrit la moelle hématopoiétique en tant qu’environnement complexe et contraint. La deuxiéme
partie traite de la différenciation des MK jusqu’a la formation des plaquettes, en passant par la
maturation des MK et I’élongation des proplaquettes. Enfin la troisieme et derniére partie porte sur
la mécanobiologie qui est d’abord abordée de fagon générale puis développée spécifiquement dans

le contexte mégacaryocytaire.
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|. La moelle osseuse hématopoiétique : un milieu complexe

L’'hématopoiese est le processus physiologique de formation et de renouvellement
permanent des cellules sanguines et des plaquettes sanguines. La mise en place du systeme
hématopoiétique est un processus complexe qui débute au cours du développement embryonnaire
et fait intervenir plusieurs régions de I'organisme selon une cinétique précise, Figure 1. En effet, chez
I'individu adulte c’est dans la MO que I’'hématopoiése se déroule. En revanche, au cours du

développement embryonnaire, elle émerge dans d’autres lieux.

A. La mise en place du systéme hématopoiétique au cours du développement
1. L’hématopoiese primitive

Chez 'Homme comme chez la souris, I'hématopoiése dite primaire ou primitive débute de
facon extra-embryonnaire dans le sac vitellin. Les premieres cellules hématopoiétiques y sont

éme

produites dés la 3°™ semaine de développement embryonnaire chez ’'Homme (Julien, El Omar, and
Tavian 2016) et dés le 7°™ jour de développement embryonnaire (E7) chez la souris, Figure 1 (M. A.
S. Moore and Metcalf 1970). Le sac vitellin permet essentiellement la production de précurseurs
érythroides primitifs puis de précurseurs myélo-érythroides qui sont ensuite acheminés vers le foie
foetal pour y compléter leur maturation (Mikkola and Orkin 2006; Palis et al. 1999). De petits MK
immatures apparaissent également dans le sac vitellin entre E8.5 et E10 (Matsumura and Sasaki
1989; Potts et al. 2014). De grosses plaquettes trés réticulées sont détectées dans la circulation
sanguine embryonnaire a partir de E10.5 provenant vraisemblablement des progéniteurs
mégacaryocytaires du sac vitellin (Tober et al. 2007). Contrairement a I'idée que le sac vitellin était le
seul site d’hématopoiese durant le développement embryonnaire, des travaux réalisés deés la fin des
années 90 ont permis d’identifier des régions intra-embryonnaires trés précoces. L’hématopoiese
émerge dans la splanchnopleure para-aortique (Sp-Pa) puis dans sa région dérivée de I'aorte dorsale

dite de ’'AGM (Aorte, Gonades et Mésonéphron).

2. L’hématopoiese définitive

Chez la souris, des progéniteurs érythroides-myéloides apparaissent dans la région de 'AGM

a E9 (Julien, El Omar, and Tavian 2016; Medvinsky et al. 1993). Ce site hématopoiétique semble bien
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plus actif que le sac vitellin, avec notamment la présence de cellules capables de reconstituer toutes
les lignées hématopoiétiques apres transplantation (Cumano et al. 2001). La greffe de cellules de
'AGM a des souris adultes irradiées permet en effet la restauration totale et fonctionnelle du
systeme hématopoiétique (A. M. Miller et al. 1994). Ce sont les premiéres cellules souches
hématopoiétiques (CSH) a long terme (LT-CSH), des cellules ayant la capacité d’autorenouvelement
et de différenciation en tous les lignages hématopoiétiques. C'est I'émergence de ces cellules qui

marque le début de I'hématopoiese dite définitive.

Un possible role du placenta comme site hématopoiétique lors du développement
embryonnaire est encore débattu aujourd’hui. L'activité des CSH du placenta émergerait a E10.5,
rapidement apres celle de la région de I’AGM (Gekas et al. 2005). Les CSH présentes dans le placenta
posséderaient les capacités des progéniteurs hématopoiétiques multipotents adultes. Cependant, la

génération de CSH de-novo dans cet organe n'a pas été prouvée expérimentalement et le placenta

apparait plutét comme un organe hématopoiétique transitoire avec une fonction de " niche

spécialisée pour soutenir le développement de CSH exogéenes (Julien, El Omar, and Tavian 2016).

Le foie foetal ne produit pas de CSH par lui-méme mais les collecte via la circulation sanguine.
Dés E9.5 des cellules hématopoiétiques provenant du sac vitellin, puis (vers E13.5) des CSH
provenant de I'’AGM, colonisent le foie qui constitue alors 'organe majeur de I’hématopoiese
embryonnaire au sein duquel les CSH se multiplient et se différencient, jusqu’a ce que s’établisse
I’'hématopoiese médullaire, Figure 1 (Mikkola and Orkin 2006). A E12, des MK peuvent étre observés
dans le foie foetal (Matsumura and Sasaki 1989). Autour de E16, la population de CSH foetales atteint
un plateau puis diminue, ce qui coincide avec I'étape de colonisation de la MO par les CSH (Ema and

Nakauchi 2000; Mikkola and Orkin 2006).

3. La moelle hématopoiétique

C’est la mise en place du squelette et de sa vascularisation qui vont permettre le dépot de
progéniteurs et de cellules souches au sein de la moelle afin de former la moelle hématopoiétique,
qui sera le lieu définitif de '"hématopoiese adulte, Figure 1. A E17, les CSH ont colonisé le tissu
médullaire. Une fois logées dans le tissu médullaire, il est suggéré que les CSH opéreraient un
basculement, passant d’un comportement prolifératif a un état quiescent, notamment par I'action de
signaux provenant des cellules osseuses. Cosxkun et al. ont observé a I'aide d’embryons de souris
mutantes, Osterix-null (Osx”) dépourvues d’ostéoblastes, que ce défaut dans le microenvironnement

médullaire impacte négativement la génération et le maintien des LT-CSH (Cosxkun et al. 2014).
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Figure 1 : Mise en place de ’lhématopoiése chez ’'Homme et la souris au
court du développement embryonnaire. A. lllustration d’'un embryon
murin et Humain, montrant les organes hématopoiétiques a 11 jours et 5
semaines de gestation respectivement (en jaune, le sac vitellin ; en vert,
I'aorte dorsale ; en rouge, le foie foetal ; en bleu, les vaisseaux ombilicaux
et vascularisation foetale dans le placenta). AGM, région aorte-gonade-
mésonéphron. B. Les ages embryonnaires puis post-natals auxquels les
sites hématopoiétiques de la souris et de I'Homme sont actifs. Les barres
grises représentent le mésoderme ; les rouges, la différenciation
hématopoiétique active ; les jaunes, la genese des cellules souches
hématopoiétiques (CSH) et les bleues indiquent la présence de CSH
fonctionnelles de type adulte (Schémas Mikkola and Orkin 2006).

B. Le tissu hématopoiétique adulte

Chez 'Homme, la moelle hématopoiétique, également appelée moelle rouge, est tres active chez
les enfants et se retrouve dans la plupart des os plats, courts et longs. Le tissu hématopoiétique

évolue au fur et a mesure du temps et la moelle hématopoiétique, qui a la fin du développement
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embryonnaire constitue la quasi-totalité du tissu médullaire, se change progressivement en moelle
non-hématopoiétique dite jaune, principalement constituée de cellules adipeuses (Hartsock et al.
1965). Cette transition démarre juste avant la naissance, au niveau des phalanges terminales puis se
poursuit dans les os longs proximaux (Kricun 1985). A 25 ans, la moelle jaune représente entre 50 et
70% du tissu médullaire et cette proportion continue d’augmenter avec I'age (Hardouin, Rharass, and
Lucas 2016). Cette moelle jaune constitue tout de méme un tissu de réserve pour I'hématopoiese
puisque qu’elle peut étre reconvertie en moelle rouge sous certaines conditions de stress (Kricun
1985). Ainsi, chez 'Homme adulte, le tissu hématopoiétique représente environ un quart de la
moelle totale et est restreint aux os spongieux, courts et plats (cotes, crane, os du bassin, sternum).
Les os longs sont divisés en trois régions ; la diaphyse, partie centrale longue et creuse, les épiphyses
aux deux extrémités, et les métaphyses qui désignent la partie a la jonction entre la diaphyse et
I'épiphyse. Chez 'homme, la moelle hématopoiétique est également active dans I'os trabéculaire des
épiphyses des os longs (fémur et humérus) Figure 2 (Agool et al. 2011; Gurevitch, Slavin, and

Feldman 2007).

- ':’> * ,
Y ' ! Epiphyse
3 Métaphyse
WA Diaphyse
Métaphyse
Epiphyse

Figure 2 : Localisation de la moelle hématopoiétique chez I'adulte. A.
Chez 'Homme adulte la moelle hématopoiétique est principalement
localisée dans les os spongieux, courts et plats que sont les cotes, le
crane, les os du bassin et le sternum (Schéma Agool et al. 2011). B.
Structure de I'os long divisé en trois régions : la diaphyse au centre
puis les métaphyses et enfin les épiphyses, constituées d’os
trabéculaire, aux extrémités.
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Dans cette these, les travaux ont été réalisés a I'aide du modeéle murin. L'utilisation de ce
modele animal, pour ce type de travail, se justifie par une grande similarité fonctionnelle sur le plan
hématopoiétique entre Homme et souris (Tavian and Péault 2005). Il existe toutefois des différences
notamment concernant la localisation du tissu hématopoiétique. La régression du territoire de la
moelle hématopoiétique avec I'dge observée chez 'Homme se produit également chez les rongeurs
mais dans une moindre mesure et avec une cinétique plus lente (Hardouin, Rharass, and Lucas 2016).
Chez des rats de deux mois, 80% du tissu médullaire est constitué de moelle hématopoiétique. Pour
des animaux de 2 ans, la proportion reste élevée, a hauteur de 66,5% (Cline and Maronpot 1985). On
retrouve donc, chez des individus adultes, une moelle hématopoiétique active dans les os plats tels
que le sternum, les cotes ou la créte iliaque mais également dans les cavités centrales des os longs
tels que le fémur, le tibia ou 'humérus. C’'est la raison pour laquelle de la moelle provenant de
fémurs et de tibias de souris jeunes (de 7 a 12 semaines) a été utilisée dans ce travail pour isoler des

MK et progéniteurs mégacaryocytaires.

C. Lastructure et la composition de la moelle hématopoiétique

La MO hématopoiétique est un tissu complexe et trés dynamique du fait de sa forte activité
cellulaire. En effet, la MO hématopoiétique est en renouvellement constant, produisant sans cesse
une quantité importante de cellules sanguines. On peut également parler de tissu complexe car il
présente une organisation tridimensionnelle spécifique et est constitué d’une grande diversité de
composants aussi bien cellulaires que protéiques et physiques ; autant de facteurs qui vont
influencer le comportement des cellules qui le composent. Afin d’introduire les bases de notre étude
sur le réle de I'environnement mécanobiologique dans la mégacaryopoiese et la thrombopoiese,
cette partie aborde de maniére générale la composition de la MO en détaillant les différents types
cellulaires présents, y compris le réseau vasculaire ainsi que la matrice extracellulaire (MEC). Puis,
avant de détailler plus spécifiquement les caractéristiques mécaniques de la MO, je présenterai

quelques techniques possibles pour les mesurer.

1. Lavascularisation de la moelle osseuse

La MO est un environnement trés vascularisé. Cela apparait logique si I'on considere que la MO
hématopoiétique est le lieu de production de tous les types cellulaires sanguins. Ainsi, il est

nécessaire que toutes les cellules sanguines, une fois matures, puissent rejoindre le systeme sanguin
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facilement pour accomplir leur réle dans la circulation sanguine et/ou étre distribuées vers leur lieu
d’action. Les MK qui sont les cellules d’intérét de ce travail, doivent étendre des prolongements
cytoplasmiques a travers la paroi des vaisseaux afin de permettre la libération de plaquettes dans la
circulation. Ce phénomene est décrit dans la partie 1ll.D.4. Le systeme vasculaire forme ainsi un
véritable maillage au travers de toute la MO. Il existe une organisation particuliere du systeme
vasculaire dans la MO qui est commune aux os longs. Ce réseau est hiérarchisé et constitué de
plusieurs types de vaisseaux différents qui ensemble permettent une vascularisation fonctionnelle de

la moelle.

1.1.  L’organisation du systéme vasculaire de la moelle osseuse

La MO est desservie par de nombreux vaisseaux sanguins de différentes tailles qui y
pénéetrent a travers I'os cortical par des canaux nutritifs (De Bruyn, Breen, and Thomas 1970). Le sang
est distribué du centre de la moelle et de I'artere centrale, vers la périphérie par le réseau artériel.
Des artéres proviennent également du périoste pour irriguer I'os compact avant d’entrer dans la
cavité médullaire. Elles se ramifient et donnent naissance a de petites arteres. Certaines artéres
fusionnent avec I'artere centrale, d’autres se ramifient en artérioles. Les artérioles, que I'on retrouve
majoritairement pres de la région endostéale (Kunisaki et al. 2013), s'anastomosent avec des
sinusoides veineux, qui eux-mémes se connectent ensuite a la veine nourriciere centrale (Asghar et
al. 2020; Birbrair and Frenette 2016; Travlos 2006). Ces capillaires sinusoides sont les voies de sortie
principales pour les cellules hématopoiétiques de la moelle, Figure 3 (Clara-Trujillo, Ferrer, and

Ribelles 2020; Griineboom et al. 2019; Itkin et al. 2016; Tavassoli and Aoki 1981)
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Figure 3 : Architecture du systéme vasculaire de la moelle osseuse. (Schéma, Clara-Truijillo,
Ferrer, and Ribelles 2020).
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Les différents types de vaisseaux se distinguent par leur taille, leur fonction et leur
composition. Tous sont composés d’un endothélium, il s’agit d’un épithélium particulier présent au
niveau de la lumiére du vaisseau. L'endothélium est caractérisé par une couche de cellules
endothéliales jointives et polarisées avec un pole apical du c6té de la lumiere du vaisseau et un péle
basal reposant sur une lame basale. Des cellules mésenchymateuses appelées péricytes peuvent

partiellement recouvrir la face externe des vaisseaux.

1.2. Le vaisseau sinusoide médullaire

La MO présente un type de vaisseau particulier, les sinusoides qui sont une spécialisation des
capillaires veineux. A la différence des sinusoides présents dans les autres organes, le revétement
endothélial des sinusoides médullaires est continu et non pas fenestré (Anita Eckly et al. 2020). Ils
sont répartis uniformément dans toute la cavité de la MO et recueillent le sang provenant des
artérioles. Il s’agit de petits vaisseaux d’un diameétre minimum de 50 um. Contrairement aux autres

vaisseaux dont la paroi vasculaire est composée de trois couches (I'intima, la média et 'adventice),

les sinusoides sont ainsi formés d’une couche unique de cellules endothéliales et sont partiellement
entourés de cellules adventitielles (Bianco 2011). Les sinusoides forment une barriere perméable et
sélective permettant les échanges entre le sang et le stroma, et sont ainsi le site de transmigration de
toutes les cellules sanguines matures dans la circulation (ltkin et al. 2016; Tavassoli and Aoki 1981).
En effet, les leucocytes et érythrocytes transmigrent au travers de I'endothélium des sinusoides et les
MK étendent des prolongements cytoplasmiques au travers de la barriere endothéliale. C’est
probablement pour faciliter ces phénomeénes que I'endothélium de ces vaisseaux particuliers ne
possede que tres peu, voire pas, de jonctions serrées (Tavassoli and Shaklai 1979). Leur lame basale
est discontinue et de composition différente de celle des autres vaisseaux. Elle est formée de
laminines, de chondroitine-sulfate, et de collagene de type IV et ne contient pas d’héparan sulfate,
habituellement présent au niveau des vaisseaux et assurant une certaine stabilité de la lame basale
(Inoue and Osmond 2001). La structure d’un vaisseau sinusoide est ainsi relativement lache et leur
maintien est plutot garanti par le soutien mécanique des cellules médullaires voisines. En effet, il a
été observé qu’apres un traitement myélosuppresseur qui entraine une décellularisation de la moelle
suite a I'apoptose des progéniteurs hématopoiétiques en division, les vaisseaux soumis a des
pressions moindres de la part de I'environnement cellulaire se dilatent sous I'impact de la pression
hydrostatique. Lors de la régénération du tissu, les vaisseaux, a nouveau comprimés, retrouvent leur
volume normal (Kopp et al. 2005; Narayan, Juneja, and Garcia 1994; Shirota and Tavassoli 1992 et

observations du laboratoire).
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2. La composition cellulaire de la moelle osseuse

La MO est un tissu a forte densité cellulaire constitué de nombreux types cellulaires. En effet,
on retrouve au sein de la MO les CSH ainsi que des cellules de toutes les lignées hématopoiétiques a
différents stades de maturation dont des cellules immunitaires, mais également divers types de
cellules dites « stromales », cellules souches mésenchymateuses, ostéoblastes, endothéliales et
périvasculaires, des fibres neuronales et des adipocytes, Figure 4 (Bunn and Aster 2017). En
s'organisant localement, ces différents types cellulaires forment des microenvironnements
particuliers dont la composition influence le devenir des CSH et des progéniteurs qui y résident
(Birbrair and Frenette 2016; Reagan and Rosen 2016; Shen and Nilsson 2012). Ainsi, de nombreuses
interactions cellulaires ont lieu au sein de la moelle et influencent le comportement des CSH et des

progéniteurs. Je détaillerai ici quelques aspects du role des interactions dans la régulation des CSH

ainsi que dans la différenciation/maturation des MK.
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Figure 4 : Représentation schématique et simplifiée de la moelle osseuse. La moelle est le
lieu de 'hématopoiése, processus conduisant a la formation de toutes les cellules sanguines.
C’est un environnement hétérogene, ou de nombreux types cellulaires cohabitent et ou les
cellules hématopoiétiques se renouvellement sans cesse (Schéma Bunn and Aster 2017).



2.1. Les cellules stromales

Les ostéoblastes, localisés au niveau de I'endoste, en bordure intérieure de I'os, ont pour
fonction principale d’assurer la croissance et la minéralisation du tissu osseux. Cependant, ils
interagissent également avec des cellules présentes dans le milieu médullaire, notamment avec les
CSH. En effet, il y a une vingtaine d’années des travaux ont démontré que la présence d’ostéoblastes
dans les cultures pouvait multiplier le nombre de CSH jusqu’a quatre fois et que co-transplantés avec
des CSH, les ostéoblastes favorisent la prise de la greffe (El-Badri et al. 1998; Taichman, Reilly, and
Emerson 1999). Les ostéoblastes produisent un certain nombre de cytokines et facteurs de
croissance importants pour la maturation et le maintien de la population des CSH. L’ostéospontine
par exemple, une glycoprotéine reconnue notamment par les intégrines, régule négativement la
différenciation des CSH, permettant le maintien d’une population non-différenciée, et joue un role
dans leur localisation (Nilsson et al. 2005). On peut également mentionner I'agrin, protéoglycane
exprimé par les cellules souches mésenchymateuses et les ostéoblastes, qui semble essentiel a la
survie et la prolifération des CSH, son absence chez les souris kock-out (KO) entrainant I'apoptose

des CSH (Mazzon et al. 2011).

La MO est un tissu trés vascularisé, aussi les cellules endothéliales y sont présentes en nombre
non négligeable. De maniere indissociable du rdle de barriere physique entre le sang et le tissu
environnant, 'endothélium est aussi une importante surface d’échange moléculaire et cellulaire. Les
cellules endothéliales ont une fonction angiocrine importante et produisent différents facteurs
(comme le facteur de croissance endothélial vasculaire (VEGF)-A, le facteur de croissance des
fibroblastes (FGF)-2, le facteur dérivé des cellules stromales (SDF-1), les angiopoiétines et la
thrombospondine-1 (TSP-1), pouvant influencer de nombreux processus (Shahin Rafii, Butler, and
Ding 2016). Les cellules endothéliales présentent une grande variabilité phénotypique entre les
différents tissus, voire méme entre différentes zones d’'un méme tissu selon le type de vaisseau
concerné. Elles sont hétérogenes dans leur morphologie, leur expression génétique, leur composition
antigénique, leur distribution et leur fonction. Au sein de la MO elles contribuent a I'établissement
d’une niche hématopoiétique régulant la prolifération et la différenciation des CSH. Les cellules
endothéliales médullaires ont été identifiées comme positives pour le VEGFR-2, VEGFR-3, VE-
cadhérine. Elles stimulent I'autorenouvelement des CSH en exprimant des facteurs solubles et
membranaires, notamment les protéines morphogéniques osseuses (BMP) 2 et 4, la protéine de
liaison du facteur de croissance de l'insuline (IGFBP) 2, le SDF-1, les ligands de Notch et le ligand de
Kit. Chez la souris, des marqueurs différentiels artério/veineux ont été proposés (Aitsebaomo et al.

2008). En effet, I'analyse par microscopie de coupes de moelle a mis en évidence des marqueurs
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spécifiques selon le type de vaisseau. Au niveau des sinusoides, les cellules endothéliales
exprimeraient peu ou pas CD90, Sca-1, CD34 et le facteur von Willebrand (vWf) et possederaient
CD31, CD105 et VCAM-1 (Coutu et al. 2017). Il a été publié en 2011 que les cellules endothéliales des
sinusoides expriment des niveaux élevés d’angiopoiétine-3 (Angptl-3), protéine qui se lie directement
aux CSH et influence leur devenir. Les souris KO pour Angptl-3 ont moins de CSH (Zheng et al. 2011).
Les cellules endothéliales artérielles sont également productrices de Stem Cell Factor (SCF), un
important régulateur des CSH (Ding et al. 2012; C. Xu et al. 2018). Le microenvironnement spécifique
régulant les CSH et identifié a proximité des vaisseaux sanguins dans la moelle adulte est appelé la
niche périvasculaire (Asada, Takeishi, and Frenette 2017). Cette niche est elle-méme hétérogene, une
étude récente a montré que les CSH quiescentes résident spécifiguement a proximité des artérioles
plutét que des sinusoides, proposant I'existence de niches périvasculaires spatialement distinctes
pour les CSH quiescentes et en prolifération (Kunisaki et al. 2013). Cette différence est notamment
due a une variabilité des cytokines présentes dans les deux localisations (Asada et al. 2017). Dans les
années 90, le groupe de Shahin Rafii a étudié le role des cellules endothéliales médullaires sur la
mégacaryopoiese in vitro a I'aide de co-cultures. Leur travail a mis en évidence I'importance de
I'origine médullaire de ces cellules par rapport aux cellules HUVEC (cellules endothéliales de veine de
cordon ombilical) dans leur capacité a favoriser la mégacaryopoiése a partir de progéniteurs CD34+
(S Rafii et al. 1994; Shahin Rafii et al. 1995). De plus, les cellules endothéliales des vaisseaux
sinusoides jouent un réle clé dans la maturation des MK et dans le passage des proplaquettes dans la
circulation sanguine. En effet, les chimiokines sécrétées par ces cellules permettraient la localisation
des progéniteurs mégacaryocytaires a proximité de I'endothélium pour les dernieres étapes de la

mégacaryopoiése (Avecilla et al. 2004).

Le stroma médullaire contient également des cellules stromales mésenchymateuses (MSC). Elles
représentent 0,001 a 0,01 % des cellules de la moelle (Pittenger et al. 1999). Les MSC de moelle sont
des cellules multipotentes qui peuvent se différencier en ostéoblastes, chondrocytes et adipocytes.
Ces cellules adhérentes ont une apparence fusiforme et un fort pouvoir prolifératif (Friedenstein,
Gorskaja, and Kulagina 1976). L'équilibre entre la quiescence, l'autorenouvélement et Ia
différenciation des CSH est modulé en partie par les MSC dont la présence, et notamment la
synthése de nestine, favorise le maintien de la population de CSH (Méndez-Ferrer et al. 2010). De
plus, il a été montré que les MSC de moelle favorisent la production de MK émettant des
proplaquettes a partir de progéniteurs hématopoiétiques CD34+ (L. Cheng et al. 2000). Un autre
travail a réalisé des co-transplantations de MSC avec des cellules CD34+ dans des souris

immunodéficiences et les auteurs ont observé une meilleure reprise de la mégacaryopoiese et de la
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production de plaquettes par rapport a une transplantation de CD34+ seules (Angelopoulou et al.

2003).

On retrouve également au sein de la MO des fibroblastes, des adipocytes, des cellules
neuronales et des péricytes, cellules localisées au niveau de la lame basale de I'endothélium des
vaisseaux. Tous ces types cellulaires contribuent a constituer le microenvironnement médullaire. Les
fibres nerveuses participeraient a la mobilisation et la maturation des progéniteurs immatures (S.

Chen et al. 2016; Katayama et al. 2006).

2.2.  Les cellules hématopoiétiques

Le stroma médullaire étant le lieu de naissance de toutes les cellules hématopoiétiques,
celles-ci y sont bien évidemment présentes, au stade souche ou engagées dans toutes les voies de
différenciation et a différents stades de maturation. Toutes participent a la constitution de la niche
hématopoiétique. Le (MK), cellule d’intérét lors de mon travail de thése, fait partie de ces cellules
hématopoiétiques issues des CSH (voir partie II.B.). Il s’agit du précurseur des plaguettes sanguines.
Le MK joue un réle indirect dans la régulation des CSH (Bruns et al. 2014). En effet, les MK contrdlent
la disponibilité de la thrombopoiétine (TPO). La TPO agit sur les CSH en les maintenant dans un état
quiescent et dans les environnements privés de cette glycoprotéine, les CSH augmentent leur
différenciation et diminuent progressivement en nombre. C’est le cas lorsqu’une mutation entraine
un nombre tres important de MK (comme chez les souris mutées pour Myb ou p300) qui utilisent
toute la TPO disponible (De Graaf et al. 2010; de Graaf and Metcalf 2011). Des cellules immunitaires
sont également présentes dans le tissu médullaire. Les macrophages permettraient le maintien de la

population de CSH dans la MO (Chow et al. 2013).

Les roles des interactions cellulaires au sein de la MO hématopoiétique ne sont pas tous
connus a I'heure actuelle. Il est également important de considérer que, compte tenu de la
complexité et diversité cellulaire du tissu, il est délicat d’attribuer des fonctions spécifiques a une
interaction précise. Les études de l'impact de populations cellulaires individuelles sur les CSH se
poursuivent, cependant la recherche évolue également vers une approche plus intégrée prenant en
compte l'organisation anatomique et fonctionnelle des différentes populations cellulaires entres

elles.
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3. La matrice extracellulaire

En sus de sa diversité cellulaire, la MO est également composée d’éléments non-cellulaires :
les protéines et les facteurs solubles. Cet ensemble constitue la matrice extracellulaire (MEC) (Klein
1995; Nilsson et al. 1998; Shen and Nilsson 2012). In vivo, la MEC exerce plusieurs réles importants,
notamment celui de support d’ancrage des cellules et entraine des interactions a la fois chimiques et
mécaniques (Kim, Turnbull, and Guimond 2011). Elle constitue également un réservoir de facteurs de
croissance, et est responsable de signalisations apres interaction avec les récepteurs des cellules.
Tous les types cellulaires peuvent synthétiser de la MEC, mais certains produisent des éléments
spécifiques. C’'est cette spécificité qui est a I'origine de la variété de composition de la MEC d’un tissu
a un autre et méme au sein d'un seul tissu. Au sein de la MO, les cellules stromales et
hématopoiétiques, dont les MK, synthétisent des protéines de la MEC (Malara et al. 2014;
Zuckerman and Wicha 1983). Je détaillerai ci-apres les protéines de MEC les plus exprimées dans la

moelle et notamment leur réle connu lors de leur interaction avec les MK.

3.1.  Les protéines structurales constituant la MEC médullaire

Les protéines structurales ont la capacité de s’assembler en chaines elles-mémes groupées en
structures plus ou moins organisées. Ces protéines forment au sein de la moelle un réseau
tridimensionnel qui participe a la topographie du stroma médullaire. Au-dela de ce réle structural,
elles conferent a la matrice ses propriétés intrinséques, telles que sa rigidité et son élasticité. Dans
certaines conditions pathologiques inflammatoires, on observe un dépot excessif de protéines de
MEC dans le tissu médullaire, entrainant le remplacement progressif du tissu sain par du tissu
fibrotique pouvant aboutir a une insuffisance médullaire (voir la partie I1.D.4 sur la myélofibrose). Les
cellules présentes dans le stroma pergoivent et réagissent a ces parametres mécaniques (Reilly and
Engler 2010). La rigidité du réseau est déterminée par la nature des structures qui le constituent. Plus
les protéines sont organisées en structure échafaudée de maniere réguliére et réticulée, plus la
stabilité et la rigidité sont importantes. C’est le cas du collagene de type | dont la structure fasciculée
est plus rigide et, par conséquent, moins extensible qu’un réseau composé en partie de fibronectine
et/ou d’élastine qui lui présente une structure moins organisée donc plus lache et plus souple
(Guthold et al. 2007). Les cellules de la moelle possédent a leur surface un grand nombre de
récepteurs leur permettant de reconnaitre les protéines de la MEC, pouvant alors influencer leur

prolifération, différenciation, migration et maturation (Hynes 2009).
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Le collagéne est une protéine composée de trois chaines alpha polypeptidiques associées
ensemble. Il existe 28 isotypes différents de collagéne, chacun posséde une structure propre (Ricard-
Blum 2011). Dans la MO, on retrouve majoritairement les collagenes de type |, lll et IV. Le collagéne
de type | est principalement localisé dans I'endoste et les trabécules osseux. Le collagene Il est
présent dans le périoste et le stroma tout comme le collagene de type IV que I'on retrouve
également en bordure des arteres et vaisseaux sinusoides afin de garantir leur résistance et leur
élasticité (Coutu et al. 2017). Outre leur localisation différentielle dans la moelle, les types de
collagene ont des propriétés et des interactions cellulaires différentes. Une étude a mis en évidence,
gu’en présence de collagene |, les MK ont tendance a adhérer fortement a cette matrice et a
modifier leur tension intracellulaire en formant des fibres de stress composées d’actine (Sabri et al.
2004). Cette adhésion au collagene | serait favorable a la différenciation et la maturation des MK,
mais entraine une inhibition de la formation des proplaquettes par I'activation de l'intégrine a2f31 et
de I'axe Rho/ROCK en aval (A. Balduini et al. 2008; Malara, Gruppi, Pallotta, et al. 2011; Pallotta et al.
2009; Sabri et al. 2004; Semeniak et al. 2016). En revanche, le collagéne IV stimule la production de
proplaquettes via I'activation de la voie de signalisation PI3K (Phosphoinositide-3-Kinase)/Akt
(Abbonante et al. 2017). On peut émettre I’hypothése que cette inhibition par le collagéne | a pour
réle d’empécher une émission inutile de proplaquettes au contact de I'os, riche en collagene |, et de
favoriser I’extension au niveau des vaisseaux sinusoides, riches en collagene IV. Ces observations ont
néanmoins été réalisées in vitro, sur des surfaces extrémement rigides (plastique et verre) et on peut
suspecter que dans ces conditions, les protéines n’ont pas la méme conformation ni la méme rigidité
qu’in situ. Des données plus récentes confirment en effet que le collagéne |, dans une conformation

moins rigide, favoriserait également la formation des proplaquettes (voir dans le chapitre IIl. D. 2.1).

La fibronectine est une glycoprotéine centrale dans l'interaction des cellules avec la MEC et joue
un role dans l'adhésion, la migration et la différenciation (Pankov and Yamada 2002). Elle
participerait notamment a la prolifération des progéniteurs ainsi qu’a la formation des proplaquettes
mais inhiberait la maturation et la polyploidisation des MK (Malara et al. 2014; Malara, Gruppi,
Rebuzzini, et al. 2011). Elle est synthétisée par les cellules hématopoiétiques ainsi que de
nombreuses cellules stromales, c’est pourquoi on la retrouve au niveau de I'os, du périoste et de
I'endoste et au sein du stroma ainsi que dans la membrane basale des artérioles et vaisseaux
sinusoides (Coutu et al. 2017; Van Der Velde-Zimmermann et al. 1997). Elle est capable de lier les
sous-unités B1 et B3 des intégrines et pourrait contribuer a I'organisation des fibrilles de collagene I
et Il en matrice structurée. Il a en effet été montré qu’une matrice de fibronectine préformée est
essentielle pour la formation du réseau de collagéne et que les intégrines liant le collagene

renforcent fortement ce processus (Athanassiou and Deligianni 2001; Velling et al. 2002).
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3.2.  Les glycoprotéines

Les glycoprotéines laminines sont, comme le collagene de type IV, trés présentes au niveau des
parois artérielles et sont retrouvées de facon discontinue autour des vaisseaux sinusoides (Coutu et
al. 2017). Elles sont également abondantes dans le périoste mais cependant absentes de I'endoste
(Nilsson et al. 1998). Les laminines jouent un réle in vitro dans I'adhésion et la migration des

progéniteurs hématopoiétiques, via le récepteur intégrine a6 (Gu et al. 2003).

Le fibrinogéne est une glycoprotéine soluble synthétisée par les hépatocytes du foie puis libérée
dans le plasma (Drury and McMaster 1929; Lowe et al. 1997). Le fibrinogene est endocyté au cours
de la mégacaryopoiese via son interaction avec la GPllb-llla, c’est pourquoi on le retrouve au sein des
MK ainsi que dans les plaquettes (Hung et al. 2012; Kieffer et al. 1991). Dans le tissu, le fibrinogéne
extracellulaire est présent au niveau de la paroi des sinusoides (Belloc et al. 1985; Handagama et al.
1993; De Larouziere et al. 1998; Larson and Watson 2006; Louache et al. 1991). In vitro, les MK
adhérent au fibrinogéne via I'intégrine allbP33 et cette interaction semble requise pour permettre la
production de proplaquettes (Schick et al. 1998). En effet, in vitro, les MK exposés a des antagonistes
de l'intégrine allbP3, pour empécher la liaison au fibrinogene, n’étendent pas de proplaquettes
(Larson and Watson 2006). Cependant, ces données sont a modérer car in vivo I'absence de

fibrinogéne n’entraine pas de thrombopénie majeure.

La thrombospondine (TSP-2) est une protéine retrouvée dans la MEC du stroma médullaire
exprimée par les MK. Il semble que la captation de TSP-2 par les MK soit nécessaire a leur bonne

différenciation et a la libération de plaquettes fonctionnelles (Kyriakides et al. 2003).

3.3.  Les autres constituants de la MEC : protéoglycanes et glycosaminoglycanes

La MEC de la MO est également constituée de protéoglycanes auxquels sont attachées des
chaines latérales de glycosaminoglycanes (GAG). Les GAG sont des sucres a longues chaines
composés de 1 a 25 000 répétitions de disaccharides (Handel et al. 2005; Klein 1995). Ces sucres
forment un gel hydraté capable d’absorber la pression mais également de capter des molécules
solubles comme des cytokines et des facteurs de croissance et, en les séquestrant dans la MEC,
constituent un réservoir de ces protéines (Bonnans, Chou, and Werb 2014; Hynes 2009). Au sein du
stroma médullaire on retrouve notamment les héparan sulfates, impliqués dans la mobilisation des
CSH (di Giacomo et al. 2012; Klein 1995), et I'acide hyaluronique nécessaire au bon déroulement de

I'hématopoiése (Goncharova et al. 2012; Orly Leiva et al. 2018). Les GAG jouent un réle important
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dans le développement des MK (Tajika et al. 1996). L'acide hyaluronique semble étre un inhibiteur
fort de la maturation des MK et de la production de plaquettes (Petrey et al. 2016). In vitro, le
dermatan sulfate augmente la production de proplaquettes a partir de MK stimulés a la TPO
(Kashiwakura et al. 2006). Le perlécan est un héparan sulfate présent dans MO. La liaison du perlécan
au récepteur G6b-B inhibe la fonction plaquettaire et mégacaryocytaire en induisant une

signalisation en aval via les tyrosine phosphatases Shp1 et Shp2 (Vogtle et al. 2019).

D. La moelle osseuse : un environnement soumis a des contraintes mécaniques

Le stroma médullaire est un environnement multifactoriel. En plus du microenvironnement
chimique, cellulaire et matriciel, les cellules de la MO sont soumises, comme dans tous les tissus de
I'organisme, a des contraintes mécaniques et physiques, Figure 5 (Psaila 2016). En effet, tous les
composants de la moelle contribuent a son activité fonctionnelle mais participent également a son
architecture et la MO peut étre aussi caractérisée par ses propriétés physiques. Il s’agit de I'un des
tissus les plus mous de I'organisme, trés fortement vascularisé, logé a l'intérieur de I'os. L'os étant
peu extensible a I'échelle cellulaire, les cellules sont simultanément soumises a une faible rigidité et a
un fort confinement. De plus, il s’agit d’un tissu qui se renouvelle sans cesse et rapidement ce qui
entraine inévitablement des contraintes de pression des cellules les unes sur les autres. Dans la
lumiere des vaisseaux médullaires s’exercent également des contraintes mécaniques provoquées par
le flux sanguin. Nous abordons dans cette partie I'environnement médullaire sous I'angle de la

mécanobiologie.
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Figure 5: Schématisation des éléments influengant Ila rigidité structurelle du
microenvironnement médullaire. Les fleches représentent les facteurs susceptibles d'influencer
les forces mécaniques au sein de la moelle osseuse. Ces facteurs comprennent ; la composante
cellulaire du tissu, les composants de la matrice extracellulaire (MEC) (par exemple, le collagene
et la réticuline), la pression liée au confinement du tissu dans I'os et la pression hydrostatique des
sinusoides, elle-méme déterminée par la pression sanguine, le débit, la viscosité du sang et la
température. HPC, cellule progénitrice hématopoiétique ; HSC = CSH cellule souche
hématopoiétique ; MSC, cellule stromale mésenchymateuse (Schéma Psaila, 2016).

1. Les forces hémodynamiques

L'hémodynamique est I'étude des propriétés physiques de la circulation sanguine. C’'est un
terme général qui englobe tous les parameétres liés aux mouvements et a la circulation du sang. Au vu
du volume important occupé par le systéme vasculaire de la moelle, et particulierement les
sinusoides, ces forces sont une composante importante du tissu médullaire. Pourtant, s’il est
démontré que I'hémodynamique joue un réle important dans I'hémostase et la thrombose (Nesbitt
et al. 2006), trés peu de travaux ont étudié I'impact des forces hémodynamiques au niveau de la MO.
Deux articles rapportent que les contraintes de cisaillement de la paroi vasculaire activent les voies
de développement qui favorisent le destin hématopoiétique et potentialisent I'implantation de

cellules souches et progénitrices hématopoiétiques embryonnaires provenant de la Sp-PA et de
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I'AGM. (Adamo et al. 2009; Diaz et al. 2015). Dans les sinusoides, I'écoulement du sang n’est pas
homogéne mais complexe du fait de I'anastomose des vaisseaux, présentant des zones de flux-reflux
et de stase, mais reste toujours relativement lent, allant d’une dizaine a plusieurs centaines de um/s
(Bixel et al. 2017; Mazo and von Andrian 1999). Les contraintes de cisaillement sont également
hétérogénes allant de 0 a 10 dyn/cm? (Bixel et al. 2017). M@me en présence de ces contraintes de
faible ampleur, les forces appliquées sont suffisantes pour pouvoir déclencher une signalisation
intracellulaire comme cela a été montré dans des cellules endothéliales (Chao et al. 2018).
Actuellement, on ne sait rien du role possible des forces hémodynamiques dans le comportement
des cellules endothéliales de vaisseaux sinusoides et il serait intéressant d’étudier cet aspect en
terme de « permissivité » a la transmigration des proplaquettes. En revanche, il semble assez clair
que les forces hémodynamiques favorisent ensuite I’'élongation des proplaquettes (sujet abordé plus

en détail a la partie 11.D.4) (Bornert et al. 2020; Chao et al. 2018).

2. Le confinement.

Une cellule est dite confinée lorsqu’elle se trouve dans un espace restreint dans les trois
dimensions. C’'est le cas pour toute cellule se trouvant au cceur d’un tissu, que celui-ci soit tres rigide
ou non. En revanche, les forces s’exergant sur la cellule confinée sont déterminées par les propriétés
du tissu. Plus spécifiquement, ce sont I'architecture de I'environnement local, notamment la MEC, et
la concentration cellulaire qui modulent les pressions appliquées a la surface de la cellule. Cette

derniere adapte sa morphologie en conséquence (Y. J. Liu et al. 2015).

La MO est un tissu trés cellularisé, avec un renouvellement constant et des cellules en
perpétuelle migration vers les vaisseaux sinusoides, générant ainsi une forte pression cellulaire.
L'impact du confinement sur les cellules est directement observable. En effet, in situ, les cellules
médullaires nont pas une morphologie sphérique bien réguliere mais présentent plutét un aspect
facetté, témoignant des pressions que les cellules exercent les unes sur les autres. Un traitement
myélosuppresseur permet de mettre en évidence I'importance du confinement sur la structure du
tissu médullaire. L'exposition au 5-fluorouracile (5-FU), qui entraine une décellularisation de la
moelle et une diminution de la compression environnementale, s’accompagne de I'élargissement des
vaisseaux et les cellules médullaires perdent en partie leur aspect facetté (Narayan, Juneja, and

Garcia 1994; J. M. Radley and Scurfield 1979; et observations du laboratoire).
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3. Llarigidité du tissu

En sciences de matériaux, la rigidité représente la capacité d'un échantillon a s'opposer et
résister a des déformations lorsqu'il est soumis a des sollicitations mécaniques telles que des forces
de torsion ou de cisaillement. Elle est définie par le module de Young E (également appelé module
d'élasticité). Des ordres de grandeur du module de Young sont connus pour différents tissus de
I’organisme, Figure 6 (Discher, Mooney, and Zandstra 2009) Il ne faut pas confondre la rigidité et la

dureté qui elle définit la résistance relative qu'oppose sa surface a la pénétration d'un corps plus dur.

Comme son nom l'indique, la MO est logée au sein des os. Ainsi, bien qu’il s’agisse d’un des
tissus les moins rigides de I'organisme, il subit I'influence de la rigidité de I'os qui est le tissu le plus
rigide (supérieure a 100 kPa). Mesurer la rigidité de la moelle au sein de I'os s’avére particulierement
délicat. Avant de faire la revue de la littérature rapportant la mesure de rigidité de la MO, je

détaillerai différentes techniques utilisées pour mesurer la rigidité d’un tissu.
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Figure 6 : Echelle d’élasticité de différents tissus. Sont placés sur I'échelle de valeur les modules
élastiques de plusieurs tissus mous allant du cerveau, de la graisse et des muscles striés, au
cartilage rigide et a I'os précalcifié (Schéma Discher et al. 2009).

Les techniques de mesures de la rigidité d’un tissu

Il existe différentes méthodes permettant de mesurer la rigidité d’'un matériau, selon la question
posée. Certaines approches permettent de préserver au maximum l'intégrité du tissu tandis que

d’autres sont privilégiées pour une étude des caractéristiques physiques de I’échantillon analysé.

e Larhéologie, du grec rhéo, « couler » et I6gos, « étude » est |'étude de I'écoulement et de la
déformation d’'un matériau auquel on applique une contrainte mécanique. Cette discipline a
permis de remettre en question les notions de « solide élastique » et « liquide visqueux »

établies, respectivement, par les lois de Hooke et de Stokes. L'élasticité est la propriété d'un
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matériau déformé a revenir a sa forme d'origine. La viscosité comprend I'ensemble des
phénomeénes de résistance a I'écoulement d'un matériau. Anciennement, la vision adoptée
était qu’'un matériau se caractérise par I'une ou I'autre de ces propriétés. Il est aujourd’hui
admis qu’un matériau peut avoir de fagon concomitante un comportement élastique et
visqueux. La rhéométrie permet la mesure de l'indicateur de rigidité appelé module de
Young; E = ofe (force en fonction de la surface/allongement relatif). Cette grandeur
caractérise |’élasticité d’un matériau, soit sa capacité a s'opposer a la déformation et a
revenir a son état initial (Guthold et al. 2007). La mesure s’effectue dans des conditions de
pression, de température et de temps contrélées. L'appareil de mesure est un rhéometre,
classiquement composé d’un réceptacle accueillant I'échantillon, la chambre, et d’un céne.
Le cone s’insére dans la chambre et oscille a une fréquence donnée induisant des forces de
cisaillement. L'appareil de mesure décompose la réponse viscoélastique de I'objet en deux
composantes ; le module élastique de conservation de I'énergie G’ et le module visqueux G”
traduisant la dispersion d’énergie. Lorsque G’ est supérieure a G”, le comportement est
dominé par la composante élastique du matériau, dans le cas contraire, le caractére visqueux
domine, Figure 7 A. Les dispositifs de rhéologie sont largement utilisés pour la
caractérisation des propriétés viscoélastiques des nouveaux milieux de culture cellulaire en
3D. Une limite de la rhéométrie est qu'il s’agit d’'une technique macroscopique. En effet, le
tissu médullaire est analysé dans son ensemble et non pas au niveau cellulaire, et nécessite
d’extraire la moelle de la cavité osseuse (Orly Leiva et al. 2018). Cette méthode est
néanmoins couramment utilisée pour mesurer les parametres viscoélastiques des hydrogels
et c’est notamment celle-ci qui a initialement servi a déterminer les propriétés de I’hydrogel
de méthylcellulose (MC) que j’ai utilisé dans ces travaux de thése, initialement caractérisé au

cours de I'étude menée précédemment au laboratoire (Aguilar et al. 2016).

D'autres études utilisent une méthode d'aspiration par micropipette pour mesurer la
rigidité. La technique consiste a placer un micro-capillaire en verre a coté du tissu et
appliquer une pression sous vide pour mesurer la longueur de tissu aspirée dans la pipette,
Figure 7 B. C'est a partir de cette longueur qu’il est possible d’obtenir une mesure de la
rigidité (R. Zhao, Sider, and Simmons 2011). Cette méthode est généralement utilisée pour
caractériser des tissus plutdt mous ou mesurer la déformabilité ou la force d’adhésion de
cellules uniques, des cellules stromales de moelle adhérées sur fibronectine et sur des
cellules mésenchymateuses hMSC (human Mesenchymal Stem Cells) (Athanassiou and

Deligianni 2001; Tan et al. 2008). Elle peut étre utilisée sur la MO pour mettre en évidence

des différences locales de rigidité. Cependant, cette technique est confrontée aux mémes
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limites que la rhéométrie car elle permet d’obtenir une mesure régionale et non pas une
rigidité précise au niveau cellulaire. En effet, méme si elle offre la possibilité de faire des
mesures sur cellule unique, les données obtenues ne donnent des informations que sur la

force d’adhésion de la cellule.

Une autre méthode pour mesurer la rigidité est la micro-rhéologie active par pinces
optiques, optical tweezers active microrheology (AMR) (Ashkin et al. 1986). Cette technique
mesure et analyse les mouvements d'une particule micrométrique, appelée le traceur, placée
dans I'échantillon. Un faisceau laser hautement focalisé fait office de pince optique pour
appliquer des forces sur ce traceur dont la trajectoire va correspondre a la réaction
mécanique de I'échantillon étudié. L'analyse de la réaction du traceur permet d’établir une
relation contrainte/déformation et d’en extraire les propriétés mécaniques de I'échantillon,

Figure 7 C, (McGloin 2006).

Dans les années 1980 les chercheurs Gerd Binnig et Heinrich Rohrer développent le scanning
tunneling microscope (STM). Cette invention permettant de déterminer les propriétés de
surfaces conductrices avec une excellente résolution leur vaut un prix Nobel de physique.
Quelgues années plus tard, en partant du modeéle du STM, Binnig élabore la technique
d’atomic force microscopy, la microscopie a force atomique, (AFM) (Binnig, Quate, and
Gerber 1986). L'AFM permet de reconstruire une image a partir des mouvements qu’effectue
une pointe sondant la surface d’un échantillon. Cette petite pointe de 10 nm appelée « tip »
est fixée a I'extrémité d’un bras mobile, le cantilever. Alors que le tip balaye la surface de
I’échantillon, il va monter ou descendre suivant la topographie et I’élasticité de la surface,
faisant ainsi bouger le cantilever. Un laser permet la détection et I'amplification des
mouvements du cantilever. Les variations de position sont ensuite analysées par ordinateur
afin d’obtenir la topographie de I'’échantillon ainsi qu’une carte de son élasticité, Figure 7 D,
(lvanovska et al. 2015). L'AFM fournit une résolution spatiale d’environ 1 nm et peut étre
utilisée sur cellules vivantes mais également pour mesurer la rigidité de composants de la
MEC (D. J. Miiller et al. 2009). Cette technique est particulierement adaptée a la mesure de
rigidité de petits échantillons ayant une rigidité faible. Elle permet de préserver les tissus
fragiles qui, via une autre méthode, pourraient avoir tendance a se dégrader par manque de

structure. De ce fait, elle semble tout indiquée pour I'analyse de la MO.
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Figure 7: Différentes techniques de mesure des propriétés mécaniques d’un échantillon biologique. A. La
rhéologie. L’échantillon est placé dans la chambre. Le céne oscille a une fréquence f induisant des forces de
cisaillement. La réponse de I'objet est divisée en deux composantes G’ et G”. Lorsque G’ > G”, le comportement
est dominé par la composante solide. Lorsque G” > G’ le comportement est dominé par le caractére visqueux
(schéma Alicia Aguilar, UMR_S1255, EFS-Grand Est). B. L’aspiration par micropipette. Schéma et image
d’aspiration par micropipette de cellules souches mésenchymateuses humaines au temps t = 15 secondes et
200 secondes apreés l'application de la pression d'aspiration (schéma Tan et al. 2008, images Athanassiou et
Deligiann 2001) C. La micro-rhéologie active par pinces optiques. Schématisation du principe de focalisation
d’une source laser sur le traceur dont la réaction donne des informations sur les propriétés mécaniques de
I’échantillon (schéma McGloin 2006). D. La microscopie a force atomique. Schématisation du bras mobile
(cantilever) sur lequel se trouve une pointe qui balaye I’échantillon. La pointe monte et descend suivant la
topographie de I'échantillon et son élasticité (a droite, I'élasticité d’une cellule mise en culture sur un film de
collagene) (figure lvanovska et al. 2015).

Mesures de la rigidité de la moelle osseuse.

S’il n’est pas aisé de mesurer avec précision la rigidité d’un tissu in situ, c’est d’autant plus
complexe dans le cas de la moelle hématopoiétique et tres peu d’études ont tenté d’en mesurer la

rigidité (Orly Leiva et al. 2018). Comme décrit précédemment, chez les grands mammiféres, celle-ci
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est difficile d’acces car située a l'intérieur des os trabéculaires (la diaphyse contenant
essentiellement une moelle dite jaune composée en majorité d’adipocytes). Dans notre modele
d’étude qu’est la souris, le tissu hématopoiétique est également présent dans la diaphyse ce qui le
rend plus facilement accessible. Cependant un autre probleme persiste ; une fois extrait de I'os, le

tissu ne reste pas cohésif.

En 2015, I'équipe de S. Peyton a réalisé des mesures de rigidité sur de la moelle jaune de
porc en comparant différentes techniques ; la rhéologie, I'indentation (compression de I'échantillon)
et la rhéologie de cavitation (a I'intérieur de I'os), Figure 8 (Jansen et al. 2015). Pour la rhéologie de
masse et I'indentation, les échantillons étudiés sont des biopsies de moelle prélevées de la cavité
médullaire a partir de sections longitudinales de fémur de porcs. Pour la méthode dite de cavitation,
la mesure est réalisée a I'aide d’une aiguille introduite dans des sections transversales d’os, la moelle
reste ainsi logée dans I'os. Les mesures obtenues par les techniques de rhéologie et d’indentation
sont semblables, celles obtenues par cavitation sont plus élevées ce qui s’explique par le fait que la
moelle reste confinée dans I'os lors des tests. Ce travail a mis en évidence une hétérogénéité de la
rigidité du tissu médullaire variant de 0,7 a 69 kPa. Outre les différentes méthodes de mesure et la
température a laquelle elles ont été réalisées, cette hétérogénéité s’explique probablement par la
distribution également hétérogéne des composants de la MEC (voir la partie I.C). Il a en effet été
documenté que la rigidité de la MEC augmente de fagon non linéaire lorsque la concentration de
collagene de type | augmente, tandis que des concentrations croissantes de collagene de type llI

mélangé a du collagene de type | diminuent la rigidité (Asgari et al. 2017; Licup et al. 2015).
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Figure 8 : Techniques utilisées par Jansen et al. pour caractériser la moelle osseuse porcine.
Des échantillons ont été prélevés dans la cavité médullaire de fémurs pour la rhéologie et
I'indentation (a gauche). A. Les mesures rhéologiques ont été effectuées entre deux plaques
paralléles actionnées pour créer des forces de cisaillement. B. L'indentation est un test de
compression axisymétrique. La section transversale horizontale du fémur a été utilisée pour la
cavitation (a droite). C. La cavitation enregistre la pression lors de I'effondrement de la cavité du

substrat (figure d’aprés Jansen et al. 2015). 46



Un groupe de recherche a également utilisé la propagation d’ultrasons dans de I'os spongieux
de bovin pour effectuer une caractérisation physique du tissu. Les auteurs mesurent une viscosité
dynamique de la moelle de n = 1,5 N-s/m? (Newton seconde par métre carré) et une densité de p =
930 kg/m® (et 1960 kg/m> pour l'os). Cette méthode n’a été que peu utilisée depuis sur ce type

d’échantillon (Hosokawa and Otani 1997).

Enfin, Shin et ses collaborateurs ont mesuré la rigidité de la moelle hématopoiétique in situ
provenant de fémurs et tibias de souris tranchés de maniere longitudinale de facon a exposer la
moelle tout en la préservant dans I'os. La microscopie a force atomique leur a permis d’estimer la
rigidité de la moelle de la diaphyse a 0,32 + 0,07 kPa, ce qui place la moelle parmi les tissus les plus

mous de I'organisme, Figure 6 (J.-W. Shin et al. 2014).

4. Modifications des propriétés mécaniques de la moelle : deux exemples

Nous venons de détailler les propriétés mécaniques de la MO et nous verrons ci-apres (partie
[11.D) leur importance dans la biogénese des plaquettes. Ces contraintes physiques sont en grande
partie déterminées par la composition du tissu médullaire, aussi bien cellulaire que fibrillaire. Ainsi,
certaines conditions pathologiques qui entrainent ou sont causées par une perturbation et une
modification de la composition du stroma médullaire auront inévitablement un retentissement sur
les propriétés physiques de la moelle, et je détaillerai ci-dessous deux exemples: le cas des
myélofibroses, avec dép6t de tissus fibreux, plus rigides, et le cas de certains traitements
médicamenteux qui entrainent une perte des cellules dans la moelle, diminuant ainsi le confinement

et vraisemblablement la rigidité locale.

e La myélofibrose

La dérégulation de la structure de la MEC avec un dépot excessif de matrice, une activité accrue
de réticulation et une dégradation défectueuse de la matrice, entrainent un remplacement progressif
du tissu médullaire par du tissu fibreux, Figure 9. Méme si la littérature ne nous donne pas de
comparatif de rigidité entre une moelle normale et une moelle présentant de la myélofibrose, il est
vraisemblable que la rigidité de cette derniere soit augmentée, comme c’est le cas lors des fibroses
pulmonaires ou hépatiques (Georges et al. 2007; Jaffar et al. 2018; F. Liu et al. 2015). Ces
phénomeénes sont associés a une pathologie de la MO : la fibrose médullaire. Il existe des

myélofibroses d’origine non maligne. Des troubles associés a une carence en vitamine D sont
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notamment susceptibles de favoriser I'apparition d’une fibrose médullaire. L’exposition a certaines
toxines, a des radiations ou a des traitements médicamenteux peuvent également entrainer une
perturbation profonde du tissu médullaire et ainsi de ses propriétés mécaniques (Orly Leiva et al.
2018). Dans d’autres cas, la myélofibrose résulte d'un néoplasme myéloprolifératif (NMP). Ce terme
regroupe les hémopathies malignes issues des CSH entrainant une augmentation des cellules
sanguines matures dans la circulation. On distingue la myélofibrose primaire de la myélofibrose
secondaire a une polycythémie vraie ou a une thrombocytémie essentielle. Dans ces trois cas, il s’agit
d’une tumeur maligne hétérogene et clonale BCR-ABL1-négative qui touche les CSH. Les mutations
touchent majoritairement les génes codant pour la kinase Janus 2 JAK2 (60%) et la calréticuline CALR
(25%) ou plus rarement le récepteur de la TPO MPL (myeloproliferative leukemia) (5%) (O. Leiva et al.
2017; Orly Leiva et al. 2018). Dans tous les cas, on observe une sur-activation anormale de la voie
JAK/STAT (Signal Transducer and Activator of Transcription), qui conduit notamment a une
prolifération incontrélée des MK, et une augmentation du nombre de plaquettes circulantes aux
premiers stades de la maladie. On pense que les MK, anormalement stimulés, libereraient des
facteurs de croissance, notamment du TGF(31, responsable de la stimulation de la synthese de
protéines de MEC par diverses cellules, y compris les MK eux-mémes. La myélofibrose s’accompagne
progressivement d’une altération profonde de la structure de la moelle et de la composition de la
matrice dont les propriétés mécaniques se trouvent modifiées. Elle se caractérise également par une
néoangiogenese plus importante, une hypercellularité de la moelle avec un nombre accru de cellules
stromales et de MK anormaux ainsi qu’une surabondance de protéines matricielles (Le Bousse-
Kerdiles 2012; Gianelli et al. 2017). Ces fibres sont essentiellement des fibres de réticuline
composeées de collagene de type Ill, qui peuvent étre accompagnées de fibres de collagene de type |,
et de fibronectine. Il a par ailleurs été observé une expression accrue de l'isoforme EDA (extra

domain A) de la fibronectine au cours de la progression de la myélofibrose (Malara et al. 2019)

L'évaluation de la gravité de la fibrose est définie par I'Organisation Mondiale de la Santé et se
fait par un systéme de gradation basé, entre autre, sur la présence de mutation JAK2, CALR et/ou
MPL, la prolifération mégacaryocytaire, la quantité de fibres de réticuline, leur réticulation et la
présence de faisceaux de collagéne, Figure 9 (Barbui et al. 2018; Gianelli et al. 2012; Thiele and
Kvasnicka 2007). A des stades avancés, la myélofibrose s’accompagne souvent d’une hématopoiese
extramédullaire et d’une splénomégalie. La fibrose médullaire est également observée dans d'autres
hémopathies malignes, telles que la leucémie myéloide aigué, la leucémie lymphocytaire aigué, le

syndrome myélodysplasique et la leucémie myéloide chronique.
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Hématoxyline-éosine Gomori

Figure 9 : Histologie de la moelle a différents stades de myélofibrose. A
gauche, un marquage hématoxyline-éosine, a droite, la technique Gomori
d'imprégnation a Il'argent permettant de mettre en évidence les fibres
réticulaires. On remarque une augmentation de la densité et du maillage des
fibres de réticuline ainsi qu’un épaississement des faisceaux de collagéne entre
le stade MF-0 (myélofibrose pré-fibrotique A. et B.) et MF-3 (myélofibrose de
stade 3 C. et D.) (images, Gianelli et al. 2012).

e Les agents myélosuppresseurs

Des altérations importantes de la composition et de la structure du stroma médullaire peuvent
également étre provoquées par l'administration de certains traitements pharmacologiques,
notamment certains traitements chimiothérapeutiques anti-cancéreux ayant des effets dits

myélosuppresseurs, ou les traitements a visée myélosuppressive préalables a une greffe de CSH.

L’administration d’agents pharmacologiques dits antimitotiques agit en bloquant la mitose des
cellules en division notamment les cellules cancéreuses. C’'est le cas pour le 5-FU qui en bloquant
I'activité de la thymidylate synthase stoppe I'activité métabolique des cellules en division et entraine
leur mort par apoptose. Cela permet donc un ciblage et une élimination des cellules cancéreuses
mais impacte également les cellules saines en division, notamment les cellules de la MO. Une
exposition au 5-FU provoque ainsi de nombreux effets secondaires déléteres dont la suppression des
progéniteurs prolifératifs qui se manifeste par une décellularisation progressive de la moelle apres

que les cellules matures, non prolifératives, aient transmigré dans la circulation (J. M. Radley and
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Scurfield 1979). Par la suite, les CSH quiescentes, qui sont épargnées par ce traitement, entrent
massivement en cycle et permettent le repeuplement médullaire par la différenciation en
progéniteurs et engagement dans les différents lignages. Au début de la phase de re-cellularisation,
on observe une modification du microenvironnement médullaire. En effet, le repeuplement du tissu
s’accompagne d’une l'augmentation transitoire de la quantité de protéines de matrice telles que le
collagéne IV, la laminine et la fibronectine (Kuter et al. 2007). L'exposition au 5-FU remodele donc la
composition et la structure de la MO modifiant inévitablement les contraintes mécaniques qui

s’exercent sur les cellules.

Ainsi, comprendre comment les cellules médullaires, et notamment les MK, réagissent et
répondent aux forces mécaniques de I'environnement est non seulement important pour la
compréhension de la mégacaryopoiese a I'état homéostatique mais également lors de conditions

pathologiques ou ces forces sont modifiées.
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Il. La mégacaryocytopoiese et la biogénése des plaquettes

Les plaguettes sont produites par les MK, eux-mémes provenant de la différenciation des
CSH au cours de la mégacaryocytopoiése. La mégacaryocytopoiese est I'une des branches de
I’'hématopoiese, le processus physiologique qui assure la production et le renouvellement de toutes

les cellules sanguines.

A. L’hématopoiese
1. Les cellules souches hématopoiétiques

Toutes les cellules sanguines de la lignée hématopoiétique dérivent des CSH qui sont dites
multipotentes, présentes au sein de la MO hématopoiétique. Elles ont comme caractéristique
spécifique la capacité d’autorenouvelement (Keller and Snodgrass 1990). L'autorenouvelement se
définit par la possibilité de se diviser en deux cellules filles dont au moins I'une reste indifférenciée et
garde les mémes propriétés que la cellule meére. Ce phénoméne est appelé division asymétrique.
Tandis que la division symétrique a pour résultat deux cellules filles identiques, la division
asymétrique des CSH génere une cellule souche et un progéniteur orienté (Beckmann et al. 2007;

Brummendorf et al. 1998). Les CSH peuvent ainsi se différencier tout en maintenant leur nombre.

C’est en 1961 que sont réalisés les premiers travaux mettant en évidence la présence de CSH.
L'injection de cellules de MO a des souris préalablement irradiées a permis a I'équipe de Till et
McCulloch d’identifier les cellules de la MO capables de reconstituer le systeme hématopoiétique
(Till and Mcculloch 1961). De nombreuses études ayant fait suite a ces travaux ont permis de mieux
discriminer phénotypiquement la population de CSH chez la souris (Goodell et al. 1996; Spangrude,
Heimfeld, and Weissman 1988). Actuellement, la population de CSH murines est définie par le
phénotype : Lin- Sca-1+c-kit+CD48-CD150+ (lin- étant négatif pour : CD3, CD4, CD5, CD8, B220, Gr-1,
CD11b, Ter119 et CD41) (Bryder, Rossi, and Weissman 2006; Kiel et al. 2005). Chez 'Homme, elle est
caractérisée par le phénotype suivant : CD45+CD34+CD38-CD45RA-CD90+CD49f+CD71-BAH1- (Notta,

Zandi, Takayama, Dobson, Gan, Wilson, Kaufmann, McLeod, et al. 2016).

Au sein de la MO, les CSH sont en interaction permanente avec le stroma. Les types

cellulaires a proximité, les cytokines et facteurs de croissance sécrétés ou encore les contraintes
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physiques de leur environnement local sont autant de sources de stimuli qui pris ensemble
constituent la niche hématopoiétique - c’est a dire le microenvironnement qui permet le maintien
des CSH - et influencent le devenir des CSH, a savoir leur quiescence ou leur différenciation en
progéniteurs qui s’orientent progressivement vers un lignage spécifique (Lee-Thedieck and Spatz

2014; Ogawa 1993; Schofield 1978).

2. Les différents devenirs de la cellule souche hématopoiétique

L’'hématopoiése regroupe I'ensemble des voies de différenciation menant des CSH a tous les
types cellulaires sanguins et aux plaquettes (Metcalf, Johnson, and Mandel 1979; Spangrude,
Heimfeld, and Weissman 1988). Au cours de la différenciation hématopoiétique dite classique, sous
I'influence des différents facteurs environnementaux, les CSH réalisent des divisions asymétriques
afin de se différencier progressivement en progéniteurs dont la capacité d'autorenouvelement
diminue progressivement tout comme le potentiel de différenciation qui devient de plus en plus
restreint et orienté vers un lignage spécifique, Figure 10 (Avecilla et al. 2004; Lee-Thedieck and Spatz
2014; Nilsson et al. 2005). La premiere étape du processus est la différenciation en progéniteurs
multipotents, les MPP, dont le potentiel de prolifération et de différenciation reste large mais dont la
capacité d’autorenouvélement est perdue. Les MPP se différencient ensuite en progéniteurs
lymphoides communs (CLP), a I'origine de la lignée lymphocytaire, ou en progéniteurs myéloides
communs (CMP) (Akashi et al. 2000). Les CMP continuent de se différencier en progéniteurs
granulocytaires - monocytaires (GMP) (a I'origine des granulocytes, monocytes et macrophages) ou
en progéniteurs érythro- mégacaryocytaires (MEP). Les MEP sont a I'origine des érythrocytes et des
MK qui une fois matures donneront eux-mémes les plaquettes sanguines (L. D. Wang and Wagers

2011; Woolthuis and Park 2016).
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Figure 10 : Hématopoiese et engagement mégacaryocytaire. La cellule
souche hématopoiétique (CSH) est a l'origine de tous les types cellulaires
sanguins y compris les plaquettes sanguines. L’hématopoiese regroupe
I’ensemble des processus menant de la CSH a une cellule hématopoiétique
mature. La CSH se différencie d’abord en progéniteur multipotent (MPP). Le
MPP se différencie a son tour en progéniteur commun myéloide (CMP) ou en
progéniteur commun lymphoide (CMP). Le CLP va donner le lymphocytes B, T
et les cellules natural killer (NK). Le CMP est a l'origine du progéniteur
commun érythro- mégacaryocytaire (MEP) et du progéniteur commun
granulocytaire monocytaire (GMP). Le GMP permet la production des
monocytes, mastocytes, basophiles, éosinophiles et neutrophiles. Les MEP
donnent les érythrocytes et le progéniteur mégacaryocytaire qui deviendra un
mégacaryocyte (MK) mature capable de produire des plaquettes sanguines
(schéma Camille Jost, UMR_S1255, EFS-Grand Est).
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3. Llavoie alternative de la mégacaryopoiése dite « voie biaisée »

Au cours des dix derniéres années, cette vision de la différenciation ayant pour origine une
population homogeéne de CSH a été révisée, Figure 11 (Notta, Zandi, Takayama, Dobson, Gan, Wilson,
Kaufmann, Mcleod, et al. 2016). Un certain nombre d'études, essentiellement réalisées chez la
souris, ont proposé l'existence d'une voie de différenciation de la lignée myéloide dérivant
directement d'une sous-population de CSH et MPP. En 2009, Huang & Cantor ont suggéré que les
progéniteurs mégacaryocytaires pourraient se différencier directement de la CSH car les deux
populations cellulaires partagent des caractéristiques telles que des récepteurs de surface, des
facteurs de transcription et des voies de signalisation spécifiques a la lignée MK (H. Huang and Cantor
2009). Une sous-population de CSH exprimerait en effet I'ARNm du vWF. Cette population de CSH
vWF+ serait capable de se différencier avec un biais vers la lignée mégacaryocytaire (Sanjuan-Pla et
al. 2013). Une méthode de suivi précis des progéniteurs hématopoiétiques, I'analyse « single-cell »
de leur devenir et des modeles expérimentaux de greffe de moelle ont confirmé la présence de
certaines CSH capables de donner directement naissance a des progéniteurs mégacaryocytaires
unipotents par division asymétrique, en contournant le stade MEP (Carrelha et al. 2018). Cette
population cellulaire serait dépendante de la TPO car elle est réduite chez les souris déficientes pour
le récepteur MPL (Nishikii, Kurita, and Chiba 2017). La prolifération et le devenir des CSH vVWF+

seraient eux-mémes régulés par les MK via CXCL4 (Bruns et al. 2014; Pinho et al. 2018).
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Figure 11 : Les voies biaisées de la mégacaryopoiése. Chez 'Homme, une méme CSH serait capable de générer
directement un progéniteur mégacaryocytaire unipotent et un MPP qui donnera a son tour les progéniteurs
unipotents des différents types cellulaires hématopoiétiques. Chez la souris, s’ajoute au schéma classique une CSH
s’orientant préférentiellement vers la lignée mégacaryocytaire sans passer par des progéniteurs multipotents
(schéma par Alicia Aguilar, UMR_S1255, EFS-Grand Est).
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Dans ce modeéle révisé de différenciation des MK, I'engagement de la lignée se fait en
s’affranchissant de la hiérarchie classique des progéniteurs (Yamamoto et al. 2013). Le mécanisme
permettant l'orientation de la lignée des CSH en conditions basales / physiologiques peut étre
différent de celui qui est actif en cas d'hématopoiése induite par stress inflammatoire. Haas et coll.
suggerent que le compartiment des HSC contient des stem-like megakaryocyte-committed
progenitors (SL-MkP) ; des cellules souches ayant les capacités de progéniteurs mégacaryocytaires. A
I’état homéostatique, les SL-MkP sont maintenues quiescentes mais se trouvent activées par une
signalisation inflammatoire afin de reconstituer rapidement le pool plaquettaire lors d’un stress
inflammatoire (Haas et al. 2015). Shin et al. ont cependant émis l'idée que ce biais vers la lignée
mégacaryocytaire pourrait également se produire dans des conditions basales. lls suggérent que
I'équilibre entre autorenouvelement classique des CSH et engagement vers la lignée
mégacaryocytaire est déterminé par I'expression de c-Kit (J. Y. Shin et al. 2014). Bien que des preuves
solides existent chez la souris, la présence d’une population de CSH biaisées vers la lignée
mégacaryocytaire n’a pas été démontrée de maniére convaincante chez I'Homme. En outre,
I'expression des marqueurs mégacaryocytaires dans les CSH humaines semble étre plus faible que
dans les homologues murins. Ainsi, il convient de rester prudent quant a la présence et au réle de
cette voie biaisée chez 'Homme, et de ne pas transposer directement les observations de la souris a

I’'Homme tant que de nouvelles données ne sont pas disponibles.

B. Le mégacaryocyte mature : produit final de la mégacaryopoiése

La mégacaryopoiése (ou mégacaryocytopoiese) caractérise les processus de différenciation
et de maturation aboutissant a la formation des MK a partir des CSH. Une fois engagés vers la lignée
MK, les progéniteurs MK subissent un processus de maturation au cours duquel ils acquiérent les
composants des futures plaquettes ainsi que les propriétés nécessaires a leur production et
libération. Le processus de maturation est notamment caractérisé par des endomitoses successives
entrainant une polyploidie, un agrandissement conséquent du cytoplasme, une forte activité de

synthése protéique ainsi que le développement d’un réseau de membranes internes.

1. Les caractéristiques du mégacaryocyte mature

1.1.  Endomitoses et polyploidie

Au cours de sa maturation, le progéniteur mégacaryocytaire subit des endomitoses successives

jusqu’a devenir une cellule géante polyploide de 8 a 64N voire méme jusqu’a 128N (Chang et al.
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2007). L'endomitose se caractérise par un déroulement classique de la mitose jusqu’a la fin de
I’'anaphase. En revanche, la cytokinese est défectueuse et I'abscission est absente (Ravid et al. 2002;
Vitrat et al. 1998). Ainsi, une cellule engagée dans cette mitose particuliére ne donne pas naissance a
deux cellules filles indépendantes mais reste intégre. Chaque cycle résulte ainsi en une augmentation
du volume cellulaire et le doublement du matériel nucléaire, Figure 12 A. Lors d’une division
cellulaire dite classique, I'étape de cytokinese nécessite la contraction, médiée par la protéine RhoA,
d’un anneau métaphasique formé par le cytosquelette d’actomyosine (Basant and Glotzer 2018).
Dans les progéniteurs mégacaryocytaires, le sillon mitotique se forme mais régresse avant que la
séparation des cellules filles puisse avoir lieu (Geddis et al. 2007). Il a été suggéré en 2001 que la
kinase Aurora B serait dégradée au début de I'anaphase dans les MK et que cette absence serait la
cause de la régression du sillon et ainsi de la polyploidie (Kawasaki et al. 2001). Par la suite, d’autres
études, ont mis en évidence I'expression et lI'activité fonctionnelle d’Aurora B dans les MK en
endomitose (Geddis et al. 2007; Lordier et al. 2010; Mazzi et al. 2018). L'un de ces travaux a montré
que la polyploidie peut avoir lieu sans la présence de cette kinase mais que celle-ci est importante
pour la ségrégation chromosomique nécessaire a une endomitose compléte (Lordier et al. 2010). La
scission membranaire, médiée par I'anneau d’actomyosine, est régulée par RhoA or, lors des phases
d’endomitose ayant lieu pendant la maturation des MK, I'activation et I'accumulation de RhoA est
inhibée dans cette zone (Gao et al. 2012; Roy, Lordier, Mazzi, et al. 2016). C’est la diminution de
I'expression des facteurs d'échange de guanine GEF-H1 et ECT2, qui inhibe I'action de RhoA dans
cette zone médiane, empéchant ainsi I'abscission (Gao et al. 2012; Mazzi et al. 2018). De plus, au
cours de la différenciation du MK, le facteur RUNX1 inhibe I'expression de l'isoforme IIB de la
myosine. L'absence de myosine 1IB et la faible activation de RhoA au niveau de l'anneau de
contraction entraine une contractilité trop faible pour que la cytokinése aboutisse a la séparation des
deux cellules filles, Figure 12 B (Lordier, Bluteau, et al. 2012; Pleines and Nieswandt 2016; J.-W. Shin
et al. 2011).

A une étape de cytokinése avortée s’ajoute un défaut de caryocinese (séparation en deux
noyaux distincts) (Lordier, Pan, et al. 2012; Mazzi et al. 2018). En effet, les lots de chromosomes
migrent aux poles mitotiques mais un noyau unique se reforme autour donnant I'aspect polylobé de
ce dernier, Figure 12. La maturation du progéniteur mégacaryocytaire résulte ainsi en un MK
caractérisé par sa grande taille (atteignant un diamétre de 30 a 50 um) ainsi que par un noyau

polyploide et polylobé (Deutsch and Tomer 2006).
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Figure 12 : L’endomitose lors de la mégacaryopoiese. A. L'endomitose correspond a
la multiplication du matériel génétique sans division cellulaire. Cela implique une
modification du cycle cellulaire permettant le passage de la métaphase directement a
la phase G1 sans cytokinése compléte (schéma Mazzi, Lordier et al. 2018) B. Le
processus résulte d’un défaut de contraction de I'anneau d’actomyosine, dii a un
faible niveau d’activation de RhoA et a I'inhibition de la myosine 1IB dans cette zone.
Le phénomene aboutit a un noyau polylobé caractéristique des MK matures (schéma
Pleines et Nieswandt 2016). NMIIB : myosine |[IB non musculaire.

Bien que la polyploidie puisse sembler étre une situation particuliere, cet état n’est pas
spécifique des MK et est retrouvé dans d’autres types cellulaires comme par exemple les cellules
hépatiques, les cellules musculaires formant des syncytiums, les trophoblastes (cellules géantes du
placenta) et les ostéoclastes, cependant les mécanismes ne sont pas identiques (S. Zhang et al. 2019).
Dans le cas des cellules musculaires par exemple, il est question de fusion cellulaire ; les myoblastes
fusionnent pour former des fibres multi-nucléées appelées myotubes. La polyploidie est également

chose fréquente dans le regne végétal.
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Si la raison biologique de I'augmentation de la ploidie n’est, a ce jour, pas clairement identifiée,
on peut supposer qu’elle se justifie par la nécessité pour le MK de produire rapidement et en grandes
quantités, des protéines plaquettaires ainsi que des réserves de membrane en prévision de la
production de plaquettes. Des progéniteurs diploides provenant du sang de cordon et du sac vitellin
sont capables de produire des plaquettes sanguines, bien qu’en nombre plus faible par rapport aux
MK polyploides (Mattia et al. 2002; Potts et al. 2014). Ainsi, bien qu'elle ne soit pas indispensable a la
formation des plaquettes, la polyploidisation pourrait étre un processus de formation des plaquettes
plus efficace et économe en énergie, permettant notamment a I'organisme de s'adapter rapidement

a des demandes aigués de plaquettes (Vainchenker and Raslova 2020).

1.2.  Forte activité protéique

Parallelement, la maturation du MK est associée a une forte activité de synthése de protéines et
de lipides. Au cours de leur développement, les précurseurs des MK commencent a exprimer des
récepteurs plaquettaires spécifiques parmi lesquels l'intégrine allbp3, intervenant dans I'agrégation
des plaquettes, ainsi que le complexe GPlb-IX-V et la GPVI, qui eux participent a I'adhésion et
I'activation plaquettaire (A. T. Nurden 2014; A. T. Nurden and Nurden 2014). La machinerie cellulaire
s’active fortement pour permettre la biogenése des protéines qui seront contenues dans les futurs
granules des plaquettes, qui elles ne réalisent pas (ou peu) de synthése protéique (Flaumenhaft and
Sharda 2018). En effet le contenu de ces granules est primordial pour les fonctions plaquettaires
hémostatiques comme non hémostatiques (angiogenése, inflammation, immunité, cicatrisation...),
c’est pourquoi il est important que ces granules soient, en grande partie, matures au moment de la
formation des plaquettes. Enfin, la forte activité de synthése protéique et lipidique permet au MK en
cours de maturation de générer une quantité impressionnante de membranes. Ces membranes,
constituant le réseau de membrane interne ou DMS pour Demarcation Membrane System (voir
partie B 1.3), vont par la suite avoir un réle crucial permettant au MK mature d’étendre des

proplaquettes.

1.3. Le réseau de membrane interne (DMS)

Les progéniteurs MK développent progressivement un vaste réseau de membranes, le DMS, dans
leur cytoplasme, Figure 13. Dans un MK mature le réseau de DMS est tres développé, formant une

véritable arborescence membranaire qui occupe une grande partie de I'espace cytoplasmique. Ces
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membranes sont extrémement importantes car elles constituent un réservoir pour les membranes
des futures plaquettes (Schulze et al. 2006). In situ, le DMS présente une morphologie caractéristique
lorsqu’il est observé en microscopie optique et surtout en microscopie électronique a transmission,
semblant délimiter des espaces appelés « territoires cytoplasmiques », Figure 14. Chaque territoire
est délimité par des doubles feuillets membranaires, étroitement apposés (Anita Eckly et al. 2012,
2014). Le DMS est relié a la membrane plasmique et I'espace entre les feuillets apposés communique
avec le milieu extérieur (M. P. Mahaut-Smith et al. 2003). Ces territoires ont d’abord été considérés
comme des plaquettes préformées prétes a étre libérées dans la circulation sanguine. On sait
aujourd’hui qu’il s’agit d’une vision erronée. Celui-ci constitue une réserve de membrane plasmique
nécessaire a I'alimentation membranaire des prolongements cytoplasmiques du MK tout au long de
leur formation et rend possible leur élongation et est, par voie de conséquence, nécessaire pour
I’extension des proplaquettes (voir partie 11.D.1). La biogenése de ce réseau membranaire débute a la
surface de la cellule par invagination de la membrane plasmique, Figure 13. Par conséquent, les
membranes du DMS présentent les mémes marqueurs que la membrane plasmique. On retrouve
notamment CD41 et CD42, marqueurs de surface plaquettaire. L'initiation de I'invagination de la
membrane est régulée notamment par le complexe protéique filamine A - PACSIN2 (protein kinase C
and casein kinase |l substrate 2) et la protéine CIP4 (Cdc42 interacting protein 4). Ces deux protéines
contiennent un domaine F-BAR leur permettant de se lier aux membranes et de favoriser les
invaginations tubulaires (Begonja et al. 2015; Y. Chen et al. 2013; Chitu and Stanley 2015). La
combinaison de techniques de microscopie électronique et photonique, a mis en évidence que
I'alimentation du DMS se poursuivait par I'apport de membrane via des vésicules venant de I'appareil
de Golgi et du réticulum endoplasmique, Figure 13 (Anita Eckly et al. 2014; Ru et al. 2015). Les
composants du cytosquelette jouent un role clé dans la mise en place et le maintien de la structure
du DMS. Les membranes du DMS sont enrichies en PI-4,5-P,, un phospholipide qui, via le
recrutement et I'activation du complexe WASP-Arp2/3, favorise la polymérisation de I'actine (Schulze
et al. 2006). Ainsi, la déstabilisation (pharmacologique ou génétique) de I'actomyosine ou de la
spectrine aboutit a une perturbation du réseau (Anita Eckly et al. 2009; Patel-Hett et al. 2011;
Schulze et al. 2006).
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Figure 13 : Biogeneése et développement du réseau de membrane interne
(DMS). La formation du DMS débute par I'apparition d’un point focal sur la
membrane plasmique qui va progressivement s’invaginer vers le noyau. Au
cours de la maturation des MK, une structure appelée, pré-DMS, est formée
dans la région périnucléaire. D’autres invaginations se forment et le DMS
s’étend dans le cytoplasme grace a I'apport membranaire provenant de
vésicules du Golgi (schéma Eckly et al., 2014). PM : membrane plasmique,
RER : réticulum endoplasmique.

Des défauts d’organisation du DMS sont souvent associés a des conditions pathologiques. Les
mutations ou délétions de genes affectant la GPIb-IX, la filamine A ou les protéines régulant la
dynamique de I'actine filamenteuse - dont les petites Rho GTPases — aboutissent a un DMS anormal
généralement couplé a un défaut d’émission des proplaquettes et une thrombopénie (Ghalloussi,
Dhenge, and Bergmeier 2019). L’inhibition de Cdc42, entraine une désorganisation du DMS
démontrant un lien fonctionnel entre dynamique de I'actine et maturation du DMS (Antkowiak et al.
2016). Dans le syndrome de Bernard-Soulier, le déficit d’expression du complexe GPIb-V-IX conduit a
une structure anormale du DMS. Les membranes de celui-ci sont dilatées et les territoires
cytoplasmiques plus larges, un défaut qui se traduit par une macrothrombopénie (Strassel et al.
2009). Un défaut de développement et d’organisation du DMS est également observé en cas de
mutation du gene MYH9 codant pour la myosine IIA non musculaire. Au niveau plaquettaire, la
répercussion de cette condition se traduit par une macrothrombopénie — avec une diminution de
70% du compte plaquettaire - et des plaquettes présentant une distribution anormale du nombre

d’organites et un défaut de leurs fonctions hémostatiques (Anita Eckly et al. 2009; Léon et al. 2007)
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1.4.  La zone périphérique (PZ)

On trouve en périphérie du MK une zone cytoplasmique quasi exempte d’organelles et de DMS
mais riche en cytosquelette d’actine, désignée sous le terme de zone périphérique (PZ), Figure 14. Le
role de la PZ n’est, a ce jour, pas précisément défini et reste encore peu étudié. On pourrait envisager
la PZ comme une barriere physique prévenant la déformation du MK et la formation de
proplaquettes. |l a été observé que la PZ est séparée de la zone granulaire par un réseau dense de
filaments de myosine, liés a I'actine, suggérant un réle clé de I'actomyosine dans la formation/le
maintien de la PZ (Anita Eckly et al. 2009). En accord avec cette hypothése, I'absence de myosine IIA
chez les MK est associée, in situ, a la disparition de la PZ et a une morphologie reldchée (Anita Eckly
et al. 2009). Des les années 90, Tablin et al. avaient d’ailleurs proposé un modele de formation des
plaguettes en culture impliquant la rupture de la zone périphérique riche en actine pour permettre
I’élongation des proplaquettes (Leven and Yee 1987; Tablin, Castro, and Leven 1990). En outre,
plusieurs travaux réalisés in vitro, suggerent que la déstabilisation de la PZ faciliterait la formation
des proplaquettes, I'inactivation de la voie RhoA/Rho kinase/myosine IIA augmentant la formation

des proplaquettes (A. Balduini et al. 2008; Chang et al. 2007; Z. Chen et al. 2007; A. Eckly et al. 2010;

Tablin, Castro, and Leven 1990).

Figure 14 : Caractéristiques d’un mégacaryocyte mature in situ. Prise de vue en microscopie électronique a
transmission d’'un mégacaryocyte mature murin au sein de la moelle osseuse (échelle : 5um). ECM pour MEC :
matrice extracellulaire, CT : territoire cytoplasmique, PZ : zone périphérique, DMS : réseau de membrane interne
(Figure Boscher et al., 2020).
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2. Laclassification des mégacaryocytes selon leur degré de maturation

Le MK est une cellule rare qui ne représenterait pas plus de 0,05% de la composante cellulaire de
la moelle hématopoiétique (Anita Eckly et al. 2012; Nakeff and Maat 1974) avec une densité
moyenne de 9 + 2 MK par millimétre carré de tissu médullaire chez 'Homme et 20 chez la souris

(Schmitt et al. 2001).

L’observation en microscopie électronique a transmission a permis la classification des MK en
trois stades suivant leur état de maturation, Figure 15 (Anita Eckly et al. 2012; Levine, Hazzard, and
Lamberg 1982). Les MK de stade | dits « mégacaryoblastes » sont les plus immatures. lls sont de
petite taille avec un diamétre compris entre 10 et 15 um. Leur noyau, uni- ou bilobé, occupe la quasi-
totalité du cytoplasme qui ne contient pas ou peu de granules et de DMS (Anita Eckly et al. 2014,
Levine, Hazzard, and Lamberg 1982; Yamada 1957). Les MK de stade I, dits « promégacaryocytes »,
ont un diamétre compris entre 15 a 30 um. Leur cytoplasme est pauvre en DMS mais riche en
mitochondries (Anita Eckly et al. 2012). Ces cellules contiennent des granules immatures, et des MVB
(multivesicular bodies), des lysosomes, un appareil de golgi et un réticulum endoplasmique tres
développé, nécessaire a I'importante synthese protéique qui a lieu lors de la maturation (Bentfeld-
Barker and Bainton 1982). Les MK les plus avancés dans le processus de maturation sont dits de
stade Ill. Ce sont de tres grosses cellules de diamétre supérieur a 30 um, possédant un noyau
multilobé de grande taille, un systéme de membranes internes trés étendu remplissant quasiment
tout le cytoplasme et délimitant des territoires cytoplasmiques ainsi que des granules matures
spécifiques a la lignée plaquettaire (granules a et 6) et des lysosomes (Levine, Hazzard, and Lamberg
1982; Tomer 2004; Yamada 1957). Ces MK matures possédent également une zone périphérique

(PZ) (cf ci-dessus).

En terme de représentation au sein de la moelle, les MK de stade Ill sont majoritaires (plus de
70%), les MK de stade Il représentent une proportion de 20 a 30% tandis que moins de 5% sont des

MK de stade | (Anita Eckly et al. 2012).

Certains travaux font mention d’un stade IV désignant les MK formant des plaquettes (Levine,

Hazzard, and Lamberg 1982; Straneva et al. 1986).
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Stage | Stage Il Stage Il
Megakaryoblast Promegakaryocyte Mature megakaryocyte

e

Diameter: 10 - 15 ym Diameter: 15 -30 ym Diameter: 30 =50 ym

Absence of granules Multilobed nucleus Presence of DMS
Presence of granules and Platelet Territories

Figure 15 : Stades de maturation des mégacaryocytes. Images de microscopie électronique a
transmission de mégacaryocytes a différents stades de développement. Le stade I, le
mégacaryoblaste, est une cellule tres indifférenciée, ne disposant que de peu de caractéres
morphologiques. Le stade Il, le promégacaryocyte, présente un noyau multilobé et les précurseurs
des granules. Enfin, le stade Il correspond au mégacaryocyte mature, avec un DMS développé
délimitant des territoires cytoplasmiques (échelle : 5um, 200nm pour les inserts) (Figure Eckly et al.
2012).

C. La mégacaryopoiése : un processus trés controlé

Chez un individu adulte sain, la fourchette de numération plaquettaire sanguine est
relativement large, comprise entre 150 000 et 400 000 plaquettes par microlitre de sang, mais
présente une surprenante stabilité au cours de la vie de chaque individu (Daly 2011). Ce nombre
varie selon I'age, le sexe ainsi que I'origine ethnique (C. L. Balduini and Noris 2014; Troussard et al.
2014). La durée de vie des plaquettes étant d'environ huit a dix jours, une production journaliére de
I'ordre de 10" plaquettes est nécessaire pour maintenir une concentration stable et assurer le bon
fonctionnement de I'organisme. Pour assurer cette production, les phénoménes de mégacaryopoiese
et de formation des plaquettes - lors d’un processus appelé thrombopoiése - sont soumis a une

régulation fine faisant intervenir différents facteurs.
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1. Régulation de la mégacaryopoiése

1.1.  Régulation par les cytokines

De nombreuses cytokines interviennent dans les processus d'engagement des CSH vers la
voie mégacaryocytaire et de maturation des MK. Parmi ces acteurs, la TPO est le principal régulateur
physiologique de la mégacaryopoiese (Hitchcock and Kaushansky 2014). Cette glycoprotéine est
principalement synthétisée dans le foie, et dans une moindre mesure par certaines cellules stromales
de la moelle et au niveau des reins. La TPO agit par le biais de la liaison a son récepteur MPL. Une fois
activé par la liaison de la TPO, le MPL se dimérise et active JAK2 (Janus Kinase-2). La phosphorylation
de JAK2 provoque la phosphorylation de MPL, qui entraine par la suite le recrutement et I'activation
en cascade de STAT3, PI3K et MAPK (Mitogen Activated Protein Kinase), Figure 16 (Besancenot et al.
2014; Deutsch and Tomer 2006; de Graaf and Metcalf 2011; Stasi et al. 2010). Les souris déficientes
pour la TPO ou MPL présentent une réduction importante de la numération plaquettaire et du
nombre de MK (~80% de moins que les souris de type sauvage) ce qui confirme le réle de la TPO
comme cytokine majeure de la mégacaryopoiese (Gurney et al. 1994; De Sauvage et al. 1996). Elle
est aujourd’hui utilisée sous le nom de romiplostim pour traiter des thrombopénies (Doobaree et al.

2019; Yang et al. 2019).
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Figure 16 : Voie de signalisation de la thrombopoiétine. Lorsque la
thrombopoiétine se lie a son récepteur, MPL, celui-ci s’associe avec la Janus
Kinase 2 (JAK2). Les STAT (Signal Transducer and Activator of Transcription) sont
alors recrutés et phosphorylés, puis se dimérisent avant d’étre transportés vers
le noyau. JAK2 est a l'origine de l'activation d’autres voies de signalisation,
comme la voie des MAPK ou la voie PI3K permettant notamment la
phosphorylation de promoteurs de survie et de prolifération mégacaryocytaire
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Malgré leur déficience, ces souris produisent tout de méme des plaquettes en quantité
limitée. La TPO n'est donc pas le seul facteur de régulation entrant en jeu, Figure 17. En effet, la TPO
agit également en combinaison avec d'autres cytokines, en particulier les interleukines 3 (IL3), IL6,
IL11, IL1a, le SCF (Stem Cell Factor) et GM-CSF (Granulocyte-Macrophage Colony Stimulating Factor),
le FGF et I'érythropoiétine (EPO) (Behrens and Alexander 2018; Bunting et al. 1997). Ces cytokines
agissent en synergie avec la TPO pour réguler la transcription des genes responsables de la survie et
de la prolifération cellulaire ainsi que des génes codant pour les cytokines elles-mémes et leurs
récepteurs (de Graaf and Metcalf 2011; Kaushansky 2006). Des voies indépendantes de la TPO ont
également été identifiées, notamment un role de I'lGF-1 (insulin-like growth factor 1), de CCL5
(chemokine C-C motif ligand 5) et de la tyrosyl-ARNt synthétase et de l'interleukine 1la (IL-1a) (S.
Chen et al. 2018; Machlus et al. 2016; Nishimura et al. 2015). Cependant, les roles respectifs de ces
facteurs extracellulaires dans la mégacaryopoiese classique comme inflammatoire restent a étre

clarifiés.
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Figure 17 : Cytokines et facteurs de transcription régulant la mégacaryopoiéese. Les
principales cytokines impliquées sont annotées en rouge, les facteurs de transcriptions
principaux figurent en bleu (Schéma Léon et al. 2015).
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1.2.  Régulation par les facteurs de transcription

Le développement et la maturation des MK est également sous le controle de plusieurs
facteurs de transcription, Figure 17 (Boscher et al. 2020; Szalai, LaRue, and Watson 2006). En
agissant de concert avec les cofacteurs et les modificateurs de la chromatine, les facteurs de
transcription orchestrent le programme de transcription nécessaire a l'engagement et a la

maturation des MK en activant ou en réprimant I'expression des génes (Bianchi et al. 2016).

Parmi ces facteurs, GATA1 (en interaction avec son co-facteur FOG1) est essentiel pour la
différenciation érythro-mégacaryocytaire (Mancini et al. 2012). Linactivation causée par une
mutation entraine une |étalité embryonnaire chez I'Homme et la souris en raison d'une anémie
sévere. Une inactivation conditionnelle dans la lignée mégacaryocytaire diminue le nombre de
plaguettes de 15%, la morphologie des plaquettes est altérée et il y a une accumulation de MK
immatures dans la MO (R A Shivdasani et al. 1997). L'interaction de Gatal avec son cofacteur FOG-1
est essentielle pour la différenciation des MK (Guo et al. 2015; Tsang et al. 1997). Le proto-oncogene
FLI-1 (Friend Leukemia Interaction 1) agit avec GATA1l pour activer des génes spécifiques
responsables de la régulation des étapes tardives de la mégacaryopoiese (Eisbacher et al. 2003; H.
Huang et al. 2009; Seth et al. 1993). Les souris FLI-17" meurent in utero et présentent des MK a la
morphologie anormale, avec moins de granules cytoplasmiques et des membranes du DMS
désorganisées, ainsi qu'une légére diminution du nombre de MK (Ramesh A. Shivdasani 2001). Le
facteur de transcription hétérodimérique NF-E2 (nuclear factor, erythroid 2) joue un role clé dans les
phases tardives de la mégacaryopoiése et dans la thrombopoiese (Lecine et al. 1998; Tijssen and
Ghevaert 2013). Chez les souris inactivées pour la sous-unité P45 de NF-E2, spécifiquement dans les
lignées érythroides, mégacaryocytaires et mastocytaires, le nombre de MK est normal mais la
libération de plaquettes est considérablement affectée ce qui se reflete par un nombre de plaquettes
circulantes diminué. Les plaquettes et les MK de ces souris ont une organisation anormale,
notamment des MK de grande taille et des plaquettes anormalement grandes, rondes et
hétérogenes avec des granules rares et non denses aux électrons. In vitro, aucune plaguette ne se
forme (Levin et al. 1999; R A Shivdasani et al. 1995). La surexpression du facteur de transcription
RUNX1 favorise la prolifération des progéniteurs et régule négativement les derniers stades de la
maturation de la MKP. Sa délétion entraine une baisse du nombre de plaguettes et une diminution
de la taille des MK (Ichikawa et al. 2004). Enfin, un autre degré de complexité dans la régulation de la
MKP est apporté par certains microARN qui se trouvent sur- ou sous-exprimés lors de la
mégacaryopoiese, régulant différemment I'expression de leurs génes cibles (H. Li et al. 2011;

Raghuwanshi et al. 2019).
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D. Lathrombopoiése

1. Les plaquettes sanguines : produit final de la thrombopoiése

Lorsque les mégacaryocytes sont matures, ils sont préts a former des plaquettes, lors du
processus appelé thrombopoiese (ou thrombocytopoiese). Les plaquettes sanguines sont de petits
éléments cellulaires du sang mesurant 2 a 5 um de diamétre (Boneu and Cazenave 1997). C’'est en
1881 qu’elles sont identifiées pour la premiere fois comme de nouveaux éléments du sang
responsables de la formation des thrombi (Bizzozero 1882; Ribatti and Crivellato 2007). Une
vingtaine d’années plus tard, J.H. Wright caractérise les plaquettes (qu’il nomme « blood plates »)
comme des corps ovales de la taille d’'un demi ou d’un tiers de globule rouge et propose le
mégacaryocyte comme étant la cellule médullaire responsable de la production des plaquettes (J. H.
Wright 1902, 1906). Contrairement aux vertébrés non-mammiféres qui ont des thrombocytes
nucléés a 2N (Belamarich et al. 1966; Levin 2007), les mammiféres ont évolué vers des plagquettes
anucléées. L'avantage biologique de cette évolution n’est pas clairement identifié. Cette particularité
pourrait conférer au thrombus une résistance supérieure aux forces de cisaillement (Schmaier et al.

2011).

2. Les différentes théories de formation des plaquettes

Tandis que l'identité du MK en tant que cellule précurseur des plaquettes fut rapidement
adoptée, les mécanismes et le site de libération des plaquettes in vivo ont longtemps fait débat et
guelques controverses subsistent encore actuellement. Plusieurs modeles menant a la formation des
plaguettes ont été proposés (Stenberg and Levin 1989). Parmi les différentes théories avancées, on
peut mentionner la théorie des « territoires plaquettaires » suggérée par Yamada en 1957 (Yamada
1957). D’apres ce modele, les plaquettes sont préformées et fonctionnelles a I'intérieur du MK qui les
libere par fragmentation de son cytoplasme (Kosaki 2005; Kosaki and Kambayashi 2011). Cette
hypothése se base sur I'aspect des membranes du DMS qui, au sein du cytoplasme du MK, délimitent
des zones de taille et de contenu similaires a une plaquette, ce qui leur a longtemps valu le terme de
« territoires plaquettaires ». L'idée est alors que la fragmentation du cytoplasme suivant ces
territoires permet le relargage des plaquettes contenues dans le MK. Faute d’éléments de preuve

solides, cette théorie d’un relargage passif de plaquettes préformées a été écartée.

Un autre modeéle dit du « gant retourné » a remis en cause la théorie précédente des territoires

plaquettaires préformés. Des observations datant des années 70 sont a 'origine de cette deuxieme
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théorie. Les auteurs proposent que les membranes du DMS se débobinent a I'extérieur du MK pour
former des extensions cytoplasmiques, les proplaquettes, desquelles se détachent les futures
plaquettes (Schulze et al. 2006; Shaklai and Tavassoli 1978). D’un point de vue mécanistique ce
modele ne semble pas plausible. Il est difficile d’'imaginer ce type de retournement au regard du

réseau trés branché et organisé du DMS.

Une troisieme théorie, qui est la plus communément admise par la communauté scientifique a ce
jour, propose également I'extension de proplaquettes mais ce, non pas via un « débobinage » du
DMS, mais par extension de la membrane plasmique, rendue possible par I'apport de vésicules
membranaires qui fusionnent au fur et a mesure a la membrane plasmique du MK et de la
proplaquette. Dés les années 90, des observations faites en microscopie électronique révelent la
présence de vésicules dans les MK formant des proplaquettes, suggérant qu’au moment de former
les proplaquettes (PPT), le DMS se dilaterait et formerait ces vésicules qui en fusionnant avec la
membrane plasmique alimenteraient les proplaquettes (E. M. Cramer et al. 1997; Tablin, Castro, and
Leven 1990). Plus récemment, 'utilisation de la tomographie et de la reconstruction 3D a permis de
visualiser la fusion du DMS le long de la proplaquette en extension in situ dans la MO (Brown et al.
2018). Le DMS servirait ainsi de réservoir de membrane permettant d’alimenter, via la membrane
plasmique, les longs prolongements cytoplasmiques étendus par les MK dans la lumiere des
sinusoides médullaires. Sous l'influence du flux sanguin, ces extensions proplaquettaires sont
libérées dans la circulation par détachement. Ces fragments sont ensuite remodelés dans la
circulation sanguine en aval pour libérer les plaquettes proprement dites (Stenberg and Levin 1989;
Zucker-Franklin and Philipp 2000). Cette théorie a notamment été corroborée par le développement
de la microscopie intravitale permettant la visualisation du phénomene in vivo et en temps réel. Il est
aujourd’hui admis que les MK matures, se trouvant au contact des vaisseaux sinusoides médullaires,
étendent des projections cytoplasmiques a travers la barriére endothéliale des vaisseaux (Bornert et

al. 2020; Junt et al. 2007; Kowata et al. 2014; Stegner et al. 2017).

En 2015, Nishimura et al. émettent des doutes quant a I'efficacité de la synthése de plaquettes
par formation de proplaquettes. Les auteurs estiment que ce mécanisme aurait un rendement trop
faible pour produire un nombre suffisant de plaquettes, notamment dans des conditions de forte
demande plaquettaire, telles qu'une inflammation, une infection, une thrombopénie d’origine
immune ou une hémorragie massive. lls suggérent I'existence d’un mécanisme de formation de PPT
par rupture de la membrane des MK (Nishimura et al. 2015). Ce mécanisme, indépendant de la TPO,
ferait intervenir I'lL1a et I'activation de la caspase 3 qui réduit la stabilité de la membrane plasmique
et favorise sa rupture. Nishimura et al. projettent que le phénomene de rupture serait vingt fois plus

efficace que la formation de proplaquettes et qu’il prendrait le relais en situation de nécessité forte
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et rapide de plaquettes. Méme s'il s'agit d’une théorie a considérer, a I'heure actuelle il y a

relativement peu de preuves permettant d’en faire une hypothese solide.

Enfin, une publication récente tente de remettre en question le mécanisme de production des
plaquettes sanguines par extension de proplaquettes et propose un processus de bourgeonnement
(« budding ») (Potts et al. 2020). Les observations faites in vivo suggeérent la présence de MK matures
présentant des bourgeons de la taille d’une plaquette directement attachés a leur membrane
plasmique. Une fois libérés dans la circulation, ces bourgeons deviendraient des plaquettes
fonctionnelles. Les auteurs n’excluent pas I'existence des proplaquettes mais affirment que le
« budding » représenterait le phénomene majoritaire de formation des plaquettes. Pour le moment,
ces premieres observations n’ont pas été corroborées par de nouveaux travaux et éléments de

preuve et restent a étre réexaminées.

3. Lathrombopoiése in vitro

La thrombopoiese (ou thrombocytopoiése) est un processus extrémement bien orchestré, basé
sur I'extension de longs prolongements cytoplasmiques, les proplaquettes. Toutefois, les
mécanismes gouvernant I'extension de ces prolongements in vitro different, du moins en partie, de
ceux ayant lieu in vivo. In vitro, les MK n’étant pas polarisés, les protrusions se forment en plusieurs
endroits tout autour de la cellule, Figure 18 A et B (Bornert et al. 2020; Thiery and Bessis 1956). Ces
protrusions s’organisent en projections longues et fines caractérisées par une tige mince, des
ramifications et des bourgeons apicaux aussi appelés boutons plaquettaires. Les protéines du
cytosquelette jouent un réle essentiel dans la formation des proplaquettes in vitro (Choi et al. 1995;
E. M. Cramer et al. 1997; J. E. Italiano et al. 1999; Tablin, Castro, and Leven 1990). L’actine
filamenteuse semble jouer un role dans la formation de ramifications (J. E. Italiano et al. 1999).
Quant aux microtubules, il a été démontré qu’ils sont les principaux moteurs de I'extension des PPT
de culture. lls sont organisés sous la forme de fuseaux tout le long de la tige des PPT puis s'enroulent
au niveau des bourgeons, Figure 18 A et C . L'incubation des MK en présence d’agents
pharmacologiques qui dépolymérisent les microtubules empéche la formation des PPT en culture (J.
E. Italiano et al. 1999; Tablin, Castro, and Leven 1990). De plus, |'ajout de ces mémes produits apres
extension des PPT, ainsi que la dépolymérisation des microtubules induite par le froid, provoque leur
rétraction (J. E. Italiano et al. 1999; Tablin, Castro, and Leven 1990; Thon et al. 2010). Le glissement
des microtubules, contrélé par des moteurs a dynéine, semble étre important pour I'extension des

PPT in vitro (Bender et al. 2015). Les moteurs a kinésine se chargent du transport des granules et des
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organelles dans les proplaquettes en progressant le long des microtubules, utilisant les faisceaux
comme support (J. E. J. Italiano, Patel-Hett, and Hartwig 2007; Richardson et al. 2005). Depuis les
travaux du groupe de Joseph ltaliano, ce modeéle de formation des proplaquettes fortement
dépendant des microtubules a continué a prévaloir bien que ces dernieres années les études in vivo
ont mis en évidence des différences (voir partie 11.D.4.2). In vitro, la culture de MK en chambre de
flux accélére la libération des proplaquettes et modifie leur vitesse d’extension (Bender et al. 2015;
Dunois-Lardé et al. 2009) et différents systémes perfusables composés de micro-piliers, de canaux ou
de structures poreuses ont été mis au point pour optimiser la libération de plaquettes in vitro (Blin et

al. 2016; Nakagawa et al. 2013).
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Figure 18 : Structure des proplaquettes in vitro. Images représentatives de proplaquettes de culture obtenues in
vitro (cPPT) et schéma de I'organisation du cytosquelette. A. cPPT visualisées par microscopie a champ clair au
fond du puit de culture avant fixation B. Image représentative de cPPT apres fixation au paraformaldéhyde et
observation par microscopie électronique a balayage. C. Immunmarquage de I'a tubuline sur cPPT apres fixation
(schéma Boscher et al. 2020 images Bornert et al. 2020).
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4. Les étapes successives de la thrombopoiése in vivo

4.1.  Le passage de la barriere endothéliale

Pour atteindre la circulation sanguine, les PPT doivent traverser la barriere endothéliale des
vaisseaux sinusoides ce qui nécessite une polarisation des MK. Les signaux gouvernant cette
polarisation ne sont pas clairement identifiés a ce jour. Le SDFla (stromal derived factor 1 alpha),
secrété par les cellules réticulaires et endothéliales, a été proposé comme signal important pour
I'orientation des MK et des extensions vers les vaisseaux (Avecilla et al. 2004). Par la suite, il a été
proposé que la sphingosine-1 phosphate (S1P), qui circule dans le sang a une concentration allant de
0,1 3 0,6 uM, pourrait créer un gradient permettant I'orientation des PPT vers le vaisseau (Berdyshev
et al. 2005; Yatomi et al. 1997; L. Zhang et al. 2012, 2013). Toutefois cette théorie a été revue et des
travaux trés récents réfutent le role de la S1P dans la polarisation de I'extension des PPT (H et al.
2019). Enfin plus récemment, il a été montré que la régulation de la polymérisation de I'actine est
susceptible de jouer un role important dans le processus. En effet, l'inactivation des génes WASP,
Arp2/3 ou profiline, tous trois impliqués dans la dynamique de l'actine filamenteuse, entraine une
perturbation de la polarisation du DMS se traduisant par une libération anormale de fragments
mégacaryocytaires dans le compartiment extravasculaire de la MO (Ghalloussi, Dhenge, and
Bergmeier 2019). De plus, les petites GTPases Cdc42 et RhoA régulent également la polarisation des
MK permettant I'émission transendothéliale des proplaquettes. Une déficience fonctionnelle de GPlb
ou de Cdc42 réduit la polarisation des MK in vitro et altére le passage de protrusions
transendothéliales in vivo. En revanche, I'absence de RhoA dans les MK entraine une augmentation
de l'activité de Cdc42 et une hyperpolarisation des MK qui transmigrent tout entiers dans les
sinusoides de la moelle. Ces résultats révelent que Cdc42 et RhoA agissent comme des points de
contrdle moléculaire qui régulent la biogenese transendothéliale des plaquettes in vivo (Ditting et al.

2017).

L'extension des proplaquettes dans la circulation sanguine est un processus différent de celui
permettant la formation de PPT in vitro, ne serait-ce que parce qu’in vivo s’y ajoute la nécessité pour
ces proplaquettes de franchir la barriere endothéliale. Deux voies de transmigration sont en théorie
envisageables : |la voie transcellulaire, a travers des pores formés dans la cellule endothéliale, et la
voie paracellulaire, au niveau des jonctions entre deux cellules endothéliales. Dans les années 70, des
observations en microscopie électronique ont mis en évidence des protrusions de MK dans le
cytoplasme des cellules endothéliales de sinusoides (Lichtman et al. 1978). Il a été proposé que les

MK étendent des structures de type podosomes pour sonder leur environnement (Schachtner et al.
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2013). Récemment, ces structures riches en actine ont été visualisées in situ provenant de MK en
contact avec les vaisseaux sinusoides ; ces structures pouvant provoquer la déformation des cellules
endothéliales sous-jacentes (Anita Eckly et al. 2020). Une des hypothéses avancées est que ces
extensions servent a sonder leur milieu environnant pour définir la voie préférentielle de passage et
fournissent la force nécessaire a la fusion-fission des membranes endothéliales apicale et basale. Se
forment alors des pores transendothéliaux au travers desquels les MK passent ou font passer dans
un premier temps une protrusion initiale relativement large représentant une partie du cytoplasme
et contenant des granules et du DMS, Figure 19. Ces protrusions initiales sont a I'origine des PPT
(Becker and De Bruyn 1976; Anita Eckly et al. 2020; Tavassoli and Aoki 1981). Si le passage
transcellulaire a été clairement documenté, cela n’exclut pas pour autant la possibilité que le passage
soit également en partie paracellulaire, bien que ce phénomeéne n’ait pas été documenté jusqu’a
aujourd’hui. En effet, il n’a pas été observé de jonctions serrées entre les cellules endothéliales des
sinusoides, ainsi les proplaquettes pourraient se frayer un chemin entre deux cellules pour atteindre
la lumiére du vaisseau (Tavassoli and Shaklai 1979). Les mécanismes moléculaires qui assurent la
protrusion initiale, provenant du cytoplasme des MK, a travers la paroi endothéliale restent encore

peu connus a I’heure actuelle.

4.2.  L’élongation des proplaquettes

Une fois dans la lumiére du vaisseau sinusoide, les protrusions cytoplasmiques initiales des MK
forment des épaulements au niveau de la face luminale de I'endothélium. A I'image de petits
crochets, il est suggéré que ces structures riches en actine permettent aux cellules de s’ancrer a leur
support, facilitant ainsi I'extension des PPT dans la circulation, Figure 19 (Behnke and Forer 1998;
Bornert et al. 2020; Brown et al. 2018). A un stade plus avancé, les protrusions observées in situ, bien
gu’étant allongées, ont une morphologie différente de celles présentes in vitro, et bien moins
homogene. Concernant leurs dimensions, le travail du laboratoire a mesuré une longueur moyenne
de 173 um (de 41,57 a 518,6 um) avec une épaisseur a la base de I'extension de 'ordre de 1 a 7 um
ce qui correspond aux données précédentes de la littérature rapportant une longueur pouvant aller
de quelques microns metres jusqu’a 200 um et une épaisseur moyenne entre 1,5 um et 10 um
(Becker and De Bruyn 1976; Bornert et al. 2020; Brown et al. 2018; Kowata et al. 2014). En terme de
morphologie il y a donc bien une nette différence entre les proplaquettes obtenues en culture in
vitro et les proplaquettes natives. Ces derniéres ne sont pas ou peu branchées, leur tige est prés de

quatre fois plus épaisse et leur volume est également bien plus important (Bornert et al. 2020).
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Les différences morphologiques existant entre les PPT obtenues in vitro et les PPT natives
générées in vivo soulevent la possibilité que les mécanismes d’élongation médiés par le
cytosquelette soient également différents. Un fait intéressant a mentionner est que I'élongation in
vivo (d’une vitesse moyenne obtenue lors de nos observations de 10 um/min) n’est pas linéaire
(Bornert et al. 2020; Junt et al. 2007). En effet, le processus présente des phases de pause et méme
de rétraction. Un travail du laboratoire, auquel jai participé pendant mon doctorat, a permis
d’identifier la myosine IIA comme responsable de ces forces de rétraction (Bornert et al. 2020). Ce
travail a également permis de caractériser I'organisation des microtubules au sein des proplaquettes
ainsi que leur contribution a I'’élongation proplaquettaire selon que I'on se trouve in vivo ou in vitro.
In vivo les microtubules sont distribués de maniere hétérogene a I'intérieur des PPT, ce qui difféere de
la situation in vitro (Bornert et al. 2020; Brown et al. 2018). En effet, dans les PPT de culture les
microtubules sont organisés en un faisceau qui suit la tige de la proplaquette, Figure 19 (J. E. Italiano
et al. 1999). Les résultats obtenus en microscopie intravitale suggerent qu’in vivo, les forces
hémodynamiques sont suffisantes pour contribuer de maniere substantielle a I'allongement des PPT,
les microtubules ayant plutét un role d’échafaudage pour maintenir la forme allongée de la
proplaquette, plutdt qu’un réle mécanique dans I'allongement en tant que tel. Ces données peuvent
expliquer pourquoi, dans certains cas, de fortes divergences ont été observées entre la capacité a
étendre des PPT, quantifiée in vitro, par rapport au nombre de plaquettes circulantes in vivo
seulement modérément diminué. C’est notamment le cas lors de l'inactivation de la tubuline B1 ou
de la mutation de la tubuline a4a. Cela entraine une quasi absence de PPT in vitro, tandis que seule
une diminution modérée des plaquettes circulantes est observée in vivo (Bornert et al. 2020; Strassel
et al. 2019). Ces résultats n'excluent bien évidemment pas un rdle clé des microtubules soit au
moment de l'initiation des protrusions, soit lors du remodelage des proplaquettes. Nous pouvons en
effet spéculer que le remodelage final de la PPT en plaquettes pourrait se produire par des
mécanismes basés sur les microtubules, similaires a ceux précédemment établis in vitro en culture

liquide, Figure 19 (Bender et al. 2015; Bornert et al. 2020; Thon and Italiano 2012).

Enfin, comme évoqué précédemment (section 11.D.3.), le DMS occupe une place centrale dans ce
processus d’élongation. L'équipe d’Alastair Poole a publié en 2018 un travail qui, via la combinaison
de diverses techniques de microscopie, met en évidence des phénomenes de fusion entre des
vésicules de DMS et la membrane des proplaquettes en cours de croissance. Ce phénomene permet
un réapprovisionnement constant en membrane le long de la PPT, ce qui joue probablement un réle
important également dans la vitesse d’élongation car cela diminue certainement considérablement la
tension membranaire et réduit les forces requises pour I'élongation des PPT (Brown et al. 2018; J.

Radley and Haller 1982).
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4.3. La libération des plaquettes

Dans la lumiére des vaisseaux sinusoides, il a été observé que de longs fragments se détachent a
la base des PPT. Ces morceaux libérés dans la circulation représentent des volumes équivalents a
plusieurs centaines de plaquettes, voire quelques milliers (Bornert et al. 2020; Kowata et al. 2014).
Une fois libérés, ils sont rapidement emportés par le flux sanguin (Junt et al. 2007). Ces longs
fragments vont se remodeler sous I'effet du flux sanguin pour former les plaquettes proprement
dites, d’'un diamétre compris entre 2 et 5 um. Il a été proposé depuis longtemps que la
microcirculation en aval, en particulier la microcirculation pulmonaire, puisse étre un site majeur de
libération des plaquettes sanguines. C'est en effet en 1893 que Aschoff fait la premiere observation
de MK entiers dans la circulation pulmonaire. Il suggérait que les MK émigraient de la MO, restaient
logés dans le réseau capillaire des poumons en raison de leur grande taille, et y libéraient des
plaquettes (Aschoff 1893). Plus tard, d’autres travaux se basant sur des observations microscopiques
et des calculs théoriques présentérent les poumons comme un site important de libération de
plaguettes (Howell and Donahue 1937; Trowbridge, Martin, and Slater 1982; Zucker-Franklin and
Philipp 2000). Plus récemment, des observations en vidéo-microscopie intravitale dans les poumons
ont permis de visualiser en temps réel la fragmentation de PPT dans le systeme vasculaire
pulmonaire murin (Lefrangais et al. 2017). Des études ex vivo ont suggéré qu’une fois les
proplaguettes fragmentées en « préplaquettes », celles-ci se remodéleraient sous forme
d’haltéres (« barbell platelets »), puis a la suite de phénomenes de torsion gouvernés par les
microtubules, se fragmenteraient en plaquettes proprement dites (Thon et al. 2010). Ainsi, tandis
qgue la MO est clairement le site de production de MK et de PPT, la microcirculation pulmonaire serait
un organe important de libération de plaquettes. Actuellement, on ne peut exclure la participation

de la microcirculation d’autres organes également dans la libération des plaquettes, Figure 19.
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Figure 19 : Etapes successives de la thrombopoiése in situ et r6le du cytosquelette. /n vivo, I'initiation de la
formation des proplaquettes natives (nPPT) a lieu dans la moelle et dépend a la fois du cytosquelette
d'actine et des microtubules. Au cours de I'élongation dans la circulation, les microtubules sont pour Ia
plupart isolés et jouent un réle essentiel pour contrecarrer la rétraction des nPPT dépendante de la
myosine, tandis que les contraintes hémodynamiques contribuent aux forces de protrusion. Des fragments
de nPPT libérés dans les sinusoides sont encore remodelés dans la microcirculation en aval pour donner les
plaquettes circulantes finales, probablement via des mécanismes basés sur les microtubules similaires aux
mécanismes in vitro (Figure Boscher et al. 2020).

5. Les maladies plaquettaires : défauts qualitatifs ou quantitatifs des plaquettes

Du fait de leur réle majeur dans l'arrét des saignements et dans le maintien de l'intégrité
vasculaire, un défaut plaquettaire fonctionnel ou quantitatif peut entrainer des risques de

saignement plus ou moins importants selon la nature du défaut.

5.1. Les thrombopathies

Le terme thrombopathies désigne les maladies hémorragiques ayant pour cause un défaut
fonctionnel des plaquettes. On parle de thrombopathies acquises ou de thrombopathies

constitutionnelles si elles sont héréditaires. Dans le cas des thrombopathies dites constitutionnelles,
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ce sont des mutations qui sont la cause des défauts de fonctionnalité plaquettaire. Les mutations
peuvent impacter I'expression des protéines membranaires comme c’'est le cas pour la
thrombasthénie de Glanzmann pour laquelle on observe une atteinte des intégrines allbB3. Cette
pathologie est caractérisée par une diminution de la capacité des plaquettes a adhérer, s’étaler et
s'agréger entre elles (A. T. Nurden 2006; Solh, Botsford, and Solh 2015). La prévalence de ces
maladies est probablement sous-estimée car les pathologies sont hétérogenes et le diagnostic reste
difficile. De plus, les patients sont souvent asymptomatiques dans la vie courante et ne présentent
pas toujours de complications hémorragiques lors d’une intervention chirurgicale ou d’un
traumatisme. A titre d’exemple, pour la thrombasthénie de Glanzmann, qui est la pathologie
plaguettaire constitutionnelle la plus fréquente, le nombre de personnes atteintes en France est
estimé a 500 environ (Centre de référence des thrombopathies constitutionnelles CHU Bordeaux).
Un autre exemple est le syndrome de Bernard-Soulier causé par I'absence d’expression ou une
anomalie fonctionnelle d’'une des sous-unités du complexe GPIb-IX, nécessaire a I'adhésion des
plaguettes au sous-endothélium. Ce défaut fonctionnel est également associé a une diminution du
nombre de plagquettes, qui sont anormalement grosses (Lanza 2006). Dans le cas des maladies dites
du pool vide, ce sont les protéines contenues dans les granules des plaquettes qui sont
dysfonctionnelles, impactant ainsi fortement I'activité plaquettaire (Aguilar et al. 2019a; A. T. Nurden
2005; A. T. Nurden and Nurden 2014; Salles et al. 2008). Elles peuvent étre non syndromiques et
affecter uniquement le contenu des granules plaquettaires, ou bien syndromiques affectant d’autres
organelles apparentées aux granules plaquettaires (famille des LRO, lysosome related organelles) (A.
T. Nurden and Nurden 2014). Ce sont essentiellement les syndromes de Hermansky-Pudlak et de
Chediak-Higashi, dont les patients peuvent présenter, en plus d’'un défaut d’hémostase, des
anomalies de pigmentation oculo-cutanée, des désordres immunologiques ainsi que des
insuffisances pulmonaires (Aguilar et al. 2019b; Huizing, Anikster, and Gahl 2001; D. Ward, Shiflett,
and Kaplan 2002). Quant aux thrombopathies acquises, celles-ci ont la plupart du temps une cause
médicamenteuse. Il a notamment été montré que, lorsque administrés a fortes doses, I'aspirine, les
anti-inflammatoires ou encore certains antibiotiques de type béta-lactamine, tel que la pénicilline,
ont un effet inhibiteur sur les fonctions plaquettaires (Capodanno, Ferreiro, and Angiolillo 2013;

Cazenave et al. 1973; Gachet 2015; Kariyazono et al. 1997).
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5.2.  Les thrombopénies

Les anomalies plaquettaires quantitatives sont appelées thrombopénies. Elles se définissent
par une numération plaquettaire anormalement basse, inférieure a 150 x 10° plaquettes par litre de
sang (B. Johnson, Fletcher, and Morgan 2016). Elles peuvent étre classées en deux catégories, les

thrombopénies acquises ou héréditaires.

Dans le cas d’une thrombopénie acquise, celle-ci peut avoir diverses origines. La cause peut
étre médicamenteuse ; certains traitements, comme les chimiothérapies, peuvent avoir un effet
myélosuppresseur important menant a une baisse conséquente du compte plaquettaire et
nécessitant une transfusion (Arnold et al. 2013). Une infection d’origine virale (telle que le VIH, la
varicelle ou encore la dengue) peut également étre a I'origine d’une thrombopénie (Ali, Anwar, et al.
2006; Ali, Nadeem, et al. 2006; Franchini, Veneri, and Lippi 2017; Kuter 2015). Enfin, en situation
auto-immune ou I'organisme produit des anticorps dirigés contre des glycoprotéines membranaires
de ses propres plaquettes, comme pour le purpura thrombopénique immunologique (PTI), le
systeme immunitaire est responsable de I’élimination des plaquettes (Neunert et al. 2015; Nishimoto
et al. 2017). On peut distinguer les thrombopénies périphériques, dues a une consommation
augmentée des plaquettes, des thrombopénies centrales. Ces derniéres résultent d’un défaut de
production de plaquettes soit par insuffisance médullaire d’origine médicamenteuse ou maligne
(chimiothérapie ayant un effet myélosuppresseur, NMP), soit par anomalie de Ila
mégacaryocytopoiése résultant de mutations congénitales héréditaires (Eto and Kunishima 2016; A.
Nurden and Nurden 2020). La mutation en question peut se trouver dans des génes codant pour des
protéines impliquées dans la mégacaryopoiese, tels que des facteurs de transcription impliqués a
divers stades de différenciation et/ou de maturation des mégacaryocytes. Dans ce cas, on observe
une diminution du nombre de MK. Ceux-ci sont également immatures et forment moins de
plaguettes. La mutation peut également impacter les génes codant pour des protéines nécessaires a
la production de plaquettes. Dans le cas d’une atteinte des protéines du cytosquelette par exemple,
la production de plaquettes est fortement diminuée (Kunishima et al. 2013; Léon et al. 2007; Pecci
and Balduini 2014). Au total, 46 genes ont actuellement été identifiés porteurs de mutations
entralnant des thrombopénies (voir la table récapitulative des génes mutés identifiés dans les
thrombopénies héréditaires en annexe). La mise en évidence de ces mutations a notamment permis
d’apporter des connaissances sur les mécanismes de la biogénese des plaquettes. Il est intéressant
de souligner que pour prés de la moitié des patients touchés, la cause de thrombopénie reste
inconnue (Pecci and Balduini 2014). Aujourd’hui les équipes médicales savent comment prendre en

charge la majorité des patients, du moins pour les aspects hémostatiques. Cependant, I'utilisation de
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séquencage haut débit pour identifier de nouveaux genes responsables de ces maladies se révele
importante pour améliorer la surveillance et la prévention notamment dans les formes syndromiques

avec évolution vers des tumeurs ou d’autres défauts (A. Nurden and Nurden 2020).

A I’heure actuelle, peu de traitements sont disponibles pour traiter les thrombopénies. Le

éme

développement d’agents thrombopoiétiques de 2 génération, tels que le romiplostim et le
eltrombopag, a permis de proposer un traitement pour augmenter la numération plaquettaire dans
le cas des PTI (Lam 2010; Stasi et al. 2010). Des données de la littérature suggérent également que
ces traitements pourraient étre proposés dans certains cas de thrombopénies héréditaires (Léon et
al. 2012; Pecci et al. 2010; Rodeghiero, Pecci, and Balduini 2018). Ainsi, il est important de poursuivre

les recherches visant a comprendre les mécanismes de formation des plaquettes sanguines afin de

pouvoir proposer de nouvelles pistes thérapeutiques pour traiter les thrombopénies.

5.3.  Les thrombocytoses

A l'inverse de la thrombopénie, la thrombocytose désigne un dysfonctionnement de la
mégacaryopoiése qui aboutit 3 un compte plaquettaire anormalement élevé, supérieur a 450 x 10°
plaquettes par litre de sang chez 'Homme. La thrombocytose peut étre divisée en deux groupes : la
thrombocytose primaire et la thrombocytose secondaire. La thrombocytose secondaire, également
appelée thrombocytose réactive, est définie comme une numération plaquettaire anormalement
élevée due a des événements sous-jacents, a une maladie ou a |'utilisation de certains médicaments
(Vo and Thompson 2019). Parmi les personnes atteintes de thrombocytose, 80 a 90 % présentent

une thrombocytose secondaire (Rokkam and Kotagiri 2021).

La thrombocytose primaire est due a une anomalie de la régulation de la production de
plaquettes par les cellules progénitrices de la MO. Elles sont généralement associées au groupe des
NMP. C'est notamment le cas de la thrombocytémie essentielle (TE) et la polycythemia vera (PV) (ou
maladie de Vaquez) qui présentent un risque accru de thrombose et d'hémorragie par rapport aux
thrombocytoses secondaires. Dans ces deux pathologies, la thrombocytose est la conséquence de
mutations dans les génes codant pour le récepteur MPL, JAK2 ou la CALR. Ces mutations génétiques
provoquent une prolifération non contrélée des progéniteurs mégacaryocytaires (Besancenot et al.
2014; Bianchi et al. 2016). La TE ainsi que la PV peuvent évoluer en myélofibrose (on parle alors de
myélofibrose secondaire), une condition pathologique dans laquelle le tissu hématopoiétique est

progressivement remplacé par un tissu fibreux ce qui entraine, entre autre, la modification des
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propriétés mécaniques tissulaires qui sont une composante importante de I’environnement

médullaire (voir la partie Ill sur la mécanobiologie) (Parnes and Ravi 2016).
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[l. Réle de la mécanobiologie dans la formation des plaguettes
sanguines

A. Un domaine d’étude récent
1. Les contraintes mécaniques, une composante de I'environnement cellulaire

Toutes les cellules sont en contact avec leur environnement. Il ne s’agit pas d’un contact
passif entre la cellule et le milieu dans lequel elle se trouve mais bien d’une multitude d’interactions.
La cellule est en effet capable de sonder et de percevoir son environnement afin de réagir aux stimuli
auxquels elle se trouve exposée. Ces stimuli peuvent provenir de tous les éléments constituant
I’environnement cellulaire a savoir la MEC, les autres cellules présentes dans le tissu, qu’il s’agisse du
méme type cellulaire ou non, les facteurs solubles tels les cytokines et également la composante
physique (température, pH...) et mécanique (compression, étirement, cisaillement, rigidité du
milieu...). Le signal percu entraine une réaction de nature biochimique, la cellule modifiant sa
signalisation intracellulaire, son expression génique et/ou son métabolisme. La réponse produite par
la cellule peut également étre dynamique via, par exemple, une adaptation de sa migration,
polarisation, sécrétion, etc.... Cette réponse adaptative est nécessaire a la cellule pour garantir sa

survie mais aussi pour déterminer son comportement et sa différenciation.

Au cours de ce travail, je me suis intéressée au réle des facteurs mécaniques dans la
formation des plaquettes. Les interactions mécaniques entrainent la conversion de contraintes
extracellulaires mécaniques en signaux intracellulaires biochimiques (Orr et al. 2006). Ce processus
est désigné par le terme de mécanotransduction. Celle-ci peut se produire en réaction aux forces
mécaniques de I'environnement cellulaire, la cellule pouvant ressentir les forces liées a la nature du
substrat dues aux propriétés de rigidité et d’élasticité de ce dernier (C. S. Chen 2008; Gurkan and
Akkus 2008). L’organisation tridimensionnelle du tissu détermine également certaines contraintes
telles que le confinement des cellules. Une réaction de mécanotransduction peut également étre
provoquée par la survenue d’un stress mécanique dynamique tel que la présence de forces de
cisaillement, de compression et d’étirement ou de traction. La réception du signal se fait via des
mécanorécepteurs parmi lesquels on retrouve notamment des canaux ioniques (Delmas and Coste
2013), d’autres mécanorécepteurs membranaires comme les récepteurs d’adhésion intégrines

(Geiger, Spatz, and Bershadsky 2009; Wei et al. 2008), certains récepteurs couplés aux protéines G
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(RCPG) (Chachisvilis, Zhang, and Frangos 2006). Le cytosquelette est I'un des composants majeurs
impliqué directement ou indirectement dans les mécanismes de mécanotransduction. Les différents
mécanosenseurs ainsi que les réponses intracellulaires adaptatives impliquant les facteurs de

transcription mécanosensibles seront abordés plus en détails dans la partie (l11.C)

1. Les débuts de la mécanobiologie

La mécanobiologie est donc I'étude de la réponse de la cellule face aux forces mécaniques de
son environnement. S’il est maintenant admis que les cellules peuvent ressentir les stimuli
mécaniques extracellulaires et les transformer en signaux intracellulaires biochimiques, cela est
relativement récent. A la fin des années 1990, en utilisant des hydrogels présentant différents
modules élastiques recouverts de protéines de MEC comme substrats de culture cellulaire, Pelham et
Wang ont montré que la rigidité du substrat affectait I'adhésion cellulaire et notamment la formation
des adhésions focales, |'étalement et la migration (Pelham and Wang 1997). Depuis cette étude,
plusieurs groupes ont utilisé des gels de polyacrylamide, ou d’autres systemes a module élastique
réglable, pour montrer que la rigidité du substrat affecte de maniere relativement générale des
processus aussi variés que la prolifération, la migration, I'adhésion ou encore la différenciation des
cellules (Bershadsky, Balaban, and Geiger 2003; Chaudhuri et al. 2020; Discher, Janmey, and Wang
2005; Lo et al. 2000; Vogel and Sheetz 2006). C’est plus particulierement depuis le papier fondateur
publié il y a une quinzaine d’années par |'équipe de Denis Discher que lintérét pour la
mécanobiologie a progressivement grandi. Ce travail novateur a montré que la rigidité du substrat
influence le devenir des cellules souches. Ainsi, les cellules souches mésenchymateuses peuvent se
différencier vers un lignage neuronal, musculaire ou méme osseux, sans aucune autre influence que
la rigidité du substrat, Figure 20 (Engler et al. 2006). Les auteurs observent notamment que lorsque
les cellules souches mésenchymateuses sont cultivées sur des gels rigides mimant |'élasticité du
muscle et recouverts de collagéne |, les marqueurs myogéniques sont régulés a la hausse, tandis que
lorsque les cellules sont cultivées sur des gels plus rigides qui reproduisent I'os précalcifié, les cellules
apparaissent ostéogéniques (Discher, Mooney, and Zandstra 2009). De nombreux travaux ont depuis
lors confirmé ces observations et I'importance des facteurs mécaniques dans le comportement des
cellules. Ainsi, le consensus actuel est que les cellules réagissent aux propriétés intrinséques de la
MEC a laquelle elles sont exposées, telles que la structure, I'élasticité et la composition. Les
parametres de la MEC sont extrémement dynamiques et sont controlés dans I'espace et dans le
temps au cours du développement. Il a été montré que les parameétres mécaniques de la matrice

jouent un réle morphogénétique en guidant la différenciation et le comportement des cellules,
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agissant ainsi sur la régulation du développement embryonnaire, de I'homéostasie, des processus

régénératifs et de la progression des maladies (Reilly and Engler 2010).
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Figure 20 : Travaux fondateurs du domaine de Ila
mécanobiologie par Engler et al. Prises de vues au
microscope inversé a contraste de phase de cellules souches
mésenchymateuses cultivées sur différentes matrices de
collagéne. Les auteurs ont démontré que la rigidité du
substrat sur lequel les cellules étaient cultivées avaient un
impact sur leur différenciation. A gauche, exposées a une
rigidité estimée proche de celle du cerveau, les cellules se
différencient progressivement en neurones. Au centre, en
présence d’une rigidité estimée du tissu musculaire, elles se
différencient en myoblastes. A droite, avec un substrat d’une
rigidité proche de I'os, les cellules présentent la morphologie
des ostéoblastes (figure Engler et al. 2006). kPA : kilo Pascal.

82



2. Définition de la mécanobiologie

Un processus mécano-médié peut se décomposer en deux phases : la perception du signal
mécanique, appelée mécanoréception, et la réponse cellulaire au signal ressenti, il s’agit de la

mécanotransduction.

Le premier acteur de la mécanoréception est la membrane plasmique, c’est en effet la partie
de la cellule qui se trouve directement exposée aux contraintes du milieu environnant. Afin de
remplir son réle de sentinelle, celle-ci possede un grand nombre de récepteurs aptes a ressentir les
modifications environnementales. Ce sont ces acteurs que I'on nomme mécanorécepteurs. Ces
récepteurs sont sensibles aux déformations de la membrane, qu’il s’agisse de courbures, de
variations d’étirements ou de tensions (Orr et al. 2006). Comme évoqué précédemment, il peut s’agir
de récepteurs, dont les intégrines, de canaux ioniques ou encore directement du cytosquelette,
Figure 21. Les mécanorécepteurs sont présentés plus en détail dans la partie IIl.C. La
mécanotransduction est la traduction d’une information mécanique extracellulaire en un signal
biochimique intracellulaire. Une fois le signal percu par les mécanorécepteurs, celui-ci va étre traité.
La réponse cellulaire peut étre trés rapide et étre réalisée en I'espace de quelques secondes a
minutes ou bien prendre jusqu’a plusieurs jours pour se mettre en place (Iskratsch, Wolfenson, and
Sheetz 2014). En effet, la cinétique de réaction et d’adaptation de la cellule dépend de la nature du
signal et des modifications cellulaires qu’il engendre. L'échelle de temps va notamment de quelques
millisecondes a secondes pour ['étirement des mécanocapteurs, quelques heures pour la
modification de I'expression génétique, quelques jours pour les changements dans la fonction et le
comportement des cellules, voire méme quelques semaines pour le développement des tissus

(Maurer and Lammerding 2019; N. Wang, Tytell, and Ingber 2009).

Les voies de signalisation mises en ceuvre suite a la réception du signal mécanique
dépendent des mécanorécepteurs impliqués, augmentation de calcium intracellulaire pour les
canaux calciques mécanosensibles ou activation des Rho GTPases pour les récepteurs d’adhésion (C.
S. Chen 2008; Orr et al. 2006). Généralement, les signalisations aboutissent a un renforcement et/ou
une réorganisation du cytosquelette. Une fois activées, les voies de mécanotransduction peuvent
également entrainer une modification du programme transcriptionnel de la cellule par activation et
relocalisation nucléaire de facteurs de transcription dits « mécanosensibles » notamment YAP/TAZ
(Yes-associated  protein/transcriptional coactivator with PDZ-binding motif) et MKL1
(megakaryoblastic leukemia 1) (Aguilar et al. 2016; E. C. Cheng et al. 2009; Dupont et al. 2011; X.
Huang et al. 2012b; Piccolo, Dupont, and Cordenonsi 2014). Dans ce cas, I'un des acteurs clés est la

encore le cytosquelette, en particulier le cytosquelette d’actomyosine, dont la modulation contréle
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en partie la localisation cytoplasmique ou nucléaire et donc I'activation de ces facteurs de

transcription (Iskratsch, Wolfenson, and Sheetz 2014; Sethi, Cram, and Zaidel-Bar 2017).

Flux Mécanoréception et mécanotransduction
—_— -
————
_
— o
— Forces de cisaillement
—_—
—_
i Canaux ionigues

Y YY Facteur de t{nscription &a

Récepteurs
mécanosensibles

Adhésion
intercellulaire

Rigidité du microenvironnement

Figure 21 : Signaux mécaniques environnementaux, mécanoréception et mécanotransduction. Les
stimuli mécaniques extracellulaires (cisaillement, confinement, rigidité de I'environnement...) sont
ressentis par les cellules via des mécanorécepteurs (cytosquelette, canaux ioniques, intégrines...).
L'adaptation cellulaire a de nouvelles contraintes mécaniques fait intervenir des voies de

Y

mécanotransduction pouvant aboutir a la relocalisation nucléaire de facteurs de transcription
régulant ensuite I'expression génique de la cellule (Schéma adapté du groupe Fu, University of
Michigan).

B. Mécanorécepteurs, les systémes de perception du signal

Les mécanorécepteurs représentent le premier maillon de la chaine de la mécanotransduction.
lIs sont, en quelque sorte, les capteurs de la cellule. Ce sont eux qui permettent a la cellule de
percevoir un changement dans les contraintes physico-mécaniques auxquelles elle se trouve
exposée, qu’il s’agisse de la survenue ou de la disparition d’un stress mécanique ou bien d’un
changement de nature ou d’intensité de la contrainte. Parmi ces mécanorécepteurs, on retrouve
principalement des éléments présents a la membrane plasmique, zone de contact directe avec
I’environnement cellulaire. Sont notamment connus des récepteurs d’adhésion comme les intégrines

(Geiger, Spatz, and Bershadsky 2009; Wei et al. 2008), ou les cadhérines (Le Duc et al. 2010), des
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canaux ioniques réactifs a des variations de pression (Delmas and Coste 2013), certains RCPG
(Chachisvilis, Zhang, and Frangos 2006). L’activation de ces voies de signalisation aboutit en général a
une réorganisation du cytosquelette qui peut aussi étre lui aussi considéré comme un

mécanorécepteur.

1. Les récepteurs d’adhésion

1.1.  Lesintégrines

Les intégrines font partie des mécanorécepteurs les plus étudiés. Il s’agit des récepteurs
d’adhésion principaux dans les interactions avec la MEC (Hynes 2004; Sun, Guo, and Fassler 2016;
Tamkun et al. 1986). Ces récepteurs transmembranaires s’organisent en hétérodimeres composés
d’une sous-unité a et d’une sous-unité f comportant chacune un domaine transmembranaire. Chez
I'Homme, les intégrines rassemblent dix-huit sous-unités a et huit sous-unités f3, c’est pourquoi on ne
compte pas moins de 24 combinaisons possibles (Humphries, Byron, and Humphries 2006). C'est
I'association des sous-unités qui définit la spécificité de liaison aux ligands. L'intégrine allbf3 par
exemple, est le principal récepteur du fibrinogene. De nombreuses combinaisons permettent ainsi la
reconnaissance d’un grand nombre de protéines de la MEC. Les cellules de la lignée
mégacaryocytaire possedent les sous-unités Bl et B3 et les sous-unités a2, a4, a5, a6, aV et allb

(Berthier et al. 1998; Fox and Kaushansky 2005; Hagiwara et al. 1996).

Les intégrines permettent a la cellule d’établir et de stabiliser des points d’ancrage a la MEC
et sont impliquées dans une signalisation bidirectionnelle qui d’un co6té joue sur I'affinité du
récepteur pour son ligand et de l'autre stimule la dynamique du cytosquelette d’actomyosine et
entraine I'activation de kinases (Calderwood, Shattil, and Ginsberg 2000; Harburger and Calderwood
2009; Hynes 2002). Via ce lien au cytosquelette, les intégrines interviennent dans de nombreux
processus de contractilité. Elles peuvent notamment permettre la migration de la cellule grace aux
points d’ancrage a la MEC. Les intégrines sont également impliquées de fagcon mécanosensible dans
la détection de I'environnement. La contraction du cytosquelette couplée a une intégrine peut en
effet permettre a la cellule de ressentir la rigidité de la matrice qui I'entoure (Geiger, Spatz, and
Bershadsky 2009). Cette détection de la rigidité résulte de I'assemblage de complexes protéiques au
niveau des domaines intracellulaires des intégrines, dont certaines présentent des propriétés
mécanosensibles. |l existe différents types de complexes protéiques d’adhésion. Il a été montré

qu’une rigidité dite faible (module élastique < 400 Pa) provoque I'activation des intégrines sans les
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impliquer dans des adhésions focales, mais en entrainant leur internalisation par endocytose (Du et
al. 2011; Wei et al. 2008). Les supports de faible rigidité (module élastique = 1 KPa) entrainent par
ailleurs une plus grande dynamique de la myosine llA, contrairement a la formation d’adhésions
focales qui stabilisent la myosine au niveau de fibres de stress (Raab et al. 2012). Les adhésions
focales sont des complexes protéiques composés de nombreux constituants dont les intégrines, les
protéines du cytosquelette (comme la taline, vinculine, paxilline, a-actinine et tensine) mais
également des kinase telles que les FAK (focal adhesion kinase) et les tyrosine kinases Src (Burridge
2018; Kanchanawong et al. 2010; Wehrle-Haller 2012). Lorsqu’une force s’exerce sur la membrane
plasmique au niveau d’une adhésion focale, la taline liée a I'intégrine s’étire et rend accessible ses
sites de liaison a la vinculine qui peut alors s’y fixer (Hirata et al. 2015; Del Rio et al. 2009). Plus la
force appliquée est importante, plus la taline se déplie et expose des sites de liaison, permettant
ainsi I'augmentation du nombre de vinculines présentes au niveau de I'adhésion focale (Galbraith,
Yamada, and Sheetz 2002; Del Rio et al. 2009). Le complexe taline - vinculine est donc un réel

mécanosenseur.

1.2. Les Cadhérines

Une autre classe de mécanorécepteurs qui ont été I'objet de nombreux travaux sont les
cadhérines. Celles-ci sont localisées au niveau des complexes protéiques des jonctions cellulaires
appelées jonctions adhérentes, et partagent des molécules de signalisation communes avec les
adhésions focales. Les jonctions adhérentes ont pour but premier de lier les cellules adjacentes entre
elles de facon stable (B. Gumbiner, Stevenson, and Grimaldi 1988; Nagafuchi and Takeichi 1988). Les
liaisons intercellulaires générent des forces de contraction qui se transmettent au cytosquelette et
modifient I'organisation intracellulaire. Grace aux jonctions cellulaires, les forces mécaniques sont
transmises d’une cellule a I'autre ce qui permet au tissu d’étre cohésif et capable de résister aux
pressions et étirements. De plus, cela permet la régulation de la croissance du tissu, la
différenciation, la motilité et I'apoptose des cellules (Huveneers and de Rooij 2013; Mammoto and

Ingber 2010; Mammoto, Mammoto, and Ingber 2013).

Les cadhérines forment la liaison physique entre les protéines de jonction et le cytosquelette.
C’est via les caténines (la p 120, I'a et la B caténine) et la vinculine qu’elles se lient au cytosquelette
d’actine (B. M. Gumbiner 2005; Jurado, de Navascués, and Gorfinkiel 2016; Reynolds et al. 1994).
C’est I'interaction a-caténine - vinculine qui est responsable de la perception des forces mécaniques

par le complexe cadhérine. Les forces s’exercant au niveau de la membrane plasmique provoquent
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I’étirement de I'a-caténine. En se déployant ainsi, I'a-caténine laisse apparafitre ses sites de liaison a
la vinculine qui s’y fixe et recrute le cytosquelette d’actine (Huveneers and de Rooij 2013). Ces
dernieres années, ces complexes cadhérine sont clairement apparus comme des mécanosenseurs. En
utilisant I'AFM, il a été montré que I'a-caténine, au sein d’un complexe cadhérine, change de
conformation en réponse a des signaux mécaniques. Une fois sous tension, le fragment d'a-caténine
activé mécaniquement a une plus grande stabilité qu'un fragment non activé. La stabilité de la
conformation de I'a-caténine est encore renforcée par la liaison de la vinculine (Maki et al. 2016). La
N-cadhérine a été identifiée comme mécanosenseur dans des expériences utilisant des micropiliers
de rigidité variable. Les auteurs ont mis en évidence une relation entre la rigidité du pilier et les
forces de traction basées sur la N-cadhérine (Ladoux et al. 2010). Des preuves de l'action
mécanosensible de I'E-cadhérine ont été obtenues a partir de billes magnétiques recouvertes d'E-
cadhérine. Les auteurs ont démontré que les adhésions entre les cellules et les billes d'E-cadhérine se
renforcent de maniere proportionnelle a I'ampleur des forces de cisaillement auxquelles les cellules

sont exposées (Le Duc et al. 2010).

2. Les récepteurs couplés aux protéines G

Les RCPG constituent une grande famille de récepteurs membranaires présentant une structure
commune a sept hélices alpha transmembranaires. L'extrémité amino-terminale de la protéine est
extracellulaire, tandis que I'extrémité carboxy-terminale est intracellulaire. Les RCPG doivent leur
appellation a leur capacité de couplage a des protéines hétérotrimériques liant le guanosine
triphosphate, appelées protéines G. Ces protéines transmettent le signal provenant du récepteur a
différents effecteurs intracellulaires permettant la génération d’une réponse cellulaire appropriée.
Bien qu’ils soient moins étudiés dans le contexte mécanobiologique que les intégrines ou les
cadhérines par exemple, certains RCPG, comme la rhodopsine, ont également une fonction
mécanoréceptrice (Farrens et al. 1996). S’ils sont classiquement connus pour s’activer suite a la
liaison de leur ligand, il a été démontré, par exemple, que I'étirement de la membrane peut
déclencher I'activation du RCPG de type 1 de I'angiotensine Il (AT1) sans que la liaison du ligand ne
soit requise (Zou et al. 2004). Un autre groupe de recherche a fait une observation similaire deux ans
plus tard avec des cellules endothéliales (Chachisvilis, Zhang, and Frangos 2006). Les auteurs ont
découvert que la stimulation des cellules par une force de cisaillement, une contrainte hypotonique
ou un agent de fluidification de la membrane, entraine une augmentation significative de I'activité du
récepteur B2 de la bradykinine dans les cellules endothéliales et ce, indépendamment de la fixation

d’un ligand. Ces données démontrent que des contraintes physiques peuvent affecter I'activité des
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RCPG et que ces derniers sont alors impliqués dans la transduction du signal mécanique (Chachisvilis,

Zhang, and Frangos 2006).

Les récepteurs d’adhésion couplés aux protéines G (aGPCR) forment une sous-classe unique de la
superfamille des RCPG, caractérisée par la présence d’un grand domaine N-terminal extracellulaire,
contenant pour la plupart un site de clivage autoprotéolytique. La partie N-terminale possede des
sites présentant une homologie avec des régions de protéines impliquées dans I'adhésion cellulaire
ou l'interaction cellule-cellule, ayant donné leur nom a cette sous-famille (Hamann et al. 2015). Si
I'étude de la fonction des aGPCR en général et plus particulierement dans la mécanobiologie n'en est
gu'a ses débuts, ces récepteurs semblent clairement impliqués dans différents processus de
mécanoréception notamment lors de I'interaction des cellules avec leur substrat (Bassilana, Nash,

and Ludwig 2019; Kusuluri et al. 2021; Scholz 2018).

3. Les canaux ioniques mécanosensibles

3.1. Généralités

Parmi les mécanorécepteurs se trouvent également certains canaux ioniques sensibles aux
variations d’étirement et/ou de courbure de la membrane plasmique. L'ouverture des canaux
mécanosensibles peut étre déclenchée soit directement par une force physique, soit indirectement
par un signal intracellulaire. L’activation directe est principalement causée par les changements
physiques de la membrane plasmique, tels les étirements, modifications de courbure, rigidité de la
membrane plasmique. La contrainte de cisaillement est un autre déclencheur important pour les
canaux mécanosensibles. La mécanosensibilité dite indirecte peut étre véhiculée par diverses voies.
Les stimuli mécaniques affectent des protéines mécanosensibles sur la membrane plasmique et
I'activation de cascades intracellulaires conduit finalement a I'ouverture d'un canal mécanosensible.
La réorganisation du cytosquelette et la signalisation de l'intégrine/cadhérine peuvent également

provoquer l'ouverture des canaux (Pethé et al. 2019).

3.2. Les canaux Piezo

Récemment identifiés, Piezo 1 et Piezo 2 sont deux récepteurs mécanosensibles de type

canal ionique non sélectif (Fang et al. 2021). Ces canaux apparaissent comme des régulateurs
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importants en condition physiologique mais sont également impliqués dans les dysfonctionnements
pathologiques chez I'Homme. |lls interviennent notamment dans divers processus de
mécanotransduction et sont exprimés dans un grand nombre de types cellulaires. Piezo 1 est
retrouvé principalement dans les organes soumis au flux et les fibres non-sensorielles, tandis que
Piezo 2 est présent au niveau des fibres sensorielles (Wu, Lewis, and Grandl 2017). Piezo 1 et 2
partagent 50% d’homologie de séquence. Ce sont de trés grandes protéines de pres de 2500 et 2750
acides aminés pour Piezo 1 et Piezo 2 respectivement (Coste et al. 2010). Le récepteur s’organise en
homotrimére formant un pore - permettant le passage des ions - coiffé de trois pales, Figure 22 (Ge
et al. 2015; Saotome et al. 2018). Il a été démontré qu'ils répondent a un large éventail de signaux
mécaniques : étirement de la membrane, cisaillement, rigidité et topologie du substrat, compression,
distension ou confinement des tissus, Figure 22 (J. Li et al. 2014; Ranade, Woo, et al. 2014). Aucun
ligand naturel n’est connu a ce jour : seuls deux composés chimiques, Yodal et Jedi2, ont été définis

comme activateurs spécifiques de Piezo 1. Leur mécanisme d’action reste en revanche inconnu

(Syeda et al. 2015).

Agonistes ou lipides s’insérant
au niveau du canal

Side view

Modification de la
composition

Courbure Etirement

Figure 22 : Structure et mécanismes d’activation du canal Piezo 1. A. Structure homotrimérique du canal.
B. Les différents mécanismes d’activation de Piezo 1 (Figure, Wu, Lewis, et Grandl, 2017).
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Chez la souris, il a été démontré que Piezo 1 est essentiel au développement vasculaire. Il est
exprimé dans les cellules endothéliales des vaisseaux sanguins au cours du développement. Chez des
souris déficientes en Piezo 1, une mort in utero est observée avant le 14°™ jour de gestation
(Ranade, Qiu, et al. 2014). Chez 'Homme, des mutations faux sens, occasionnant un gain de fonction
de la protéine, sont a l'origine de la xérocytose héréditaire, une anémie hémolytique liée a la
déshydratation des érythrocytes (Zarychanski et al. 2012). Piezo 1 joue en effet un réle dans le
controle des flux ioniques dans les globules rouges : une délétion du gene provoque une

hyperhydratation des cellules.

Quant a Piezo 2, il a été principalement étudié dans le systeme nerveux. Il est présent dans
les cellules de Merkel au niveau cutané, et serait impliqué dans la sensation du toucher et la
proprioception (Maksimovic et al. 2014; Ranade, Woo, et al. 2014; Woo et al. 2014). Chez la souris,
une délétion provoque la mort des souriceaux apres la naissance par détresse respiratoire
(Nonomura et al. 2017). Chez 'Homme, des mutations provoquant des gains de fonction sont a
I'origine de Il'arthrogrypose, une condition pathologique se caractérisant par des contractures
multiples des membres (McMillin et al. 2014). Une étude de cas a identifié une autre mutation
récessive qui serait a I'origine d’une perte de fonction entrainant en plus de I'arthrogrypose, une

ataxie sensorielle et des défauts de la proprioception (Haliloglu et al. 2017).

3.3. Les canaux TRPV

Les canaux TRPV pour transient receptor potential vanilloid, sont un autre exemple de
canaux calciqgues mécanosensibles Figure 23 A. Ils appartiennent a la superfamille des canaux
cationiques du potentiel de récepteur transitoire, les TRP. Les TRP sont des canaux cationiques non
sélectifs de la membrane cellulaire par lesquels passent principalement les ions calcium et sodium
(Harper and Sage 2016). La superfamille des TRP comprend des protéines qui sont exprimées dans
presque tous les tissus et types cellulaires et jouent un réle important dans diverses fonctions
homéostatiques ainsi que dans la perception sensorielle chez les mammiféres, notamment le
toucher, le go(t et I'odorat (Clapham 2003; Damann, Voets, and Nilius 2008). Elles sont divisées en
sept sous-familles dont celle des TRPV qui comporte TRPV1 a TRPV6 (Everaerts, Nilius, and Owsianik
2010). C'est donc a cette famille qu’appartiennent TRPV4 (transient receptor potential vanilloid-type
4) également connu sous le nom de OTRPC4, VRL-2, VR-OAC, et TRP12, et TRP2 (aussi nommé VRL et

VRL-1), récepteurs auxquels je me suis plus particulierement intéressée au cours de cette these.
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TRPV4

L'expression de TRPV4 est ubiquitaire mais il est plus fortement exprimé dans le systeme
nerveux, le systtme immunitaire, les yeux, les oreilles, le systeme cardiovasculaire, le systeme
respiratoire, le systeme urinaire et le systeme digestif (Yu et al. 2019). La longueur totale de la
protéine TRPV4 est de 871 acides aminés avec des terminaisons N et C intracellulaires et six hélices
transmembranaires, Figure 23 B (Yu et al. 2019). Le groupement en homotétramere permet la
formation du canal et de son pore perméable aux cations, Figure 23 A (Everaerts, Nilius, and
Owsianik 2010; Moran et al. 2011). TRPV4 est canal cationique non sélectif de la membrane cellulaire
par lequel passent principalement les ions calcium et sodium. Il est caractérisé par un rapport de

perméabilité au Ca®* modérément élevé (PCa/PNa= 6-10) (Clapham et al. 2005; Voets et al. 2002).

Le canal TRPV4 peut étre activé par divers stimuli physiques et chimiques. A I'origine, TRPV4
a été identifié comme étant activé par la pression osmotique (Liedtke et al. 2000; Strotmann et al.
2000) et le gonflement hypotonique des cellules (X. Chen, Alessandri-Haber, and Levine 2007; S. H.
Loukin, Su, and Kung 2009; H. Xu et al. 2003). Le canal répond également a la température et le pH
acide, les substances endogenes telles que l'acide arachidonique et ses métabolites dérivés du
cytochrome P450 (Lyons et al. 2017; Vriens et al. 2004), des dérivés réactifs de I'oxygéne, les ROS
(reactive oxygen species) (Vellino et al. 2021) mais aussi les forces de cisaillement (Baratchi et al.

2017; Mendoza et al. 2010; O’Neil and Heller 2005).

Deux mécanismes d’activation mécanosensible des TRP sont proposés, I'un direct et I'autre
indirect (Christensen and Corey 2007). Dans le cas d’une signalisation mécanique directe, une
déformation de la membrane plasmique entrainerait un changement de conformation du canal qui
favoriserait son activation. En 2010, un groupe de recherche a d’ailleurs démontré que TRPV4
pouvait étre activé par succion membranaire a I'aide d’une pipette (S. Loukin et al. 2010). Dans le cas
d’une signalisation indirecte, le canal serait plutét activé par une action mécanique venant du
cytosquelette ou un second messager généré suite a I'application de forces mécaniques, et non pas
directement par I'environnement extérieur de la cellule. C'est ce qui a été démontré par le travail de
Xu et al. qui met en évidence I'activation de TRPV4, suite a un stress hypotonique, par I'intermédiaire
d'une kinase Src qui phosphoryle la tyrosine 253 de TRPV4 (H. Xu et al. 2003). Ce mécanisme
d’activation indirect permet d’imaginer une activation trés localisée de TRPV4. En outre, des liens
croisés ont été décrits entre l'activation de TRPV4 et la voie de I'adénosine monophosphate cyclique
(AMPc). D’une part, I'AMPc a été identifié comme supprimant I'activation de TRPV4 (Rayees et al.
2019), tandis que dans d'autres cellules, |'activation de TRPV4 a conduit a l'inhibition de I'adénylyl
cyclase (E. R. Moore et al. 2018).
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Un modele de souris knock-out (KO) total pour TRPV4 a été généré en 2003. Le KO n’entraine
pas de létalité. Ces souris présentent des déficiences vésicales, les tissus osseux et cartilagineux sont
affectés, et d’'un point de vue métabolique, elles présentent une protection contre I'obésité,
I'inflammation du tissu adipeux et linsulino-résistance. Chez I'Homme, une cinquantaine de
mutations du géne ont été identifiées, affectant principalement le développement du squelette et du
systeme nerveux (Leddy et al. 2014). Une étude de cas a été publiée récemment décrivant un bébé
portant une mutation du gene TRPV4 caractérisée par une substitution de G par A en position 1303
(Thom, Brandsma, and Lambert 2020). Cette mutation a entrainé une thrombocytose avec une
numération plaquettaire trois fois supérieure a la normale. Une assistance respiratoire a été
nécessaire des la naissance et I'enfant est décédé a 4 mois. L'embryon présentait une dysplasie
squelettique métatropique se traduisant par une circonférence thoracique réduite ainsi qu’un
raccourcissement des os longs. Une étude précédente regroupant une dizaine de cas avait fait les

mémes observations morphologiques, celles-ci entrainant ou non une létalité (Camacho et al. 2010).

TRPV2

TRPV2, pour Transient Receptor Potential Vanilloid type-2 (également désigné par VRL, VRL-1 et
VRL1), fait également partie de la sous-famille des TRPV, Figure 23 C. Le canal TRPV2, également
exprimé de maniére ubiquitaire, est fortement présent dans le cerveau, la moelle épiniere, les
neurones sensoriels, le poumon, la rate, I'intestin gréle et le gros intestin, les cellules endothéliales,
les myocytes cardiaques et le muscle lisse vasculaire. TRPV2 peut étre activé notamment par une
température supérieure a 52°C, une hypotonicité, des facteurs de croissance ou encore un
phénoméne d’exocytose (O’Neil and Heller 2005). TRPV2 et TRPV4 partagent une homologie de
séquence de pres de 40% (Liedtke et al. 2000; Strotmann et al. 2000). Le canal est lui aussi un
homotétramere formant un pore ionique (Chai et al. 2019; Zubcevic et al. 2016). TRPV2 est plus
perméable aux ions Ca®* qu'aux ions Na* avec un ratio de perméabilité de PCa/PNa = 3:1 (Clapham et
al. 2005). Comme TRPV4, TRPV2 est aussi un mécanorécepteur pouvant étre activé par un stress
mécanique lié a un étirement de membre ou un changement de pression osmotique par exemple

(Siveen et al. 2020).
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Figure 23 : Canaux TRPV4 et TRPV2. A. Structure des canaux TRPV organisés en homotétrameres (Moran et al. 2011).
B. Monomere de TRPV4 (Everaerts et al. 2010). C. Monomeére de TRPV2 (schéma, Siveen et al. 2020).

4. Le cytosquelette

Le cytosquelette est I'un des acteurs clés de la mécanotransduction, quel que soit le
mécanorécepteur impliqué, et est également lui-méme un mécanosenseur en tant que tel. Il
intervient dans la réponse cellulaire en modifiant la morphologie de la cellule selon le stress
mécanique ressentit. Il intervient notamment dans les réponses les plus rapides. En effet, les forces
mécaniques peuvent se propager le long du cytosquelette a des vitesses allant jusqu'a 30 um par
seconde, ce qui est 25 fois plus rapide que le transport des moteurs moléculaires et 12,5 fois plus
rapide que la diffusion passive des molécules de signalisation (Maurer and Lammerding 2019; N.
Wang, Tytell, and Ingber 2009). Etant donné qu’il constitue un lien direct entre la membrane
plasmique et le noyau, sa mobilisation peut également aboutir a une modification de I'accessibilité
transcriptionnelle de la chromatine et entrainer ainsi une modification de I'expression génique. Ce
type de réponse est de I'ordre de plusieurs minutes a quelques heures (Khalilgharibi et al. 2016). Le
cytosquelette est constitué de plusieurs types de filaments, chacun ayant des propriétés différentes ;
les microtubules, la myosine, I'actine et les filaments intermédiaires. C’'est I'assemblage de ces fibres
en un réseau dynamique modulable qui constitue le cytosquelette cellulaire. Le role des
microtubules dans la mécanotransduction reste encore peu éclairci a ce jour, mais il est probable
qu’ils agissent de concert avec les fibres plus élastiques du cytosquelette d’actine ou des filaments
intermédiaires afin d’augmenter significativement les forces de compression que celui-ci peut

supporter et favoriser sa stabilité (Brangwynne et al. 2006).
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4.1. L’actine

L'actine est I'élément clé du cytosquelette impliqué en mécanobiologie. Celle-ci peut étre
organisée sous différentes formes afin de remplir divers roles, que ce soit un réle de soutien
architectural ou fonctionnel. Au niveau de la membrane plasmique de la cellule se trouvent des
microfilaments organisés en réseau servant de soutien membranaire appelé actine corticale (Morone
et al. 2006). Au niveau des lamellipodes les filaments d’actine sont orthogonaux et branchés.
D’autres structures formées par l'actine sont les fibres de stress ; de longues fibres rectilignes
constituées de microfilaments d’actine assemblés entre eux de fagon antiparalléle par des filaments
bipolaires de myosine Il permettant leur tension (Pollard and Cooper 2009). On en distingue quatre
sous-types selon leur localisation : les fibres dites dorsales, ventrales, les arcs transverses et les fibres
constituant la capsule d’actine périnucléaire (Khatau et al. 2009; J. V. Small et al. 1998; Tojkander,
Gateva, and Lappalainen 2012). Les fibres de stress participent a 'adhésion et la migration cellulaire
mais également a la réponse cellulaire au stress mécanique via les propriétés contractiles que lui
confere son interaction avec des protéines motrices de myosine (Even-Ram et al. 2007). Le
cytosquelette d’actine, par son interaction avec les mécanosenseurs cellulaires taline et vinculine,
facilite la transmission du message biomécanique résultant de I’'adhésion a la matrice vers le noyau

(Hirata et al. 2015; Huveneers and de Rooij 2013).

L'actine intervient également dans la mécanotransduction via la régulation de la disponibilité
de facteurs de transcription, tel que le facteur MKL1 (voir la partie 11.C.1.1.2). La localisation et
I'activité de ce dernier sont régulées par I'actine monomérique (X. Huang et al. 2012a; Smith et al.
2013). Le cytosquelette d’actine est présent dans certaines structures cellulaires mécanosensibles.
L’actine intervient dans la formation des podosomes, lamellipodes et des points d’ancrage (L. P.
Cramer, Siebert, and Mitchison 1997; Tojkander, Gateva, and Lappalainen 2012). Les faisceaux
d'actomyosine sont souvent ancrés aux adhésions focales qui relient la MEC au cytosquelette
d'actine (Naumanen, Lappalainen, and Hotulainen 2008; Pellegrin and Mellor 2007). Ces différentes
organisations conferent a la cellule les capacités d’ancrage a la MEC, d’adhésion, de migration,
d’exploration de I'environnement proche, et de changement de forme (Stricker, Falzone, and Gardel
2010). De plus, la présence de I'actine au niveau des adhésions focales permet a la cellule de
ressentir la rigidité environnante et de transmettre le signal au noyau via I'actine périnucléaire qui
agit ensuite sur la morphologie du noyau (C. S. Chen, Tan, and Tien 2004; Cho, Irianto, and Discher
2017; Khatau et al. 2009). Le cytosquelette d’actine est lui-méme lié au complexe LINC (Linker of
Nucleus and Cytoskeleton). Lorsqu’une force est transmise au cytosquelette, le complexe LINC

transmet alors le stimulus mécanique au noyau (Lombardi and Lammerding 2011). Cette interaction
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directe, permet notamment de déplacer le noyau dans la cellule, ou de réguler I'expression génique

en agissant sur la chromatine (Olson and Nordheim 2010).

4.2. La myosine

La myosine est un moteur moléculaire, dont I'activité motrice dépend de I'hydrolyse de
I'adénosine triphosphate (ATP). Nous nous focalisons ici sur la myosine Il responsable de la
contraction des filaments d’actine. Trois isoformes sont décrites, les myosines IlA, 1IB et IIC. Si la
plupart des cellules expriment deux voire trois isotypes, ce n’est pas le cas des MK qui n’expriment
gue la myosine IIA. La myosine Il est un hexameére constitué de 2 chaines lourdes comportant un
domaine N-terminal globulaire de liaison a I'actine et une partie C-terminale en double hélice, 2
chaines légéres régulatrices et 2 chaines légéres dites essentielles, ayant un rdle structural. C'est par
I'intermédiaire des domaines N-terminaux globulaires de la chaine lourde que se fait I’'attachement
aux filaments d’actine. Son activité contractile et sa liaison a I'actine sont dépendantes de la
phosphorylation de sa chaine légere nécessaire au déploiement de la myosine et a son activation.
Une fois déployée, plusieurs molécules de myosine peuvent s’associer « téte-béche » via leurs
double hélices en filaments épais bipolaires possédant plusieurs « tétes » (J. V. Small 1988). Ce sont
ces filaments épais de myosine qui, une fois liés aux filaments antiparalléles d’actine, permettent la
contractilité des fibres de stress (Pollard, Weihing, and Adelman 1974; Salbreux, Charras, and Paluch
2012). Différents travaux ont pu mettre en évidence le réle de la myosine non musculaire Il dans les
mécanismes contractiles tels que la cytokinése (Maciver 1996), I'adhésion (Vicente-Manzanares et al.
2011) ou encore la migration (Even-Ram et al. 2007). Dans le contexte mécanobiologique, la myosine
Il est la plus étudiée de par son role de mécanosenseur permettant I'adaptation de la cellule aux
contraintes mécaniques de son environnement (Greenberg et al. 2016). Lorsqu’elles sont soumises a
des forces mécaniques croissantes, les molécules de myosine en recrutent d’autres pour augmenter
la résistance cellulaire (Fouchard, Mitrossilis, and Asnacios 2011). C’'est cette opposition aux
contraintes mécaniques environnementales qui est essentielle pour préserver la morphologie

cellulaire in situ.

4.3.  Les filaments intermédiaires

Les filaments intermédiaires mesurent autour de 0,5 um de longueur (Fletcher and Mullins

2010). Il en existe plusieurs types. La structure de base des filaments est identique mais la nature des
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protéines les composant est variable d'un type cellulaire a 'autre. A titre d’exemple, la vimentine est
retrouvée dans les fibroblastes, la desmine dans les cellules du muscle strié squelettique, les
neurofilaments dans les neurones, la cytokératine dans les cellules épithéliales et les lamines au
niveau du noyau (Herrmann et al. 2007). Ces filaments sont extrémement résistants et peuvent
supporter un étirement allant jusqu’a trois fois leur longueur (Goldman et al. 2008). Ainsi, ils sont
responsables de la propriété viscoélastique de la cellule. lls interviennent dans la morphologie, la
migration et I'adaptation cellulaire a son environnement (N. Wang and Stamenovi¢ 2000). Au sein du
cytoplasme, les filaments intermédiaires participent a I'ancrage et au positionnement des organelles
dans la cellule (Goldman et al. 2008). A I'instar du cytosquelette d’actine, les filaments intermédiaires
cytoplasmiques forment un lien direct entre la membrane plasmique et le noyau. En cas de stress

mécanique ressentit au niveau membranaire, les filaments transmettent le signal au noyau.

Les MK ne posseédent pas de filaments intermédiaires cytoplasmiques et expriment
uniquement les filaments intermédiaires nucléaires : les lamines. Les différents sous-types de
lamines (A, B et C) forment des réseaux interconnectés sous la membrane nucléaire. Elles
garantissent notamment la stabilité et la rigidité du noyau (Lammerding et al. 2006; De vos et al.
2011). C’est la balance entre les lamines B, peu mobiles, et les lamines A et C, formant des
interactions moins fortes, qui détermine la rigidité du noyau et ses variations (Athirasala, Hirsch, and
Buxboim 2017). Il a été montré qu’au-dela d’un réle structural, les réseaux de lamines influencent la
transcription, la lamine B permettrait la transcription de genes situés dans I’hétérochromatine tandis
que les lamines A et C favoriseraient la transcription des régions d’euchromatine (Shimi et al. 2008).
La rigidité nucléaire est impactée par celle de I’environnement cellulaire. Cela se confirme par le fait
que les cellules issues de tissus rigides expriment plus de lamines que celles issues de tissus ayant
une résistance moindre et dans lesquelles la déformation du noyau et la migration cellulaire sont
favorisées (Swift et al. 2013). Ainsi, les lamines jouent elles aussi un réle de mécano-effecteur

(Osmanagic-Myers, Dechat, and Foisner 2015).

4.4. Le complexe LINC

Le complexe LINC permet au noyau de ressentir directement le stress extracellulaire via un
couplage direct avec le cytosquelette, lui-méme relié a la membrane plasmique. Cette structure a été
identifiée au début des années 2000 (Crisp et al. 2006; Padmakumar et al. 2005). Ce complexe est
composé des protéines de I'enveloppe nucléaire SUN et nesprines (Nuclear Envelope SPectrIN

repeats) (Athirasala, Hirsch, and Buxboim 2017). Les premieres sont directement liées au
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cytosquelette nucléaire via les lamines, tandis que les secondes interagissent avec le cytosquelette
cytoplasmique (Kaminski, Fedorchak, and Lammerding 2014; Padmakumar et al. 2005).

contraction ou I'étirement du cytosquelette peuvent ainsi étre transmis au noyau via le complexe
LINC (Lombardi et al. 2011). S’ensuit la modification de la conformation des lamines intranucléaires
qui étant liées a la chromatine vont modifier sa conformation et son accessibilité pour favoriser ou
inhiber I'expression génique (Chambliss et al. 2013; Fedorchak, Kaminski, and Lammerding 2014).
Liées aux filaments d’actine, les nesprines 1 et 2 réagissent a la contraction de la myosine et
permettent la transduction du signal mécanique de la membrane plasmique au noyau, Figure 24
(Arsenovic et al. 2016; Chambliss et al. 2013). De plus, leur interaction avec la kinésine et la dynéine,
deux moteurs moléculaires des microtubules, rend possible le changement de position du noyau
dans le cytoplasme (Lombardi and Lammerding 2011; Roux et al. 2009; Schneider et al. 2011). Dans
les kératinocytes, la localisation du noyau, ainsi que sa morphologie, sont également controlées par
la nesprine 3 liée a la plectine et aux filaments intermédiaires interagissant avec le cytosquelette
d’actomyosine (Almeida et al. 2015). Un défaut du complexe LINC peut provoquer une altération de
la polarisation, de la migration et de la morphologie cellulaire, notamment en terme de structure et

positionnement du noyau (Lombardi et al. 2011; Lombardi and Lammerding 2011).
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Figure 24 : Représentation schématique des acteurs intracellulaires impliqués dans Ila
mécanotransduction via le complexe LINC. (Schéma, Uzer et al. 2016).
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C. L’adaptation cellulaire par modification de I’expression génique

L'impact des modifications des contraintes mécaniques extracellulaires peut se traduire, selon les
cellules, par une adaptation sur le long terme faisant intervenir une modification du programme
transcriptionnel a la suite de I'activation de facteurs de transcription. Plusieurs facteurs de
transcription sont relocalisés par les forces mécaniques environnementales ou par les signalisations
qui en découlent (voie des MAPK ou voie Wnt par exemple). Dans ce manuscrit je détaille ci-apres les
exemples de deux co-facteurs YAP et TAZ puis du facteur MKL1, tous étant présents dans les

mégacaryocytes, cellules d’intérét de mon projet de thése.

1. Lavoie YAP-TAZ

YAP et TAZ sont des coactivateurs transcriptionnels, initialement connus pour leur réle au sein de
la voie Hippo. La voie Hippo intervenant dans I'inhibition de contact est une cascade d’activation de
kinases impliquée dans la régulation du développement des organes, elle intervient dans la
croissance, la prolifération ainsi que la différenciation (B. Zhao et al. 2007). Dans ce cas, les kinases
MST1/2 (mammalian STE20-like protein kinase 1/2) sous leur forme active phosphorylée
phosphorylent les kinases LATS1/2 (LArge Tumor Suppressor kinase), qui a leur tour phosphorylent
YAP et TAZ, entrainant leur séquestration par le complexe protéique 14-3-3 dans le cytoplasme
(lvanovska et al. 2015; R. Johnson and Halder 2014; Moon et al. 2017). YAP et TAZ sont ensuite
dégradés par le protéasome. S’ils ne sont pas phosphorylés, les facteurs YAP et TAZ se relocalisent
préférentiellement dans le noyau et interagissent avec les facteurs de transcription a domaine TEAD
(Transcriptional EnhAncer factor Domain) pour réguler I'expression de génes impliqués dans
I'apoptose, la prolifération et la différenciation cellulaire, Figure 25 A (Piccolo, Dupont, and

Cordenonsi 2014).

Il est également admis que l'activation de YAP et TAZ peut étre controlée par des signaux
mécaniques tels que la rigidité de la matrice ou le confinement, et ce indépendamment ou non de la
voie Hippo (Aragona et al. 2013; Morgan, Murphy, and Russell 2013). Ces facteurs sont aujourd’hui
clairement identifiés comme des mécanotransducteurs. YAP et TAZ répondent a un large éventail de
stimuli mécaniques, de la contrainte de cisaillement a la forme des cellules (selon que celles-ci ont la
possibilité ou non de s’étaler) ainsi qu’a la rigidité de la matrice, et les traduisent en programmes
transcriptionnels spécifiques (Panciera et al. 2017). Suite a l'augmentation de la tension

intracellulaire, par exemple sur une matrice rigide, YAP et TAZ se trouvent relocalisés dans le noyau,
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Figure 25 B (Dupont et al. 2011; Halder, Dupont, and Piccolo 2012). La mise en culture sur un
substrat rigide induisant la formation de fibres de stress et I'étalement cellulaire, il a été proposé que
I'actine intervienne dans la régulation de la voie YAP/TAZ. Dans les cellules isolées exposées a un
inhibiteur de la polymérisation de I'actine (la latrunculine A), la translocation nucléaire de YAP/TAZ
est diminuée de moitié. Cependant, ce n’est pas le cas pour les cellules formant un tapis dense
lorsque YAP et TAZ sont exclus du noyau par le phénomene dit d’inhibition de contact (Das et al.
2016). Les deux voies, Hippo et signalisation de I’actine, semblent ainsi intervenir dans la régulation
de YAP et TAZ (Sansores-Garcia et al. 2011). Ceci étant dit, les mécanismes précis mis en ceuvre
restent aujourd’hui mal connus. Par ailleurs, il existe des interactions entre les différentes voies de
mécanotransduction (Speight et al. 2016). La voie Wnt ou celle du TGF-B, via son effecteur Smad3,
pourraient notamment intervenir dans la signalisation YAP/TAZ (Morgan, Murphy, and Russell 2013).
La mécanotransduction de YAP et TAZ est considérée comme essentielle au comportement
physiologique des cellules souches et apporte un nouvel éclairage sur les mécanismes par lesquels
une modification des contraintes mécaniques extracellulaires pourrait contribuer a l'apparition de
nombreuses maladies, telles que I'athérosclérose, la fibrose, I'inflammation ou encore les cancers

(Panciera et al. 2017).
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Figure 25 : Signalisation des facteurs de transcription YAP et TAZ. A. Régulation de YAP
et TAZ par la voie Hippo (schéma, Johnson & Halder 2014). B. Localisation de YAP et TAZ
selon les contraintes mécaniques du microenvironnement cellulaire (schéma adapté de
Piccolo et al. 2014).

2. Lavoie MKL1

Une autre voie de mécanotransduction, tres étudiée également, est celle du facteur MKL1 (aussi
appelé MRTF-A ou MAL). MKL1, pour MegaKaryoblastic Leukemia factor 1, est un facteur de
transcription cytosolique ubiquitaire. Il est exprimé dans de nombreux organes tels que le cerveau, le
ceeur, les poumons, les reins, le foie et la rate (D. Z. Wang et al. 2002). Son activité est fortement liée
a la dynamique de I'actine. En effet, I'actine monomérique se lie a MKL1 via son domaine N-terminal

et séquestre ce facteur dans le cytoplasme (Miralles et al. 2003; Mizuguchi et al. 2014). En cas
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d’exposition de la cellule a un stress mécanique tel que la compression, I'étirement ou
I'augmentation de la rigidité, celle-ci réagit en augmentant sa tension intracellulaire pour résister aux
stress. L'augmentation de la tension intracellulaire est permise grace a lI'augmentation de la
polymérisation d’actine et 'activation de la myosine. Ainsi, la GTPase RhoA favorise le recrutement
et la polymérisation des monomeres d’actine (Cui et al. 2015; X. Huang et al. 2012a; lyer et al. 2012),
ce qui libere MKL1 qui peut alors migrer vers le noyau ou il se lie a son cofacteur SRF (serum
response factor) (Athirasala, Hirsch, and Buxboim 2017; Filippi 2015; Miralles et al. 2003). Une fois
localisé dans le noyau, le facteur MKL1 active de nombreux génes, notamment certains codant pour
des protéines du cytosquelette, ainsi que pour des protéines impliquées dans la prolifération, la
migration et la différenciation cellulaire, Figure 26 (Pipes, Creemers, and Olson 2006; Scharenberg et
al. 2014). La translocation de MKL1 dans le noyau est un processus relativement rapide a I'échelle
cellulaire. Dans des fibroblastes par exemple, la relocalisation se fait des deux heures aprés
I'étirement cellulaire (Cui et al. 2015). La encore, plusieurs voies de signalisation se trouvent
connectées entres elles, notamment la voie MKL1 et la signalisation du TGF-B (Scharenberg et al.

2014).

Plusieurs études ont démontré que la rigidité a une influence sur I'état d’activation de MKL1. Il a
notamment été montré en 2007 que lorsqu’une force s’exerce a la surface de myofibroblastes, les
monomeres d’actine se polymérisent ce qui entraine une augmentation de la translocation nucléaire
de MKL1 tout au long de la stimulation (X. H. Zhao et al. 2007). Plus récemment, il a été montré que,
dans des cellules fibroblastiques, plus la rigidité du substrat est forte, plus la translocation nucléaire
de MKL1 est importante. De plus, celle-ci s’Taccompagne d’une augmentation de I'expression de

génes impliqués dans la différenciation en cellules myofibroblastiques (X. Huang et al. 2012a).
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Figure 26 : Signalisation du facteur de transcription MKL1.
MKL1 est séquestré dans le cytoplasme par l'actine G. La
détection d’un stimulus mécanique peut entrainer une
réorganisation du cytosquelette. Ce remodelage nécessite
de I'actine filamenteuse et de la myosine. L’actine G est
alors recrutée pour sa conversion en actine F, libérant MKL1
qui migre au noyau. MKL1 stimule notamment |'expression
de I'actine, de la cortactine (CTTN), de la protéine de liaison
a la formine FNBP1L et de la chaine légere de la myosine
(MYL9/MLC) (schéma, Filippi 2015).

D. La mécanobiologie dans la mégacaryopoiése
1. L'intérét de modéliser les contraintes mécaniques dans les systémes in vitro

Bien que les MK puissent étre facilement différenciés in vitro en présence de TPO, ils ne
présentent pas le degré de maturation qui est observé in vivo. Sont notamment observées des
différences au niveau de la ploidie, du développement du DMS ainsi que pour la formation de

granules, ce qui implique que le processus physiologique n'est pas entierement reproduit en culture
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en milieu liquide (Aguilar et al. 2016). La culture cellulaire présente le grand avantage de pouvoir
contréler I'environnement de cellules et de favoriser la reproductibilité des données obtenues.
Cependant, quel que soit le systeme de culture exploité, celui-ci sera toujours un modele simplifié de
la situation in situ ne permettant pas de récapituler entierement la complexité de I'environnement
natif et de garantir 'exacte pertinence physiologique des observations. Il est bien s(ir possible de
minimiser les biais et d’affiner le milieu de culture afin de se rapprocher au plus prés du contexte in
situ. Dans le cas des MK, plusieurs travaux ont permis de dégager I'importance de I'ajout au milieu de
culture de cytokines (Cortin et al. 2005), de facteurs solubles (Strassel et al. 2012, 2016) et
d’éléments de la MEC ou encore en réalisant des co-cultures (Larson & Watson, 2006; Tajika,
Ikebuchi, Dan, & Asano, 1996; et observations du laboratoire). Si I'étude des aspects mécaniques de
I'environnement médullaire tels que la rigidité et la structure tridimensionnelle demeure
relativement timide, quelques études ont exploré des modeles de culture faisant intervenir des
matrices de rigidité variable ou encore des supports tridimensionnels. En effet, depuis quelques
années, I'impact reconnu des facteurs physiques (rigidité, dimensionnalité, forces de cisaillement)
sur la différenciation des cellules souches et le comportement général des cellules a conduit
qguelques équipes a évaluer cet aspect dans le but de comprendre les mécanismes de régulation de la

mégacaryopoiése et de la thrombopoiese.

2. Les modeles d’études de la mécanobiologie dans la mégacaryopoiese et la
thrombopoiese

2.1. Les systémes sur matrice en 2D

L'influence des propriétés mécaniques de la MO a été explorée notamment par quelques travaux
suggérant que le mégacaryocyte réagit a la rigidité ou a I'élasticité de son environnement. Deux
publications de 2011 proposent un role de la mécanotransduction (Malara, Gruppi, Pallotta, et al.
2011; J.-W. Shin et al. 2011). Shin et al. ont observé que les matrices souples constituées d’un gel de
collagene | en deux dimensions présentant une rigidité du méme ordre que celle de la moelle
(module d'Young E = 0,3 kPa) favorisaient la polyploidisation des MK et la production de
proplaquettes par opposition a des gels plus rigides (E = 34 kPa) (J.-W. Shin et al. 2011). Cet effet est
potentialisé lorsque les MK sont traités avec un inhibiteur de myosine non-musculaire. Il est ainsi
admis que les MK ressentent les contraintes mécaniques de la matrice et y réagissent, mais peu de
mécanismes ont été clairement identifiés jusqu’alors. Malara et al. ont montré que pour résister a la

traction des fibrilles du collagene I, les MK humains régulent la contractilité de leur cytosquelette par
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I'activation de la voie Rho-ROCK dépendante de l'intégrine a2B1 et la phosphorylation de la myosine
(Malara, Gruppi, Pallotta, et al. 2011). Un autre article montre que les collagénes de type | et IV
permettent une production plus importante de proplaquettes lorsqu'ils sont déposés sur des films de
soie plus souples (E < 10 MPa) par rapport a des films plus rigides (E > 90 MPa), ce qui indique un
impact des facteurs mécaniques (Abbonante et al. 2017). Di Buduo et al. ont développé des
structures de soie souples (E < 90 MPa et E < 10 MPa) et ont montré que les MK ont une production
plus importante de proplaquettes lorsqu'ils sont cultivés sur ces supports par rapport a d’autres plus

rigides (module élastique > 90 MPa) (Christian A. Di Buduo et al. 2015).

2.2.  Les modéles d’étude de I’environnement mécanique

Des équipes ont également exploré I'impact de I'environnement mécanique non pas uniquement
en deux dimensions mais a l'aide de systemes tridimensionnels et ont notamment permis de
démontrer un réle de la dimensionnalité sur la survie cellulaire, la différenciation et la production de
plagquettes. Di Buduo et al. ont notamment mis au point une structure en trois dimensions réalisée a
partir de fibres de soie. Le systéeme présente deux rigidités différentes (de I'ordre du MPa) ainsi que
deux topographies; lI'une sous forme d’éponge, I'autre de tubes, ayant pour but de reproduire
I'organisation du stroma médullaire, Figure 27 A (Christian A. Di Buduo et al. 2015). La différenciation
des progéniteurs en MK matures a lieu dans la partie spongieuse — dont la rigidité n’est pas
mentionnée mais qui mime la conformation 3D du tissu médullaire. Afin de modéliser les vaisseaux
médullaires, des cellules endothéliales sont cultivées au niveau des parois des tubes perfusables.
Dans cette étude, les auteurs mettent en avant I'influence de la topographie et de la rigidité sur la
différenciation de MK et leur capacité a produire des proplaquettes. Dans I'ensemble la configuration
tridimensionnelle, au plus proche du tissu médullaire, du modele utilisé a permis un meilleur
rendement total en plaquettes par rapport a de précédents systemes. En revanche, ils n‘ont pas
étudié I'impact du systeme sur la morphologie, le DMS ou la ploidie des cellules, ce qui ne permet
pas d’apporter d’information directe quant a I'influence de la topographie et de la rigidité sur la

maturation des MK.

Un autre travail qu’il est important de mentionner est celui réalisé par Pietrzyk-Nivau et al. en
2015. Dans cette étude, les auteurs se sont intéressés a I'impact de I'environnement tridimensionnel
sur la différenciation et la maturation des MK puis, dans un deuxiéme temps, sur la libération des
plaguettes (Pietrzyk-Nivau et al. 2015). La culture de progéniteurs mégacaryocytaires humains est

réalisée dans un hydrogel de pullulan-dextran, Figure 27 B. Les données obtenues indiquent que la
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culture au sein du gel permet d’obtenir des MK de plus grande taille avec une ploidie augmentée et
que le nombre de MK formant des proplaquettes est lui aussi plus important qu’avec un milieu de
culture liquide. Ainsi, l'utilisation de ce systeme tridimensionnel favorise la prolifération des
progéniteurs mégacaryocytaires ainsi que leur différenciation. Dans une autre étude I'utilisation d’un
hydrogel de hyaluronane favorise le maintien de la population des progéniteurs hématopoiétiques
par rapport a une culture en milieu liquide (Demange et al. 2013). Ces travaux appuient I'idée que
I'environnement physique n’est pas une structure inerte mais réuni un ensemble de parameétres
participant activement a la différenciation et a la maturation des MK ainsi qu’a la libération des

plaguettes.

Enfin, des travaux du laboratoire utilisant un gel de MC de rigidité comparable a celle de la MO
(60 Pa) ont permis de révéler des voies de mécanotransduction mises en jeu, Figure 27 C (Aguilar et
al. 2016). Le choix de I'hydrogel s’est porté sur la MC qui est un matériau permettant le
développement des cellules hématopoiétiques tout en étant non réactif afin de s’affranchir des
interactions MEC — récepteurs. Par comparaison avec les mégacaryocytes issus de culture liquide, la
culture en hydrogel de MC favorise la différenciation en termes de développement et organisation
du DMS, augmente la ploidie et la capacité a émettre des proplaquettes. Ces travaux ont permis de
démontrer que le confinement et la rigidité du gel imitant les signaux mécaniques de la moelle
favorisent un niveau de maturation des MK plus proche de celui observé in situ ce qui n’est pas le cas
lorsque les MK sont cultivés en milieu liquide, en 2D sur le dessus du gel ou dans un gel plus rigide
(300-600 Pa). Ce systeme de culture, recréant des contraintes physiques, permet notamment de
révéler les défauts des MK déficients en myosine-IIA observés a l'intérieur de la moelle mais absents

en culture liquide (Aguilar et al. 2016).
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Figure 27 : Modeles tridimensionnels pour la culture de cellules hématopoiétiques. A. La
structure composé d’une éponge de soie entourant un tube de soie de rigidité plus importante.
Les cellules endothéliales sont ensemencées dans le tube et les progéniteurs mégacaryocytaires
dans I'éponge. Les MK matures a proximité du tube étendent leur proplaquettes dans la lumiere
du tube. L’application d’un flux dans le tube favorise leur libération (figures de Di Buduo et al.
2015) B. L’hydrogel de pullulan-dextran. Les progéniteurs MKs ensemencés dans le gel se
retrouvent piégés dans les pores (images, Pietrzyk-Nivau et al. 2015). C. L’hydrogel de
méthylicellulose (MC). Dans son environnement in situ, des contraintes physiques s’exercent sur
la cellule. En milieu liquide, la cellule est isolée et sédimente en fond de puits ce qui peut induire
une polarisation artificielle. Dans I’hydrogel, la cellule est maintenue en suspension et supporte
les contraintes physiques induites par la rigidité du gel (d’aprés Aguilar et al. 2016).
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2.3. Les forces de cisaillement

Le mouvement d’écoulement d’un fluide peut étre décomposé par le glissement des différentes
couches qui le constituent les unes sur les autres. Ce glissement géneére des forces appelées forces de
cisaillement qui s’expriment par un coefficient de transport : la viscosité. Cette grandeur traduit la
capacité d’un fluide donné a résister a I'écoulement. Le sang étant un fluide, des forces de
cisaillement sont présentes dans tous les vaisseaux. L'écoulement du sang dans les vaisseaux
sinusoides présente des contraintes de cisaillement variables allant de zéro & 10 dyn/cm” et un taux
de cisaillement de 3 3 340 s™ (Bixel et al. 2017). Bien que la signalisation ne soit pas connue a I’heure
actuelle, il a été montré dans plusieurs travaux que les contraintes mécaniques liées au flux sanguin
jouent un role substantiel dans I’élongation des proplaquettes et la libération des plaquettes et ce in
vitro comme in vivo, au sein de la moelle mais également dans la microcirculation pulmonaire
(Bender et al. 2015; Bornert et al. 2020; Ito et al. 2018; Lefrancais et al. 2017). Sur la base de ces
observations, certains laboratoires ont développé différents systéemes microfluidiques et
bioréacteurs permettant de modéliser le flux et les forces de cisaillement afin de favoriser la
libération des plaquettes (Christian A. Di Buduo et al. 2021). En effet, seules les cellules cultivées
dans des conditions de flux peuvent restituer les propriétés hydrodynamiques de la circulation
sanguine. Les dispositifs microfluidiques ont la capacité de permettre I'extension des proplaquettes
et la libération de plaquettes fonctionnelles (Blin et al. 2016; Nakagawa et al. 2013; Thon et al. 2014).
Les systemes tridimensionnels combinent les avantages d'un environnement tridimensionnel avec un
flux parcourant cette structure 3D : les cellules matures peuvent migrer vers le compartiment
perfusé pour y libérer des plaquettes (Christian A. Di Buduo et al. 2015). La culture cellulaire dans des
bioréacteurs composés d’une cuve soumise a une agitation reproduisant des flux turbulents a été
exploitée pour permettre la production a grande échelle de plaquettes (Ito et al. 2018). Une méthode
de production et libération de plaquettes de culture a également été développée au laboratoire. La
libération se fait grace a des flux turbulents créés par une succession d’aspirations et de
refoulements a I'aide d’une pipette de 1 mL. Ce systeme permet d’obtenir des plaquettes de culture
ayant des propriétés similaires aux plaquettes natives (Do Sacramento et al. 2020). Se basant sur ces
données, un dispositif qui permettra d’automatiser I'étape de libération et d’augmenter I'échelle de

production de plaquettes est en cours de développement.
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3. Signalisation

Jusqu'a présent, la maniére dont les MK détectent et réagissent aux signaux mécaniques est loin
d’étre entierement comprise et documentée dans sa globalité. Cependant quelques travaux ont déja

permis de mettre en évidence certaines pistes.

3.1.  Actomyosine et MKL1

Au niveau intracellulaire, les MK comme toutes les cellules s'adaptent a la rigidité en modulant
leur cytosquelette d'actomyosine. Cela a notamment été démontré par I'étude du phénotype de
souris déficientes pour la myosine lIA. Alors que les MK de souris témoins présentent une
morphologie sphérique caractéristique, les MK de souris déficientes pour la myosine IIA adoptent
une morphologie « fuyante » ; les MK semblent en effet s'infiltrer sans contrainte entre les autres
cellules de la MO. En outre, I'absence de myosine affecte négativement le processus de
différenciation et la formation de proplaquettes (Anita Eckly et al. 2009). En revanche, ce défaut n’est
pas reproduit in vitro en culture liquide, ol les contraintes extracellulaires sont faibles. A I'inverse, la
culture de progéniteurs déficients en myosine en présence de contraintes extracellulaires mimées
par I'encapsulation en hydrogel entraine des défauts morphologiques des MK, similaires a la
morphologie observée in situ (Aguilar et al. 2016). Ainsi, ces résultats pourraient suggérer que la
myosine IIA est nécessaire pendant la maturation des MK pour contrebalancer les forces locales
externes exercées par les cellules environnantes et qu’elle serait impliquée dans le mécanisme
d'adaptation des MK aux contraintes mécaniques. De plus, il a également été montré que la culture
en hydrogel 3D permet d’augmenter la capacité future des MK a former des proplaquettes, et que
cette propriété est sous la dépendance de la relocalisation nucléaire du facteur de transcription
mécanosensible MKL1 (Aguilar et al. 2016). Quelques équipes s'étaient déja penchées sur le role de
MKL1 dans la biologie des cellules hématopoiétiques. Il tient notamment une place importante dans
la maturation et la différenciation des MK, favorisant la polyploidie et I'expression de marqueurs
plaguettaires tels que la GPV et de facteurs de transcription spécifiques de la lignée
mégacaryocytaire comme GATA1 (E.-C. Cheng et al. 2009; Gilles et al. 2009; Ragu et al. 2010; Smith
et al. 2013). Les souris déficientes pour MKL1, présentent une diminution de la production de

plaquettes (E.-C. Cheng et al. 2009).

108



3.2.  Voie Hippo et YAP/TAZ

Quelques études suggerent également un réle pour les facteurs de transcription YAP/TAZ.
Des travaux réalisés chez la drosophile ont notamment mis en lumiéere I'implication de YAP et TAZ
dans I'hématopoiése (Ferguson and Martinez-Agosto 2014; Milton et al. 2014). Les auteurs ont
montré que Yorkie, 'homologue de YAP chez la drosophile, est nécessaire a la spécification de la
lignée hématopoiétique. lls définissent la voie Hippo comme un médiateur clé de I'hématopoiése en
montrant qu'elle contrdle la différenciation et la prolifération des deux principaux types cellulaires
sanguins. Chez les mammiferes, Lorthongpanich et al. ont réalisé des travaux sur des cellules MEG-
01, une lignée cellulaire de leucémie mégacaryoblastique humaine (Lorthongpanich et al. 2017,
2020). Les auteurs ont étudié le role de la voie Hippo dans la différenciation mégacaryoblastique et la
formation des plaquettes. Ils ont constaté que la déplétion de LATS1/2 augmente la prolifération des
cellules mégacaryoblastiques mais inhibe la maturation des mégacaryocytes et la biogenése
plaguettaire (Lorthongpanich et al. 2017). lls ont également remarqué que la surexpression de YAP
dans les MEG-01 a un effet positif sur la prolifération et la différenciation mégacaryocytaire et que,
par la suite, la régulation négative du facteur YAP permet la maturation et la libération de plaquettes
(Lorthongpanich et al. 2020). Ces travaux, bien que centrés sur la voie Hippo, laissent penser que YAP
et TAZ pourraient également jouer un réle dans la mécanotransduction. L’équipe de William
Vainchenker a analysé le réle de la voie Hippo-p53 dans la régulation de la polyploidie des MK
humains (Roy, Lordier, Pioche-Durieu, et al. 2016). Leurs résultats ont révélé que les protéines de la
voie de signalisation Hippo-p53 sont présentes et sont fonctionnelles dans les mégacaryocytes. En
outre, les mégacaryocytes polyploides ont montré une expression accrue des genes cibles de YAP par
rapport aux mégacaryocytes diploides et tétraploides et le knockdown de YAP réduit la masse

mitochondriale dans les mégacaryocytes polyploides.

3.3.  Les intégrines

Dans les MK, I'intégrine a2p1 est impliquée dans la reconnaissance du collagene I. Lorsque le
collagene | est déposé sur une surface rigide (en verre ou en plastique), un étalement des
mégacaryocytes et une inhibition de la formation des proplaquettes via la voie Rho/ROCK sont
observés, comparativement aux autres protéines de matrice qui favoriseraient plutét la formation
des proplaquettes (A. Balduini et al. 2008; Larson and Watson 2006; Malara, Gruppi, Rebuzzini, et al.
2011). A contrario, I'exposition des MK a une matrice de collagene | en conformation moins rigide

favorise la formation de proplaquettes (Tablin, Castro, and Leven 1990; Topp, Tablin, and Levin
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1990). L’équipe d’Alessandra Balduini a montré que des modifications chimiques du collagene |,
visant a diminuer la rigidité des fibres, favorisent I'émission des proplaquettes (Malara, Gruppi,
Pallotta, et al. 2011). Ces données suggérent que les intégrines mégacaryocytaires agissent comme
des mécanorécepteurs au contact de la MEC et régulent la thrombopoiése (Malara, Gruppi, Pallotta,
et al. 2011). Plus récemment, une équipe a montré que l'intégrine B1 favorise la formation de
proplaquettes en s’internalisant en réponse a I'activation mécanodépendante du canal TRPV4 (voir
paragraphe suivant 111.D.3.4) (Abbonante et al. 2017). Les MK expriment également les intégrines
portées par la sous-unité B3 (allbp3 et avB3). Ces intégrines sont connues pour interagir avec le
fibrinogene et la fibronectine, protéines de matrice naturellement présentes dans le stroma
médullaire et dont la présence augmente fortement lors de myélofibrose (Matsuura et al. 2020).
Toutefois, I'étude du réle mécanosensible de ces intégrines, selon les différentes matrices, n’est pas
encore totalement évalué (C. M. Ward and Ravid 2020). Des travaux en cours au laboratoire
suggerent un rdle des intégrines B3 plutdét que B1 dans le ressenti de la rigidité d’un substrat

recouvert de fibronectine.

3.4. Canaux mécanosensibles

Il a été proposé que le canal Piezo 1 soit responsable d’influx de Ca®* dans les plaquettes et
mégacaryocytes, suite a une stimulation par des contraintes de cisaillement semblables a celles du
flux artériel (llkan et al. 2017). En présence d’un agoniste de Piezo 1, les auteurs ont montré que les
augmentations transitoires de calcium étaient potentialisées. Ils suggerent également qu’en
présence de forces de cisaillement, Piezo 1 pourrait contribuer a la formation de thrombi artériels.
Dans des expériences de perfusion sur collagene |, la taille des thrombi formés est réduite de 50% en
présence d’un inhibiteur non sélectif (GsMTx-4). Toutefois, cet inhibiteur bloque de nombreux

canaux mécanosensibles indépendamment de Piezol.

Un autre canal cationiqgue mécanosensible s’étant révélé fonctionnel dans les
mégacaryocytes est TRPV4. Son réle a été mis en évidence dans la formation des proplaquettes,
lorsque les mégacaryocytes sont cultivés sur des matrices de faible rigidité. Sur un substrat souple de
collagéne IV (avec une rigidité de <10 MPa), I'activation du récepteur entraine un influx de calcium
ainsi que I'activation et I'internalisation des intégrines B1 et la phosphorylation de AKT, et favorise
ainsi la formation de proplaquettes par rapport a un substrat de collagéne | de plus forte rigidité (=90

MPa) (Abbonante et al. 2017).
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Ainsi, bien que les données de la littérature disponibles aujourd’hui restent parcellaires et
que d’autres investigations demeurent nécessaires pour compléter les connaissances actuelles,
I'impact des facteurs mécaniques environnementaux sur la mégacaryopoiése ne peut étre ignoré. Les
MK sont, comme tout type cellulaire, capables non seulement de détecter les contraintes
extracellulaires mais également d’'y réagir. La compréhension de ces phénomeénes de
mécanosensation et mécanotransduction est particulierement intéressante lorsque I'on considére
I’'étude de la mégacaryopoiese et de la thrombopoiese en condition physiologique mais également
dans le cadre de pathologies liées a une modification de la rigidité de la moelle, comme par exemple

la myélofibrose.
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Les plaquettes sanguines jouent un role vital, leur fonction principale étant d’assurer
I’'hémostase, c’est-a-dire I'arrét des saignements. Les plaquettes sont produites dans la MO par les
mégacaryocytes. De nombreux aspects entrent en jeu dans la thrombopoiése. On peut nommer les
facteurs solubles, les interactions avec les cellules environnantes et avec les protéines de la MEC. A
cela s’ajoute la composante mécanique de I'environnement médullaire. En effet, toutes les cellules
de I'organisme évoluent dans un microenvironnement tridimensionnel complexe et sont exposées a
des contraintes mécaniques. L'importance de la rigidité et du confinement a progressivement été
reconnue qu'au cours des derniéres décennies. Depuis lors, I'impact des facteurs mécaniques sur le
destin et le comportement cellulaire est de plus en plus étudié mais peu de travaux portent sur la
moelle hématopoiétique et les mégacaryocytes. Le stroma médullaire est pourtant un milieu
contraint et les mégacaryocytes sont soumis a des forces mécaniques. De plus lorsque, lors de la
thrombopoiese, les mégacaryocytes étendent des proplaquettes dans la lumiere des vaisseaux
sinusoides, il s’opére une transition du stroma médullaire a la circulation sanguine qui s’accompagne
d’une modification des contraintes mécaniques environnantes. Les signaux mécaniques représentent
ainsi un parametre omniprésent et important dont les conséquences sur la différenciation des

mégacaryocytes et la formation des proplaquettes n'ont pas été entierement explorées.

Au cours de ma thése, j'ai précisément étudié I'impact de I'environnement médullaire sur la
biogenése des plaquettes. Le projet consistait, en particulier, a apporter une réponse aux questions
suivantes : i) comment les facteurs mécaniques impactent la formation des proplaquettes ? ii) Quels
sont les mécanismes mis en ceuvre par les mégacaryocytes pour s’adapter aux contraintes

mécaniques de leur environnement ?

i) Formation des proplaquettes in vivo : r6le des microtubules et de la myosine

Le processus d’extension de proplaquettes in vivo differe de celui observé en culture. Cela
souléve la question de la similarité des mécanismes selon I'environnement, un travail mené au
laboratoire par Alicia Bornert, post-doctorante avec qui jai pu collaborer. L'utilisation d’'une
technique de microscopie intravitale a rendue possible I'observation de la formation des PPT in situ.
Tandis qu’in vitro les microtubules et I'actomyosine interviennent fortement dans I'élongation des
PPT, les données in vivo obtenues nous ont permis de conclure a une implication différente dans le
contexte natif. In situ, la myosine est a I'origine d’une résistance a I’élongation et les microtubules
agissent essentiellement en opposition a cette rétraction endossant le réle de soutien a la

progression de I'extension mais pas de moteur en tant que tel. Les forces protrusives a I'ceuvre
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résultent fort probablement des contraintes hémodynamiques rencontrées par les extensions dans la

circulation sanguine.

Ce travail a donné lieu a un papier pour lequel je signe en 2°™ auteur.

ii) Mécanismes d’adaptation aux contraintes mécaniques

Concernant I'impact des contraintes mécaniques sur la thrombopoiese, de précédents travaux du
laboratoire ont mis en évidence que la transition d’un milieu contraint a un milieu liquide favorise la
formation des PPT. Ce travail a également permis la mise au point d’un systéme de modélisation du

confinement médullaire.

Lors de mon travail de these, nous avons entrepris de déchiffrer les roles potentiels des canaux
calciques mécanosensibles dans le processus de formation des proplagquettes lors de la perte de
confinement. L'utilisation d’une approche pharmacologique dans nos différents modeles ainsi que
I’étude d’animaux KO nous ont permis d’identifier le canal TRPV4 comme un acteur mécanosensible
clef dans la formation des PPT. En plus de TRPV4, les résultats obtenus révélent que le canal TRPV2 et
le récepteurs Piezo 1 et 2 sont également nécessaires pour permettre une extension optimale des

proplaquettes par les MK.

Ce travail fait 'objet de la préparation d’'un manuscrit, dont je serai 1° auteur, pour une

soumission prochaine.

Ce travail de thése avait pour objectif d’identifier les mécanismes mis en ceuvre par les
mégacaryocytes pour s’adapter a des changements de contraintes mécaniques. Le projet portait plus
spécifiquement sur la perte de confinement qui a lieu lors de I'extension des proplaquettes, hors du
stroma médullaire, dans la lumiére des vaisseaux sinusoides. Les travaux réalisés ont permis de
mettre en avant une différence d’implication du cytosquelette dans la formation des proplaquettes
in vitro et in vivo. D’autre part, mon travail a permis de mettre en évidence un réle majeur du
calcium extracellulaire dans le phénomene de formation des proplaquettes. Les résultats obtenus
permettent de conclure d’une implication mécanodépendante du canal TRPV4 ainsi qu’un rdle de

TRPV2 et des canaux Piezo 1 et 2 dans la thrombopoiese.

Les différents travaux effectués lors de ces quatre années ont abouti a la réalisation des articles

suivants :
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- Une revue bibliographique, que je signe en premier auteur, rassemblant les connaissances
actuelles sur le mécanisme de formation des plaquettes (publication 1).

- Un article méthodologique ainsi qu’une vidéo didactique, que je signe en premier auteur,
détaillant le protocole de culture de progéniteurs en hydrogel de MC (publication 2).

- Un article scientifique par Alicia Bornert, sur lequel je suis deuxiéme auteur, révélant une
implication différente du cytosquelette dans la thrombopoiese entre in vivo et in vitro
(publication 3)

- Un article scientifique en préparation, duquel je serai premier auteur, qui révele un role des
canaux calciques mécanosensibles TRPV et Piezo dans la thrombopoiese (publication 4).

Ces travaux sont présentés ci-apres.
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CELL SCIENCE AT A GLANCE

Blood platelet formation at a glance

Julie Boscher*, Ines Guinard*, Anita Eckly, Frangois Lanza and Catherine Léon?*

ABSTRACT

The main function of blood platelets is to ensure hemostasis and
prevent hemorrhages. The 10" platelets needed daily are produced
in a well-orchestrated process. However, this process is not yet fully
understood and in vitro platelet production is still inefficient. Platelets
are produced in the bone marrow by megakaryocytes, highly
specialized precursor cells that extend cytoplasmic projections
called proplatelets (PPTs) through the endothelial barrier of
sinusoid vessels. In this Cell Science at a Glance article and the
accompanying poster we discuss the mechanisms and pathways
involved in megakaryopoiesis and platelet formation processes. We
especially address the — still underestimated — role of the

Université de Strasbourg, INSERM, EFS Grand Est, BPPS UMR-S 1255,
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microenvironment of the bone marrow, and present recent findings
on how PPT extension in vivo differs from that in vitro and entails
different mechanisms. Finally, we recapitulate old but recently
revisited evidence that — although bone marrow does produce
megakaryocytes and PPTs —remodeling and the release of bona fide
platelets, mainly occur in the downstream microcirculation.

KEY WORDS: Megakaryocyte, Platelet, Cytoskeleton,
Mechanobiology

Introduction

Blood platelets are crucial during hemostasis to prevent
hemorrhages. At sites of vascular injury, circulating platelets
immediately adhere and aggregate to form a platelet plug to stop
bleeding (Nurden et al., 2008), and concomitantly release the
contents of their granules to repair the lesion. Defective platelet
production or function is life threatening due to the risk of
hemorrhaging and may necessitate platelet transfusion. In humans,
the reference range for a normal platelet count is 150-400x107%/1
blood. With a platelet lifetime of approximately eight to ten days, a
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production of 10'" platelets per day is needed to maintain a constant
level (Daly, 2011).

Platelets are cytoplasmic fragments derived from megakaryocytes
(MKs), giant cells (50100 pm) that present at a low frequency within
the bone marrow (BM) extravascular compartment (<1% of total
marrow cells; Wright, 1910). Although it has been agreed that MKs
are the precursor cells to platelets, the mechanisms and the site of
platelet release in vivo has long remained a matter of debate.
Fragmentation theory, whereby platelets are pre-formed within MKs
(Kosaki, 2005), contradicted other hypotheses, i.e. that MKs extend
cytoplasmic protrusions through the vessel wall (Radley and
Scurfield, 1980) or directly enter the blood circulation to release
platelets into the lungs (Zucker-Franklin and Philipp, 2000; Stenberg
and Levin, 1989). With the development of intravital microscopy and
the possibility to observe BM cells in real time, it is now firmly
accepted that mature MKs extend cytoplasmic processes, the so-
called proplatelets (PPTs), through the sinusoid vessel barrier
(Bornert et al., 2020; Junt et al., 2007; Kowata et al., 2014). Once
released into circulation, these extensions need to remodel in the
downstream microcirculation in order to form bona fide platelets, and
arecently revisited — but old — concept proposed the lungs as the main
site for platelet release (Lefrancais et al., 2017). This Cell Science at a
Glance article and accompanying poster highlight our latest
knowledge of the molecular factors that regulate platelet formation.
We also focus on recent considerations on how the native
microenvironment uniquely contributes to full MK maturation and
PPT extension (see poster).

Differentiation and maturation of megakaryocytes

MKs differentiate from hematopoietic stem cells (HSCs), located in
the hematopoietic BM, towards the MK lineage, and develop the
characteristic features of mature MKs (Deutsch and Tomer, 2013).

Megakaryopoiesis

In the classic stepwise hematopoietic differentiation model,
asymmetric division of HSCs gives rise to multipotent progenitor
(MPP) cells that gradually lose their self-renewal capacity and their
multipotency, leading to the bipotent megakaryocytic/erythroid
progenitors (MEPs) that finally differentiate into the unipotent MK
progenitor and, then, MK precursor (MKp) cells (Akashi et al.,
2000; Woolthuis and Park, 2016; see poster). This well-defined
hierarchical model with homogeneous HSCs at the apex has been
challenged in the past decade. HSCs and MPPs with a
differentiation bias towards the MK lineage have been identified,
including a subset of HSCs that can even give rise directly to
unipotent MK progenitors (MK-restricted HSCs) (Carrelha et al.,
2018; Psaila and Mead, 2019; Sanjuan-Pla et al., 2013; Yamamoto
etal., 2013). The earlier observation that a HSC subpopulation also
shares similar characteristics with MKs further supports this idea
(Huang and Cantor, 2009; see poster). Such MK lineage bias may
play a crucial role in the rapid replenishment of platelets in response
to pathological conditions of acute platelet demand (Haas et al.,
2015; Rodriguez-Fraticelli et al., 2018). However, although strong
evidence exists in mice, MK-biased HSCs and MMPs have still not
been convincingly demonstrated in human (Psaila and Mead, 2019).

Extracellular and intracellular signals that mediate cell differentiation

Megakaryopoiesis is coordinated through the concerted action of
cytokines and transcription factors (TFs), with thrombopoietin
(THPO) as its main physiological regulator (Hitchcock and
Kaushansky, 2014). This glycoprotein is mainly synthesized in
the liver and, to a lesser extent, in the kidney and some marrow

stromal cells. The binding of THPO to its specific receptor
myeloproliferative  leukemia protein (MPL) promotes its
dimerization, leading to activation of janus kinase 2 (JAK2). In
turn, JAK2 phosphorylates MPL, resulting in the recruitment of
multiple effectors, such as signal transducers and activators of
transcription (STATSs), phosphoinositide-3-kinase (PI3K) and
mitogen-activated protein kinases (MAPKs) (Behrens and
Alexander, 2018; Hitchcock and Kaushansky, 2014). Thpo- and
Mpl-deficient mice show an ~85% decrease in their platelet and MK
levels, confirming THPO as the main megakaryopoiesis cytokine,
but also pointing to the existence of additional regulating factors.
Other cytokines play an important role in synergy with THPO (see
poster; Behrens and Alexander, 2018), but THPO-independent
pathways have also been identified, including a role of insulin-like
growth factor 1 (IGF1) and the activated form of tyrosine-tRNA
ligase (YARS) YRSACT (Kanaji et al., 2018), C-C motif chemokine
5 (CCLS5) and interleukin 1o (IL1c) (Noetzli et al., 2019). However,
the respective roles of these extracellular factors in normal versus
inflammatory and/or emergency megakaryopoiesis remain to be
clarified.

At the intracellular level, several TFs, together with cofactors and
chromatin modifiers, govern the lineage-specific transcription
program required for normal commitment and maturation of MKs
by activating or repressing gene expression. Mutations of these TFs
or their target proteins often lead to congenital thrombocytopenia, a
condition associated with low platelet count (Box 1; see also poster
and Table S1; Almazni etal., 2019; Balduini etal., 2017; Léon et al.,
2016). Among the crucial TFs, interaction between GATA1 and its
cofactor friend of GATA1 (FOGI, officially known as ZFPM1) is
essential for erythroid-megakaryocytic differentiation (Mancini

Box 1. Defective platelet production of hereditary origin
A decrease in the level of circulating platelets (thrombocytopenia) can
have different origins and can be classified into two main categories:
(i) peripheral thrombocytopenia, due to an increase in platelet
destruction, consumption or sequestration in the spleen and, (ii) central
thrombocytopenia, due to impaired platelet production. Abnormalities of
platelet production can be either acquired, i.e. resulting from a
pathological condition or medical therapy, or of hereditary origin
(Smock and Perkins, 2014). These genetic forms display various
clinical manifestations and platelet defects, including the degree of
thrombocytopenia and abnormal platelet morphology, such as larger,
smaller or spherical cells, with defective granule contents or an abnormal
microtubule organization (Almazni et al., 2019; see poster and Table S1).
Some are associated with other clinical symptoms (syndromic
thrombocytopenia), either congenital or of later onset, which can be far
more serious than the bleeding phenotype itself as, for instance, in the
case of immunodeficiency, lung or kidney failure (Melazzini et al., 2017).
Identification of mutated genes responsible for thrombocytopenia has
helped to reveal new pathways involved in platelet biogenesis. Among
the various mutated genes, a number of them affect early
megakaryopoiesis and MK differentiation due to defects in the THPO-
MPL axis or in transcription factors (Almazni et al., 2019; see poster and
Table S1). Others are associated with the target genes of these TFs,
especially those encoding cytoskeletal proteins, and result mainly in late
MK maturation defects and abnormal platelets. So far, mutations have
been identified in ~40 genes (Almazni et al., 2019; see poster and
Table S1). Long misdiagnosed and poorly studied, our knowledge of
these rare hereditary diseases has increased considerably over the last
twenty years with the availability of high-throughput and whole-exome
sequencing techniques, and by studying these mutations in animal
models (Léon et al., 2016). Nevertheless, ~40% of diagnosed cases of
constitutional thrombocytopenia remain of unknown origin.
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et al, 2012). Together, the proto-oncogene friend leukemia
integration 1 (FLI1) and GATAI1 activate specific genes
responsible for the regulation of late MK progenitor cells (Huang
et al., 2009). Runt-related transcription factor 1 (RUNX1) favors
progenitor proliferation and modulates the late stages of MK
maturation. Other TFs include MDSI and EVII complex locus
protein (MECOM) and the nuclear factor, erythroid 2 (NFE2),
which is involved in late MK maturation (Mazzi et al., 2018; Tijssen
and Ghevaert, 2013). Another degree of complexity is brought
about by a number of microRNAs (miRNAs), whose expression is
up- or downregulated upon megakaryopoiesis (reviewed by Li et al.,
2011; Raghuwanshi et al., 2019). Notably, this is the case for miR-
22, which inhibits expression of growth factor interdependent 1
(GFII) to promote normal MK differentiation (Weiss and Ito,
2019). By controlling the expression of their target genes, miRNAs
appear to be important regulators of MK differentiation and
represent an emerging field with novel therapeutic perspectives.

Megakaryocyte maturation

Once differentiated, MKp cells undergo a process of maturation,
during which they acquire the components of the future platelets and
the competence for their production. In contrast to fish, reptiles and
birds — all of which have diploid (2N) thrombocytes — mammals
evolved towards anucleate platelets, i.e. platelets without a nucleus,
which present with improved shear-resistant thrombi (Schmaier
etal., 2011) that might have hemostatic advantages for reproduction
(Martin and Wagner, 2019). Anucleated platelets are produced by
polyploid MKs that contain 8-64 sets of chromosomes, the result of
endomitosis, i.e. chromosomal replication without division of the
cell or nucleus. Although not mandatory per se for the formation of
platelets (Mattia et al., 2002; Potts et al., 2014), polyploidization
might be a more efficient and energy-saving process as compared to
that yielding diploid cells, allowing the body to rapidly adapt to
acute platelet demands (Vainchenker and Raslova, 2019).

Endomitosis results from defective cytokinesis and karyokinesis
(Ravid et al., 2002; Vitrat et al., 1998; Geddis et al., 2007; Lordier
et al., 2010). Cytokinesis in normal mitosis requires RhoA-
regulated actomyosin contraction of the cleavage furrow for
abscission (Basant and Glotzer, 2018). Upon differentiation,
RUNX1 downregulates myosin-10 (MYHI10) expression.
Concomitantly, expression of the guanine exchange factors
GEF-H1 and ECT2 is downregulated, preventing RhoA activation
and accumulation at the midzone, hence preventing myosin-9
(MYH9) activation, and precluding abscission (Gao et al., 2012;
Mazzi et al., 2018; Shin et al., 2011).

Concomitantly, cytoplasmic maturation takes place; this is
characterized by a large increase in MK volume, and associated
with substantially increased protein and lipid synthesis (Odell and
Jackson, 1968; Behnke, 1968). During these steps, MKp cells begin
to express platelet-specific receptors, such as integrins ITGA2B and
ITGB3 required for platelet aggregation, the glycoprotein receptor
GPVI (GP6) required for adhesion onto subendothelial collagen I
and the glycoprotein receptor complex GPIb—IX-V — comprising
four subunits, i.e. GPIbA (GP1BA), GPIbB (GP1BB), GPIX (GP9)
and GPV (GP5) — required for adhesion onto von Willebrand factor
(VWF) (Nurden, 2014). In addition, the machinery for the
biogenesis of the future typical platelet granules becomes fully
functional (Sharda and Flaumenhaft, 2018), so that granules are
almost mature at the time of PPT formation. Granule content is
crucial for hemostasis, allowing amplification of platelet responses
(McNicol and Israels, 1999). Granules are also important for the
contribution of platelets to non-hemostatic functions, such as

angiogenesis, wound healing, inflammation, innate immunity and
cancer metastasis (reviewed by Margraf and Zarbock, 2019;
Palacios-Acedo et al., 2019).

Another hallmark of mature MKs is the presence of a large and
complex intracellular membrane network called the demarcation
membrane system (DMS) that supplies the membrane of future
platelets. DMS biogenesis starts with invaginations of the plasma
membrane (Behnke, 1968) located in GPIb-positive clusters, further
fueled by fusion with Golgi vesicles and the endoplasmic reticulum
(Eckly et al., 2014). Ultimately, the membranes become highly
organized so that, in mature MKs, the DMS demarcates
characteristic cytoplasmic territories (Aguilar et al., 2016; see
poster). PACSIN2 and CIP4 (officially known as TRIP10) are F-
BAR domain-containing proteins that regulate DMS invaginations
(Begonja et al., 2015; Chen et al., 2013). Filamin A (FLNA)
interacts with PACSIN2 to ensure its correct localization at the sites
of membrane tubulation, as well as with GPIb (Meyer et al., 1997).
Several cytoskeletal components have been found to play a key role
in establishing the DMS. DMS membranes are enriched in
PtdIns(4,5)P, that facilitates the recruitment and activation of the
WASP-Arp2/3 complex to nucleate short F-actin (Schulze et al.,
2006). Mutations in human genes or deletions in mouse genes, such
as Gplba, Gplbb, Gp9 and Flna, or in proteins that regulate F-actin
dynamics — such as small Rho GTPases — result in an abnormal
DMS that is usually accompanied by a defect in the capacity of MKs
to extend PPTs and, ultimately, in thrombocytopenia (Ghalloussi
et al., 2019).

Importance of the bone marrow microenvironment for full MK
maturation

When differentiated in culture, MKs do not exhibit the degree of
maturation observed in vivo. They have a decreased ploidy and
poorly organized DMS with few cytoplasmic territories, and lack
the typical organelle-free peripheral zone and immature granules,
implying that the physiological process is not fully reproduced
(Aguilar et al., 2016; see poster). This may explain why the in vitro
production of platelets is still very inefficient (Box 2). /n vivo, in
addition to cytokines (see poster), MKs also interact with other cells
and the extracellular matrix (ECM), and are exposed to mechanical
stress, all of which contributes to their physiological maturation.

The role of endothelial cells is probably key in the late steps of
MK maturation, as all mature MKs reside in proximity to sinusoid
vessels (Stegner et al., 2017). Stromal cell-derived factor-1
(CXCL12, also known as SDFI) promotes migration of
progenitors and their interaction with endothelial cells, which
contributes to their maturation (Avraham et al., 1993; Hamada et al.,
1998), notably through release of fibroblast growth factor 4 (FGF4)
(Avecilla et al., 2004) and VWF (Ouzegdouh et al., 2018). Stromal
cells might also contribute, either through direct cell—cell
interaction, or the secretion of ECM proteins or chemokines
(Brouard et al., 2017; Tamura et al., 2016).

The role of the mechanical properties of the BM has only recently
been explored. The marrow is the softest tissue of the body, with a
stiffness of only 300 Pa as measured by atomic force microscopy
(AFM) (Shin et al., 2014). It is, however, confined to the inside of
the bone — the most rigid tissue with a stiffness of >1 GPa — which
confers strong constraints to the marrow. Currently, only a few
studies reported an effect of substrate stiffness on MK
differentiation and PPT formation. Studies indicated that type-I
collagen fibrils, which inhibit PPT formation, are stiffer than
collagen IV, which promotes PPT formation (Balduini et al., 2008;
Malara et al., 2011). Further work showed that MKs extended
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Box 2. In vitro platelet production

At present, donor-derived platelets are the only source for clinical platelet
transfusion. In recent years, the fear of shortages with regard to ageing
societies, combined with the residual risk of disease transmission —
notably for emergent pathogens — or the development of alloantibodies,
has prompted laboratories to develop in vitro platelet production.
However, to obtain a sufficient number platelets for transfusion
(~5%10"" platelets/unit) remains a technological challenge. Substantial
progress has, however, been made, concentrating especially on the
expansion of progenitors and using two main approaches. The first relies
on human induced pluripotent stem cells (hiPSCs) and the generation of
expandable MK lines. Here, one strategy used ectopical expression of
the TFs myelocytomatosis proto-oncogene (MYC), B-cell-specific
Moloney murine leukemia virus integration site 1 proto-oncogene
(BMI1) and B-cell lymphoma-extra large (BCL-xL); also known as B-
cell lymphoma 2-like 1, BCL2L1), controlled by a doxycycline-inducible
promoter (Nakamura et al., 2014). Another strategy involves
overexpression of GATA1, FLI1 and T-cell acute lymphocytic leukemia
protein 1 (TAL1) (Moreau et al., 2016). As long-term self-renewable
progenitors, hiPSCs are also amenable to genetic manipulations of
human leukocyte antigen (HLA) or human platelet antigen (HPA) to
prevent immune responses (Sugimoto and Eto, 2017). The second
approach employs native CD34" hematopoietic progenitors derived from
either embryonic cord blood, adult BM or peripheral blood (Lee et al.,
2014, Strassel et al., 2016). These progenitors have the advantage of
their ease of differentiation into mature MKs and their relatively high
capacity to produce platelets. However, as CD34" cells do not
indefinitely self-replicate, there is a need for a continuous supply from
donors with related issues of apheresis costs and alloreactivity (Strassel
et al., 2018). Optimization of the platelet fragmentation process, which is
quite inefficient in static cultures, has also considerably increased
platelet yields. Several laboratories have made use of various flow
conditions to improve platelet release, for instance through repeated
pipetting (Do Sacramento et al., 2020) or in flow perfusion bioreactors
(Di Buduo et al., 2015; Dunois-Lardé et al., 2009; Thon et al., 2017).
Finally, the use of a turbulence-controllable bioreactor in a scaled-up
system succeeded in efficiently producing functional platelets in clinically
relevant numbers (lto et al., 2018).

more PPTs on collagen I or IV coated on soft silk film (E<10 MPa)
compared to stiffer films (E>90 MPa), indicating an impact of
mechanical factors (Abbonante et al., 2017). Matrix stiffness
depends on ECM crosslinking, notably through lysyl-oxydase
(LOX). Inhibition of LOX-mediated collagen crosslinking in mouse
marrow lead to increased platelet count, further indicating that soft
matrix promotes platelet formation (Abbonante et al., 2017; Leiva et
al., 2018). Another study showed that soft 2D collagenous matrices
maximize PPT extension compared to 3D or stiffer matrices (Shin
etal.,2011). Independently of matrix—protein interactions, 3D culture
using methylcellulose hydrogels has provided evidence that
confinement and stiffness (E<0.l1 kPa) — which mimic BM
mechanical cues — is preferable to liquid culture and promotes a
MK maturation more similar to that in BM (Aguilar et al., 2016). Of
note, such 3D culture has — by creating physical constraints — allowed
to reveal defects in MYH9-deficient MKs that are present inside the
marrow but went unnoticed in liquid culture (Aguilar et al., 2016).
How MKs sense and react to mechanical cues is currently still
unclear. MKs express several integrins, i.e. receptors for ECM
proteins known to sense matrix stiffness in many cells, and their
mechanosensitive properties in MKs are still under evaluation
(Ward and Ravid, 2020). One study proposed a role of the TRPV4
cation channel in sensing stiffness, leading to B1 integrin activation
and internalization, thereby promoting PPT formation (Abbonante
et al., 2017). At the intracellular level, MKs — like all cells —

adapt to stiffness by modulating their actomyosin cytoskeleton.
Confinement in soft hydrogels has been shown to modify MYH9
distribution and to favor the activation of the mechanosensitive
myocardin-related transcription factor A (MRTFA; also known as
MKLI1) (Aguilar et al., 2016). Thus, extracellular constraints are
thought to affect MK differentiation. Understanding how MKs
sense and react to mechanical cues is of particular interest when
considering pathologies that are linked to a modification of marrow
stiffness, such as myelofibrosis, a severe condition associated with
abnormal megakaryopoiesis for which still no effective treatment is
currently available (Leiva et al., 2018).

Proplatelet extension

Once mature, MKs are able to enter the process of platelet release
per se, i.e. thrombopoiesis, whose first step is the extension of PPTs.
The structure of PPTs and the mechanisms for their extension
appear to differ between in vitro PPTs derived from cultured MKs
(hereafter referred to as cPPTs) and in vivo PPTs derived from native
MKs (hereafter referred to as nPPTs) (Bornert et al., 2020).

Proplatelet formation in vitro

In vitro, MKs are not highly polarized as protrusions may be
initiated at several points around the cell membrane (Radley and
Haller, 1982; see poster). These protrusions are rapidly converted
into long, thin projections (see poster). cPPTs are characterized by a
thin shaft, numerous branching and terminal buds. Microtubules
play a crucial role in the extension of cPPTs. They are organized in
bundles that line the cPPT shaft and coil inside the bud, prefiguring
the microtubule coils known as the marginal band in platelets (see
poster; Patel-Hett et al., 2008). Microtubules have been clearly
shown to be the main drivers for cPPT extension, as incubation of
MKSs in the presence of microtubule-depolymerizing drugs prevents
c¢PPT formation (Italiano et al., 1999; Tablin et al., 1990).
Furthermore, low temperature or addition of microtubule-
depolymerizing agents after cPPTs have extended causes cPPT to
retract (Italiano et al., 1999; Tablin et al., 1990). Microtubule sliding
controlled by dynein motors rather than de novo polymerization,
seems to be important for cPPT extension (Bender et al., 2015).
Actomyosin is also involved because F-actin promotes the
branching process and, therefore, controls the extent of cPPTs per
MK (Italiano et al., 1999). By contrast, the RhoA/Rho-kinase/
MYHO9 pathway restrains cPPT formation (Chang et al., 2007; Chen
et al., 2007; Eckly et al., 2010).

Proplatelet formation in vivo
In vivo, and in contrast to in vitro formation, native MKs
differentiate in a multifactorial complex environment, in which
nPPTs must traverse the endothelial physical barrier to reach the
circulating blood (see poster). The signals by which MKs become
polarized to extend nPPTs in the correct direction are still unclear
but regulation of F-actin dynamics might contribute to the
polarization. Inactivation of genes that encode proteins directly or
indirectly involved in the dynamics of F-actin, such as proteins of
the WASP/WAVE family, Arp2/3, profilin or FYBI (also known as
ADAP), leads to an abnormal release of MK fragments inside the
extravascular BM compartment (Ghalloussi et al., 2019; Spindler
et al., 2018). Furthermore, an increase in Cdc42 activity results in
MK hyperpolarization and increased transendothelial migration of
whole MKs (Diitting et al., 2017).

Interaction with endothelial cells might be important for initial
protrusions. It has been proposed that MKs extend podosomes to
sense their surroundings (Schachtner et al., 2013). Such actin-rich
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podosome-like protrusions can be visualized in situ, i.e. within the
BM, extending from the MK plasma membrane and deforming
endothelial cells located beneath (Eckly et al., 2020; Tavassoli and
Aoki, 1981). These podosome-like extensions might provide the
force required for fusion of the apical and basal endothelial
membranes, creating transendothelial pores through which MKs
extend their initial nPPT protrusions (Becker and De Bruyn, 1976;
Eckly et al., 2020). Once inside the sinusoid, these protrusions form
actin-rich shoulders that are anchored to the luminal face of the
endothelial lining and might help the nPPT to extend into the
circulation (Behnke and Forer, 1998; Bornert et al., 2020; Brown
et al., 2018). nPPTs elongate by several hundred micrometers,
fueled by membrane replenishment through fusion of the DMS with
the plasma membrane (Brown et al, 2018). Microtubule
organization within nascent nPPTs is rather individual with
microtubules being heterogeneously distributed (Bornert et al.,
2020; Brown et al., 2018), which is in contrast to the microtubule
bundles found in cPPT. In fact, the role of microtubules appears to
be less crucial in vivo, where hemodynamic forces are strong
enough to substantially contribute to nPPT elongation (Bornert
etal., 2020). Accordingly, inactivation or mutation of B1-tubulin or
oda-tubulin result in almost total absence of cPPTs in vitro,
compared with only ~50% decrease in nPPTs and circulating
platelets observed in vivo (Bornert et al., 2020; Strassel et al., 2019).

Proplatelet remodeling and release in the microcirculation

The final step in platelet biogenesis requires the detachment,
remodeling and fragmentation of nPPT into individual platelets by
mechanisms that are still unknown. nPPTs usually detach from the
remaining cell body as elongated fragments, having a volume
encompassing that of several hundred platelets (Becker and De
Bruyn, 1976). The released nPPTs are rapidly swept away and need
further remodeling in the downstream circulation to form bona fide
platelets. It has long been proposed that the pulmonary
microcirculation might be the site of platelet release (Levine et al.,
1993; Zucker-Franklin and Philipp, 2000). MK fragments,
including whole MKs, have been first described in pulmonary
circulation by Ludwig Aschoff in 1893 (Aschoff, 1893). Later on,
several authors published observations of MKs within the blood
circulation (Levine et al., 1993; Pedersen, 1978; Tavassoli and
Aoki, 1981) and MKs lodged within the pulmonary vascular bed,
capable to extend nPPTs (Howell and Donahue, 1937; Zucker-
Franklin and Philipp, 2000). Comparison of the number of MKs or
platelets in various venous or arteriolar beds also favored the
hypothesis of the lungs being an important site of platelet release
(Howell and Donahue, 1937; Kallinikos-Maniatis, 1969; Trowbridge
etal., 1982). More recently, intravital videomicroscopic observations
within the lungs of living mice unambiguously showed nPPT
remodeling occurring in real time within the pulmonary vasculature,
including whole MKs (Lefrangais et al., 2017). The origin of MKs in
the lung circulation is still to be determined. It could be mature MKs
entering the sinusoid vessels or immature progenitors emerging from
BM (Howell and Donahue, 1937). The lungs might provide these
cells with a favorable microenvironment to end maturation and with
hemodynamic forces to release platelets (Ouzegdouh et al., 2018).
These findings, nevertheless, raise the question of how platelet counts
evolve in patients suffering from lung disease. Although few data are
available, they were difficult to interpret due to the inflammatory
profile of such patients, who are prone to thrombotic events (Biljak
et al., 2011). What seems clear is that experimental or pathological
conditions, such as inflammation, thrombocytopenia rebound, THPO
treatment and myelogenous leukemia — all of which are known to

increase the number or activity of MKs in the BM — will also increase
the number of whole MKs present in the lungs (Léon et al., 2012;
Yamauchi and Shimamura, 1994; Zucker-Franklin and Philipp,
2000); a fact that might be associated with lung fibrosis (Aschoff,
1893; Thachil, 2009). Furthermore, the lungs might not be the only
capillary bed capable to fragment nPPT and/or MKs into platelets as
increased MK numbers have also been reported in kidneys of patients
presenting with increased MKs within BM and lungs (Broghamer
and Weakley-Jones, 1981). Hence, although the BM is the main site
for MK maturation and nPPT formation, further remodeling is
required in the downstream circulation to release bona fide platelets.

Conclusions and future perspectives

Our knowledge of the highly complex platelet formation process has
considerably increased in recent years. Technological advances in
single-cell isolation and their follow-up after transplantation have
allowed us to revise the long established hierarchical model of
megakaryopoiesis. With regard to the final stage of the process,
intravital imaging has revealed differences between in vivo and in vitro
mechanisms of PPT formation. Nevertheless, more than a century after
identification of the MK as the precursor cell for platelets, many
questions still remain to be answered with regard to the mechanisms that
regulate the full maturation of MKs, their polarization, and the signals
that initiate cPPT and nPPT, as well as the events that control the final
platelet remodeling. Further characterization of the different factors that
act within the native environment will contribute to ameliorate treatments
of thrombocytopenic patients. Moreover, identification of mechanisms
that occur in cell culture will allow to optimize in vitro platelet production
for transfusion, which now appears feasible in the long term.
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Introduction

Cells in the body experience a complex 3D microenvironment

and are subjected to the interplay between chemical and

The 3D environment leading to both confinement and mechanical constraints is
increasingly recognized as an important determinant of cell behavior. 3D culture
has thus been developed to better approach the in vivo situation. Megakaryocytes
differentiate from hematopoietic stem and progenitor cells (HSPCs) in the bone
marrow (BM). The BM is one of the softest tissues of the body, confined inside
the bone. The bone being poorly extensible at the cell scale, megakaryocytes are
concomitantly subjected to a weak stiffness and high confinement. This protocol
presents a method for the recovery of mouse lineage negative (Lin-) HSPCs by
immuno-magnetic sorting and their differentiation into mature megakaryocytes in a
3D medium composed of methylcellulose. Methylcellulose is non-reactive towards
megakaryocytes and its stiffness may be adjusted to that of normal bone marrow
or increased to mimic a pathological fibrotic marrow. The process to recover the
megakaryocytes for further cell analyses is also detailed in the protocol. Although
proplatelet extension is prevented within the 3D milieu, it is described below how
to resuspend the megakaryocytes in liqguid medium and to quantify their capacity to
extend proplatelets. Megakaryocytes grown in 3D hydrogel have a higher capacity to
form proplatelets compared to those grown in a liquid milieu. This 3D culture allows i) to
differentiate progenitors towards megakaryocytes reaching a higher maturation state,
i) to recapitulate phenotypes that may be observed in vivo but go unnoticed in classical
liquid cultures, and iii) to study transduction pathways induced by the mechanical cues

provided by a 3D environment.
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matrix 123, The importance of stiffness and confinement
for cell behavior has only been recognized in the last
decades. In 2006, the seminal work from Engler et al.
highlighted the importance of the mechanical environment for
cell differentiation. The authors demonstrated that variation
in cell substrate stiffness resulted in the orientation of stem
cells towards various differentiation lineages. Since then,
the impact of mechanical cues on cell fate and behavior
has become increasingly recognized and studied. Despite it
being one of the softest tissues of the organism, the bone
marrow has a 3D structural organization that is confined
inside the bone. Marrow stiffness, although technically
difficult to measure precisely, is estimated to lie between
15 and 300 Pa ® 8. Within the stroma, cells are tightly
confined to one another. In addition, most of them are
migrating toward the sinusoid vessels to enter the blood
circulation. These conditions create additional mechanical
constraints on adjacent cells, which have to adapt to these
forces. Mechanical cues represent an important parameter
whose consequences on megakaryocyte differentiation and
proplatelet formation have just recently been explored.
Although megakaryocytes can differentiate in vitro in
traditional liquid culture, they do not reach the degree of
maturation observed in vivo, in part due to the absence of
the mechanical cues from the 3D environment ’ . Growing
progenitors embedded in hydrogel brings 3D mechanical

cues that are lacking in liquid milieu.

Hydrogels have been widely used for several decades in the
hematological field, notably to grow cells in colony forming
assays to quantify hematopoietic progenitors. However,
such hydrogels have seldom been used to explore the
biological impact of the 3D mechanical environment on
maturation and differentiation of hematopoietic cells. Over

the past few years our laboratory has developed a 3D

culture model using a methylcellulose-based hydrogel 8 This
nonreactive physical gel is a useful tool to mimic the physical
constraints of the native megakaryocyte environment. It is
derived from cellulose by replacement of hydroxyl residues
(-OH) by methoxide groups (-OCH3). Both the degree of
methyl substitution and the methylcellulose concentration
determine the hydrogel stiffness once it has jellified. During
the development stage of this technique, it was demonstrated
that a Young's modulus in the range of 30 to 60 Pa is the

optimal gel stiffness for megakaryocyte growth 9,

The following protocol describes a method to grow mouse
megakaryocytic progenitors in a 3D methylcellulose hydrogel.
It has been previously shown that compared with standard
liquid culture, this hydrogel culture increases the degree
of megakaryocyte polyploidization, improves the maturation
and intracellular organization, and increases the capacity of
megakaryocytes to extend proplatelets once resuspended in
a liquid medium 9. This manuscript describes in detail the
protocol for the isolation of mouse bone marrow Lin- cells and
their embedding in a methylcellulose hydrogel for 3D culture
as well as the quantification of their capacity to produce

proplatelets and the recovery of the cells for further analyses.

Protocol

All experiments should be performed in compliance with
institutional guidelines for the care and use of laboratory
animals. All protocols displayed in the video were carried
out in strict accordance with the European law and the
recommendations of the Review Board of the Etablissement
Francais du Sang (EFS). A first version of this protocol was

originally published in 2018 in Methods in Molecular Biology
8

Copyright © 2021 JoVE Journal of Visualized Experiments

jove.com

July 2021+ - 62511+ Page 2 of 16



jove

NOTE: Figure 1 presents a schematic view of the whole
process. This process includes 1) bone dissection, marrow
retrieval, and mechanical isolation of marrow cells, 2)
magnetic sorting of lineage negative (Lin-) cells, 3) seeding
in liquid or methylcellulose hydrogel, and 4) resuspension
of megakaryocytes grown in 3D gel for examination of

proplatelet formation in liquid medium.

1. Bone collection from adult mice

NOTE: In this section, it is important to minimize microbial

contamination.

1. Prepare a 15 mL tube for bone collection with Dulbecco's
Modified Eagle's Medium (DMEM) containing 1% of the
total volume of penicillin-streptomycin-glutamin (PSG)
antibiotic mix (penicillin 10000 U/mL, streptomycin
100000 pg/mL and L-glutamin 29.2 mg/mL).

NOTE: Ifall the mice used have the same genotype, pool
all bones in the same tube containing 1 mL of DMEM -
PSG 1% per number of mice. Antibiotics are important to
prevent possible bacteria proliferation during the time of

bone sampling.

2. Fill a 50 mL tube with ethanol 70% for bone disinfection
and another one for rinsing instruments during the

procedure. Use sterilized dissection instruments.

3. Anesthetize the mice using isoflurane inhalation (4%)
and rapidly proceed to cervical dislocation to euthanize
the mice. Rapidly immerse the body in 70% ethanol to

disinfect and avoid microbial contamination.
4. Rapidly dissect out the tibias and femurs.

5. Using a scalpel, cut away the epiphyses of the ankle side

end for the tibia and of the hip side end for the femur.

6. Immerse the bones for one second in 70% ethanol before

immersing them in DMEM medium containing 1% PSG.

2. Marrow dissociation and Lin- cells isolation

NOTE: This part of the protocol is performed under a laminar
flow hood. For one culture, all the wells are part of the
same experiment and cannot be considered as independent
biological replicates. The cells from all mice are pooled
together to ensure the homogeneity of all the wells and to
be able to compare them to each other while eliminating
possible inter-individual variability. For independent biological

replicates, the culture must be repeated.

1. Place the bones in a Petri dish and rise them twice in
sterile Dulbecco's phosphate-buffered saline (DPBS) to

remove potential contaminants.

2. Prepare DMEM - 1% PSG in a 50 mL tube.
NOTE: Provide 2 mL of DMEM - 1% PSG per mice used

for the experiment.

3. Filla5 mL syringe equipped with a 21-gauge needle with
DMEM - 1% PSG.

4. Holding the bone with forceps, introduce only the bevel
of the needle at the knee side end.
NOTE: The knee side epiphysis should remain intact
from the dissection, leaving a small cavity in its center
through which to insert the needle. The remaining
epiphysis will maintain the bone attached to the needle
during flushing. Be careful not to introduce more than the
bevel in the bone as it might squash and damage the

marrow.

5. Quickly press the syringe plunger to flush the marrow out
into a 50 mL tube.
NOTE: To avoid splashes and facilitate the marrow flush

and liberation place the free end of the bone on the tube

Copyright © 2021 JoVE Journal of Visualized Experiments
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10.

11.

wall, immersed in DMEM - 1% PSG. In practice, a volume
between 500 pL and 1 mL is generally sufficient to expel
the marrow from the bone. When the marrow has been
totally expelled, the bone has become white. In case the
marrow has not been totally expelled from the diaphysis
as judged by some remaining red color, it is possible to

repeat the flush with fresh medium.

Repeat steps 2.4. and 2.5. for all bones, refilling the 5 mL
syringe with DMEM - 1% PSG if necessary.

Use the same 5 mL syringe with the 21-gauge needle to
transfer the total volume of medium containing flushed
marrow into round bottomed 10 mL tubes.

NOTE: Itis not absolutely necessary to switch to a round
bottomed 10 mL tube but it makes it easier to proceed
to the following dissociation steps. Do not hesitate to
change syringe and/or needle if risk of contamination is

suspected.

Proceed to cell dissociation by aspirating and expelling
the medium and marrow cells successively two times
through a 21-gauge needle, three times through a 23-
gauge and once through a 25-gauge needle.

NOTE: Avoid air bubbles as it may be detrimental for the

cells.
Transfer the suspension into 15 mL tubes.

Measure cell number and check the viability using an
automated cell counter or a cell chamber for manual
counting in the presence of trypan blue to exclude dead

cells.

Centrifuge the 15 mL tubes for 7 min at 300 x g. Using
a 1 mL transfer pipette, carefully pipette out and discard

the supernatant.

12

13.

14.

15.

16.

17.

18.

Isolate stem and progenitor cells by negative
immunomagnetic sorting using a mouse hematopoietic
cell isolation kit.

NOTE: The aim of this cell sorting is to retrieve the cells
that are negative for all the selection antibodies (CD5,
CD11b, CD19, CD45R/B220, Ly6G/C(Gr-1), TER119,
7-4) and therefore to eliminate the cells that are already

engaged in a differentiation lineage other than the

megakaryocytic one.

Following the kit instructions, resuspend the cellular
pellet in freshly prepared M medium (PBS with 2% of the
final volume of fetal bovine serum (FBS), EDTA 1 mM)

to a concentration of 1 x 108 cells/mL and distribute the
suspension in round bottomed 5 mL polystyrene tubes to

a maximum volume of 2 mL.

Add to the polystyrene tubes: normal rat serum at a
concentration of 50 puL/mL as well as the biotinylated
antibody mix (CD5, CD11b, CD19, CD45R/B220, Ly6G/
C(Gr-1), TER119, 7-4) at a concentration of 50 pL of mix
per mL and homogenize by gently flicking the tubes.

NOTE: These antibodies will bind to cells already

engaged into a differentiation pathway except the

megakaryocytic pathway.
Incubate the tubes on ice for 15 min.
Add streptavidin-coated magnetic beads at a

concentration of 75 yL/mL and homogenize by gently

flicking the tubes.
Incubate again on ice for 10 min.

If necessary, adjust to a final volume of 2.5 mL per tube

with M medium.

Copyright © 2021 JoVE Journal of Visualized Experiments
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19. Homogenize the suspension by gently flicking the tube  25.

just before placing them, without their caps, inside a
magnet and wait for three minutes.

NOTE: The cells already engaged into a differentiation 26
pathway and coated with magnetic beads will be retained

on the wall of the tube inside the magnet.

20. Invert magnet and tube to transfer the tube content into
a new round-bottomed 5 mL polystyrene tube.
NOTE: Do not take the tube out of the magnet for the
transfer; it is done by inverting the magnet with the tube
still in. Use a steady movement and do not shake the

tube.

21. Discard the initial tube containing undesired magnetic-
labeled cells and place the new one, without its cap, in

the magnet for three more minutes.

22. Proceeding as in step 2.20, transfer the isolated Lin-
cells into a new 15 mL tube.
NOTE: If several 5 mL polystyrene tubes have been
used for the previous steps, pool all the cells in the
same 15 mL tube. The cells recovered after the cell
sorting are hematopoietic stem cells and progenitors.

The presence of thrombopoietin (TPO), the major

Prepare one tube per condition with the appropriate
volume of cell suspension and centrifuge at 300 x g for

7 min.

. For liquid cultures, discard the supernatant and

resuspend the cell pellet in complete culture medium
(DMEM, PSG 1% of the final volume, FBS 10% of
the final volume, hirudin 100 U/mL, TPO 50 ng/mL) to

achieve the final concentration of 2 x 10° viable cells/mL

(equalto 1 x 10° cells per 500 uL well). Incubate the cells
at 37 °C under 5% CO2. (= day 0 of culture)

NOTE: See the next paragraph for methylcellulose
cultures As an example, to prepare complete culture
medium for one well, use 435 pL of DMEM, 50 pL of
100% FBS for 10% final, 5 pL of 100% PSG for 1% final,
5 pL of 10 000 U/mL for 100 U/mL final and 5 pL of 5
pg/mL TPO for 50 ng/mL final. 4-well or 24-well culture
plates are typically used as their well diameter is a good

fit for the 500 pL needed per well.

3. Cell embedding in methylcellulose hydrogel

NOTE: Please note that the following protocol describes the

method to obtain a single well of hydrogel cell culture, adapt

10 to the number of wells needed.

physiological regulator of megakaryopoiesis '~, will
direct the cell differentiation toward the megakaryocytic

cell line.

23. Measure the Lin— cell number and viability as in step

2.10.

24. Calculate the required volume of cell suspension to

centrifuge in order to have 1 x 10% viable cells x Well 2.
Number, Well Number being the number of wells to seed

per condition.

Thaw 1 mL aliquots of 3% methylcellulose stock solution
at room temperature. Prepare one separate extra aliquot
of methylcellulose for syringe coating.

NOTE: At a concentration of 3%, methylcellulose

remains liquid at room temperature (20-25 °C).

Coat a 1 mL Luer lock syringe equipped with an 18-
gauge needle with methylcellulose by drawing 1 mL of
methylcellulose from the extra aliquot. Totally expel the

methylcellulose.

Copyright © 2021 JoVE Journal of Visualized Experiments jove.com
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NOTE: This coating step ensures that the volume of

methylcellulose collected in step 3.3 is exact.

With the same syringe and needle but using a new
methylcellulose aliquot, draw the appropriate volume of
methylcellulose (Figure 2A).

NOTE: To achieve a final concentration of 2%
methylcellulose in a final volume of 500 uL per well, 333

uL of 3% methylcellulose is required.

Cautiously remove the needle. Using sterilized forceps,
screw a Luer lock connector onto the end of the syringe

(Figure 2B-C).

Attach a second, non-coated, 1 mL Luer lock syringe
to the Luer lock connector in order to connect the two
syringes together (Figure 2D).

NOTE: There is no need to coat this second syringe.

Equally distribute the methylcellulose volume between
the two syringes (Figure 2E) and put them aside until
step 3.11.

Prepare the concentrated DMEM culture medium so as
to obtain in the final methylcellulose volume (step 3.11)
a concentration identical to the one of the liquid culture
medium for each compound (PSG 1% of the final volume,
FBS 10% of the final volume, hirudin 100 U/mL, TPO 50
ng/mL).

1. Prepare 167 pL of concentrated culture medium per

final well of 1 x 108 cells. This volume of medium
is calculated so as to obtain a final methylcellulose
concentration of 2%. The total volume in the well will
be 500 uL (167 uL of cell suspension in concentrated
culture medium + 333 uL of methylcellulose) and all
the components will have a concentration identical

to that in liquid wells.

10.

11

12

13.

14.

2. Asanexample, to prepare complete culture medium
for one well, use 102 pL of DMEM, 50 pL of 100%
FBS for 10% final, 5 pL of 100% PSG for 1% final,
5 pL of 10 000 U/mL for 100 U/mL final and 5 pL of
5 pg/mL TPO for 50 ng/mL final. It gives a volume
of 167 pL used to resuspend the cells and with the
addition of 333 pL of methylcellulose the final volume

will be 500 pL.

After completing the centrifugation step 2.26, discard

the supernatant and resuspend the cell pellet in the

concentrated culture medium at a ratio of 1 x 10°% cells

per 167 pL.

Take back the syringes and disconnect one of them from

the connector.
Pipette 167 uL of the cell suspension.

Add the cell suspension directly into the syringe
connector (Figure 2F), making sure not to introduce air
bubbles.

NOTE: While adding the cell suspension, slowly draw
the syringe plunger simultaneously to free some space

for the cell suspension.

Carefully reconnect the two syringes (Figure 2G) without
losing any suspension in the screw thread.

NOTE: Prior to the reconnection, draw the plunger in
order to leave the connector half empty and let enough
space for the second syringe to connect without the

suspension overflowing.

Slowly homogenize the methylcellulose medium with
the cell suspension with ten back-and-forth plunger

movements between the two syringes (Figure 2H).

Draw the total volume into one syringe and disconnect

the two syringes, leaving the connector on the empty one.

Copyright © 2021 JoVE Journal of Visualized Experiments
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15. Empty the content of the syringe into a well of a 4-well

plate (Figure 2lI).

16. Incubate the cells at 37 °C under 5% CO2 (= day 0O of

culture).
NOTE: Itis possible to prepare two methylcellulose wells
with one pair of syringes. Increase by two the volume

of methylcellulose and the volume of cell suspension

to have 2 x108 cells. After completing step 3.13.
distribute the volume equally between the two syringes
to have 500 pL in each of them. Disconnect them and
empty the one without the connector in a culture well.
Reconnect the syringes to transfer the volume from the
one that kept the connector to the other. Disconnect
the syringes, the one with the 500 pL should not have
the connector attached, and seed the cells in a second
culture well. The 3% methylcellulose is purchased as a
stock solution in Iscove's Modified Dulbecco's Medium
(IMDM) while concentrated cells are suspended in
DMEM. Comparative tests have been initially done to
make sure that this mixed medium had no impact on the
outcome of the experiment, especially compared to the

liquid culture in 100% DMEM.

4. Cell Resuspension for Proplatelet Analysis

NOTE: Analysis of the capacity to form proplatelets has to
be performed under comparable conditions between liquid
and methylcellulose grown megakaryocytes. The physical
constraints exerted by the methylcellulose hydrogel inhibit
proplatelet extension. Therefore, methylcellulose-grown cells
are resuspended in fresh liquid medium on day 3 of
culture to allow them to extend proplatelets. Methylcellulose
hydrogel is a physical hydrogel that is easily diluted upon
liquid medium addition. Importantly, to avoid artifacts from

resuspension and centrifugation, cells in the control liquid

medium condition have to be treated simultaneously in
the same way as methylcellulose-grown cells. Refer to the

schematic representation of the experiment (Figure 1).

1. Prepare 10 mL of DMEM - 1% PSG preheated at 37 °C

in a 15 mL tube for each well to resuspend.

2. Cautiously resuspend the cells from each well in the 10
mL of DMEM - 1% PSG.
NOTE: Gently do several up-and-down movements to
dilute the methylcellulose completely. For the liquid wells
make sure to collect all the cells deposited at the bottom

of the well.
3. Centrifuge the tubes 5 min at 300 x g.

4. Meanwhile prepare complete culture medium (DMEM,
PSG 1% of the final volume, FBS 10% of the final volume,
hirudin 100 U/mL, TPO 50 ng/mL).

NOTE: At this step each well is retrieved to be diluted by
half, therefore prepare 1 mL of complete culture medium

per well.

5. Discard the supernatant and resuspend the cell pellet in

1 mL of culture medium for each tube.

6. Reseed 500 uL of cell suspension per well in a 4 or 24-
well plate and incubate at 37 °C under 5% CO2.
NOTE: From one initial well, obtain 2 wells for proplatelet
visualization in duplicate. Please note that as these
duplicates originate from the same sample they cannot

be considered as independent replicates.

7. 24 hours after reseeding, on day 4 of culture, randomly
acquire 10 images per well using bright field microscopy
and the 20x objective.

NOTE: The cells tend to group at the center of the well,
make sure not to have too many cells on the field as

it may render proplatelet visualization and quantification

Copyright © 2021 JoVE Journal of Visualized Experiments
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difficult. Make sure to capture at least 5 megakaryocytes

per field.

8. Count the total number of megakaryocytes and
of megakaryocytes extending proplatelets in each
image and calculate the proportion of megakaryocytes
extending proplatelets.

NOTE: The quantification is not automated; perform
cell counting manually. Counting can be facilitated by
the use of the cell counter plugin of Imaged to click on
the cells in order to mark them as they are counted. 10

fields acquired per well and wells in duplicate represent

approximately 150-300 megakaryocytes per condition.

5. Cell fixation and retrieval for future analyses

CAUTION: This protocol uses fixatives which must be

handled under a fume hood, wearing protective equipment.

NOTE: The aim is to maintain intact the gel constraints applied
on the cells until they are fully fixed. Therefore, and regardless
of the fixative used, it must be added in the well on top of the
methylcellulose, without disturbing the gel. The same protocol

is applied to liquid cultures.

1. Add a volume of fixative solution equal to the seeded
volume (500 pL in this protocol), on top of the
methylcellulose without disrupting the gel. Wait for the
appropriate time according to the fixative used (at least
10 min).

NOTE: The fixative diffusion throughout the gel should
be very rapid as revealed by a rapid change in
the gel color (from pink to a yellow-orange shade).
Paraformaldehyde (8% in DPBS, 500 pL per well) is
usually used for immunolabeling, while glutaraldhehyde
(5% in cacodylate buffer, 500 yL per well) is used for

electron microscopy analysis.

2. Using a P1000 pipette gently do several up-and-
down pipettings with the fixative and the gel so as to

homogeneously dilute the methylcellulose.

3. Using the same pipette and tip, transfer all the volume
from the well into a 15 mL tube containing 10 mL of DPBS

and homogenize.

4. Centrifuge the mixture at 300 x g for 7 min.
NOTE: A second wash step might be needed to eliminate

all the methylcellulose

5. Discard the supernatant and resuspend the

megakaryocyte pellet in the appropriate medium

according to the desired analysis (immunolabeling,

flow cytometryg, electron microscopy ...) (for electron
microscopy see also the paper method "In situ
exploration of the major steps of megakaryopoiesis using

transmission electron microscopy" in this JOVE issue).

Representative Results

Data obtained using this protocol were originally published in

Blood in 2016°.

According to the protocol, the cells were seeded in either
liquid or methylcellulose hydrogel medium. Cells in liquid
medium have all sedimented at the bottom of the well,
in contact with the stiff plastic surface and sometime with
other cells. In contrast, cells embedded in methylcellulose
hydrogel are distributed homogeneously in the gel and are
isolated from neighboring cells (Figure 3A). Methylcellulose
gel at a final concentration of 2% very slightly increases the
mean megakaryocyte diameter compared to the liquid culture
(Figure 3B), in accordance with the higher reported ploidyg.

By contrast, increasing methylcellulose concentration by

Copyright © 2021 JoVE Journal of Visualized Experiments
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0.5% impairs megakaryocyte differentiation as shown by a

smaller mean diameter (Figure 3B).

A noticeable difference in megakaryocyte ultrastructure is
observed between megakaryocytes differentiated in liquid
culture and those differentiated in vivo within the bone
marrow. A characteristic feature of mature megakaryocytes
is a complex intracytoplasmic membrane network, the
DMS (Demarcation Membrane System) which serves as
a reservoir for the membrane of the future platelets.
In mature megakaryocytes the DMS organizes to form
intertwined membrane sheets which occupy most of the
cytoplasm. By transmission electron microscopy (TEM), they
appear to be closely apposed and delineate cytoplasmic
territories (Figure 3C upper panel) (for the TEM procedure,
see the paper method "In situ exploration of the major
steps of megakaryopoiesis using transmission electron
microscopy" in this same JOVE Issue). In liquid culture, DMS
membranes have mostly the appearance of small round,
oval, or elongated vesicles without delimitation of cytoplasmic
territories (Figure 3C middle panel). By contrast, 2%

methylcellulose culture promotes the organization of the DMS

in a majority of megakaryocytes, with membranes closely
apposed and delimiting cytoplasmic territories, resembling
the one in situ (Figure 3C lower panel). This result indicates
that the 2% methylcellulose hydrogel culture allows for
better megakaryocyte differentiation due to the mechanical

constraints of the environmental medium.

After cell transfer into liquid medium at day 3, megakaryocytes
begin to extend proplatelets after 4 h 9, Figure 4 shows
the quantification of the proportion of megakaryocytes having
extended proplatelets 24 h after resuspension in liquid milieu.
Ten images were randomly acquired per well, using bright
field microscopy and the 20x objective (Figure 4A). The
quantification was performed blindly and manually using the
cell counter plugin on Fiji (ImageJ) (Figure 4B). Because
these are primary cell cultures, there is an inter-experiment
variability but the protocol remains robust and offers a
good reproducibility. In the liquid pre-culture condition, the
proplatelet proportion should be between 10% and 20%
whereas this proportion is doubled for the hydrogel pre-

culture.
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Figure 1. Schematic representation of the whole process. Bones are dissected out, marrow is flushed out and cells

mechanically dissociated. Stem and progenitor cells of interest (Lin- cells) are isolated by an immunomagnetic negative

sorting procedure and seeded in either liquid or hydrogel medium (day 0). At day 3 of culture (which in total represents a

duration of 4 days), both conditions are resuspended in separate fresh liquid culture milieu. This second culturing step is

carried out from day 3 until day 4 of culture. The proportion of MKs extending proplatelets is measured at day 4 of culture.

For visual clarity, one cell is schematized per well. The blue circle is depicting a single cell with its nucleus in purple. In the

final step, both MKs are represented with proplatelet. The proportion of MKs forming proplatelets varies depending on liquid

or methylcellulose pre-culture. Please click here to view a larger version of this figure.
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Figure 2. Cell embedding in methylcellulose hydrogel. After pre coating the syringes wall, (A) draw the appropriate
volume of methylcellulose; (B, C) disconnect the needle and screw a connector onto the syringe; (D) push the
methylcellulose halfway through the connector and attach a second syringe; (E) distribute equally the methylcellulose
between the two syringes and disconnect them; (F) add the cell suspension to the syringe bearing the connector; (G)
reconnect the two syringes; (H) homogenize by pushing the whole volume from one syringe to the other a few times; (I) seed

the cells by expelling the whole volume into a culture dish. Please click here to view a larger version of this figure.
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In vitro: liquid culture FWW -
4 L_

Figure 3. Megakaryocyte characteristics according to culture condition. (A) Representative images of megakaryocytes
at day 3 of culture in liquid (left panel) or 2% methylcellulose hydrogel medium (right panel). Scale bar = 50 ym (B) Mean
diameter of megakaryocytes grown in liquid medium, or in 2% or 2.5% methylcellulose hydrogel. Results are expressed as
the mean £ SD in 3 independent cultures, with a total of at least 100 megakaryocytes examined. *, P<0.05, ***P < 0.0001,
using 1-way analysis of variance (ANOVA) with Bonferroni's multiple comparison test. (graph adapted from Aguilar et al.
2016) (C) Schematic view (left) and representative electronic microscopy images (middle) of murine megakaryocytes; right
panels, close up views from the white squares (scale bar = 5 ym for the middle electronic microscopy images and 2 um for
close up views). Upper panels are in situ megakaryocytes, middle represents megakaryocytes grown in vitro in liquid culture
and lower panels are megakaryocytes grown in 3D methylcellulose hydrogel. These data were originally published in Blood

Journal, DOI10.1007/978-1-4939-8585-2_9°. Please click here to view a larger version of this figure.
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Figure 4. Representative results of proplatelet quantification. (A) representative images of megakaryocytes at day 4

of culture. Cells were incubated three days in liquid (left) or 2% methylcellulose hydrogel medium (right) followed by one
day of resuspension in liquid medium. Black arrows indicate megakaryocytes extending proplatelets. (Scale bar = 50 pm).
(B) Representative quantification data of proplatelet formation. Proplatelet formation quantified at day 4 for megakaryocytes
previously pre-cultured from day 0 to day 3 in liquid or 2% methylcellulose hydrogel medium. Results are expressed as the
% of megakaryocytes extending proplatelets (mean + SD) and are from 3 independent experiments, with a total number

of megakaryocytes examined per condition >750 (t-test, p = 0.0023). The mean proportion of megakaryocytes extending
proplatelets is 16% in liquid condition and 39% for the methylcellulose hydrogel pre-culture. This result corresponds to the
previously demonstrated and published effect of hydrogel pre-culture that increases proplatelet formation compared to liquid

condition. Please click here to view a larger version of this figure.

Discussion the cells does play a role in their behavior, emphasizing
In the previous decade, mechanobiology has raised more and Wis impatishos Te. suiy how megakeryocyies Sanss End

; : ; ; respond to extracellular mechanical cues. It is challenging
more interest in many areas of biology. It is now commonly

acknowledged that the mechanical environment surrounding G\ EGEUTSIY mEERUD e SHSER o 1 bone martow

tissue in situ'!, especially if we consider the hematopoietic
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red marrow as it is located inside trabecular bones in large
mammals while the more easily accessible marrow from
the diaphysis is composed essentially of adipocytes (yellow
marrow)12. In the case of an isolated marrow from mice,
where diaphysis contains essentially red marrow, another
issue is that, once extracted from the bone, the tissue
does not remain cohesive. However, Shin and collaborators
managed to measure mouse diaphysis marrow stiffness
using atomic force microscopy and found a value of Emarrow
= 0.3 £ 0.1 kPa, which places the marrow among the softest

tissues®.

The interest of the procedure described here is to compare
megakaryocyte behavior in liquid medium to that in the
hydrogel. In liquid milieu, cells have all sedimented at the
bottom of the well, in contact with the stiff plastic surface
and sometime with other cells. In contrast, cells embedded
in methylcellulose hydrogel are distributed homogeneously
in the gel and are fully isolated from the other cells
(Figure 3A). Hence they are submitted essentially to
mechanical cues provided by the confinement, excluding
juxtacrine communication. Paracrine stimulation cannot be
totally excluded. Nonetheless, the cells embedded in the
methylcellulose hydrogel are distant from one another
contrary to the situation in the bone marrow and we can thus
assume that if secreted substances reach neighboring cells,

they might be very diluted.

The method is easy to set up and does not require specific
skills. Methylcellulose is a physical gel whose polymer
chains form non-covalent cross-linkages. Being liquid at
low temperature, it jellifies when increasing the temperature
(please see the article from Aguilar et al. 20169 for more
information about the characterization of the mechanical

properties of the gel). This gel state can be easily reversed

following dilution in aqueous solution, which enables an easy

recovery of the cells, whether fixed in gel or as live cells.

A critical factor here is the stiffness of the hydrogel.
The appropriate methylcellulose volume should be very
precisely dispensed as even a small change in the hydrogel
concentration can have an important impact on the stiffness
of the milieu and therefore on megakaryocyte maturation.
For instance, it was previously shown that increasing
methylcellulose concentration from 2 to 2.5% increased
gel stiffness (Young's modulus) by 10 fold. One possible
pitfall is that there is no easy quality control to verify
precise rheological properties of the methylcellulose in each
experimental well once it has been seeded with cells.
Nonetheless, an essential criterion that will reassure about
a correct gel concentration is the proper maturation of the
megakaryocytes within the hydrogel, as reflected by their
large size roughly similar to that in liquid medium. A decrease
in their mean diameter could reflect a defective differentiation
similar to what occurs when increasing stiffness with 2.5%

methylcellulose (Figure 3B).

Another limitation of the method is that cell recovery from
the hydrogel takes more time than in the classical culture
as it is necessary to first dilute the gel before centrifugation.
If methylcellulose needs to be totally removed, for instance
to obtain cell lysate for further western blot or RNA isolation
procedure, an additional washing step may be required,
during which time modifications may occur in proteins or RNA

(protein dephosphorylation, RNA degradation...).

A critical point to consider in the procedure is the cell count
that has to be equal in each conditions. This is not that trivial
since in the liquid culture, cells tend to sediment at the bottom
of the well and some of them adhere on the plastic surface,

which is not the case for cells in suspension in hydrogel.
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One pitfall is an incomplete collection of the cells in the liquid
condition, resulting in a different cell content between "liquid"
and "hydrogel" condition after suspension in liquid medium
at day 3. Such a difference may lead to discrepancies in the
final data. As a checkpoint, a cell numeration can be done at
this stage before reseeding the cells. It is preferable to do it
manually using a Nageotte hemocytometer as it is especially

appropriate for larger cells such as megakaryocytes.

As for any primary cell culture, there is a possible risk
of contamination. Contamination is the most probable
explanation to an unusually low proplatelet proportion
in methylcellulose pre-culture condition, as a small
contamination appears more difficult to detect than in liquid
medium. Therefore, it can go unnoticed until proplatelet
quantification, leading to misleading results. Good laboratory
practices must be strictly observed especially during
methylcellulose cell encapsulation that requires numerous
and precise manipulations of syringes and connectors. The
megakaryocyte viability should also be checked with Trypan

blue using a Nageotte cell chamber for manual counting

before reseeding at day 3.

Overall, the protocol provided here describes an in vitro model
for comparison between classical liquid culture and a 3D
culture using methylcellulose hydrogel. Of note, this culture
protocol is described for mouse primary Lin™ cells and has not
yet been adapted to human cells. This 3D model is a useful
tool to investigate the impact of the mechanical environment
on megakaryocyte behavior and maturation®. It is also
possible to add compounds in the culture (even on the gel)
to study the influence of drugs on megakaryocyte behavior/
maturation and proplatelet formation. Finally, by reproducing

the mechanical constraints that cells may encounter in the

bone marrow, this culture system allows for the investigation

of abnormal phenotypes that could not be observed in
classical liquid cultures as previously showed for Myh9

knockout megakaryocytes®: 13:14
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« Cytoskeletal-based mechanisms differently regulate in vivo and in vitro
proplatelet formation »

INTRODUCTION

Les plaquettes proviennent des mégacaryocytes via I'extension de proplaquettes dans les
vaisseaux sinusoides de la MO. In vivo le processus d’extension des proplaquettes differe de celui
observé in situ en culture. Cette différence souléve la problématique suivante : les mécanismes mis
en avant in vitro s'appliquent-ils de fagcon identique in vivo ? Dans le cas de la culture in vitro, il a été
démontré que les microtubules ainsi que l'actomyosine ont un réle majeur dans la formation,
I'allongement et la structure des proplaquettes de culture (cPPT). Dans ce travail auquel j’ai participé,
nous avons évalué leurs réles respectifs chez des souris vivantes en observant I'allongement des
proplaquettes dites natives (nPPT) en temps réel au sein de la moelle via la technique de microscopie

biphotonique.

Les données obtenues indiquent que la croissance des proplaquettes natives de souris
sauvages (« wild type » (WT)) est entrecoupée de phases de pause et de rétraction. L'utilisation de
souris inactivées pour le géne de la myosine-IIA, souris Myh9-/-, a mis en évidence que I"absence de
myosine-IIA abolit ces rétractions, avec pour conséquence une vitesse d’allongement doublée. Par
ailleurs, de précédents travaux ont établi que les mégacaryocytes de souris déficientes en tubuline-
B1 sont quasiment incapables d’étendre des proplaquettes in vitro, et les rares extensions formées
sont morphologiquement anormales (Schwer et al., Curr. Biol. 2001). Or nos résultats in vivo révelent
une morphologie et une croissance normales des nPPT dans ces souris, méme si elles sont diminuées
en nombre, suggérant un role différent des microtubules in vivo et in vitro. Une autre différence
observée entre in vivo et in vitro est la distribution cytoplasmique des microtubules. Dans les cPPT ils
sont organisés en un faisceau courant le long de I'axe de la proplaquette. Cette organisation n’est pas
retrouvée dans les nPPT in situ, ol les microtubules ne sont pas fasciculés et apparaissent répartis de
maniére hétérogene. Chez les souris WT, la dépolymérisation des microtubules induite par I'injection
de vincristine entraine la rétraction totale des proplaquettes. En revanche, la vincristine n’empéche
pas la croissance des proplaquettes dans les souris Myh9-/-, suggérant qu’en absence de forces de
contraction, la proplaquette est capable de s’allonger indépendamment de la présence des
microtubules En conclusion, nous montrons que le cytosquelette est différemment impliqué dans la
formation des proplaquettes in vitro et in vivo. Les données suggerent qu’in vivo les microtubules
joueraient non pas un réle moteur mais un réle de soutien en s’opposant aux forces contraires
exercées par I'actomyosine. La croissance des proplaquettes in vivo résulterait ainsi d’'un équilibre
entre des forces de rétraction via l'actomyosine et des forces protrusives, en partie

hémodynamiques, qu'’il reste a déterminer.
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ABSTRACT

latelets are produced by bone marrow megakaryocytes through
Pcytoplasmic protrusions, named native proplatelets (nPPT), into

blood vessels. Proplatelets also refer to protrusions observed in
megakaryocyte culture (cultured proplatelets [cPPT]) which are morpho-
logically different. Contrary to cPPT, the mechanisms of nPPT formation
are poorly understood. We show here in living mice that nPPT elongation
is in equilibrium between protrusion and retraction forces mediated by
myosin-IIA. We also found, using wild-type and B1-tubulin-deficient
mice, that microtubule behavior differs between cPPT and nPPT, being
absolutely required in vitro, while less critical i vivo. Remarkably, micro-
tubule depolymerization in myosin-deficient mice did not affect nPPT
elongation. We then calculated that blood Stokes’ forces may be sufficient
to promote nPPT extension, independently of myosin and microtubules.
Together, we propose a new mechanism for nPPT extension that might
explain contradictions between severely affected cPPT production and
moderate platelet count defects in some patients and animal models.

Introduction

Blood platelets are key elements of hemostasis for the prevention of bleeding and
are produced by a unique mechanism. They arise from megakaryocytes (MK), spe-
cialized cells in the bone marrow."” Upon differentiation from hematopoietic pro-
genitors, MKs undergo endomitosis, leading to a giant cell, whose cytoplasm is filled
by a highly developed intracellular membrane network called the demarcation
membrane system (DMS).? At a mature stage, MK lie adjacent to the bone marrow
sinusoid vessels and initiate cytoplasmic protrusion through the vessel wall. These
protrusions further elongate inside the blood circulation, attached to their mother
cells. These extensions are named proplatelets (PPT) and are fueled by the DMS that
acts as a membrane reservoir to allow PPT growth.* Once inside the blood stream,
PPT are released into the circulation as large fragments that have been proposed to
further remodel in downstream organs to release bona fide platelets, small anucle-
ated MK fragments having a discoid shape.***

The first PPT term was proposed following in situ scanning electron microscopy
(SEM) observation of “long intrasinusoidal "proplatelet” processes which originate
from the cell body of extravascularly located megakaryocytes”.” Later on, in vivo
observations by time lapse imaging in living animal confirmed the morphology of
PPT as elongated protrusions in wild-type (WT) mice under physiological condi-
tions.”** The same denomination was also given to the cytoplasmic MK extensions
in culture or in bone marrow explants.*"** Yet, the morphology of PPT observed in
vitro strongly differs from that observed in situ/in vivo. Early in vitro observations of
marrow explants®*®'*** and later of progenitor-differentiated MK in culture”**' sim-
ilarly recorded PPT presenting branched thin shafts (1-4 um in diameter) leading to
an entanglement of PPT surrounding the MK body."* These morphological differ-
ences between these two types of MK extensions raise the possibility that the
mechanisms at stake could as well differ between in vitro cultured PPT (hereafter
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referred as cPPT) and in vivo generated native PPTs
(referred as nPPT).

While the mechanisms governing cPPT extension i vitro
have been well documented, no study has clearly evaluat-
ed the in vivo cytoskeleton-based mechanisms regulating
the extension of nPPT. Based on in vitro experiments, sever-
al cytoskeletal elements have been identified as playing a
major role.”” Inside cPPT, the microtubules are organized
as linear bundles of mixed polarity running along the shaft
and ending as a coil in the cPPT bud, prefiguring the
platelet marginal band.”””** Incubating MK in vitro in the
presence of microtubule depolymerizing drugs prevented
de novo cPPT extension”*? and retracted already
formed cPPT.""*' More recent work suggests that the slid-
ing property of microtubules, rather than their proper poly-
merization, is the primary driver of cPPT extension."* On
the other hand, actin has been proposed to play a role in
the branching process since F-actin depolymerization
reduces the number of bifurcations,"” while myosin activity
decreases the extension of cPPT and has no impact on their
morphology except on the bud size.””

In the present study we examined whether the mecha-
nisms previously described in vitro also apply to the nPPT
by genetically and pharmacologically manipulating
cytoskeletal key components. We show that in the bone
marrow of living mice, the previously in vitro described
mechanism governing nPPT extension differs from the
previously one described i vitro.

Methods

For details see the Online Supplementary Appendix. This study
was approved by the Local Ethical Committee and experiments
were performed according to the Agreement for Experimentation
released by the French government (Agreement numbers:
2016090911005304 and 2018061211274514).

Intravital imaging

Intravital imaging was performed with either mT/mG;Pf4-cre
mice” or following MK and nPPT staining by intravenous injec-
tion of an AF488-conjugated anti-GPIX antibody derivative.”
Two- photon microscopy was performed by observation of skull
bone marrow as described.” Anesthetized mice where observed
for a maximum of 3 hours (h), during which time one to four
nPPT could be recorded.

In vitro proplatelet formation

Bone marrow experiments were performed as described.” In
vitro liquid culture of Lin- mouse progenitors was performed as
described previously.™

Immunofluorescence and confocal observations

Bone marrow experiments were performed as described.”
In vitro liquid culture of Lin” mouse progenitors was performed
as described previously.”

Results

Distinct morphologies between in vivo native
proplatelets and in vitro cultured proplatelets

As already shown by others,*””**'** nPPT extending
into bone marrow sinusoids are unbranched and elongat-
ed protrusions that appear mostly larger than cPPT. nPPT
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extensions can be observed in situ in fixed tissues by
GPIbp immunolabeling or SEM (Figure 1Ai-iii, see also
Figure 4C), clearly showing the slightly bulbous aspect of
their ends (Figure 1A, ii and iii inset). As also previously
shown by others, two-photon microscopy observations
in living animal confirmed this elongated morphology,
sometimes irregular with constriction zones, which
extend over long distances (Figure 1Bi-iii; Omnline
Supplementary Video S1-3; Online Supplementary Figure
S1A). nPPT were rarely found to segment at their extrem-
ities, but rather broke off as long fragments subsequently
further remodeled into individual platelets (Online
Supplementary Figure S1B).

In contrast, the morphology of cPPT appears highly dif-
ferent. Using various microscopy techniques, cPPT
observed in vitro, either from cultured MK or cultured mar-
row explants, present a regular thin shaft terminated by a
bud (Figure 1Ci-iii). The cPPT shaft diameter is four-times
smaller than the shafts measured on nPPT (Figure 1D),
notwithstanding the different microscopy techniques used
for their observations. The cPPT bud diameter is twice the
size of the cPPT shaft (Figure 1D, left panel). Furthermore,
the cPPT buds are already discoid as clearly visible by SEM
(Figure 1Cii, arrows), prefiguring the future platelet, con-

These data that essentially confirm previous observa-
tions by others are presented for comparison purposes as
these important PPT morphological differences between
in vitro and in vivo observations suggest that the underlying
mechanisms might be different. We therefore evaluated
the role of the cytoskeleton in the dynamics of nPPT for-
mation.

In vivo native proplatelet elongation dynamics are
regulated by myosin IIA that opposes driving forces

As observed in vivo by two-photon microscopy, nPPT
elongation is a dynamic and irregular process which pro-
ceeds through elongation periods interspersed with
pause and retraction phases as exemplified in Figure 2A
(red and blue traces) (see also the Online Supplementary
Figure S2B for more tracings), resulting in high variability
in elongation speed (Online Supplementary Figure S2A).
We hypothesized that this irregular behavior resulted
from opposing forces exerted by the cytoskeleton and
that the myosin contractile cytoskeleton was a likely
contributor. We previously showed that Myh9” mice had
a quantitative defect in cPPT formation in the explant
marrow model, with fewer MK extending PPT which
were also less complex compared to WT mice.” Here
using intravital microscopy, we were nevertheless able to
find Myh9” extensions within sinusoids (Figure 2B).
However, in contrast to WT nPPT, myosin-deficient
cytoplasmic processes elongation occurred without any
pause or retraction phases as exemplified in Figure 2C
(Online Supplementary Figure S2C). Furthermore, the elon-
gation speed was twice as high as that seen in WT nPPT,
which might be explained by the absence of pauses and
retractions (Figure 2D). Interestingly, Myh9” cPPT were
longer and thinner (Figure 2 E-F). Their mean length was
increased by 49% in Myh9”compared to WT nPPT and
the shafts were 28% thinner. These findings suggest that
myosin IIA, by increasing intracellular tension, renders
the cytoplasmic extensions less stretchable and partici-
pates in the pauses and retractions observed under nor-
mal conditions.

In vivo proplatelet formation -
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Figure 1. Native proplatelets generated in the bone marrow in vivo are morphologically different from cultured proplatelets. (A) Representative images of in situ
bone marrow native proplatelets (nPPT): GPIbB immunolabeling and confocal observation of a 30 um-thick bone marrow section showing a portion of a long nPPT
extending from the mother megakaryocyte (MK) (*) (i), and detail of a bulbous nPPT end (ii); images are 3D rendering using LASX software. (iii), several elongated
nPPT (arrows) observed in a sinusoid vessel by scanning electron microscopy (SEM). Inset, magnification showing a bulbous nPPT end. Note the various nPPT shaft
widths. Representative of at least three mice. (B) In vivo nPPT: z-projection images from time-lapse experiments showing the various morphologies of nPPT (arrows)
extending within the bone marrow (BM) sinusoids. nPPT and MK are in green, sinusoid vessels are in red. Representative of at least 20 mice. (C) Representative
images of in vitro cultured proplatelets (cPPT): cPPT produced by MK differentiated in culture from mouse BM progenitors, visualized by bright field microscopy at
the bottom of the culture well before fixation (i) or after paraformaldehyde-fixation and SEM observation (ii); (iii), cultured proplatelets (cPPT) extending in vitro from
a BM explant, observed by phase contrast microscopy. (D) Scatter plot representing cPPT shaft and terminal bud widths from explant BM measured on phase contrast
images (left) (30-50 cPPT per group, data pooled from two individual BM explants) or nPPT shaft and terminal bud widths from in vivo recordings (right). Mean +
standard error of the mean from 18 to 28 values, pooled from 14 mice. Statistics analyzed using Mann-Whitney comparison test.
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B1-tubulin deficiency prevents proplatelet formation extend protrusions in vitro in a bone marrow explant assay
in vitro but not in vivo (Figure 3A, upper panel) and only rare abnormally short

Among other key cytoskeletal elements, microtubules and compact extensions were observed following in vitro
have been shown to play an essential role in the dynamics  differentiation of bone marrow progenitors (Figure 3A,
of cPPT. In order to determine their role in vivo, we used lower panel inset), confirming previous results in fetal
mice deficient in B1 tubulin (Tubb1”), the major B tubulin  liver-derived MK.*

isoform in platelets. MK from Tubb1” mice were unable to In situ, examining the Tubb1” bone marrow by immuno-
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Figure 2. Myosin regulates
native proplatelet elongation
speed. (A) Normalized native
proplatelet (nPPT) length (%)
of three independent wild-type
(WT) mice plotted over time,
showing regular elongation
(black line, max length=282.1
pum), pauses between elonga-
tion phases (blue line, max
length=151.2 um) or pause
and retraction phases
between elongation phases
(red line, max length =85.6
um). Representative of nPPT
from at least 10 WT mice. (B)
Two z-projection images show-
C D ing long, thin nPPT in Myh9”

bone marrow sinusoids

© 100+ (arrows). Dotted lines repre-
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length=221.2 um; red line,
max length=132.7 um; blue
line, max length=98.5 um).
(D) nPPT elongation speed.
Data are 12 nPPT pooled from
eight WT mice and 12 nPPT
pooled from five Myh9” . (E)
nPPT length. Data are 25
nPPT from 14 WT mice) and
13 nPPT from five Myh9

mice. (F) nPPT width close to
the base of PPT. Data are 28
nPPT from 19 WT mice and 17
nPPT from eight Myh9” - mice.
(D-F) Bar graphs represent the
mean + standard error of the
mean; P-values were calculat-
ed using Mann-Whitney test.
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Figure 3. Strong discrepancy between in vitro cultured proplatelet formation and in vivo native proplatelet formation in Tubb1”" mice. (A) Upper panel, explant bone
marrow culture experiment. Representative phase contrast images and quantification of the percent of megakaryocytes (MK) presenting with cultured proplatelets
(cPPT) after 6 hours of culture showing total absence of Tubb1” MK with protrusions (0%) while 55% of wild-type (WT) MK extended cPPT (mean + standard error of
the mean [SEM], n=3 independent experiments). Lower panel, MK forming PPT after 4 days of Lin" progenitor culture. Representative bright field images and quan-
tification of the percent of MK presenting with cPPT (mean + SEM, n=4 independent experiments). Inset, rare Tubb1” MK forming abnormal cPPT without shaft exten-
sions. (B) Estimation of the nPPT formation capacity in situ by calculating the ratio of PPT fragments over the total number of MK observed in 30-um thick marrow
sections. Bars are mean + SEM of three to four independent marrow sections from two mice, representing 374 and 687 MK for WT and Tubb1”", respectively. (C)
Two z-projection images of in vivo Tubb1” native proplatelets (nPPT). Dotted lines delimit the sinusoids. Representative of at least 12 nPPT from five mice. (D) nPPT
elongation speed. Data are mean + SEM of 16 nPPT pooled from eight WT mice and 12 nPPT pooled from four Tubb1” mice. (E) nPPT length. Data are mean + SEM
of 25 nPPT pooled from 14 WT mice and 16 nPPT pooled from five Tubb1” mice. (F) nPPT width. Data are mean + SEM of 28 nPPT pooled from 19 WT mice and 16
nPPTs pooled from five Tubb1” mice. Bar graphs represent the mean + SEM; all data analyzed using Mann-Whitney test. ns: not significant.
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Figure 4. Microtubules are differentially distributed along proplatelets in situ compared to in vitro. (A) i-ii: cultured proplatelets (cPPT) from wild-type (WT) megakary-
ocytes (MK) differentiated in culture for 4 days, labeled with an antibody against « tubulin. iii: microtubule bundles within the cPPT shaft and coils in the bud (inset),
observed by scanning electron microscopy (SEM) after the removal of the membrane by treatment with Triton X-100. (B) Confocal images of a nascent native pro-
platelets (nPPT) within bone marrow 30-um thick sections revealing an absence of microtubule bundle organization (antibodies against o tubulin in green) and
F-actin (phalloidin labeling, in magenta). Dotted lines represent sinusoid vessel. Note the presence of an nPPT transversally sectioned (arrow) in the sinusoid, again
lacking microtubule bundles. (C-E) In situ bone marrow nPPT immunolabeling with antibodies against a tubulin (green) and GPIbp (magenta). (C) 3D visualization of
z-stack (30 um thick) showing parts of three entangled nPPT after GPIbf labeling, denoted PPT,, PPT, and PPT,. Tubulin labeling was discontinuous being weak to
absent in certain portions of the nPPT. For example, labeling becomes weaker in the upper part of the longest nPPT (PPT,) (orange arrowhead). Tubulin labeling in
the thinnest nPPT (PPT,) was hardly visible in our settings (orange arrow). Marginal band of platelets (yellow arrowheads) and mitotic spindles (yellow arrows) were
well labeled denoting well-preserved microtubules. (D-E) Confocal single-plane images at higher magnification showing nPPT portions. Note that the microtubules
are not arranged longitudinally. (B-E) Representative of four wild-type (WT) femur bone marrow from two mice.
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labeling, we found that the number of MK was increased
by around 75% compared to the WT mice (Online
Supplementary Figure S3A), probably as a compensatory
response to the thrombocytopenia (Online Supplementary
Figure S3B). Tubb1” mouse MK were able to extend protru-
sions in marrow sinusoids, although we found a 45%
decrease in the number of nPPT extensions compared to
WT nPPT, in agreement with the decreased number of cir-
culating platelets (Figure 3B; Ounline Supplementary Figure
S3B). Tubb1” nPPT exhibited a fully normal morphology
(Figure 3C) with a surprisingly normal elongation speed
(Figure 3D) and a fully normal mean length and width
(Figure 3E-F). These results indicate that while the absence
of an essential tubulin isoform almost totally abrogates
PPT formation in vitro, it partially affects the number of
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PPT in vivo but not their elongation speed. Overall, this
points to different mechanisms contributing to PPT exten-
sion when considering the in vivo situation with a less cru-
cial importance of microtubules compared to i vitro.

Microtubules are non-uniformly distributed in
proplatelets in vivo

Another difference between in vivo and in vitro was
observed by looking at the cytoplasmic distribution of
microtubules. Within cPPT obtained in vitro, microtubules
are organized into a bundle running along the shaft as pre-
viously described"” and as illustrated in Figure 4A. We then
explored their organization in situ under conditions that
preserved microtubules as denoted by the intact marginal
band of platelets and mitotic spindles in marrow cells (see
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Figure 5. Vincristine infusion leads to shrinkage of preformed wild-type native proplatelets. A) Representative z-projection time-lapse images showing an native pro-
platelets (nPPT) before and after vincristine administration (1 mg/kg). (B) Length of individual nPPT plotted as a function of time before and after 1 mg/kg vincristine
administration. Seven mice analyzed. (C) Scatter plot of nPPT length difference during a 10-minute observation showing elongation in the absence of vincristine and
retraction following vincristine injection (from 0.5-10.5 min). Seven mice were analyzed for each condition. (D) Measurement of the difference in width close to the
base during a 10-minute window showing small positive or negative variation in the absence of vincristine (left) and increasing width following vincristine injection
(right). Seven mice were analyzed. (E) Doubling the vincristine dose administration accelerates nPPT shrinkage. Seven mice were analyzed. All data analyzed using
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on Figure 4C yellow arrowheads and arrows). As shown in
Figure 4B (left, arrowhead), microtubules were not organ-
ized as bundles but aligned roughly parallel in the direction
of the extension in nascent nPPT. This different micro-
tubule organization suggests a different role in the process
of nPPT extension. Of note, strong F-actin labeling was
observed laterally at the site of transmigration, indicating
also the importance of this cytoskeleton in this first step
(Figure 4B, middle). Focusing on later stages in the elongat-
ed nPPT, we observed that again, unlike i vitro, the micro-
tubules were not arranged in large bundles running along
the extension, and microtubules were not longitudinally
aligned in parallel but were found in various non-uniform
orientations along the nPPT (Figure 4B arrow; Figure 4C-E;
especially compare Figure 4Aii with Figure 4B-C which
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In vivo proplatelet formation -

have the same scale). As seen in Figure 4C showing a three-
dimensional (3D) view of three portions of intertwined
nPPT, the labelling was not always constant, being some-
times decreased (Figure 4C left, orange arrowhead) or even
absent (Figure 4C left, orange arrow), suggesting few
microtubules and mainly non-polymerized tubulin. Hence
the difference between the in vivo and in vitro role of micro-
tubules in the process of MK extension is further illustrated
by the difference in microtubule organization/distribution
within nascent and elongating nPPT compared to cPPT.

Administration of vincristine leads to shrinkage
of preexisting wild-type proplatelets

In a second approach, and because Tubb1” mice com-
pensate the B1 tubulin deficiency by overexpressing B2
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Figure 6. Myh9”" native proplatelets still elongate after vincristine administration. (A) Representative z-projection time-lapse images showing Myh9” protrusions
before and after vincristine administration. (B) Measurement of protrusions length in Myh9”'mice before and after 2 mg/kg vincristine administration plotted as a
function of time. Note that some Myh9-/- protrusions could not be recorded after 4.5 minutes since they escaped the observation field. Six mice were analyzed. (C)
Measurement of the difference in length during a 4-minute window (0.5-4.5 minutes post 2 mg/kg vincristine injection), showing retraction in wild-type (WT) mice
and elongation in Myh9” mice. Seven WT mice and six Myh9” mice analyzed, using Mann-Whitney statistical analysis. (D) Immunolabeling of bone marrow sections
from Myh9” mice injected with vincristine (1 mg/kg) 10 minutes prior to the removal of the femurs and fixation of the bone marrow, showing the absence of micro-
tubule labeling in a long protrusion (arrow). Left, Magenta labeling showing GPIbf; center, green labeling showing a tubulin; images represent a 3D view. Right panel,
3D representation of the megakaryocytes (MK) extending the nPPT obtained by image segmentation and 3D reconstruction with AMIRA software.
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* and B5 tubulin isotypes,® we pharmacologically depoly-

merized microtubules within preformed nPPT.
Microtubule depolymerization was induced during the
course of nPPT elongation by injecting the microtubule-
destabilizing drug vincristine into WT mice (1 mg/kg). At
this dose, vincristine induces depolymerization of micro-
tubules from the marginal band of circulating platelets and
from marrow cells in the extravascular compartment
(Online Supplementary Figure S4; Online Supplementary
Figure S5). Time-lapse recordings showed that the majori-
ty of preformed nPPT underwent shrinkage within 10
minutes after vincristine administration as illustrated in
Figure 5A and Online Supplementary Video S4, and quanti-
fied in Figure 5B-D. Most nPPT progressively became

shorter (Figure 5A-C) and increased their thickness, espe-
cially at their base (Figure 5D). In some cases, the shrank
fragments were captured on time-lapse recordings while
they were released into circulation. Doubling the vin-
cristine dose (2 mg/kg) accelerated PPT shrinkage to as
early as 2 minutes after drug administration (Figure SE).
These results indicate that the microtubule cytoskeleton is
required to maintain the nPPT elongated morphology
once it is formed.

Microtubules are dispensable for Myh9”" proplatelet
elongation

Given that myosin IIA is required for the retraction
phases observed in WT nPPT, we investigated whether
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Figure 7. Proplatelets are under the influence of blood flow. (A) Z-projection time-lapse images show-
ing relaxation of three native proplatelets (nPPT) after cessation of blood flow due to cardiac arrest of
the mouse, revealing the presence of three nPPT (indicated by the white, yellow and blue arrows).
Observed in three mice. (B) Z-projection showing the anastomosis of the sinusoid vessels in the skull
bone marrow. Arrows indicate the flow direction illustrating the complexity of the flows in sinusoids.
(C) Detail of a sinusoid bifurcation leading to inverse flows (opposed red and blue arrows). The flow
velocity in each portion of the vessel as a function of time is plotted on the graph (red line, left side;
blue line, right side), showing phases of stasis, accelerations and decelerations. (D) Time-lapse
images of an nPPT in the same bifurcation as in (C), oscillating according to the flow direction. (E)
Graph showing the platelet velocities measured in vessels where nPPT were recorded (mean + stan-
0 dard error of the mean, nine mice). Note the large variations.
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the shrinkage observed after injection of vincristine was
dependent on myosin contractility. Again, we previously
controlled that microtubules from AMyh9” mouse platelets
and MK were sensitive to vincristine-induced depolymer-
ization (Online Supplementary  Figure S4;  Online
Supplementary Figure S5). Strikingly, no PPT shrinkage
occurred after vincristine administration in Myh9” mice,
rather the protrusions continued to elongate so rapidly
that they often disappeared from the observation field
within 10 minutes (Online Supplementary Video S5; Online
Supplementary Figure S6). Increasing vincristine dose to 2
mg/kg did not modify this surprising behavior, as again
none of the Myh9” protrusions retracted, and elongation
continued (Figure 6A-C).

Examination of the bone marrow sections by immuno-
fluorescence microscopy showed that Myh9” nPPT, like
their WT counterparts, do not present a unique micro-
tubule bundle (Online Supplementary Figure S7, to compare
to Figure 4D-E). Treatment with vincristine did not prevent
the observation of long GPIbf-positive protrusions despite
the lack of visible microtubules (Figure 6D, arrow). These
data indicate that the shrinkage following microtubule
depolymerization is dependent on active myosin IIA.

Altogether these data show that in the absence of
myosin IIA, microtubules were totally dispensable for
nPPT elongation, indicating that elongation can be promot-
ed by other driving forces, independent of microtubules.

Stokes’ forces can contribute to native proplatelets
elongation

Driving forces contributing to the elongation process
could originate from blood flow. This hypothesis was ini-
tially supported by the observation that cessation of blood
flow induced the relaxation of already preformed three
nPTT that extended in the same flow line (Figure 7A;
Online Supplementary Video Sé), showing that blood flow
maintains nPPT under tension.

Flows in sinusoids are complex due to the intricate anas-
tomosis of the vasculature (Figure 7B). This was evidenced
during the monitoring of platelet movements inside ves-
sels of living mice as in some cases areas of inverse flows
were observed (Figure 7C; Online Supplementary Video S7).
In these areas, nPPT were tossed from one branch of a ves-
sel to another, without PTT detachment (Figure 7D;
Online Supplementary Video S8). Since they remain attached
to the stationary MK in the bone marrow, nPPT are sub-
mitted to the fluid force of the flowing blood all along
their shafts and buds. Assuming the nPPT end as a sphere,
the force can be calculated using the Stokes’ formula
F=6mLV where L is the radius of the sphere, V the veloc-
ity of the fluid and n the viscosity. The Stokes’ force
applied to the nPPT end was estimated based on the dis-
placement of circulating platelets, recorded in vessels
where nPPT were extended (V=213 pm/s (range: 24-488)
(Figure 7E). The nPPT end having a mean radius of 4 um
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Figure 8. The proposed model depict-
ing the cytoskeletal-based differ-
ences between in vivo and in vitro

proplatelet formation. In cultured
proplatelets (cPPT) generated in vitro,
initiation and elongation depend
essentially on the microtubule
cytoskeleton organized as linear bun-
dles along the PPT shafts and ending
as a coil (1), already prefiguring the
marginal band of the future platelets,
while F-actin would promote branch-

ing. In vivo, the initiation of native pro-
platelets (nPPT) formation takes
place in the marrow and depends on
both actin and microtubule cytoskele-
tons (2). During nPPT elongation in
the sinusoid circulation, microtubules
do not form a unique bundle but are
mostly isolated and play a critical role
to counteract myosin-based nPPT
retraction (3), while drag forces con-
tribute to the protrusive forces. The
released elongated nPPT fragments
are further remodeled in the down-
stream microcirculation resulting in
the final circulating platelets, possibly
through microtubule-based mecha-
nisms similar to in vitro mechanisms
(4). DMS: demarcation membrane
system.
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(L) and the apparent viscosity 1 of the blood in microves-
sels varying from 2-4x10° Pa.s,*** the Stokes’ force is
approximatly 30-60 pN on the bud. This value can be con-
sidered as the minimal force as the Stokes’ force is also
applied all along the nPPT shaft. It is known from the lit-
erature that a force around 20-50 pN is usually required to
extend membrane nanotubes in cells including blood cells
such as neutrophils or erythrocytes.”* Hence the force
exerted by the blood flow on the whole nPPT would be
high enough to substantially contribute to nPPT exten-
sion.

Discussion

In this study we evaluated the mechanisms of nPPT for-
mation as it occurs in vivo inside bone marrow sinusoid
vessels. We found that the mechanisms differ from those
taking place in order to produce cPPTs under in vitro condi-
tions, especially with regards to the relative implication of
two main cytoskeletal components, i.e., microtubules and
myosin. We show that the non-continuous nPPT elonga-
tion process resulting from pause and retraction phases
resulted from myosin ITA. MK are known to activate
myosin IIA in response to local increase in shear.*’* Blood
flow within sinusoid vessels presents heterogeneous shear
stresses ranging from zero to 10 dyn/cm’*™* generating
forces that are sufficient to trigger cellular mechanotrans-
duction in endothelial cells.* Hence, depending on the
flow forces, transient myosin activation could increase
membrane tension to preserve its integrity. Conversely, a
decreased myosin IIA activity would increase membrane
compliance and stretching, promoting thinner and longer
protrusions such as observed in Ayh9” mice. Another
hypothesis could be that myosin-promoted pauses serve
to slow down the extension process in order for DMS to
propetly enter the nPPT. In favor of this hypothesis, we
observed in situ that myosin-deficient nPPT contain very
few DMS membranes compared to WT ones (Online
Supplementary Figure S8), which could also explain the
thinner morphology of these Myh9” nPPT.

Unexpectedly, the microtubule behavior was found to
differ between nPPT and cPPT. This was first revealed in
Tubb1” mice in vivo. Although the number of MK extend-
ing nPPT was decreased, in agreement with the moderate
thrombocytopenia, their morphology and elongation
speed were fully normal. This was in stark contrast to the
almost total inability of Tubb1” MK to form cPPT in vitro.
These findings are a further indication that the defects of
Tubb1” mice are exacerbated in vitro and they are clear evi-
dence of mechanistic differences between the two envi-
ronments.

Given these observations, we hypothesize that MK
extensions generated in vivo are less dependent on micro-
tubules than anticipated from cPPT produced in vitro. We
observed that microtubules were present in the nascent
nPPT, although not organized in bundles, as also previous-
ly mentioned in an earlier work.® Their presence however
suggested that they might still play a role in nPPT initia-
tion, in agreement with the decreased number of Tubb1”
nPPT observed in situ. In vivo, the precise intracellular
mechanisms controlling the initiation and transmural pas-
sage of nPPTs are still unknown. The first step of nPPT
extension, which initiates in the marrow stroma and in
the absence of blood forces, might require higher protru-

sive forces to push against the endothelial barrier com-
pared to liquid culture. It is most probable that both
F-actin and microtubule cytoskeletons jointly play a role
as we also observed strong F-actin accumulation in MK at
the site where the nascent nPPT cross the vessel wall
(Figure 4B). This F-actin accumulated in structures resem-
bling shoulder-like structures which could correspond to
the fibrillary-rich collars previously observed by Behnke
and Forer and could be an anchorage point for facilitating
the initial protrusion.® At this stage, whether micro-
tubules directly contribute together with F-actin to pro-
mote the initial pushing force for the transmural passage,
or whether they are indirectly required to organize vesi-
cle/organelle transport to bring essential components or
play a role as information carriers for F-actin is not
known.*

Upon subsequent nPPT growth inside sinusoids, we
observed a non-uniform distribution of microtubules
inside elongated nPPT which clearly differs from the
microtubule bundles uniformly lining the cPPT shafts and
ending as coils observed in vitro. Although we were
beyond the resolution limit to see microtubule arrange-
ment in areas of strongest nPPT constriction in situ, these
were clearly observed as unbundled in larger areas, in
agreement with early observations by Behnke mentioning
random arrangement in large clumps of MK cytoplasm
released in sinusoids in situ.® Radley and Scurfield also
observed in situ that microtubules were aligned in constric-
tion zones but splayed out on either side of the constric-
tion.” These results confirm and extend those recently
published by Brown et al. showing by tomography that
in situ, microtubules were individual and randomly distrib-
uted in MK protrusions.* Hence all the above data point to
a different mechanism depending on whether MK extend
protrusions in vitro or in vivo. However, microtubules are
clearly important for maintaining the elongated nPPT
structure in WT mice. This was evidenced here after
inducing in vivo microtubule depolymerization on pre-
existing nPPT.

A much unexpected observation in Vyh9” mice was the
continuous growth of MK protrusions within sinusoids
even when microtubules were depolymerized by vin-
cristine. This indicated that under conditions where con-
tractile forces are weakened, abrogating nPPT retraction,
elongation of protrusions is still occurring. Hence, inside
the blood vessels, microtubules would be less crucial for
nPPT elongation. Isolated microtubules have a low push-
ing force in the range of 3-4 pN, while it has been demon-
strated that organization in bundles increases their force-
generating capacity in an additive fashion.”* While in vitro
microtubule bundles could conceivably be the primary
driving force for elongation, this is different in vivo where
the essential role of microtubules would be to act as a
backbone to transport constituents and to prevent and
counteract myosin-mediated nPPT retraction. Of note,
Tubb1” platelets do not present abnormalities in their
granule distribution (see the Omnline Supplementary Figure
S3C) contrary to knockout mice having actomyosin
impairments,”* showing that partial microtubule content
is sufficient to promote normal organelle transport into
the maturing MK and the nPPT.

Our finding then raised the question of the force pro-
moting MK fragment elongation in vivo. Our data suggest
that the main motor for nPPT elongation may come from
hemodynamic forces. The importance of blood flow was
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previously noted by data showing increased cPPT elonga-
tion velocity under flow compared to static conditions,"
and from our observations that nPPT always align in the
direction of flow, especially visible upon inverse flows
(Online Supplementary Video S8) or when flow stopped
(Online Supplementary Video Sé; Figure 7). Even with low
blood flow velocities as in sinusoids, ranging from about
ten to several hundred um/s** (Figure 7E), we calculated
that the Stokes’ force exerted on the nPPT end would be
sufficient to stretch the membrane.”* The same force,
applied all along the PPT shaft, would further increase the
overall driving force and promote its extension. Taking
into account the fact that DMS fuses with the plasma
membrane all along the nPPT shaft as shown by Brown et
al.,* this continuous membrane replenishment most prob-
ably considerably decreases membrane tension as demon-
strated in other systems,™” thus even further lowering the
forces required for nPPT elongation.

Our findings do not exclude a key role of microtubules
in the final platelet formation. We may speculate that this
final nPPT remodeling into barbell platelets and final
platelets could occur through microtubule-based mecha-
nisms, similar to those previously established in liquid cul-
ture,*"" leading to microtubule coils prefiguring the margin-
al band. In favor of this idea, Lefrangais ef al. recently pub-
lished some videos of free MK fragment remodeling in
lung vessels that produced extensions strikingly resembling
branched cPPT extended by MK in culture.” In addition, we
could observe that in situ barbell platelets and free nPPT
fragments share a microtubule organization similar to cPPT
including microtubules coils (personal observation and *).

It is apparent from the present work added to earlier
data, that the cytoplasmic processes of MK are structurally
different in vivo and in vitro due to the different mecha-
nisms leading to their extension. The question then arises
as to the respective nomenclature of these extensions.
Should the term PPT be used for extensions within the
bone marrow or for the extensions observed in in vitro sys-
tems, or even for MK fragments released into the circula-
tion and which are truly “pro”-platelets¢ Defining distinct
nomenclatures for each of these structures might help to
get a clearer picture of thrombopoiesis in pathophysiology
compared to the in vitro platelet production process. We
propose that large MK fragments extended in vivo are
named “nPPT” for native PPT, as opposed to “cPPT” for
cultured PPT present in vitro.

We therefore propose a model for the nPPT formation
in the bone marrow that differs from the one established
in vitro. In vivo, while microtubules may contribute to the
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initial cytoplasmic extension of the nascent nPPT, they
appear to be far less important for the elongation process
once the nPPT is inside the blood flow. Microtubules
rather play a role as a backbone to prevent nPPT retrac-
tion mediated by actomyosin contraction. nPPT elonga-
tion per se could proceed through blood drag forces that
stretch nPPT plasma membrane as it is fueled by the
DMS. We propose that this in vivo mechanism which
occurs in the native and complex marrow environment, is
bypassed in the liquid culture conditions. The in vitro
microtubule-based mechanisms previously described
potentially takes place at a later second time point, once
nPPT have been released inside the blood circulation
(Figure 8). Taken together, these data may explain why in
some cases, strong discrepancies were observed between
the capacity to extend cPPT, quantified i vitro, compared
to the moderately decreased circulating platelet
count.*** Our work may thus help to understand the
mechanisms of thrombocytopenia in patients especially
when mutations occur in cytoskeletal proteins.
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« Loss of confinement promotes proplatelet formation through activation of
mechanosensitive Trpv2, Trpv4 and Piezo receptors »

INTRODUCTION

Les mécanismes impliqués dans le processus de formation des plaquettes ne sont encore
entierement élucidés aujourd’hui. En particulier, I'étude des roles des signaux mécaniques et de la
mécanotransduction associée a été négligée dans ce domaine. Pourtant, ce processus entraine des
changements radicaux en termes de contraintes extracellulaires auxquelles les MK sont exposés. La
différenciation et la maturation de ces derniers se font dans un environnement hautement confiné et
avant de permettre I'extension proplaquettaire, la protrusion initiale est soumise a de fortes
déformations membranaires lorsqu'elle traverse les pores transendothéliaux, pour finalement
atteindre I'environnement sanguin non confiné. Seules quelques études indiquent que les MK sont
capables de réagir aux changement mécaniques environnementaux. Le laboratoire a montré
précédemment que les MK confinés dans un hydrogel 3D n’étendaient pas de PPT. Une fois le
confinement levé par le réensemencement des MK dans un milieu liquide, I'extension des

proplaquettes a lieu avec une efficacité deux a trois fois supérieure par rapport a la culture liquide.

La mécanotransduction nécessite la perception des signaux mécaniques par des récepteurs
mécanosensibles. Les canaux ioniques mécanosensibles étant connus pour jouer un réle important
dans la perception du confinement et des étirements de membrane, nous avons cherché a identifier
leurs roles possibles dans le processus de formation des proplaquettes lors de la perte de

confinement.

L'utilisation d’'un modele ex vivo d'explant de moelle et d’un modéle de culture 3D de
confinement / déconfinement, a tout d’abord indiqué que la formation de proplaquettes est tres
fortement altérée en absence de calcium extracellulaire indiquant son importance critique dans le
processus. Des approches pharmacologiques ainsi que ['utilisation de souris KO ont permis
d’identifier les canaux TRPV4 et TRPV2 ainsi que, plus modestement, les récepteurs Piezo comme des
acteurs mécanosensibles importants de la formation des proplaquettes lorsque les MK passent d'un
environnement confiné a non-confiné. Ces résultats indiquent que les signaux fournis par
I'environnement mécanique constituent une partie importante des mécanismes qui contrélent le

processus global de biogenese des plaquettes.
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Introduction

A daily production of 10 blood platelets is needed to prevent bleedings. Platelets are produced by
megakaryocytes (MKs), giant cells that arise from hematopoietic stem cells following steps of
differentiation and maturation taking place in the bone marrow 2. Mature MKs are in contact with
sinusoid vessels®, where they orchestrate the formation of platelets by first extending a cytoplasmic
protrusion through the endothelial barrier®*. Once in the blood flow, the nascent protrusion elongates,
sometimes over several hundred um*®, a structure referred as proplatelet. Once detached from the
mother cell, proplatelets are ultimately remodeled by fragmentation into proper platelets in the
downstream microcirculation *7#. The molecular mechanisms involved during the whole process are

still poorly understood, as attested by the low yield of in vitro platelet production®.

Especially, as MK grow well in liquid medium as non-adherent cells, the role of mechanical cues and
associated mechanotransduction in platelet production has not been thoroughly tested. Yet, in vivo,
radical changes in terms of extracellular constraints occur during the course of platelet biogenesis. MKs
differentiate and mature in a highly confined environment and at final stages becomes sandwiched
between hematopoietic cells in the stroma and the endothelial barrier of sinusoid vessels. The initial
protrusion is subject to strong membrane deformations as it squeezes through narrow
transendothelial pores during transmigration, and finally reach the unconfined blood environment*.
We previously showed that MKs confined in 3D inert hydrogel were prevented to extend
proplatelets’. Once the confinement is relieved by reseeding MKs in liquid medium, proplatelet
extension can take place reaching a two to three-fold higher efficiency compared to MKs grown in
liquid culture, indicating a positive influence of extracellular constraints on MK differentiation and

maturation®®.



Mechanotransduction is initiated by sensing the mechanical cues by mechanosensitive (MS)
receptors'’'2, These extracellular cues are then converted into intracellular signaling, allowing the cells
to adapt rapidly to their new mechanobiological environment. MS ion channels are among the largest
family of mechanoreceptors able to react to mechanical constraints applied on the plasma membrane,
such as stretching, shear stress, pressure or tension'*!2, Platelets and MKs have been proposed to
express a number of MS Ca?* channels, including Piezo and transient receptor potential vanilloid (TRPV)
receptors'®!*, The Piezo and TRPV receptor families are mechanically activated ion channels with high
affinity for calcium, which however present distinct mechanotransduction profiles that may be also
cell-type specific'>*®, Piezo receptors are directly activated by mechanical pressure, shear stress or
membrane stretching °. Among the six members of the thermal sensing Trpv receptor subfamily,
Trpv2 and Trpv4 are polymodal receptors that have also been linked to mechanosensing, responding
directly or indirectly to shear stress, membrane stretching and hypotonic cell swelling?®>?3, To date,
very few data, if any, are known regarding the role of MS ion channels in MK biology and platelet
formation. One only study have found that Trpv4 is involved in stiffness sensing upon MK adhesion
onto collagen 1V, leading to integrin B1 internalization®®. In particular, we do not know whether and
how these channels play a role upon changes of confinement during the process of proplatelet

formation, independently of extracellular matrix-integrin engagement.

We herein set to decipher the role of mechanosensitive calcium channels in the process of proplatelet
formation upon loss of confinement. We confirmed the presence of Piezo receptors in mature mouse
MKs, as well as the presence of Trpv2 and Trpv4, and using an ex vivo model of marrow explant and a
3D culture model of confinement, we present evidence that both Trpv receptors, and to a lower extent
Piezo receptors, are required for an optimal proplatelet extension by MKs upon loss of extracellular

constraints.



Materials and Methods

Materials and Methods

Materials

Dapi, Permafluor, DMEM medium, penicillin, streptomycin and glutamine were from Invitrogen
(Cergy-Pontoise, France). Recombinant human TPO (rhTPO), fetal bovine serum (FBS) and the mouse
hematopoietic progenitor (Lin’) cell enrichment kit were purchased from Stem Cell Technologies
(Vancouver, Canada). Recombinant hirudin rHV2-Lys47 (r-hirudin) was kindly provided by Transgéne
(Strasbourg, France). Methylcellulose was from R&D (Minneapolis, Minnesota, USA). The Trpv4
antagonist GSK2193874, the Trpv4 agonist GSK1016790A the Trpv2 antagonist SET2, Ruthenium Red

and Gadolinium were from Tocris (Bio-Techni SAS, Noyal Chatillon sur Seiche, France).

Mice

Animal experiments were conducted in accordance with European law and the recommendations of
the ethical committee of the Etablissement Frangais du Sang (EFS) regarding animal care and
agreement for experimentation obtained from the French government. All mice used for the
experiments (male or female) had a C57BL/6 background and were 2 to 4 months old. WT mice were
purchased from Charles River (L’Arbresle, France). The Trpv4” strain was kindly provided by Miguel
Valverde’s Laboratory of Molecular Physiology, Department of Experimental and Health Sciences,
Universitat Pompeu Fabra, (Barcelona, Spain). The floxed Piezol and Piezo2 mice were obtained from
the Jackson Laboratory. They were crossed together and with mice expressing the cre recombinase
under the control of the Pf4 promoter to obtain mice with inactivation of both Piezol and Piezo2 in

the MK lineage?*?® (named hereafter Piezo1/27" mice).



MK culture and proplatelet quantification

Mouse bone marrow Lineage-negative cells (referred to as Lin™ cells) were cultured as described
previously?®. Bone marrow cells were flushed from femurs and tibias from 8- to 12-week old male
C57BI/6 mice and successively passed through 21-, 23- and 25-gauge needles. The cells were spun
down and nucleated cells were counted. Cells were pelleted at 300g for 7 min and resuspended at
1x108 cells/ml in PBS supplemented with 2% (v/v) FBS and 2 mM EDTA to perform the negative
selection, according to the recommendations of the manufacturer (Stem Cell Technologies). The Lin~
population was adjusted to 2x10° cells/mL in DMEM containing 2 mM I-glutamine,
penicillin/streptomycin, 10% FBS, 50 ng/mL TPO and 100 U/mL hirudin (complete medium). For culture
in MC gels, cells were encapsulated in the gel at room temperature as described'®?’. Cultures were
performed in 4-well tissue culture plates using 500 pL of cell suspension in liquid medium or MC gel
(2%) per well and were incubated at 37 °C under a 5% CO, atmosphere for up to 3 days to obtain
mature MKs. To visualize and quantify MK forming proplatelets, cells were recovered from the gels
after 3 days of culture by dilution of the MC gel, centrifugation and resuspension of the cell pellet in
twice the initial volume of complete liquid medium and re-seeded in 24-well plates (500 pL/well)1%?7.
As a control, cells grown in liquid medium were recovered, resuspended and reseeded in the same
manner. The proportion of MK forming proplatelets was determined 24 h after resuspension by
counting the bottom of the wells, in a blind manner’®?. In some cultures, and except mentioned
otherwise, reagents were added to the medium on day 3 for 30 minutes prior to the dilution of the
gel, during the resuspension of the cells, as well as during the following 24h culture in the liquid

medium.



Bone marrow explant and proplatelet quantification.

For bone marrow explant experiments, marrows were flushed out of mouse femurs and cut into 0.5
mme-thick transverse sections. Sections were incubated in culture chamber up to 6h in Tyrode's
albumin buffer, an iso-osmotic phosphate buffer at pH 7.35 containing calcium (2 mmol/L), magnesium
(1 mmol/L), and glucose (0.1%, w/v) and supplemented with human serum albumin (HSA) (0.35%,
w/v)?, 5% mouse serum and antibiotics (1% PSG). In some cases, the Tyrode’s buffer was deprived of
calcium, and supplemented with vehicle or compound to be tested in a blind manner®.
Megakaryocytes were observed after 3 or 6 h at the periphery of the explant tissue, and the proportion

of MK forming proplatelet is counted blind under the microscope.

Transmission electron microscopy (TEM)

Bone marrow was directly flushed in 2.5% glutaraldehyde and processed for TEM as described®. Cells
embedded in Epon were classically processed. Thin sections were cut, stained with uranyl acetate and

lead citrate and examined under a JEOL transmission electron microscope (TEM).

Statistics.

Data are presented as scatter plot with mean + standard error of mean (sem). Comparison between 2
groups were performed using paired two-tailed Student’s t-test (or unpaired for platelet count
comparisons). Comparison between 3 or more groups were performed using one-way ANOVA with

repeated measures and Newman-Keuls post-tests. *, p<0.05; **, p<0.01; ***, p<0.0001; ns, p>0.05.



Results

Critical role of mechanosensitive calcium channels in proplatelet extension upon loss of confinement

MKs do not extend proplatelets inside the marrow stroma, while once a cytoplasmic protrusion has
entered the sinusoid vessel, it begins to elongate, forming proplatelets’. The bone marrow explant
model mimics some of aspects of this process. In this model, marrow slices are incubated in a culture
chamber and after a few hours, cells have migrated outside the tissue, allowing visualization of large
MKs?*3! (Fig. 1A). Mature MKs are able to extend proplatelets only once they have lost tight contact
with neighboring cells as they reach the outer of the tissue (Fig. 1A). Hence, we hypothesized that this
cellular remodeling is under the control of mechanosensitive mechanisms. To evaluate this hypothesis,
we performed bone marrow explant experiments in the presence of 6 mM EDTA to chelate
extracellular calcium and prevent activation of MS calcium channels. Under this condition, proplatelet
formation was totally abolished, whereas proplatelet formation was observed in 50 to 60 % of the MKs
in the presence of calcium (Fig. 1B). To evaluate whether the total absence of extracellular Ca?* could
have been detrimental for the cell metabolism, we performed the assay under controlled low calcium
concentrations by adding 13 mM citrate to the calcium-containing buffer?®. A dramatic decrease in
proplatelet formation was again observed (Fig. 1C), confirming the requirement for extracellular Ca?*

and suggesting a role for calcium channels.

As a second approach to more distinctly decipher the role of extracellular calcium upon modification
of mechanical cues, we further used a simplified model of 3D culture in methylcellulose (MC) hydrogel
where cells are isolated and confined inside the gel (Fig. 1D). MC is inert vis-a-vis MKs and at the
concentration used, it presents a stiffness around 60 Pa, in the same range as that of the bone marrow
(300 Pa)™. As previously reported, growing hematopoietic progenitors in this 3D MC gel promoted a
higher proplatelet formation once cells are placed back into a liquid medium (Fig. 1D-E)'. Here, we
found that citrate, added to the MC gel during 30 min and upon MKs reseeding in liquid media,

significantly decreased proplatelet formation (Fig. 1E). In contrast, similar addition of citrate had no



impact on cells grown in liquid media (Fig. 1E). Taken together, this suggested the requirement for
extracellular calcium during the transition from the confined milieu towards the liquid one to extend

proplatelets.

As the above data strongly suggested the involvement of MS calcium channels, we next sought to
confirm these observations by selectively blocking MS calcium channels. We used ruthenium red and
gadolinium that are known to have broad inhibition spectra against MS channels. Used in the model
of explant marrow, both chemicals lead to a concentration-response inhibition of proplatelet
formation (Fig. 2A-B). Of note, compared to the low calcium conditions, the inhibition was not
complete. Overall, this suggested that proplatelet formation upon loss of confinement requires the

presence of extracellular calcium, acting in part through the activation of mechanosensitive channels.

Critical role of Trpv4 in proplatelet formation upon loss of confinement.

We next sought to identify the channels that could be involved in inducing or facilitating proplatelet
formation. We first focused our attention on Trpv4, a described stretch-activated MS receptor that
was previously identified in human MKs*3. Having confirmed its presence in mouse MKs (Suppl. Fig.
S1), we evaluated its role by studying Trpv4-deficient mice. We found that proplatelet formation was
decreased by 40% in bone marrow explants from these mice compared to wild type controls (Fig. 3A).
Trpv4 inactivation is not specific of late stages of platelet formation, leaving open the possibility of an
effect in upstream stages. To specifically evaluate the role of this receptor in the late stage where MKs
extend proplatelets, we tested the impact of the Trpv4 antagonist GSK21 at this very moment. GSK21
dose-dependently decreased proplatelet formation in explants in a manner similar to the decrease
observed in Trpv4 ko explants (Fig. 3B). Importantly, at the highest concentration used, GSK21 did not
decrease proplatelet formation further in Trpv4-/- mice, demonstrating its specificity (not shown).

Conversely, GSK101, a Trpv4 agonist, induced a modest but significant increase in the number of



proplatelets (Fig. 3C). Overall, these data strongly suggest that Trpv4 activation positively regulates

proplatelet formation when MKs leave the constraint inhibitory surrounding.

To evaluate its role independently on interactions with matrix or marrow cells, we tested the impact
of Trpv4 blockade or invalidation on in vitro cultured MK, in absence of interaction with matrix
proteins. Similarly to observations with citrate (Fig. 1E), we found that Trpv4 deficiency had no impact
on proplatelet formation from MKs grown in liquid culture (Fig. 3D). In contrast, when MKs were
previously grown in MC gel, Trpv4 deficiency decreased proplatelet formation by half (Fig. 3D). Similar
data were obtained with GSK21 added 30 min before gel liquefaction and during the following 24h of
culture (Fig. 3E). All the above data strongly indicate that Trpv4 favors proplatelet formation upon loss

of confinement via its mechanosensing properties.

An important question is whetherTrpv4 activation is involved at the very final stage of MK maturation
when they are still confined or when MKs are exposed to an unconfined environment. To answer this,
we added GSK21 either during only 30 min before hydrogel liquefaction, or only in the fresh liquid
medium where MKs are reseeded. Interestingly, we found that both conditions led to similar inhibition
of proplatelet formation (Fig. 3F), indicating that its activation is key, irrespective of whether it is
activated inside the gel or once resuspended in liquid medium. Of note, the proplatelets obtained
following Trpv4 inhibition or upon Trpv4 deficiency exhibited a normal morphology, similar to that of

control cells presented in Figure 1A.

As these data show that activation of the Trpv4 receptor is important for optimal proplatelet
formation, provided that they have been differentiated in a constrained environment, we turned to
the mice and evaluated the consequences of Trpv4 deficiency on platelet formation. Bone marrow
MKs, observed by electron microscopy, had a normal morphology and ultrastructure (Suppl. Fig. S2).
Surprisingly, the number of circulating platelets was fully normal (Fig. 3G). This may suggest that some

in vivo compensation occur by other receptors or mechanisms.



Partial redundant role of Trpv2 and Trpv4 receptors in proplatelet formation

Since Trpv2 and Trpv4 belongto the same subfamily and have been described to be mechanosensitive,
we wondered whether Trpv2 could also contribute to proplatelet formation. Using qRT-PCR, we found
that Trpv2 was expressed in mouse MKs at a higher level than Trpv4 (Suppl. Fig. S1). We then evaluated
its role using SET2, a recently described selective Trpv2 antagonist® and observed a dose-dependent
inhibition of proplatelet formation in explant marrows (Fig. 4A). Furthermore, we similarly observed a
50% decrease in PPT formation from MKs grown in 3D (Fig. 4B). Of note, a small decrease was also

noted in liquid culture (Fig. 4B).

We then evaluated whether Trpv2 and Trpv4 could have an additive role. To that aim, we evaluated
the effect of SET2 in Trpv4”" mice using the explant model. We found that blocking both receptors
resulted in an additional impact on proplatelet formation (24%) compared to the absence of Trpv4
(39%) or blockade of Trpv2 alone (37%) (Fig. 4C). Similar observations were obtained by combining

both Trpv2 and Trpv4 antagonists (Fig. 4D), or when using the 3D culture model (Fig. 4E).

Overall, these data clearly show that both Trpv2 and Trpv4 contribute to increase proplatelet

formation when MKs have been differentiated in a confined/constraint environment.

Contribution of Piezo receptors to proplatelet formation

Blocking both TRPV receptors in the explant did not reach the level of inhibition observed with citrate
(<10% proplatelets), suggesting the implication of other receptors. Hence, we evaluated the role of
Piezo receptors as Piezol was recently proposed to be present in human platelets. We first confirmed
the presence of both Piezol and Piezo2 mRNA in mature mouse MKs by in situ hybridization and gRT-
PCR (Suppl. Fig. S3). As there is no available selective Piezo receptor antagonist, we used mice with

selective inactivation of both Piezo1 and Piezo2 in MKs (Piezo1/27) (Suppl. Fig. S3). Absence of Piezo



receptors only modestly, though significantly, decreased proplatelet formation in explant marrow (Fig.
5A). This modest impact of Piezo receptors in our models is in accordance with the absence of
modification in the number of circulating platelets in Piezo1/2”- mice (Fig. 5B). Hence, these data
suggest either a modest role in platelet biogenesis, or almost full compensation by other MS channels.
We checked this latter hypothesis by evaluating the impact of simultaneous blockage of Piezo and Trpv
channels. We observed that Piezo1/27- marrow incubated with a combination of Trpv2 and Trpv4
inhibitors prevented proplatelet formation to a higher extent compared to Trpv2/4 inhibition alone,
strongly supporting the role of Piezo receptors, independently of Trpv2 or Trpv4. Interestingly, when
all 3 channels are nonfunctional, some proplatelets appeared to be morphologically abnormal, with

proplatelet shaft being larger than normal (Fig. 5D).



Discussion

Proplatelets are the obligatory intermediate between MKs and platelets, the final product that aims at
preserving hemostasis. The role of the mechanical environment is poorly understood and we
questioned here the role of mechanical cues in the process of proplatelet formation, when MK switch
from a confined environment towards an unconfined one that is permissive for proplatelet formation.
Here, we found that extracellular calcium was absolutely required for proplatelet extension, at least in

part through opening of MS calcium channels Trpv2 and Trpv4, and to a lesser extent Piezo receptors.

The importance of calcium channels in MK and platelet formation has been poorly documented. Yet,
numerous calcium-permeable ion channels, in addition to Piezo and Trpv2/4, are expressed in platelets
and MK that could contribute to proplatelet formation as well, even independently on mechanical
cues®34 One previous report suggested the involvement of store-operated calcium entry (SOCE) in
regulating megakaryocyte functions, possibly through Oraill or TRP1 channels that are present in
MKs*. Following MK adhesion, ADP is released that initiates phospholipase C and IP3 signaling, leading
to calcium mobilization from intracellular stores that in turn promotes extracellular calcium entry
through SOCE. While the role of TRPC in platelet function is not clear, STIM1 and ORAI1 play important
role in platelet aggregation®®3°. Hence, several calcium channels types may be involved in proplatelet
formation, explaining our observations that low extracellular calcium led to a more dramatic decrease

in proplatelets compared to blocking MS channels.

Only one study reported on a possible role of mechanosensitive channels in platelet formation.
Abbonante and collaborators found that TRPV4 was preferentially activated when human MKs
adhered onto soft 10 MPa surface coated with collagen IV, compared to stiffer 90 MPa surface,
promoting internalization of B1 integrin and proplatelet formation®®. Our present data confirm the
positive role of Trpv4 on proplatelet formation. Beyond a role following adhesion, and at variance with
the study of Abbonante, we show here a role for mechanosensitive channels that is independent of

matrix-integrin interaction. The effects were observed without addition of a matrix protein in the gel



assay and deficiency in integrin B1 does not impact proplatelet formation in liquid or 3D gel (C.L.
personal data). We additionally show that the related Trpv2 channel also positively contributes to the

process, as well as the Piezo receptors.

In human, while no mutation has been identified for TRPV2, numerous mutations have been reported
in TRPV4, causing autosomal dominant metabotropic dysplasia, responsible for several manifestations
which affect the skeletal system and the peripheral nervous system®4!, While these mutations had
not been associated with abnormal platelet count or function, a recent case report documented a
heterozygous de novo variant in Trpv4 (c.1303 G > A, p.E435 K) associated with prolonged
thrombocytosis reaching 3 times the upper limit of normal at the maximum recorded*?. This mutation,
suspected to be a gain-of-function variant, was lethal around 4 months of age. Although the direct link
between the mutation and the thrombocytosis requires further documentation, our data showing
increased proplatelet formation upon Trpv4 stimulation are in favor of a direct relationship. Regarding
Piezo receptors, loss and gain-of-function mutations have been described for Piezol and Piezo2
receptors, without mention of any alteration in platelet count®. This is in accordance with the normal
platelet count in Piezo1/27" mice and our data showing some functional redundancy between the 3

receptors.

Our present data may explain our previous observations showing a higher proplatelet formation
capacity of MKs initially grown in constraint environment compared to liquid culture®. An important
point is that we detected a role of Trpv2 and Trpv4 only when MKs were initially differentiated in a
constraint environment, the bone marrow or the 3D culture. We may hypothesize that the confined
milieu promotes either Trpv2 and Trpv4 overexpression, and/or their preferential redistribution to the
plasma membrane. One key characteristic of Trpv2 and Trpv4 receptors is indeed their trafficking
between the plasma membrane and intracellular compartments®#. Membrane translocation,

allowing activation of the receptor, is mediated by various growth factors but also mechanical cues



that then activate RhoA and PI3K pathways?#*%¢30, Hence, whether and how confinement promotes

MK Trpv2 and Trpv4 upregulation or relocation at the plasma membrane will be further investigated.

A remaining question concerns the molecular pathways downstream activation of MS channels
involved in promoting proplatelets. It is now well accepted that proplatelet extension is prevented by
the activation of the RhoA/Rho kinase/myosin IIA pathway, while proplatelet elongation in vitro is
dependent on microtubule polymerization and sliding®?, with F-actin being involved in proplatelet
branching®?. Although being poorly documented, one study reported a cross-talk between Trpv4 and
microtubule dynamics®®. More data are available regarding cross-talk between MS channels and

RhoGTPases or actin cytoskeleton, that could contribute to regulate the process!®>+>6,

The fact that at least three MS calcium channels contribute to proplatelet extension upon loss of
confinement strongly highlights the importance of mechanosensing in this process. Their partial
redundant role may explain why inactivation of Piezo1/2 or Trpv4 alone does not translate in vivo into
decrease in platelet count. Platelet biogenesis comprises several stages in which the extracellular
mechanical stresses change radically. Megakaryocyte differentiation first occurs in the highly confined
bone marrow environment where MKs have to sustain important mechanical constraints. The
surrounding cells that constantly migrate to enter the blood circulation exercise physical pressure on
the MK membrane, and the passage through the vessel wall requires protrusions that push on the
vessel surface to breach the endothelial lining and their squeezing to pass through the endothelial
pores®®. Then, once in the circulation, these protrusions reach a liquid environment where the
extracellular constraints are relieved and are in turn subjected to hemodynamic forces that contribute
to proplatelet stretching and elongation’. Hence, it is possible that these three receptors are activated
differentially in space and time, or that they are not activated in response to exactly the same
mechanical signals. In favor of this latter hypothesis, there has been debate as whether TRPV are true
direct MS channels'*” and indirect activation has been recently suggested at least for Trpv4, contrary

to Piezo receptors considered as true direct MS channels®>*%,



While Piezo receptors are considered as true direct MS channels, there has been debate in the

literature regarding whether TRPV are true direct MS channels

In conclusion, we showed that MKs express several MS non-selective calcium channels including
Piezol, Piezo2, Trpv2 and Trpv4 that positively control proplatelet formation when MKs switch from a
confined towards a non-confined environment. Our data argue for a crucial role of the mechanical cues
as an important part of the mechanisms that control the overall process of platelet biogenesis. The
identification of mechanosensitive receptors that contribute to each step of the process is an
important challenge in the field of in vitro platelet production whose yields are still too low®. As mass
production of in vitro platelets for transfusion is only viable on a large scale in liquid culture bioreactors,

targeting mechanosensitive pathways to mimic confinement could substantially improve the process.



Figure legends

Figure 1. PPT extension upon deconfinement is dependent on extracellular calcium. A) Upper,
schema of the explant model, consisting of bone marrow sections incubated in a culture chamber up
to 6h to visualize MK forming proplatelets. Lower, phase contrast microscopy image showing a
spherical MK at the periphery of the explant (arrow) and another MK having extended proplatelets
(arrowhead). B) MK forming proplatelets (%) quantified in explant performed in the absence (ctrl) or
presence of 6 mM EDTA; n=3 independent experiments. C) MK forming proplatelets (%) quantified in
explant performed in the absence (ctrl) or presence of 0.38% citrate; n=3 independent experiments.
D) Upper, schema of the liquid and 3D culture model; after 4 days of culture, MKs differentiated from
Lin" progenitor cells are seeded in liquid medium for 24h to evaluate proplatelet formation (day 4).
Lower, bright field microscopy images from MK forming proplatelets (arrows) (left, MK from initial
liquid pre-culture; right, MKs from initial 3D gel culture, showing higher MK forming proplatelet
number). E) MK forming proplatelets (%) from liquid or MC gel Lin™ culture, in the presence or absence

of citrate 0.38%; n=5 experiments.

Figure 2. PPT extension upon deconfinement is dependent on mechanosensitive channels. A) MK
forming proplatelets (%) quantified in explant performed in the absence (ctrl) or presence of
ruthenium red (1, 5 or 10 puM); n=2-4 independent experiments. B) MK forming proplatelets (%)
quantified in explant performed in the absence (ctrl) or presence of gadolinium (10, 50 or 150 puM);

n=3 independent experiments.

Figure 3. Involvement of mechanosensitive TRPV4 calcium channels. A) MK forming proplatelets (%)
quantified in explant from WT or Trpv4” mice; n=3 independent experiments. B) MK forming
proplatelets (%) quantified in explant performed in the absence (ctrl) or presence of 500 nM or 1 uM

of the Trpv4 antagonist GSK2193874; n=3 independent experiments. C) MK forming proplatelets (%)



quantified in explant after 3 or 6h, performed in the absence (ctrl) or presence of the Trpv4 agonist
GSK1016790A (500 nM); n=3 independent experiments. D) MK forming proplatelets (%) from liquid or
MC gel culture of WT and Trpv4” cells; n=3 independent experiments. E) MK forming proplatelets (%)
from liquid or MC gel Lin™ culture, in the presence or absence of the TRPV4 antagonist GSK21 (200 nM);
n=3 independent experiments. F) MK forming proplatelets (%) from liquid control (grey) or MC gel Lin
culture. Comparison between GSK21 added either only at day 3 before MK reseeding in liquid (purple),
or only after cell reseeding (green) or both (dark blue); n=3 independent experiments. G) Platelet count

from WT and Trpv4”- mice; n=11 mice.

Figure 4. Involvement of mechanosensitive TRPV2 calcium channels. A) MK forming proplatelets (%)
quantified in explant performed in the absence (ctrl) or presence of the TRPV2 antagonist SET2 (5, 25
or 50 uM); n=3 independent experiments. B) MK forming proplatelets (%) from liquid or MC gel culture
in the presence or absence of the TRPV2 antagonist SET2 (25 uM); n=4 independent experiments. C)
MK forming proplatelets (%) from WT or Trpv4” bone marrow explant, in the presence or absence of
the Trpv2 antagonist (50 uM); n=3 independent experiments. D) MK forming proplatelets (%) from WT
bone marrow explant, in the presence or absence of the Trpv2 antagonist (50 uM), Trpv4 antagonists
(500 nM), or both; n=3 independent experiments. E) MK forming proplatelets (%) from WT or Trpv4”
MC gel Lin™ culture, in the presence or absence of the TRPV2 antagonist (25 uM); n=3 independent

experiments.

Figure 5. Role of piezo receptors. A) MK forming proplatelets (%) quantified in explant from control
Pf4-cre or Piezo DKO”" mice; n=5 independent experiments. B) Platelet count from Pf4-cre (n=28),
Piezol (n=15), Piezo2 (n=21) and DKO mice (n=8). C) MK forming proplatelets (%) quantified in explant
from control Pf4-cre, control in the presence of Trpv2 (50 uM) and Trpv4 (500 nM) antagonist or Piezo

DKO mice in the presence of both antagonists; n=3 experiments. D), phase contrast micrographs



showing both abnormal and normal morphology of MK extending proplatelets when all 3 receptors

are nonfunctional.



Figure 1. PPT extension upon deconfinement is dependent on extracellular calcium
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Figure 2. PPT extension upon deconfinement is dependent on mechanosensitive channels
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Figure 3. Involvement of mechanosensitive TRPV4 calcium channels
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Figure 4. Involvement of mechanosensitive TRPV2 calcium channels
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Figure 5. Role of piezo receptors
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Supplemental Figure S1.

A. Presence of Trpv4, Trpv2, Piezol and Piezo2 mRNA in mouse MKs
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Supplemental Figure S1. Inactivation of Piezol and 2 in mouse MK. A) Amplification of Trpv2 and Trpv4 mRNA from mature MKs by qRT-PCR showing higher level of

Trpv2 mRNA compared to Trpv4 (ACt Trpv2 < ACt Trpv4) (ACt is Ct Trpv - Ct Gapdh); n=1. B) Western Blot showing presence of Trpv4 protein in lungs, brain and bladder
from WT mice and its absence in Trpv4/tissues.



Supplemental Figure S2. Normal MK morphology in Trpv4-/- mice

Supplemental Figure S2. Ultrastructure of WT and Trpv4-/- MK in situ. Observation by transmission electron microscopy of WT (A) and Trpv4-/- (B) MK in bone

marrow sections, showing normal ultrastructure in absence of the MS channel.



Supplemental Figure S3. Inactivation of Piezol and 2 in mouse MK
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Supplemental Figure S3. Inactivation of Piezol and 2 in mouse MK. A) Amplification of Piezol and Piezo2 mRNA from mature MKs by qRT-PCR showing higher level of
Piezol mRNA compared to Piezo2 (ACt Piezol< ACt Piezo2) (ACt is Ct Piezo - Ct Gapdh); n=1. B) Left, Piezol mRNA was visualized in mature MKs by in situ hybridization
using RNAscope (red dots in the cells). Note that a higher number of dots was present in the cytoplasm of control (Pf4-cre) compared to Piezo1/27- MKs. Right, The
quantification of positive dots was performed by manual counting of the number of dots per cells. 8 to 13 MKs analysed, showing decreased Piezol mRNA in the
Piezo1/27/- MKs. Of note, the probes for RNAscope were positioned downstream the deleted exon, showing residual deleted mRNA. C) Left, RT-PCR performed in
Piezo1/27- MKs, showing presence of Piezo1 and Piezo2 in WT MK and absence in Piezo1/27 mouse MK, using primers located in the floxed region (exon X-Y for Piezol
and Z-T for Piezo2). Right, qRT-PCR showing strong decreased in Piezol and Piezo2 mRNA, using primers located downstream the floxed exons, suggesting instability for

the deleted mRNA.
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Au cours de la mégacaryopoiése au sein de la MO, les CSH vont progressivement s’engager,
proliférer puis se différencier en progéniteurs mégacaryocytaires qui, apres maturation, vont
émettre des proplaquettes au travers des vaisseaux sinusoides et libérer les plaquettes dans la
circulation sanguine. La maturation des mégacaryocytes comme la formation de proplaquettes sont
deux phénomenes largement influencés par le microenvironnement. La connaissance des acteurs
composant ce microenvironnement est a ce jour encore incompléete, ce qui représente notamment
un frein pour reproduire efficacement la thrombopoiese in vitro. Le microenvironnement regroupe
divers facteurs dont les éléments cellulaires, les facteurs solubles, les protéines de matrice
extracellulaire mais également les facteurs mécaniques. Mon projet de thése s’est précisément axé
sur I'étude de l'impact des contraintes mécaniques sur la thrombopoiese. Les contraintes
mécaniques s’exercant in situ ont longtemps été ignorées mais sont désormais de plus en plus prises
en compte et intégrées dans les études pour permettre la compréhension des phénomeénes dans leur
ensemble sans s’affranchir de ces composantes importantes que sont les forces mécaniques.
Dernierement, quelques papiers ont révélé I'importance de I'environnement mécanobiologique, en
terme de topographie et de confinement, pour la maturation des mégacaryocytes de culture et
I’'émission de proplaquettes (Aguilar et al. 2016; Christian A. Di Buduo et al. 2015; Pietrzyk-Nivau et
al. 2015). Dans la continuité de ces travaux, mon projet de these avait pour objectif d’identifier les
mécanismes mis en ceuvre par les mégacaryocytes pour s’adapter a des changements de contraintes
mécaniques, avec un objectif plus global qui était de comprendre comment le mégacaryocyte, et par
extension les proplaquettes, integrent les différences de forces mécaniques subies au cours de la
formation des plaquettes. La biogenese plaquettaire comprend en effet plusieurs étapes au cours
desquelles les contraintes mécaniques extracellulaires changent radicalement. La différenciation des
mégacaryocytes se produit initialement dans I'environnement tres confiné de la MO, ou les MK
doivent supporter d'importantes contraintes mécaniques : i) les cellules environnantes, qui migrent
constamment pour entrer dans la circulation sanguine, exercent une pression physique sur la
membrane des MK ; ii) le passage a travers la paroi du vaisseau nécessite des protrusions qui
poussent activement sur la surface des cellules endothéliales pour favoriser la fusion des membranes
basales et apicales et ainsi former un pore ; iii) la progression des protrusions a travers ces pores de
moins d’1 um de diamétre (838 + 65 nm) entraine inévitablement tour a tour, et selon I'endroit
considéré du MK, étirement et compression de la membrane plasmique (Anita Eckly et al. 2020); iv)
une fois dans la circulation, ces protrusions atteignent un environnement liquide ou les contraintes
de confinement sont relachées, mais ou l'influence des forces hémodynamiques va contribuer a

|'étirement et a l'allongement des proplaquettes.
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Mécanismes de formation des PPT in vivo

Durant ma thése, j'ai eu I'opportunité de collaborer avec une post-doctorante de I'équipe sur
le projet d’étude de la formation des proplaquettes in vivo (Bornert et al. 2020). L'objectif de ce
travail était de mieux caractériser I'élongation des nPPT et de valider ou d’infirmer la similitude des
mécanismes moléculaires impliqués dans ce processus entre les conditions in situ et in vivo. Ce travail
a ainsi permis de proposer un nouveau mécanisme pour |'extension des nPPT, qui pourrait expliquer
les contradictions avec la production de cPPT. En effet, les résultats obtenus ont permis de
démontrer que I'élongation de la nPPT est la résultante d’un équilibre entre des forces de protrusion
et les forces de rétraction médiées par la myosine-lIA. Nous avons également constaté que
I'implication des microtubules differe entre cPPT et nPPT, étant absolument nécessaire in vitro et

moins critique in vivo.

In vivo, les mécanismes intracellulaires précis contrélant l'initiation de la protrusion
cytoplasmique et le passage transendothélial restent encore a clarifier. La premiere étape de
I'extension des nPPT débute dans le tissu médullaire en I'absence de forces hémodynamiques. |
semble probable que cette étape nécessite une force protrusive importante pour pousser contre la
barriere endothéliale. Méme si leur organisation differe de celle observée in vitro, nos observations
montrant la présence de microtubules dans les nPPT, organisés de maniere individuelle mais tous
orientés dans le sens de la protrusion naissante, suggerent que les microtubules pourraient jouer un
role dans l'initiation de la protrusion. Cette hypothése est en accord avec la diminution du nombre
de proplaquettes observées in situ chez les souris Tubb1”. Une hypothése possible est que les
microtubules contribuent, conjointement avec les filaments d’actine, a fournir la force de poussée
permettant la formation d’une protrusion initiale. Par la suite, lors de I’élongation, leur distribution
est non uniforme avec des microtubules dispersés dans les zones plus larges de PPT et alignés dans le
sens de I'élongation au niveau des zones de constriction (Behnke 1969; Brown et al. 2018; J. M.
Radley and Scurfield 1980). Comme nous l'avons mis en évidence apres avoir induit une
dépolymérisation des microtubules sur des nPPT préexistantes, les microtubules sont clairement
importants pour le maintien de la structure allongée des PPT in situ. lls sont également nécessaires
par leur rbéle de «rail » pour organiser le transport de vésicules et organelles, permettant
I'alimentation en composants nécessaires a la future plaquette comme c’est le cas in vitro (J. E. J.

Italiano, Patel-Hett, and Hartwig 2007).

De plus, nos résultats n'excluent pas un role des microtubules qui soit important et similaire
au mécanisme in vitro lors des étapes plus tardives de la formation des plaquettes. En effet, une fois

libérés dans la circulation, les fragments proplaquettaires se remodelent pour former les plaquettes
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a proprement parler. Nous pouvons spéculer que ce remodelage final, aboutissant aux plaquettes, se
produit via des mécanismes dépendants des microtubules, similaires a ceux précédemment établis
en culture liquide. En faveur de cette hypothese, on observe la présence de microtubules organisés
en faisceaux le long des fragments proplaquettaires circulants et des « haltéres », ressemblant aux
faisceaux de microtubules présents le long des proplaquettes in vitro (Thon and Italiano 2010; et

observations du laboratoire).

Nous avons également montré que la myosine, in vivo, jouerait un réle de frein concernant
I’élongation des proplaquettes, I'élongation étant en équilibre entre les forces protrusives et la
myosine qui tend a rétracter la protrusion. L’activation transitoire de la myosine pourrait se faire
suivant l'intensité des forces de cisaillement. Cela permettrait de préserver l'intégrité de la
membrane des PPT en augmentant la tension membranaire en cas de contraintes de cisaillement
élevées. Inversement, une diminution de l'activité de la myosine IIA augmenterait la capacité
d'étirement de la membrane, favorisant des PPT plus fines et plus longues, comme cela est observé
chez les souris Myh9”". La tension membranaire est probablement également dépendante des
événements de fusion entre le DMS et la membrane plasmique tout au long de I'axe de la nPPT
(Brown et al. 2018). Ce réapprovisionnement continu de la membrane diminue vraisemblablement la
tension membranaire, réduisant de ce fait les forces requises pour I'élongation. Ainsi, une autre
hypothese pourrait étre que les phases de pause provoquées par la myosine servent a ralentir le
processus d'extension permettant ainsi le bon déroulement de I'entrée du DMS dans la nPPT et sa
fusion a la membrane. En faveur de cette hypothese, les observations in situ indiquent que les nPPT

déficientes en myosine contiennent trés peu de membranes de DMS.

Nous proposons donc le modele suivant : in vivo, les microtubules pourraient contribuer a la
formation de I'extension cytoplasmique initiale de la nPPT naissante. lls semblent étre beaucoup
moins importants pour I'étape d'élongation une fois que la PPT se trouve dans le flux sanguin mais
jouent plutdt un réle structural empéchant la rétraction médiée par la contraction de I'actomyosine.
Les observations faites indiquent que les nPPT s'alignent toujours dans la direction de I'écoulement
sanguin et nous avons calculé que les forces de frottement peuvent étre une source nécessaire et
suffisante de forces protrusives pour I'extension des nPPT. Ainsi, I'allongement se ferait, du moins en
partie, par le biais des forces hémodynamiques qui étirent la membrane plasmique de la nPPT
lorsqu'elle est alimentée par le DMS. Nous proposons que ce mécanisme, a I'ceuvre in vivo, soit
contourné dans les conditions de culture liquide qui ne permettent pas de récapituler tous les
aspects mécaniques de I'environnement médullaire tel qu’il est in situ. A travers cette étude, on
comprend aisément I'importance que peuvent avoir les sighaux mécaniques sur les cellules ; celles-ci

vont s’adapter d’'une maniére ou d’une autre a leur présence ou leur absence. Si I'on considere la
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situation in vitro, les microtubules vont fournir une force de protrusion au niveau intracellulaire, dans
un contexte ou les forces hémodynamiques, donc les forces protrusives extracellulaires, sont
absentes, « I'objectif » final du MK restant dans tous les cas I'extension de longues protrusions en

vue de former les plaquettes.

Implication de canaux calciques mécanosensibles

Si les mécanismes d’extension des proplaquettes selon les forces extracellulaires en présence
peuvent étre a ce point différents, on peut aisément imaginer que les MK par eux-mémes soient des
cellules particulierement sensibles aux signaux mécaniques extracellulaires et équipés de maniere
adéquate pour ressentir ces différents signaux. Les travaux menés juste avant le début de ma these
par Alicia Aguilar ont montré en effet que les mégacaryocytes se différenciaient différemment en
milieu liquide ou en milieux confiné. Alicia a mis au point un systéme de culture de progéniteurs
mégacaryocytaires murins en hydrogel tridimensionnel modélisant le confinement rencontré par les
MK au sein de la moelle. L'utilisation de ce systéme a permis de démontrer I'impact positif du
confinement sur la maturation des mégacaryocytes, a travers notamment la relocalisation nucléaire
du facteur de transcription mécanosensible MKL1. Ce travail a également mis en évidence
I'importance de la transition d’'un milieu contraint (I'hydrogel) a un milieu non confiné (le milieu de
culture liquide). En effet, les PPT ne se développent pas en hydrogel 3D, alors qu’elles se forment dés

4h apres l'isolement de ces MK en milieu liquide.

La majeure partie de mon travail de thése fut ainsi consacrée a I'étude des processus
mécanosensibles mis en ceuvre par le mégacaryocyte pour réagir au changement de ses contraintes
environnementales et produire des PPT. Nous avons découvert que le calcium extracellulaire était
absolument indispensable a I'extension des proplaquettes et qu’il agissait, au moins en partie, via
I'ouverture de canaux calciques mécanosensibles TRPV2 et TRPV4 ainsi que des récepteurs Piezo. Le
role partiellement redondant de ces mécanosenseurs peut expliquer pourquoi l'inactivation de
Piezo1/2 ou de TRPV4 seuls ne se traduit pas in vivo par une diminution de la numération
plaguettaire. Le fait que trois canaux calciques mécanosensibles, et peut-étre plus, contribuent a
I'extension des proplaquettes lors de la perte du confinement souligne la dimension mécano-
dépendante de ce processus. Nous I'avons vu, la biogeneése des plaquettes peut étre décomposée en
plusieurs étapes au cours desquelles les contraintes mécaniques en place varient : d'un
environnement confiné au sein du tissu médullaire a un milieu liquide, en passant par I'extension des
protrusions cytoplasmiques a travers la paroi du vaisseau qui nécessite une poussée puis une

compression pour se faufiler a travers les pores endothéliaux. Il est donc possible que les récepteurs
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gue nous avons identifiés ne soient pas tous activés en réponse aux mémes signaux mécaniques

et/ou qu'ils soient activés de maniére différentielle dans I'espace et le temps.

Un autre aspect important qui reste pour l'instant en suspens concerne les signaux précis
responsables de I'activation des canaux TRPV2/4. |l serait possible que les TRPV ne soient pas
directement activés par les forces mécaniques provenant de I'environnement extérieur de la cellule
mais plutdt de facon secondaire notamment via une action mécanique venant du cytosquelette ou
un second messager généré suite a I'application de forces mécaniques (H. Xu et al. 2003). Un récent
travail du groupe de Boris Martinac suggére que de nombreux canaux de la famille TRP, dont TRPV4,
sont insensibles a la tension induite par I'étirement de la membrane cellulaire et, par conséquent,
sont plus susceptibles d'étre activés par des composants en aval et d'agir comme amplificateurs des
cascades de signalisation mécanosensibles intracellulaires (Martinac and Poole 2018; Nikolaev et al.

2019). Le sujet est encore débattu dans la littérature et reste a étre clarifié.

Le role de TRPV2 et TRPV4 a été révélé uniquement lorsque les mégacaryocytes étaient
initialement différenciés dans un environnement contraint (en explant de moelle ou dans I'hydrogel
de MC). Au vu de ce résultat, deux pistes de réflexion sont envisagées ; par rapport a un milieu
liquide, le milieu confiné pourrait i) favoriser I'expression de TRPV2 et TRPV4 ou ii) entrainer leur
relocalisation préférentielle vers la membrane plasmique, les rendant ainsi disponibles pour réagir
aux changements de contraintes environnementales. C’est pourquoi les points importants qu’il reste
a clarifier sont 1) de savoir si et comment le confinement pourrait réguler I'expression de TRPV2 et
TRPV4 ; les travaux de Aguilar et al. ont en effet montré I'activation du facteur de transcription MKL1
lorsque les MK sont cultivés en hydrogel 3D, et des travaux préliminaires que j’ai effectué suggérent
également la relocalisation nucléaire de YAP, un autre facteur de transcription mécanosensible.
Toutefois a I'heure actuelle, aucune publication ne mentionne que ces facteurs de transcription
réguleraient I'expression de canaux mécanosensibles ; 2) de savoir si le confinement permettrait leur
relocalisation a la membrane plasmique ; il est en effet documenté que les récepteurs TRPV2 et
TRPV4 transitent entre la membrane plasmique et les compartiments intracellulaires, la translocation
membranaire permettant |'activation du récepteur (Dofate-Macidn et al. 2019; Grove et al. 2019).
Cette translocation peut étre régulée par divers facteurs de croissance mais aussi par des signaux
mécaniques qui activent ensuite les voies RhoA et PI3K, autant de pistes a explorer pour comprendre

nos observations.

Comment [I'activation de canaux mécanosensibles favoriserait-elle I'émission des
proplaquettes ? Il est connu que I'émission des proplaquettes in vitro est intimement liée a I'activité

des microtubules, i.e. polymérisation et glissement, alors que les filaments d’actine favoriseraient les
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ramifications des proplaquettes. Actuellement, la littérature est relativement pauvre concernant de
possibles cross-talk entre TRPV2/4 ou Piezo et microtubules, mais plusieurs travaux rapportent un
réle de ces canaux dans la régulation des RhoGTPases et I'activité de polymérisation d’actine (Lakk
and KriZzaj 2021; Lavanderos et al. 2020). Il serait donc particulierement intéressant de creuser ces
aspects afin de pouvoir comprendre les mécanismes par lesquels TRPV2, TRPV4 et les récepteurs

Piezo favorisent I'extension des PPT.

L'importance des canaux calciques dans la mégacaryopoiése et la formation des plaquettes
reste encore relativement peu documentée. Pourtant, outre Piezo et TRPV2/4, d’autres canaux
ionigques perméables au calcium sont exprimés par les MK et les plaquettes et pourraient contribuer
a la formation des PPT, et ce méme indépendamment de signaux mécaniques (M. Mahaut-Smith
2012; J. Wright et al. 2016). Des travaux précédents ont notamment suggéré l'implication de Store-
Operated Calcium Entry (SOCE), soit I'activation de canaux et I'entrée de calcium extracellulaire dans
le cytoplasme en réaction a la libération de stocks intracellulaires. De cette fagon, les canaux Oraill,
STIM1 ou TRPC1 interviendraient dans la régulation des fonctions des mégacaryocytes (Christian
Andrea Di Buduo et al. 2014). Par conséquent, il semble que plusieurs types de canaux calciques
puissent étre impliqués dans la formation des proplaquettes, ce qui explique nos observations selon
lesquelles un faible taux de calcium extracellulaire a conduit a une diminution plus dramatique des
proplaquettes par rapport au blocage des canaux mécanosensibles que nous avons identifiés. De
plus, le calcium a certainement d’autres implications au-dela de son action via les canaux
mécanosensibles. Au niveau des plaquettes en particulier, une augmentation de la concentration
calcique est un événement de signalisation essentiel pour la plupart des réponses fonctionnelles
pendant |'activation des plaquettes, y compris les réarrangements du cytosquelette et la signalisation

des intégrines (Z. Li et al. 2010; Varga-Szabo, Braun, and Nieswandt 2009).

Dans leur article, Aguilar et al. ont également observé une dilatation du réseau de
membranes du DMS, dépendante de la rigidité du milieu. Il ne semble pas impossible que ce
remaniement puisse jouer un role dans la formation des proplaquettes. Des résultats préliminaires
gue nous avons obtenus en reconstruction 3D par microscopie FIB-SEM (Focused lon Beam Scanning
Electron Microscopy), encore non publiés, suggérent qu’il pourrait s’agir d’un remodelage
dynamique avec segmentation membranaire du réseau DMS. Il est envisageable qu’une telle
réorganisation puisse avoir lieu afin de faciliter la fusion des fragments du DMS a la membrane
plasmique des PPT en formation de maniere a promouvoir leur élongation. Ces observations
pourraient suggérer I'implication de mécanismes de fission/fusion membranaire et peut-étre ainsi
I'intervention de protéines impliquées dans le remodelage membranaire. La dynamine, une GTPase

intervenant dans la fission membranaire et connue pour jouer un réle dans la maturation
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mégacaryocytaire est un candidat potentiel qu’il pourrait étre intéressant d’étudier dans ce contexte

(Bender et al., 2015).

Concernant les limites de ce travail, il est important de mentionner que les données ont été
obtenues ex vivo (explants de moelle) et in vitro. Méme si nous nous sommes attachés a recréer le
changement de confinement, et sachant les différences possibles de mécanismes entre in vivo et in
vitro, il sera nécessaire de valider le role de ces récepteurs in vivo. Du fait de leur redondance, nous
envisageons pour cela le blocage simultané de Piezo, TRPV2 et TRPV4 par administration
d’antagonistes des récepteurs TRPV dans les souris Piezol/Z'/'. Dans le contexte in vivo,
contrairement au modéle de culture 3D, plusieurs mécanismes coexistent certainement en plus des
forces mécaniques. Il est fort probable qu’il y ait un dialogue entre différents signaux qui agissent
ainsi de concert pour contribuer a la formation des proplaquettes in situ. Il est notamment connu
gue TRPV4 interagit avec intégrines (Abbonante et al. 2017; Matthews et al. 2010). Par ailleurs, nos
données ont été entierement obtenues a I'aide de matériel biologique murin. Il sera important de
tester ces modélisations 3D, et le role des canaux TRPV2/4 et Piezo sur cellules humaines pour

pouvoir en tirer des conclusions quant aux perspectives possibles chez 'Homme.

Perspectives de ce travail

Les perspectives globales de ce travail sont premiérement et principalement fondamentales.
En effet, mon projet s’inscrit dans I'un des grands objectifs du laboratoire qui est la compréhension
des processus de formation des plaquettes sanguines. Outre I'aspect fondamental, comprendre
comment les plaquettes sont produites pourra avoir des répercussions importantes dans le domaine
de la santé, a la fois en transfusion mais également dans le traitement des patients

thrombopéniques.

D’un point de vue transfusionnel

A I'heure actuelle, les transfusions plaquettaires reposent intégralement sur les dons de
sang. En effet, méme s’il est possible d’obtenir des plaquettes in vitro, le rendement n’est pas encore
suffisant pour une possible utilisation a visée transfusionnelle. La meilleure compréhension des
différents mécanismes intervenant dans la formation des plaquettes sanguines est essentielle si I'on

veut pouvoir optimiser ce phénoméne in vitro. De fagon plus spécifique, mon travail de thése permet
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de mieux comprendre le rble de la composante mécanique de I'environnement dans la
mégacaryopoiese. La mise en évidence de [I'importance de [I'activation des voies de
mécanotransduction dans la formation des proplaquettes pourrait étre un point clé dans la
compréhension des mécanismes de la thrombopoiése. A long terme, nous pouvons imaginer que ces
connaissances participeront au raffinement des systemes de synthése de plaquettes in vitro. En effet,
si des systemes de culture a grande échelle en milieu confiné en 3D sont difficilement envisageables
d’un point de vue pratique et économique, il pourrait étre possible de moduler
pharmacologiquement les voies de mécanotransduction les plus pertinentes. Mimer les voies
naturellement activées par les forces mécaniques au sein de la moelle permettrait ainsi d’optimiser
la différenciation et la maturation des MK, ainsi que I'émission des proplaquettes. On peut en effet
faire 'hypothése que produire des MK plus proches de ceux différenciés in situ permettra d’obtenir
un rendement de plaquettes plus important, envisageable pour des applications transfusionnelles.
L'avantage des plaquettes générées in vitro est qu’elles pourraient étre produites a partir des cellules
du patient lui-méme, garantissant une compatibilité totale. Cependant, I'objectif a long terme n’est
pas de remplacer totalement les plaquettes issues de dons par des plaquettes de culture. Ca n’est
pas envisageable en termes de colt, de complexité et de temps de production. Il est plus réaliste
d’imaginer des utilisations soit a but transfusionnel préventif notamment lors des chimiothérapies,
soit a visée thérapeutique car les plaquettes ont également la capacité de pouvoir stocker et
transporter des médicaments. Il s’agit la bien évidemment d’'une perspective a long terme de

I'ensemble des différents travaux menés au laboratoire.

D’un point de vue médical

Une meilleure compréhension de la formation des plaquettes en conditions physiologiques
peut également permettre de trouver de nouveaux génes impliqués dans les défauts de production
de plaquettes. Il ne faut pas oublier qu’environ la moitié des patients thrombopéniques d’origine
congénitale sont non étiquetés, et si nos travaux chez la souris se confirment chez I'homme, il
pourrait étre intéressant d’inclure les canaux mécanosensibles dans les protocoles de recherche de
génes mutés chez ces patients. Comme mentionné précédemment, un rapport récent associe un
phénotype de thrombocytose a une mutation du gene TRPV4 détectée chez un bébé (Thom,
Brandsma, and Lambert 2020). Enfin, découvrir de nouveaux mécanismes dans le processus
physiologique de biogénése des plaquettes pourrait également permettre d’envisager des approches

innovantes dans le traitement des patients thrombopéniques.
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Au-dela de la thématique de I’hématologie, mon projet releve du domaine de la
mécanobiologie. Depuis une dizaine d’années, la communauté scientifique prend conscience que ces
parametres, jusque-la plutot ignorés, peuvent avoir un impact important sur le comportement des
cellules. C’est le cas pour les mégacaryocytes. Ces observations pourraient revétir une importance
particuliere dans I'approche thérapeutique de certaines pathologies ol I'environnement en terme de
contraintes mécaniques est perturbé. C'est notamment le cas des myélofibroses par exemple, ou la
composition de la MO change et le milieu devient plus rigide, ce qui est associé a des défauts de
production plaquettaire, ou a l'inverse lors des traitements myélosuppresseurs qui diminuent le
confinement des cellules médullaires. La connaissance du comportement des MK selon la rigidité de
leur milieu pourrait permettre de moduler plus finement les traitements selon les différentes

conditions pathologiques.
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Table récapitulative des génes mutés identifiés dans les thrombopénies héréditaires

Issu de la revue bibliographique : Boscher et al. 2020. “Blood Platelet Formation at a Glance.” Journal
of cell science

Supplementary table 1: Gene mutated in inherited thrombocytopenia

Gene Human Disease #N°OMIM References
Cytoskeleton
MYH9 MYH9-RD #600208 (Balduini et al., 2011; Pecci et al.,
#155100 2014; Saposnik et al., 2014)
#152640
#605249
#153650
FLNA FLNA-RT (Nurden et al., 201 1b; Vassallo et al.,
2020)
WAS Wiskott-Aldrich syndrome #301000 (Buchbinder et al., 2014; Massaad et
X-linked thrombocytopenia ~ #313900 al., 2013)
(THC1)
ACTNI ACTNI-RT #615193 (Faleschini et al., 2018; Kunishima et
al., 2013)
TUBBI TUBBI1-RT #613112 (Kunishima et al., 2009; Kunishima et
al., 2014)
TUBA4 TUBA4-RT (Strassel et al., 2019)
DIAPH1 DFNAI # 124900 (Karki et al., 2020; Nurden et al.,
2018; Stritt et al., 2016b)
TPM4 TPM4-RD (Pleines et al., 2017)
ARPCIB ARPCI1B-RT (Brigida et al., 2018)

TPO0-¢cMPL axis

MPL CAMT #604498 (Geddis, 2011; Thara et al., 1999;
Varghese et al., 2014)

THPO THPO-RT (Noris et al., 2018; Savoia et al.,
2007)

Transcription / nuclear factors

GATAI GATAI-RD (XLT; XLTT) #300367 (Ciovacco et al., 2008; Millikan et al.,
#314050 2011)
RUNXI1 FPD/AML #601399 (Morgan and Daly, 2017;
Schlegelberger and Heller, 2017)
ETV6 ETV6-RT/THCS #616216 (Karastaneva et al., 2020; Melazzini

et al., 2016; Noetzli et al., 2015;
Poggi et al., 2017)

GFIIB GFI1b-RT #187900 (Beauchemin et al., 2019; Rabbolini
etal., 2017; Stevenson et al., 2013)

HOXAll RUSATI #605432 (Horvat-Switzer and Thompson,
2006; Thompson and Nguyen, 2000)

MECOM RUSAT2 # 616738 (Germeshausen et al., 2018; Niihori et

al., 2015)



Allq23/FLI1 Paris-Trousseau #188025 (Breton-Gorius et al., 1995; Favier et
Jacobsen syndrome #600588 al., 2015)
#147791
FLII FLI1-RT # 617443 (Stevenson et al., 2015; Vo et al.,
2017)
SALL4 IVIC syndrome # 147750 (Paradisi and Arias, 2007)
RBMSA TAR #274000 (Albers et al., 2012; Boussion et al.,
2020)
NFE2 NFE2-RT (Luk et al., 2020)
IKZF5 IKZF5-RT (Lentaigne et al., 2019)
Kinases/phosphatases
PRKACG PRKACG-RT #616176 (Manchev et al., 2014)
SRC SRC-RT/THC6 # 616937 (Turro et al., 2016)
PTPRJ PTPRJ-RT (Marconi et al., 2019)
ANKRD26 ANKRD26-RD/THC2 # 188000 (Bluteau et al., 2014; Ferrari et al.,
2017; Noris et al., 2011)
MASTL Autosomal dominant (Hurtado et al., 2018)
thrombocytopenia
Others
GPIBA Bernard-Soulier syndrome #231200 (Bury et al., 2019; Mekchay et al.,
GPIBB Platelet-type VWD #231200 2019; Nurden, 2014; Savoia et al.,
#231200 2014)
GP9
ITGA2B ITGA2B/ITGB3-RT (Bury et al., 2016; Favier et al., 2018;
ITGB3 Ghevaert et al., 2008; Kunishima et
al., 2011; Nurden et al., 2011a)
FYBI CARST/THC3 (Levin et al., 2015)
TRPM7 TRPM7-RT (Stritt et al., 2016a)
NBEAL?2 Grey platelet syndrome #139090 (Bottega et al., 2013; Di Buduo et al.,
2016; Gunay-Aygun et al., 2011;
Kahr et al., 2011)
SLFN14 SFLN14-RT #616913 (Fletcher et al., 2015; Stapley et al.,
2020)
CYCS CYCS-RT/THC4 #612004 (Ledgerwood et al., 2019; Morison et
al., 2008; Ong et al., 2017)
GNE GNE-RT (Izumi et al., 2014)
STIMI Stormorken syndrome # 185070 (Bohm and Laporte, 2018; Lacruz and
York platelet syndrome Feske, 2015; Misceo et al., 2014;
Morin et al., 2020)
ORAll Stormorken syndrome (Bohm and Laporte, 2018; Lacruz and
Feske, 2015; Morin et al., 2020)
ABCGS ABCG-RT (Sun et al., 2020)
ABCGS ABCG-RT (Sun et al., 2020)
VWF Type 2B VWF (Nurden et al., 2009; Nurden et al.,
2006)
GALE GALE-RT (Seo et al., 2019)
KDSR KDSR-RT # 617526 (Takeichi et al., 2017)
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Three-Dimensional Culture in a Methyicellulose-Based
Hydrogel to Study the Impact of Stiffness
on Megakaryocyte Differentiation
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and Catherine Léon

Abstract

The differentiation and maturation of megakaryocytes (MKs) occurs in a 3D environment where the cells
must constantly adapt to the external physical and mechanical constraints during their development and
migration to sinusoid vessels. In this chapter, we present a method for culture of mouse MKs from bone
marrow hematopoicetic progenitor cells in a methylcellulose 3D medium with a stiffness mimicking that of
bone marrow. In addition, we describe how the MKs can be recovered to allow for analysis of their differ-
entiation and maturation state by transmission electron microscopy, immunofluorescence or flow cytometry
techniques and to evaluate their ability to form proplatelets. This approach allows (1) generation of MKs
with a morphology that more closely resembles the MKs that differentiate in vivo, (2) recovery of
megakaryocyte phenotypes sometimes observed in vivo but not found in classical liquid cultures, and (3)
study of mechanotransduction pathways induced by the stiffness of the medium.

Key words Megakaryocyte, Proplatelets, Lin~ bone marrow progenitors, 3D hydrogel culture,
Methylcellulose, Stiffness

1 Introduction

The importance of substrate stiffness for cell differentiation has
become increasingly recognized since the seminal work of Engler
et al. [1]. Consequently, the mechanisms whereby cells sense the
three-dimensional (3D) topology of their environment is an
emerging field of study [2]. Like other tissues, bone marrow has a
3D structure and despite its being one of the softest tissues of the
organism, its stiffness has been estimated to lie between 15 and
300 Pa [3, 4]. The cells are in close contact with one another and
most of them are migrating to the sinusoid vessels to enter the
blood circulation. This inevitably generates additional external
constraints on adjacent cells, which have to adjust to these forces.

Jonathan M. Gibbins and Martyn Mahaut-Smith (eds.), Platelets and Megakaryocytes: Volume 4,
Advanced Protocols and Perspectives, Methods in Molecular Biology, vol. 1812,
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It is now known that cells respond to external forces by modulating
their cytoskeleton and transcriptional program to adapt to their
physical environment. Thus, growing hematopoietic stem and pro-
genitor cells (HSPCs) in traditional liquid cultures would appear
to be a simplistic approach, as is clearly evidenced by the different
ultrastructural morphology of MKs from in vitro cultures as
compared to MKs differentiated in situ (Fig. la, b).

To better mimic the physical constraints of the native environ-
ment, we have developed a 3D culture model using a
methylcellulose-based hydrogel. Hydrogels have been employed in
the hematological field for several decades. Derived from cellulose
by replacement of some hydroxyl residues (-OH) by methoxide
groups (—OCHj;), methylcellulose forms a nonreactive physical gel
which tends to solidify with increasing temperature, depending on
its concentration and degree of methyl substitution. Such hydro-
gels have been widely used to grow hematopoietic cells for colony
forming assays to quantify numbers of hematopoietic progenitors.
Despite this historical application, the biological significance of the
mechanical impact of hydrogels in cell culture has only recently
been appreciated and their use to improve and better understand
the differentiation of the hematopoietic lineage is still in its infancy.

In this chapter, we describe a method to grow mouse Lin~
HSPCs in a 3D methylcellulose hydrogel in order to improve their
MK differentiation. We have shown that a gel stiffness with a
Young’s modulus in the range of 30-60 Pa is optimal for mega-
karyocyte growth. Compared with standard liquid culture, this
increases polyploidization, improves the development and struc-
turation of the demarcation membrane system (Fig. lc), and
enhances the capacity of the cells to extend proplatelets once resus-
pended in a liquid medium [5]. In addition, by recreating the
mechanical constraints which cells may encounter in the bone
marrow, we have shown that this culture system can help to reveal
the abnormal phenotype of Myh9 knockout MKs observed in situ
(“leaky” morphology, decreased proplatelet formation) but not in
classical liquid cultures [5-7].

We present methods for the isolation of mouse bone marrow
Lin~ cells, their embedding in a methylcellulose hydrogel for 3D
culture and recovery of the MKs for analysis by confocal fluores-
cence imaging, transmission electron microscopy and flow cytom-
etry, and determination of their proplatelet formation capacity.

2 Materials

2.1 General
Equipment

1. A laminar flow hood.
2. A centrifuge (Megafuge 1.0, Heracus, or equivalent).
3. Transfer pipettes.
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da In situ

b Invitro liquid culture

C  Invitro methylicellulose culture

Fig. 1 Ultrastructure of murine megakaryocytes. Megakaryocyte from native marrow (upper panels), liquid
culture (middle), and methylcellulose culture (lower panels). Right panels, close up view of the cytoplasm from
the megakaryocyte in the left panels (white squares). This research was originally published in Blood (Aguilar
A, Pertuy F, Eckly A, Strassel C, Collin D, Gachet C, Lanza F, Leon C. Importance of environmental stiffness for
megakaryocyte differentiation and proplatelet formation. Blood. 2016;128:2022-2032. © the American Society
of Hematology)
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2.2 Collection
and Dissociation
of Bone Marrow

2.3 Lin Magnetic
Sorting

2.4 Methylcellulose
Encapsulation

N O U

B N~

. Micropipettes P2, P10, P200, and P1000.

. A fume hood and protective equipment for fixatives.
. A CO, cell culture incubator.

. A water bath.

. Sterile dissection instruments (forceps, scissors, scalpels).

. 70% ethanol in water.

. DMEM 1x (Gibco, Life Technologies).

. Stock penicillin, streptomycin, and glutamine (PSG): supplied

asa 100x concentrated 100 mL stock containing 10,000 units/
mL penicillin, 10,000 pg/mL streptomycin and 29.2 mg/mL
glutamine; (Gibco, Life Technologies).

. Sterile Dulbecco’s phosphate-buffered saline (DPBS, Gibco,

Life Technologies).

. 5 mL syringes with 21-gauge needles and 50 mL plastic tubes

for flushing of femurs.

. 23-gauge needles, 25-gauge needles and round bottomed

10 mL plastic tubes for marrow dissociation.

. An ADAM automated cell counter, slides (AccuChip 2x,

Digital Bio) and AccuStain solutions T and N (Digital Bio).
Alternatively, a Thoma cell counting chamber and trypan blue
to count viable cells.

. Round bottomed 5 mL polystyrene tubes.
. M Medium: DPBS, 2% FBS (Hyclone, GE Healthcare Life

Sciences), 1 mM EDTA.

. Normal rat serum (Stem Cell Technologies, Vancouver, BC,

Canada).

. EasySep™ Mouse Hematopoietic Progenitor Cell isolation Kit

(Stem Cell Technologies) with biotinylated antibodies (CD5,
CDl11b, CD19, CD45R/B220, Ly6G/C(Gr-1), TERI119,
7—4) and streptavidin-coated magnetic beads. Alternatively,
other negative Lin~ selection can be used, provided that mega-
karyocyte progenitors are not removed.

. Easy EasySep™ magnet (Stem Cell Technologies).

. DMEM 1x (Gibco, Life Technologies).
. Penicillin, streptomycin, and glutamine (PSG) 100x stock

(Gibco, Life Technologies).

. TPO (rhTPO, Stem Cell Technologies): 5 pg/mL stock.
. r-hirudin (rHV2-Lys47, Transgene, Strasbourg, France):

10,000 U/mL stock.

. Fetal bovine serum (FBS; Hyclone, GE Healthcare Life Sciences).
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6. Complete culture medium: DMEM, 1% PSG, 10% FBS,
50 ng/mL TPO, 100 U/mL hirudin.

7. Concentrated complete culture medium. For each 500 pL final
volume, prepare 167 pL of concentrated complete medium:
102 uLL. DMEM, 50 pL EBS, 5 pL TPO stock, 5 pL hirudin
stock, and 5 pL 100x PSG stock. For more than one culture
well, increase the volumes proportionally.

8. 3% methylcellulose (MC) stock solution in IMDM medium
(R&D Minneapolis, Minnesota, USA) (see Note 1). Divide
into 1 mL aliquots in 1 mL cryotubes (ClearLine, Biosigma)
and store at =20 °C.

9. 1 mL Luer lock syringes equipped with 18-gauge needles to
collect the methylcellulose.

10. Luer lock syringe connectors (Fisher Scientific).

11. 4-well dishes or alternatively 24-well dishes (ThermoScientific).

2.5 Cell 1. 15 mL plastic tubes.
Resuspension 2. DPBS to dilute the methylcellulose.

3. Complete DMEM culture medium (see Subheading 2.4,
step 6) for cell resuspension in 4-well dishes to visualize

proplatelets.
2.6 Cell Fixation 1. Glutaraldehyde (25% aqueous solution; Electron Microscopy
for Electron Sciences (EMS), USA) stored at +4 °C.
Microscopy 2. Cacodylate buffer: dissolve 21.4 g dimethylarsinic acid sodium

salt trihydrate and 20 g sucrose in 1 L H,O. Under constant
agitation add 1 mL of 1 M CaCl, and 1 mL of 1 M MgCl,.
The pH is adjusted to 7.3 and the osmolarity to 306 mOsm /L
with approximately equal amounts (13 mL) of 1 M MgCl, and
1 M CaCl,. The final solution is clear and once filtered (0.2 pm)
is stable at +4 °C for up to several weeks.

3. Glutaraldehyde fixative solution: 5% glutaraldehyde (final con-
centration) in cacodylate buffer. Warning: fixative vapors and
projections are very harmful to the eyes, nose, and throat and
must be handled under a chemical hood, wearing protective
equipment.

4. Agarose type LM-3 low melting point agar (EMS).
. A heated centrifuge (2-16 KCH, Sigma, France).
6. Razor blades.

w

2.7 Cell Fixation 1. A cytospin centrifuge (Cytospin 4, ThermoScientific) equipped
and Cytospinning with cytofunnels (Microm Microtech), filter cards, and
for Immunolabeling cytoclips.

2. Paraformaldehyde (EMS) stored protected from the light.
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2.8 Cell Recovery
for Flow-Cytometric
Analysis

. Paraformaldehyde fixative solution: 8% paraformaldehyde in

PBS.

4. Polylysine slides (ThermoScientific).

. Dakopen (Dako) to delimitate the cell area.

. 28 kPa ESS-coated dishes (Ibidi).

3 Methods

3.1 Removal

of Femurs and Tibias,
Extraction of Bone
Marrow, Cell
Dissociation,

and Immunomagnetic
Cell Sorting

Bone dissection must be performed under aseptic conditions to
avoid bacterial contamination, and marrow flushing and cell dis-
sociation must be carried out under a laminar flow hood.

L.

2,

Before starting, add 15 mL of DMEM medium containing 1%
PSG to a 50 mL tube to collect the bones (see Note 2).

Throughout the procedure, frequently disinfect all instru-
ments in 70% (v/v) ethanol to avoid microbial contamination.
Use cervical dislocation or other approved methods (in line
with local and national ethical guidelines) to euthanize the
mouse and immerse the body in 70% ethanol before removing
the femurs and tibias under aseptic conditions. Rapidly dissect
out the femurs and tibias and remove the adherent tissue.
Gently cut away the epiphyses using a sharp scalpel and briefly
rinse the bones in 70% ethanol before immersing them in
DMEM medium with 1% PSG (see Note 3).

. Under the laminar flow hood, rinse the bones twice in sterile

DPBS before starting to remove the marrow cells. Holding the
bone with forceps, flush the marrow into a 50 mL tube using
a 5 mL syringe with a 21-gauge needle, filled with DMEM
medium containing 1% PSG. Introduce the extremity of the
needle (just the bevel) into the opening of the bone and press
the plunger with a quick movement and of sufficient force to
flush out the marrow. Use 1 mL per tibia and reuse the medium
for femurs.

. Distribute the total volume of medium containing flushed

marrow into round bottomed 10 mL tubes. Dissociate the
marrow cells by passing the cell suspension 3 times through a
21-gauge needle, 3 times through a 23-gauge needle and
finally once through a 25-gauge needle. Transfer the suspen-
sion into 15 mL tubes (see Note 4).

. Measure the cell concentration and viability using an auto-

mated cell counter (see Note 5).



3.2 Cell Embedding
in the Methylcellulose
Hydrogel
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6. Centrifuge the 15 mL tubes for 7 min at 300 x g and discard

the supernatants. Following the instructions of the EasySep™
Mouse Hematopoietic Cell isolation Kit, resuspend the cellular
pelletin M medium to a concentration of 1 x 108 cells/mL. Put
the suspension in a round bottomed 5 mL polystyrene tube, to
a maximum volume of 2 mL.

. The stem and progenitor cells are isolated by negative immu-

nomagnetic selection. Add blocking normal rat serum (50 pL/
mL) and label nonhematopoietic stem cells and nonprogenitor
cells by adding biotinylated antibodies (CD5, CD11b, CD19,
CD45R/B220, Ly6G/C(Gr-1), TER119, 7—4) (50 pL/mL).
Incubate the cells on ice for 15 min. Add streptavidin-coated
magnetic beads (75 pL/mL) and incubate again on ice for
10 min. If necessary, adjust the volume to 2.5 mL with M
medium. Place the tube without its cap inside the EasySep™
magnet and incubate for 3 min. Keeping the tube inside the
magnet, transfer its contents into a new round-bottomed 5 mL
polystyrene tube. This is done by inverting both the tube and
the magnet with a gentle but regular movement. Discard the
initial tube and place the new tube containing cells, without its
cap, in the magnet for 3 min more. Transfer the isolated Lin~
cells into a new 15 mL tube by gently and regularly inverting
both the tube and the magnet.

. Measure the Lin~ cell concentration and viability.

. Lin~ cells are grown at a final concentration of 2 x 10° viable

cells/mL under both liquid and methylcellulose conditions.
Calculate the required volume of cell suspension to achieve the
final concentration (1 x 10° cells per 500 pL well). Centrifuge
the cells at 300 x g for 7 min. For liquid cultures, discard the
supernatant and resuspend the cell pellet in complete culture
medium. Incubate the cells at 37 °C under 5% CO, in 4-well
culture plates (500 pL per well).

1. Thaw two 1 mL aliquots of 3% MC stock solution in IMDM

(1 mL for syringe coating and 1 mL for cell encapsulation)
(see Note 6).

. Draw 1 mL of MC into a 1 mL Luer lock syringe equipped

with an 18-gauge needle to coat the walls of the syringe
(Fig. 2a). Totally expel the MC.

. Using the same syringe and needle, aspirate the appropriate

volume of MC (333 pL is required per well for a total volume
of 500 pL to achieve a final concentration of 2% MC).

. Remove the needle, put a Luer lock connector on the end of

the syringe (Fig. 2b) and attach a second, noncoated, 1 mL
Luer lock syringe to the first one (Fig. 2c, d).
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Fig. 2 lllustrative guide to the preparation of methylcellulose-based cultures. Refer to Subheading 3.2 for

descriptions

8.

6.

Distribute the volume of MC equally between the two syringes
and disconnect them.

Prepare the concentrated cell resuspension medium (item 5,
Subheading 2.4), 167 pL per 500 pL in each well. This volume
of medium is calculated so as to obtain a final MC concentra-
tion of 2% (corresponding to a 1.5-fold dilution of the initial
3% MC solution). For more than one culture well, increase the
volumes proportionally.



3.3 Cell Analyses

3.3.1 In Situ Cell Fixation
and Recovery for Electron
Microscopy
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7.

10.

11.

Prepare the cell suspension. Calculate the required volume of
cell suspension to achieve a final concentration of 2 x 10°
cells/mL or 1 x 10° cells per 500 pL well. Centrifuge the cells
at 300 x g for 7 min. Discard the supernatant and resuspend
the cell pellet in concentrated complete DMEM medium so as
to obtain an initial cell concentration of 6 x 10° cells/mL (see
Note 7).

. For each well, very carefully draw 167 pL of cell suspension

into one syringe directly through the connector (Fig. 2¢) and
reconnect the two syringes (see Note 8).

. Homogenize the cells by mixing the MC medium and the cell

suspension with back-and-forth movements between the two
syringes (see Note 9).

Draw the cells and medium into one syringe and disconnect
the two syringes, leaving the connector on the empty syringe.
Carefully expel the contents of the other syringe (MC medium
and cells) into one well of a 4-well plate (Fig. 2f).

Incubate at 37 °C under 5% CO,.

This procedure uses a fixative which must be handled under a fume
hood, wearing protective equipment.

1.

Preheat the glutaraldehyde fixative solution (Subheading 2.6,
item 3) to 37 °C so as to minimize fixation artifacts. Fix the
cells directly in the hydrogel by gently layering an equal vol-
ume (500 pL in this protocol) of fixative solution on top of
the gel (2.5% glutaraldehyde final concentration), without dis-
rupting the hydrogel (see Note 10). Incubate for 1 h at room
temperature.

. Using a transfer pipette, transfer the total content of the well

(500 pL hydrogel plus 500 pL fixative) into 10 mL of cacodyl-
ate buffer (see Note 11) in a 15 mL tube. Carefully mix with
several up-and-down pipettings so as to homogeneously dilute
the methylcellulose gel without harming the cells.

. Centrifuge the mixture at 300 x g for 7 min.
. Discard the supernatant, add 1 mL of cacodylate buffer and

transfer the cell suspension to a 1.5 mL Eppendorf tube.
Continue with steps 5-12 to prepare for electron microscopy
or keep the cells at 4 °C.

. Wash the cell pellet 3 times by centrifugation in cacodylate

buffer and incubate the samples in a water bath at 43 °C.

. Prepare a 2% (w/v) solution of agarose by dissolving agar

powder in boiling cacodylate buffer and let the agar tempera-
ture equilibrate at 43 °C.

. Using a warm transfer pipette, resuspend the cells in the warm

agarose.
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3.3.2 In Situ Cell Fixation
and Recovery
for Immunolabeling

11.
12.

. Centrifuge the cell suspension in agarose at 16,000 x 4 and

37 °C for 2 min.

. Place the tubes on ice to let the agarose solidify.
10.

With a razor blade cut the plastic Eppendorf tube above the
cell pellet and then cut the cell pellet into four blocks.

Put the blocks in small bottles filled with cacodylate bufter.

Proceed to post fixation and inclusion in an Epon resin using
classical procedures. A detailed description of Epon inclusion
and sectioning may be found within a previous volume in this
series (Platelets and Megakaryocytes Volume 3, Chapter 13
“Characterization of Megakaryocyte Development in the
Native Bone Marrow Environment”) [8].

This procedure uses a fixative which must be handled under a fume
hood, wearing protective equipment.

ks

Preheat the paraformaldehyde fixative solution (Subheading
2.7, item 3) to 37 °C. Fix the cells directly in the hydrogel by
gently layering an equal volume of fixative solution (i.e. 500 pL.
in this protocol) on top of the gel (4% paraformaldehyde final
concentration), without disrupting the hydrogel (see Note
10). Incubate for 20 min at room temperature.

. Using a transfer pipette, transfer both the hydrogel and fixative

(1 mL) from each well into 10 mL of DPBS and put it in a
15 mL tube. Carefully mix with several up-and-down pipet-
tings so as to homogencously dilute the methylcellulose gel
without harming the cells. Centrifuge the mixture at 300 x 4
for 7 min.

. Discard the supernatant and resuspend the cell pellet in 10 mL

of DPBS (see Note 12). Centrifuge the cells again at 300 x g
for 7 min.

. Discard the supernatant and resuspend the pellet in a volume

of DPBS equal to that of the initial gel (in this protocol 500 pL
per culture well).

. Prepare the cytofunnels. Attach the cytofunnels and filter cards

with cytoclips to appropriately annotated slides and place them
in the cytospin centrifuge (Fig. 3a—c).

. Carefully homogenize the cell suspension. Pipette 100 pL of

cell suspension into each cytofunnel, so that 4-5 slides are
obtained for one 500 pL culture well. Cytospin at 500 rpm for
5 min, discard the cytofunnels and recover the slides (Fig. 3d).
Using a marker, immediately draw a line around the cell spot
on the back of each slide and encircle the cells with Dakopen
for further immunolabeling (Fig. 3¢), before immersing the
slide in DPBS (see Notes 13 and 14). Proceed to immunola-
beling or keep the slides at 4 °C immersed in DPBS in a hori-
zontal position for up to a few days.
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Fig. 3 lllustrative guide to cytospin the cells from cultures for immunolabelling. Refer to Subheading 3.3.2 for
descriptions

3.3.3 Cell Recovery 1. Using a transfer pipette, transfer the hydrogel from each well

for Flow-Cytometric (500 pL) into 10 mL of PBS and place it in a 15 mL tube.

Analyses Carefully mix with several up-and-down pipettings so as to
homogeneously dilute the methylcellulose gel without harming
the cells.

2. Centrifuge the mixture at 300 x g for 7 min. Discard the
supernatant and resuspend the cell pellet in 10 mL of PBS
(see Note 12). Centrifuge the cells at 300 x g for 7 min.

3. Resuspend the cell pellet in an appropriate volume to perform
immunolabeling for flow-cytometric analyses.

3.3.4  Cell Resuspension The physical constraints exerted by the methylcellulose hydrogel
for Proplatelet Analysis tend to inhibit the extension of proplatelets. In order to analyze
proplatelet formation under conditions comparable to those of
liquid cultures, the cells have to be reseeded in a liquid medium.
The cells are resuspended on day 3 of culture, when the control
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cells in liquid culture have not yet extended proplatelets; otherwise
centrifugation could alter already extended proplatelets and bias
the final results. Accordingly, be sure to proceed in exactly the
same manner with all samples, including the cells from any control
liquid culture wells (see Subheading 3.3.5), so as to have truly com-
parable controls. The entire procedure is performed under sterile
conditions using a laminar flow hood.

).

Prewarm complete culture medium (Subheading 2.4, item 6)
to 37 °C.

. Prepare 10 mL of DPBS at 37 °C in a 15 mL tube for each

500 pL well to reseed.

. Very gently resuspend the cells from each well in the 10 mL of

DPBS. Several up-and-down movements are necessary to
dilute the methylcellulose.

. Centrifuge the tubes at 300 x g for 5 min.
. Discard the supernatants and resuspend each pellet in 1 mL of

culture medium (see Note 12).

. Reseed 500 pL of cell suspension per well of 4- or 24-well

plates and incubate at 37 °C under 5% CO, (i.e., from one
initial well, obtain 2 wells for proplatelet visualization in
duplicate).

. On day 4, i.e., 24 h after reseeding, randomly acquire images

from the bottom of each well using bright field microscopy and
the 20x objective (Fig. 4). Usually 10 fields /well are acquired,

Fig. 4 Typical appearance of cells resuspended after culture in methylcellulose for assessment of proplatelet
formation. Megakaryocytes were grown 3 days in MC hydrogel, resuspended and reseeded for 24 h in liquid
medium before pictures are taken to examine for proplatelet formation. See Subheading 3.3.4 for further detail



3.3.5 Comparison

of MKs Grown in Liquid
and Methylcellulose
Cultures
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representing approximately 150-300 megakaryocytes per
condition (two wells). The number of MKs extending
proplatelets is counted on each photograph and the propor-
tion of MKs extending proplatelets is calculated based on these
two wells.

Methylcellulose cultures are performed in classical 4- or 24-well
culture dishes in a volume of 500 pL (see Note 15). Conventional
liquid cultures can also be performed in classical 4- or 24-well
culture dishes, in a volume of 500 pL, similarly to methylcellu-
lose cultures. However, for some experiments, it may be impor-
tant to recover all cell types and adherent cells may be lost in
classical culture dishes. To limit cell adhesion so that all the cells
are recovered, including adherent remaining stromal cells (see
Note 16), cell culture in liquid medium can be performed in
28 kPa ESS-coated dishes. These dishes accommodate a total
volume of 2 mL.

4 Notes

1. The viscoelastic properties, and hence the stiffness, of methyl-
cellulose vary according to the degree of substitution of
hydroxyl residues by methyl residues, the length of the poly-
mer chains, the concentration of the polymer and the tem-
perature. We characterized the viscoelastic properties of
methylcellulose from R&D and found that at 37 °C and an
optimal concentration of 2%, the stiffness, evaluated by mea-
suring the elastic modulus (Young’s modulus), lies in the
range of 30-60 Pa. These properties may vary according to
the source of methylcellulose and this should be taken into
consideration as small variations may affect the final stiffness
and hence the differentiation process.

2. It is better to warm the medium to 37 °C before the
experiment.

3. You do not need to cut all the epiphyses. To facilitate marrow
flushing, cut only the epiphyses of the ankle side end for the
tibia and of the hip side end for the femur. This will allow the
needle to be retained by the epiphysis of the knee side end of
each bone and will decrease the risk of ejecting the bone from
the needle during flushing.

4. Place the end of the needle on the tube wall while dissociating
the flushed marrow to avoid the formation of air bubbles and
thereby the creation of shear stress.

5. An ADAM automated cell counter is used with AccuChips and
AccuStain solutions T and N to count viable cells. Alternatively,
another automated cell counter may be used, or a Thoma cell
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

chamber for manual counting in the presence of trypan blue to
exclude dead cells.

. Use two different aliquots of methylcellulose, one to coat and

one to fill the syringe, because the MC used for coating will
contain undesirable bubbles after its ejection.

. Be sure to discard all the supernatant because the volume of

liquid added to the methylcellulose changes its concentration.
To obtain an optimal concentration of 2% starting from an
initial concentration of 3% MC, the total volume of liquid is
167 pL for 333 pL. of MC medium. This allows one to prepare
500 pL of MC medium at a concentration of 2%, containing
cells at a final concentration of 2 x 10° cells/mL or 1 x 10°

cells /500 pL well.

. Make sure you do not introduce air bubbles into the syringe

when adding the cell suspension. Carefully reconnect the
syringes without losing any MC medium or cell suspension
in the screw thread.

. Mix back and forth about ten times to homogenize. Do not

mix too vigorously as this will create undesirable small air
bubbles.

Do not disturb the hydrogel so as to maintain its stiffness
intact until the cells are fixed. The fixative diffuses very rapidly
throughout the gel, as revealed by its rapid change in color.

From this moment on, it is important to use cacodylate buffer
rather than PBS to avoid adding phosphates, which are unde-
sirable for further processing for electron microscopy.

Note that some methylcellulose may not be fully diluted or
may remain on the bottom wall of the tube and be pelleted
during centrifugation. In this case, discard the liquid above
the cell and MC pellet, leaving about 2 mL so as not to lose
cells. Add a further 10 mL of buffer to resuspend the cells and
dilute and eliminate all the MC after a second round of
centrifugation.

DPBS is added to prevent dehydration and maintain the cell
structure.

Dispose of the cytofunnels and filter cards in sealed disposable
bags to avoid the dispersion of fixative vapors.

In classical dishes and liquid cultures, adherent cells stay
attached to the plastic bottom after their sedimentation,
whereas in methylcellulose cultures all the cells are recovered
because they remain in suspension. To recover all the cells
from the control liquid cultures, in order to obtain compara-
ble numbers of cells from the MC and liquid cultures for
flow-cytometric analyses, we use ESS-coated dishes for the
control cultures to prevent adherence of the cells.
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16. In ESS-coated dishes, the cells are seeded at 2 x 10° cells/mL
as in classical liquid cultures, but the seeding volume is 2 mL
because the surface of the dishes is larger than that of the wells

of 4-well plates.
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Combined deficiency of RAB32 and RAB38 in the mouse mimics
Hermansky-Pudlak syndrome and critically impairs thrombosis
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France
The biogenesis of lysosome related organelles is defective in Hermansky-Pudlak syndrome
(HPS), a disorder characterized by oculocutaneous albinism and platelet dense granule (DG)
* Contrary to rat platelets, defects. The first animal model of HPS was the fawn-hooded rat, harboring a spontaneous

mouse platelets express
both RAB32 and RAB38
that play fully redundant
roles for dense granule
biogenesis.

* Combined RAB32 and
RAB38 deficiency
mimics severe
Hermansky-Pudlak
syndrome with albinism
and profound defects in
hemostasis.

mutation inactivating the small guanosine triphosphatase Rab38. This leads to coat color
dilution associated with the absence of DGs and lung morphological defects. Another RAB38
mutant, the cht mouse, has normal DGs, which has raised controversy about the role of
RAB38 in DG biogenesis. We show here that murine and human, but not rat, platelets also
express the closely related RAB32. To elucidate the parts played by RAB32 and RAB38 in
the biogenesis of DGs in vivo and their effects on platelet functions, we generated mice
inactivated for Rab32, Rab38, and both genes. Single Rab38 inactivation mimicked cht mice,
whereas single Rab32 inactivation had no effect in DGs, coat color, or lung morphology.
By contrast, Rab32/38 double inactivation mimicked severe HPS, with strong coat and eye
pigment dilution, some enlarged lung multilamellar bodies associated with a decrease in the
number of DGs. These organelles were morphologically abnormal, decreased in number,
and devoid of 5-hydroxytryptamine content. In line with the storage pool defect, platelet
activation was affected, resulting in severely impaired thrombus growth and prolongation
of the bleeding time. Overall, our study demonstrates the absence of impact of RAB38 or
RAB32 single deficiency in platelet biogenesis and function resulting from full redundancy,
and characterized a new mouse model mimicking HPS devoid of DG content.

Introduction

Platelet granules critically contribute to hemostasis and thrombosis through the release of various
soluble factors." The a granules mainly contain proteins involved in coagulation and tissue repair. Dense
granules (DGs, also called d-granules) contain high concentrations of small nonprotein molecules such
as nucleotides, pyrophosphates, and polyphosphates, as well as calcium and magnesium.?* Following
strong platelet activation, the contents of a granules and DGs are released to amplify the platelet
responses. Defects in DG formation (3 storage pool diseases, 8-SPD) or in platelet secretion are
associated with bleeding disorders. Inherited 3-SPD represent a heterogeneous group presenting with
either an isolated platelet function defect or more complex symptoms, as in Hermansky-Pudlak
syndrome (HPS).*” In addition to the bleeding disorder, HPS is associated with oculocutaneous
albinism and variable other serious complications such as immune deficiency or lung fibrosis depending
whether the mutated gene also affects other organelles and cell types.”®
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DGs belong to the family of lysosome related organelles (LRO),
characterized by an acidic pH and the presence of lysosomal-
associated membrane proteins (LAMPs), but their biogenesis
differs from ubiquitous lysosomes. Because LROs also include,
among others, the melanosomes in melanocytes, it has long been
suggested that melanosomes and DGs share similar biogene-
sis routes. This hypothesis was supported by the identification
of mutated genes responsible for both albinism and platelet
granule defects in HPS syndrome.®'' DGs are synthesized in
stage | megakaryocytes (MKs) and arise from late endosomal/
multivesicular bodies (MVBs), the precursors of a granules and
DGs and of lysosomes connecting the endocytic and biosyn-
thetic pathways.'? "2 In the early/recycling endosomes, cargos are
sorted using ubiquitously expressed machinery and adaptor
protein (AP) complexes associated with clathrin-coated vesicles,
which tether and fuse with the maturing granules. RAB proteins
are key mediators of vesicular trafficking. RAB38 and the closely
related molecule RAB32'*"'® are expressed in a tissue-specific
manner and have been proposed to confer cell-type specificity on
LROs, notably on melanosomes.'®"'"'® This is consistent with the
phenotype of the fawn-hooded rat, one of the first rodent models
of HPS. The fawn-hooded rat carries a null mutation in Rab38 and
exhibits a diluted coat color resulting from impaired melanosome
biogenesis, associated with lung defects and a bleeding pheno-
type resulting from 8-SPD in the absence of DGs.'”?° This has
long suggested that RAB38 is the major RAB directing cargos to
maturing DGs. However, a spontaneous mutation which arose in
the murine RAB38-GTPase domain (chocolate [chf] mouse) was
found to cause slight pigment dilution and defective lung lamellar
bodies biogenesis but no bleeding phenotype with absolutely
normal DGs?'?® suggesting a hypomorphic mutation.

RAB32 and RAB38 have been well investigated in melanosome
biogenesis, where they direct the transport of cargos to maturing
melanosomes through interaction with a number of intracellular
partners involved in trafficking.”'" Deficiencies in RAB32 and
RABZ38 proteins or defects in their GTPase activity are responsible
for mistrafficking of melanosomal resident proteins, which re-
sults in melanosome malformation and reduced melanin pigment
synthesis.®'"?42® The mechanisms of DG biogenesis have
been less extensively studied, mainly because of the difficulty of
manipulating MKs. Using a megakaryoblastic cell line, Di Pietro et al
proposed a similar role for RAB32 and RAB38 in the transport and
tethering of cargo-containing vesicles and/or their fusion with
immature DGs.'®?” These studies were conducted in vitro in
a cancer cell line, however. Thus, the question remained open as to
their actual role in the in vivo setting, especially in view of the
different phenotypes of fawn-hooded rats and cht mice.

This was evaluated by generating mice inactivated for Rab32
and Rab38, following our observation that, contrary to rat platelets,
mouse and human platelets also express RAB32 in addition
to RAB38. In addition, we showed that inactivation of both
genes is required to mimic severe HPS, these mice presenting
with oculocutaneous albinism, lung morphology abnormalities,
and defective DG formation, demonstrating that RAB32 and
RAB38 play redundant roles in DGs biogenesis. In line with the
DG defects, these mice exhibited a strong impairment in hemo-
stasis and thrombus formation, representing a new mouse model
mimicking severe HPS.
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Materials and methods
Materials and animals

Materials and animals are listed in the supplemental Data.

Washed platelet preparation, aggregation, and
quantification of granule contents

Platelets were washed in Tyrode's albumin buffer as previously
described.?® Aggregation was measured turbidimetrically using
a 4-channel APACT 4004 aggregometer (ELITECH, France). To
quantify total platelet factor-4 (PF4) and 5-hydroxytryptamine
(5-HT), platelets were lysed by 5 successive cycles of freezing
and thawing. To quantify secreted granule secretion, platelets were
stimulated with the indicated dose of agonist and centrifuged
after 3 minutes. PF4 and 5-HT were quantified in the supernatants
by enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA). Nucleotides were
determined by high-performance liquid chromatography (HPLC;
Agilent 1260 Infinity) using a Zorbax SAX 1.6 X 250-mm column
(Agilent Technologies). B-hexosaminidase was measured as
a marker of lysosome content?® in sera from both wild-type (WT)
and inactivation of single or both RAB proteins (DKO) mice.

Immunofluorescence on megakaryocytes and
confocal observations

RAB32, RAB38, 5-HT, and von Willebrand factor (VWF) immuno-
labeling were performed on MKs differentiated in liquid culture for
4 days using standard protocols and observed by confocal
microscopy (detailed in the supplemental Methods).

Western blotting and immunolabeling

In western blotting experiments, platelets, tissues, or Lin~ cells were
lysed in the presence of 1% sodium dodecyl sulfate and proteins
were separated by electrophoresis and immunoblotted with the
indicated antibodies. For immunolabeling, megakaryocytes were
fixed in 4% paraformaldehyde (PFA), cytospun, and labeled with
appropriate antibodies.

Lung histology

Twenty eight- to 31-week-old mice were euthanized and the lungs
and heart were dissected en bloc. The lungs were inflated with 4%
PFA fixative administration through the trachea and immediately
separated, the right lobe immersed in PFA for histology and the left
lobes immersed in glutaraldehyde 2.5% for transmission electron
microscopy (TEM) (see supplemental Methods). For histology,
paraffin-embedded lung tissue was sectioned (5-pm-thick sections)
and stained with either Masson trichrome or hematoxylin and eosin
staining. Alveolar space and multilamellar bodies were quantified
using ImageJ software.

Flow cytometry for measurement of integrin «llbp3
activation, P-selectin, and LAMP1 exposure and
mepacrine loading capacity

Washed platelets (5 X 107/mL) were stimulated with thrombin and
subsequently blocked with hirudin (100 U/mL), colabeled with anti-
GPIbp antibody and JonA-PE (1/50, recognizing activated «llbB3)
or P-selectin (5 pg/mL) or LAMP1 (1/100). The mepacrine loading

capacity was evaluated by incubating resting or 1 U/mL thrombin
prestimulated platelets with mepacrine (10 pM) for 30 minutes.
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Amounts of incorporated mepacrine were quantified on the basis of
flow cytometry measurements (BD Fortessa).

Whole blood perfusion

Platelet thrombus formation was studied by perfusing collagen-
coated capillaries with hirudin-anticoagulated blood as described
previously,®® and examination of the capillaries was done by
scanning electron microscopy or differential interferential contrast.

Bleeding time and thrombosis models

The bleeding time was measured as described prevously.®' A
model of thromboembolism was performed in vivo by injecting
tissue factor (TF, 165 pL/kg) into the jugular vein of anesthetized
animals within an infusion time frame of 3 to 4 seconds. Viability was
monitored during the 30 minutes following TF injection. The same
dose of TF was used to measure platelet consumption, quanti-
fied as the difference between the platelet counts before and
2 minutes after TF injection.®? Two models of mural thrombosis
were used, 1 triggered by laser-induced localized deep injury of
the mesenteric arterioles, as previously described,®® and detailed
in the supplemental Data. The second one was induced by exterior
application of FeClI3 7.5% on the carotid artery, as described
elsewhere.®* The lesion was performed laterally to measure
thrombus height growth in real time. Details are provided in the
supplemental Data.

Results

RAB32 and RAB38 are expressed in human and
mouse platelets, whereas RAB32 is absent from
rat platelets

RAB32 and RAB38 were both found to be expressed in human and
mouse platelets as observed by western blot and by reverse
transcription-polymerase chain reaction analyses (Figure 1A). In
contrast, RAB32 protein or messenger RNA (mRNA) was not
detected in rat platelets (Figure 1A). To make sure that this was not
unique to a specific rat strain, we compared platelets from Wistar
and OFA albino rats, and also from a Brown Norway background,
a non-agouti brown rat, and found the same results. RAB32 was
nevertheless expressed in other tissues in the rat such as in the
kidney, spleen, lungs, and skin (supplemental Figure 1A). Hence our
data suggest that even if RAB32 is dispensable for the biogenesis
of DGs in the rat, the possibility remains of a role in human and
mouse platelets.

Consistent with this hypothesis, we found that RAB32 and
RAB38 expression are present throughout murine MK differentia-
tion (supplemental Figure 1B). We observed MK at a stage
where maturing granules are present and found that VWF-positive
« granules are not or only marginally labeled with either Rab32
or Rab38. By contrast, the majority of 5-HT" granules were
also labeled for RAB38 or RAB32 (Figure 1B), in accordance
with a role for RAB32 and RAB38 in DG but not a granule
biogenesis. Other vesicles were labeled for RAB38 and
RAB32, which could represent early immature DGs or transport
vesicles. To further study the role of RAB32 and RAB38 in DG
formation, we generated mice in which Rab32 or Rab38 were
inactivated.
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Effect of Rab32 and Rab38 inactivation on coat
pigmentation, lung structure, and granule content

Rab38 '~ mice were crossed with Rab32 '~ mice to obtain
inactivation of single or both RAB proteins [DKO: Rab32™"~;
Rab38 /"] (Figure 2A). Heterozygous genotypes expressed in-
termediate levels of RAB32 or RAB38 (Figure 2A). Inactivation of
Rab32 and/or Rab38 did not lead to compensatory overexpression
of other RAB proteins in platelets (supplemental Figure 2).
Rab32 inactivation had no impact on coat color, whereas Rab38
inactivation led to a light pigment dilution, similar to the cht mice
(Figure 2B). However, severe eye and coat color dilution were
observed in DKO mice, presenting a light beige pigmentation and
red eyes. In contrast, mice heterozygous for Rab32 and deficient in
Rab38 [Rab32"/ :Rab38 '"] had an intermediate coat color,
whereas [Rab32 /" ;Rab38"/"] animals displayed less pigment
dilution, very close to that of the chf?' or Rab38™ '~ mice. Thus,
RAB38 and RAB32 were found to be partially redundant for mouse
coat color, RAB38 nevertheless appearing to predominate over
RAB32.

Because it was previously reported that RAB38-deficient animals
presented with lung defects,'®2°22 we next examined lung tissue in
our knockout (KO) strains. Histological observations showed that
Rab38 '~ and DKO, but not Rab32 /" mice, had impaired lung
alveolar structure. Although no clear increase in collagen was
detected with Masson trichrome staining, we observed epithelium
damage as evidenced by significant thickening of alveolar septa of
Rab38 '~ and DKO lungs, compared with WT and Rab32 '~
mice, suggesting that RAB38 plays a predominant role over RAB32
in lung physiology (supplemental Figure 3A-B). By TEM, we closely
observed alveolar type Il cells containing the lamellar bodies and
found that Rab38 /" and DKO presented with some enlarged
lamellar bodies (supplemental Figure 3C-D).

The hallmark of HPS is oculocutaneous albinism coupled with
defective platelet DG content, so we next examined platelet DG 5-
HT and nucleotide content. 5-HT storage was almost abolished in
DKO platelets, whereas [Rab32"/~; Rab38 /"] and [Rab32 ";
Rab38"/"] mice presented a 32% and a 40% decrease in platelet
5-HT content, respectively (Figure 3A). The 5-HT concentration
was unaltered in single knockout and double heterozygous platelets
(Figure 3A). Platelets contain 2 major compartments for adenosine
triphosphate (ATP) and adenosine 5'-diphosphate (ADP), the
cytosol, and the DGs. We measured the total nucleotide content
of platelets using HPLC. As shown in Figure 3A, DKO mouse
platelets displayed a total 75% decrease in ADP and 50%
decrease in ATP content. The ATP/ADP ratio was therefore
twice that of WT mice (mean ratio * standard error of the mean
[SEM]: 3.05 *+ 0.06 for WT [n = 14] vs 6.33 *= 0.24 for DKO
[n = 3]), in line with 3-SPD. Once again, [Rab32"' ;Rab38 /"]
and [Rab32 /" ;Rab38"/"] animals had an intermediate pheno-
type, with ~30% and 45% decreases in platelet ADP content,
respectively, and 17% and 20% decreases in platelet ATP
content, respectively, whereas single KO had normal nucleotide
content.

On the other hand, total platelet PF4, P-selectin and fibrinogen
levels were normal, whatever the genotype of the mice (Figure 3B).
VWF was likewise detected in DKO platelets by immunolabeling
and found to be present in similar amounts as in WT platelets (data
not shown), confirming that neither RAB protein plays a significant
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Figure 1. Expression of RAB38 and RAB32 proteins in MKs and platelets. (A, left panel) Western blots of human, mouse, and rat total platelet (Plts) lysates (10 p.g)

showing expression of RAB38 in all 3 species but not of RAB32 in rat platelets. Actin was present as a loading control. Representative blots from 3 independent experiments.
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Figure 2. Impact of Rab32 and/or Rab38 inactivation
on coat pigmentation. (A) Western blots showing the
absence of RAB32 and RAB38 in Rab32 '~ and Rab38 ™/
mouse platelets, respectively, and in DKO mouse platelets,
and partial RAB32 and RAB38 expression in [Rab38 /" ;
Rab32"/"] and [Rab38"/" ;Rab32 /"] mouse, respectively.
Representative of 3 independent western blots. (B) Different

32-/-

coat color dilution according to the mouse genotype.

part in a granule biogenesis. Furthermore, B-hexosaminidase used
as a marker of lysosomes was not decreased and was even slightly
increased in DKO mice, indicating that lysosome biogenesis was
not negatively impaired (Figure 3C). Finally, blood parameters were
normal in the different combinations of genotypes (supplemental
Table 1).

Altogether, we show that Rab32/38 DKO mice fully mimic HPS
and that, unlike in the case of coat color and lung physiology,
RAB32 and RAB38 seem to play equally redundant roles in the
biogenesis of DGs.

RAB32 and RAB38 are required for dense
granule formation

We next investigated whether the absence of DG contents was
the result of the absence of DG compartments or reflected only
their defective storage capacity. As seen on TEM images, DG
formation in DKO mouse platelets was strongly impaired, with only
a few granules being observed. Furthermore, these DGs presented
an abnormal dense core having a very small, linear, or poorly
condensed appearance (Figure 4A, right), in contrast to normal
DGs having a typical “bull's-eye” morphology®® (Figure 4A, left). No
morphological defect in platelet DGs was observed in single
knockout or in [Rab32"/~;Rab38 '] or [Rab32 ' ;Rab38"""]
mice (data not shown). Because empty or immature granules may
not be identified by TEM, mepacrine uptake was quantified as a
measure of DG amount.*®3” Mepacrine uptake was decreased
by 45% in resting DKO platelets compared with WT (Figure 4B).
As a control, we observed that thrombin preactivated platelets
incorporated minor amount of mepacrine, irrespective of their
genotype (Figure 4B). Altogether, these data indicate that DKO
platelets combine a decreased DG number and an impaired granule
content. We then used focused ion beam (FIB)/scanning electron
microscopy analysis and 3-dimensional (3D) reconstruction®® to
determine the exact number of DGs per platelet, even if empty. We
counted 17.6 = 1.4 DG (mean + SEM) in WT platelets, consistent
with our previous observations of a higher number of DGs in mouse
than in human platelets (A.E., personal observations). A 70%
decrease in the total number of DGs in DKO platelets (5.2 = 0.5
DG/DKO platelet) was observed (Figure 4C). These morphological

defects seemed to be restricted to DGs because a granules had
a normal appearance (supplemental Figure 4A). A similar deficiency
in DG biogenesis was already observed at the MK stage in the
bone marrow by TEM analysis (supplemental Figure 4B). However,
MVB were morphologically similar in DKO and WT MKs differen-
tiated in vitro from Lin~ cells (Figure 4D), suggesting that RAB32
and RABS38 intervene in DG biogenesis downstream of MVB
compartmentalization. These observations indicate that RAB32 and
RABS38 are both required to initiate the formation of DG compart-
ments and for their maturation in terms of storage contents.

Severely impaired hemostasis and thrombosis in
Rab32/Rab38-deficient mice

The main function of the secretion of DG content is to recruit
other circulating platelets to the site of injury and amplify platelet
activation. As patients with DG deficiencies have a compromised
hemostatic capacity,”® we evaluated hemostasis and thrombo-
sis. Hemostasis evaluated in a tail bleeding assay appeared
unaffected in Rab32 or Rab38 single knockout mice, in accordance
with data in cht mouse.?" In contrast, a marked increase in bleeding
time was recorded in DKO animals with no cessation after
30 minutes (Figure 5A). No intermediate phenotype was observed
in [Rab32'~;Rab38"'"] or [Rab32"'~;Rab38™'"] mice, indicat-
ing that their partial 5-HT and ADP content was sufficient to prevent
excessive bleeding.

We next examined the Rab knockouts in in vivo thrombosis
models. Mice inactivated for both Rab32 and Rab38 were resistant
to thromboembolism induced by tissue factor administration
(Figure 5B), in accordance with the important role of DG content
in this model.®? Thrombosis resulting from vessel injury was also
severely impaired in DKO mice, as observed in a model of localized
deep laser-induced injury of the mesenteric arteriole vessel wall®*®
(Figure 5C). Finally, we also asked how DKO may behave in a model
of FeClz-induced injury in the carotid, generating a more severe
lesion and hence a much larger thrombus.*® FeCI3 was applicated
laterally, allowing to visualize platelet accumulation and thrombus
growth into the vessel lumen®* (Figure 5D). There, thrombosis was
profoundly impaired with absolutely no thrombus growth in DKO
mice (Figure 5D, red line), whereas only the intermediate genotypes

Figure 1. (continued) (A, right panel) Reverse transcription polymerase chain reaction amplification of mMRNA from rat lung, spleen, and platelets and mouse platelets,

indicating absence of RAB32 mRNA in rat platelets. Rat plts 1: OFA rat; rat plts 2: Wistar rat. (B) Confocal images of immunolabeled mouse MKs. Left panels show RAB32 or

RAB38 labeling (green), 5-HT or VWF labeling (red), and the merged images. Right panels show for each labeling a line scan of the fluorescence intensity along the drawing

line visualized in the merged images. Bar, 5 um. Images are representative of at least 3 independent labeling experiments.
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Figure 3. Impact of Rab32 and/or Rab38 inactivation on platelet granule content. (A) Quantification of DG constituents in mouse whole platelet lysates: 5-HT
measured by ELISA (left); ADP (middle) and ATP (right) measured by HPLC separation. Results are the mean = SEM in at least 3 mice; **P < .01, ***P < .0001 using 1-way
analysis of variance (ANOVA). (B) Quantification of « granule constituents in mouse whole platelet lysates: PF4 (left) measured by ELISA, P-selectin (middle) and fibrinogen

(right) measured by western blotting (mean = SEM, n = 3; not significant [ns] using Student ¢ test). (C) Quantification of B-hexosaminidase in mouse sera as a measure of

lysosome content (mean += SEM, n = 5, *P < .05 using Student t test).

[Rab32 /" ; Rab38"/"] and Rab32 /" also showed a tendency,
though not significant compared with the WT, to reduced thrombus
size. No difference was observed between WT and single KO mice.
The mean + SEM thrombus area at 600 seconds was 240 X 10° +
42 x 10°% 77 = 17,117 x 10° 326 X 10°% 196 X 10° + 56 X
10% and 114 x 10% + 2 X 10% um? for WT, DKO, Rab32 /",
Rab38’/~ [Rab32"/~;Rab38 '], and [Rab32 ' ;Rab38"'"]
mice, respectively; only the differences between DKO and WT,
[Rab32*'~;Rab38 ’"] and Rab38 '~ were significant (P < .05
using Kruskal-Wallis test with Dunn's posttest).

Impaired platelet functions

To dissect the defective steps in thrombus formation, we
next examined platelet aggregation under flow using hirudin-
anticoagulated blood perfused through collagen-coated glass
capillaries at an arterial shear rate of 1500 seconds™ . Platelets
from WT mice adhered and formed compact aggregates as
expected. By contrast, DKO mice formed only a layer over the
surface with no growth in height (Figure 6A), reminiscent of the
thrombosis behavior. This suggested that the initial phase of platelet
attachment was normal, but followed by a major defect in thrombus
growth, raising the hypothesis of a defect in allbB3 integrin
activation in the DKO mice resulting from defective DG content
release. Similar results were observed by performing in vitro platelet
aggregation. Although ADP response was fully normal, as expected
because it is not dependent of DG secretion when using washed
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platelets (not shown), the responses to collagen or thrombin were
decreased at low agonist concentrations and overcome when
increasing concentrations (Figure 6B).

To further evaluate platelet functions, we measured JonA-PE
labeling as a marker of allbB3 integrin activation in thrombin-
stimulated platelets over 300 s at concentrations ranging from 0.05
to 1 U/mL. We observed strongly reduced JonA-PE labeling at all-
time points and concentrations in platelets from DKO mice
compared with WT mice (Figure 7A). We next established that
integrin activation could be rescued by exogenously added ADP at
all-time points and for both thrombin concentrations (Figure 7B)
(P < .001 between DKO and DKO+ADP). Under the same
activation conditions, no critical defect in platelet P-selectin
exposure was observed in DKO platelets (Figure 7C), and addition
of ADP did not modify the response whatever the genotype
(Figure 7D), suggesting that a granule release is not affected by DG
defects as also indicated by the normal PF4 release (supplemental
Figure 5). By contrast, lysosome exocytosis evaluated by LAMP1
externalization was found to be significantly decreased in DKO
platelets compared with WT (Figure 7E) and only partially
recovered by exogenously added ADP (Figure 7F).

Discussion

The spontaneous Rab38 null mutation of the fawn-hooded rat,
resulting in pigment dilution and defective DG biogenesis, was the
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Figure 4. Decreased number and abnormal DGs in
Rab32/Rab38 DKO mouse platelets. (A) TEM images
showing the ultrastructure of WT and DKO platelets. Right,
the close-up views illustrate the various abnormal DG mor-
phologies in DKO mice. Images are representative of at
least 3 independent platelet preparations. Scale bar, 1 um.
(B) Evaluation of mepacrine uptake by WT and DKO plate-
lets. Bar graph represents the percentage of mepacrine-
positive resting or degranulated platelets (prestimulation
with 1 U/mL thrombin) following incubation with

10 pM mepacrine for 30 minutes (n = 3 independent
experiments). ***P < .001 using 1-way ANOVA.

(C) FIB/scanning electron microscopy images and 3D
reconstructions of whole platelets. (Right panel) Dark spots
represent DGs reconstructed by drawing the granule
membranes on each slice. Note the heterogeneity of the

40 - size of the DGs in both genotypes. (Left panel) Quantifica-
tion of the number of DGs per platelet using 3D FIB/
v scanning electron microscopy reconstructions (n = 25).
| (D) TEM images showing the presence of normal MVBs in
v DKO mouse MKs differentiated in culture from Lin~ cells
compared with WT. Images are representative of at least
v 20 MKs. Scale bars, 500 nm.
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first animal model of HPS available. Later, a Rab38 mutation in cht
mouse was described, without DG anomalies.?’ We provide an
explanation for these discrepancies by showing that rat platelets do not
express the RAB32 protein or mRNA. In contrast, human and mouse
platelets express both RAB38 and RAB32. The absence of RAB32
in rat platelets has never been documented to date. One previ-
ous publication mentioned the presence in rat platelets of a putative
immunoreactive long form of RAB32 having a molecular mass of 52 kDa
instead of 25 kDa.*' This would be difficult to reconcile with the fact
that RAB32 and RAB38 are paralogs.'*'® Using 2 different RAB32
antibodies, we found no evidence for this long form of the protein.
Hence, DG biogenesis in rat platelets would appear to depend solely on
RAB3S8, unlike in mouse and human platelets.

To investigate in vivo the respective roles of RAB32 and RAB38 in
DG biogenesis and platelet functions in species expressing both

2374 AGUILAR et al

proteins (in the platelet lineage), we generated mouse lines
deficientin RAB32, RAB38, and both proteins. Our data support
a full redundancy between the 2 RABs for DG biogenesis,
which was unexpected from the reported higher expression of
RAB32 over RAB38.%? This was not the case for other LROs
because we observed that RAB38 plays a more important role
in the biogenesis of melanosomes and multilamellar bodies
compared with RAB32, in accordance with studies using
cultured melanocytes®'" and previous data in the cht mice and
fawn-hooded rats, which both present pigmentation and lung
defects.?0:22:43

Up to now, 10 genes have been identified as causative for HPS in
humans, whose mutation predicts the severity and diversity of
symptoms.® 164445 Yet, there is still a number of patients present-
ing with HPS of unknown origin. The identification of most of the
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Figure 5. Defective hemostasis and thrombus growth in DKO mice. (A) Bleeding time measured as the time to the first cessation of bleeding. For DKO mice, bleeding
was manually stopped at 1800 seconds; n = 10-12 mice, scatter plot with mean = SEM, each dot corresponds to an individual mouse, ***P < .0001 with Kruskal-Wallis test
and Dunn’s multiple comparison test. (B) TF-induced thromboembolism experiments. (Left panel) Percentage survival following tissue factor injection, n = 10 mice; statistics
using a log-rank (Mantel-Cox) test. (Right panel) Individual and mean percentage of platelet consumption, n = 8-9 mice; **P < .01 using Student t test. (C) Laser-induced
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Figure 6. Defective platelet aggregate formation in DKO mice. (A) Whole blood anticoagulated with hirudin was perfused through glass capillaries coated with collagen
| fibers for 5 minutes at a shear rate of 1500 seconds ™ '. Scanning electron microscopy images that are representative of at least 3 independent experiments. (B) Aggregation

tracings of WT (red) and DKO (blue) washed platelets stimulated with various concentrations of agonists as indicated. Representative of at least 4 independent experiments.

genes involved in human HPS have been greatly facilitated by the
availability of HPS mouse disease models.'®*® Our observations
that, contrary to the rat, RAB38 can be compensated by RAB32 for
DG biogenesis in mouse and probably also in human might explain
why no mutation in the Rab38 gene has yet been reported in
patients with HPS.*?

Known mutations in HPS affect proteins involved in multisubunit
protein complexes. Among these, the BLOC3, composed of HPS1
and HPS4 subunits, works as a guanine exchange factor for RAB32
and RAB38.2°*® |t is thus tempting to suppose that the DKO
mouse model could correspond to the HPS1 and HPS4 form of the
human disease. HPS1 and HPS4 are typically characterized by

Figure 5. (continued) mesenteric arteriole injury. (Left panel) Curves representing the mean * SEM thrombus area at each time point of 10 to 13 vessels observed from 7 to

9 mice. (Right panel) Bar graph of the area under the curve (AUC) of the individual curves corresponding to the graph shown in left. **P < .001, Kruskal-Wallis test. (D)

FeClg-induced carotid artery injury. FeCl; was applied to the lateral side of the carotid for 150 seconds (arrow), after which thrombus growth was visualized from the top.

(Upper left panel) Curves representing the mean = SEM thrombus area at each time point, n = 10 mice. (Upper right panel) Representative top view showing the fluorescent

platelet accumulation at the peak thrombus formation in WT mice (748 seconds) (upper image) and the absence of platelet accumulation in DKO mice (lower image).
(Lower panel) Scatter bar graph of the AUC; **P < .001, ***P < .0001 using Kruskal-Wallis test and Dunn's posttests.
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Figure 7. Thrombin-induced integrin «llbB3 activation, P-selectin exposure and LAMP1 exposure. (A-F) Washed platelets were stimulated with increasing thrombin
concentrations and periods of time (numbers in graph legend indicate the final thrombin concentration) and analyzed by flow cytometry. Red symbols, WT; blue symbols, DKO.
All graphs represent mean = SEM for n = 3 independent experiments. Statistical analyses were performed using 2-way ANOVA, Bonferroni posttest, to compare differences
between WT and DKO in similar stimulation conditions. (A) allbB3 integrin activation as measured by JonA-PE labeling and represented as mean fluorescence intensity. At
each time point and for all thrombin concentrations, DKO platelet JonA-PE labelings were significantly different from WT ones (P < .001), except after stimulation with 0.05
U/mL thrombin for 10 seconds, where there was no difference. (B) allbB3 integrin activation in the presence (dotted lines) or absence (straight lines) of ADP (10 uM). The
presence of ADP significantly increases JonA-PE labeling in DKO mice compared with absence of ADP for all conditions (P < .001). (C) P-selectin exposure at the surface of
platelets. No significant difference was observed between WT and DKO platelets, except after stimulation with 0.05 U/mL thrombin for 300 seconds (P < .01). (D) P-selectin
exposure in the presence (dotted lines) or absence (straight lines) of ADP (10 wM). The presence of ADP did not increase P-selectin exposure. No significant difference
between WT and DKO platelets. (E, left) LAMP1 platelet surface exposure. LAMP1 exposure is significantly decreased in DKO platelets compared with WT (P < .001) except
for 0.1 U/mL thrombin at 30 seconds. (F) Exogenous addition of 10 M ADP (dotted lines) only partially rescued DKO platelet LAMP1 exposure in response to 1 U/mL
thrombin.

varying oculocutaneous albinism, bleeding problems from defective
DG biogenesis, and often lethal progressive lung fibrosis resulting
from defective alveolar type Il cells,*® which closely resembles the

reported DKO phenotype. However, spontaneous mouse mutants
for HPS1 (Hps1°?*f) and HPS4 (Hps4'"), do not exactly
phenotypically mimic Rab32/Rab38 DKO mice. Although both
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Hps1%°’®" and Hps4'®"® mutant mice display an important DG
storage defect, they surprisingly have very mild coat color dilution
almost exclusively visible on the ears and tail extremity.*5°° The
observed discrepancy between Hps mutant mice and our DKO
mice could suggest that RABs play roles independent of BLOC-3
that may account for the more severe pigmentation defect we
observed. This is a likely possibility because, in melanocytes,
RAB32 and RAB38 also interact with BLOC-2, AP-3, and AP-1, all
proteins involved in the transport of cargos to melanosomes.® In
addition, we cannot exclude additional roles for RAB32 and
RAB38, independent of protein trafficking.?®> Of note, RAB32 has
been described as an A-kinase anchoring protein acting at the
surface of human mitochondria®' and xenopus melanosome.®?
These differences indicate that care must be taken not to consider
all HPS mouse models as identical. They also point to the utility of
our DKO mice as a model mimicking severe HPS, which would be
especially useful to study the mechanisms leading to the biogenesis
of other LROs or to evaluate the effect of treatments.

Thus, the severe hemostasis and thrombosis phenotypes in
RAB32- and RAB38-deficient mice appear in line with the DG
biogenesis defect. Interestingly, we observed that in DKO mice,
thrombi were totally unable to grow in height, although platelets
were able to adhere to the site of lesion. This was confirmed
in vitro where platelets from DKO mice did not form compact
aggregates on collagen under flow conditions. Accordingly, we
observed a strong decrease in allbB3 integrin activation in DKO
platelets, explaining the platelet behavior. The defect in integrin
activation was fully recovered by exogenously added ADP,
suggesting that it results essentially from the absence of
amplification responses by DG-secreted agonists. In addition,
we observed that lysosome secretion was affected in DKO,
whereas no clear defect in « granule secretion was evidenced.
These data are in accordance with works from Meng et al,
who evaluated light-ear mice (Hps4'"®), showing defective
platelet LAMP1 surface exposure but normal P-selectin expo-
sure at thrombin concentration =0.05 U/mL.%° This indicates
that a-granules exocytosis at these thrombin concentrations is
independent of RAB32/38. LAMP1 exposure in DKO mice was
hardly compensated by ADP suggesting that RAB32 and RAB38

are involved in their secretion machinery, or alternatively that some
LAMP1 is also normally expressed at the DG membrane, and thus
decreased in DKO-activated platelets.

In conclusion, we showed that unlike in the rat, RAB32 and RAB38
proteins are fully redundant and specific for DG biogenesis in the
mouse. Deletion of both Rab32 and Rab38 genes reproduces
a mouse HPS model with hypopigmentation of eyes and hair,
associated with lung abnormalities and decreased DGs in platelets
that are totally devoid of 5-HT and lack of nucleotides, mimicking
severe human HPS disease. This animal model will be a useful
tool to study the role of these 2 related RABs in other LROs and to
address the role of DG content in the increasing diversity of platelet-
mediated processes.
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Etude des facteurs mécanobiologiques impliqués dans la formation
des plaquettes sanguines

De nombreux aspects interviennent dans la régulation de la thrombopoiese. La composante
mécanique de I'environnement médullaire fait partie des facteurs a considérer lors de I'étude de la
formation des plaquettes sanguines. Ce travail de thése avait pour objectif d’identifier les
mécanismes par lesquels les mégacaryocytes s'adaptent aux changements de contraintes
mécaniques de leur environnement. Le projet portait sur I'impact de la perte de confinement qui
survient lors de I'extension des proplaquettes dans la circulation sanguine. Les travaux réalisés ont
mis en avant une différence d’implication du cytosquelette dans I'extension des proplaquettes entre
in vitro et in vivo. D’autre part, mes travaux ont mis en évidence un réle majeur du calcium
extracellulaire dans la formation des proplaquettes. Les résultats obtenus permettent également de
conclure d’une implication, au moins partiellement mécano-dépendante, du canal TRPV4 dans ce
phénoméne. De plus, un réle de TRPV2 et des récepteurs Piezo 1 et 2 dans la thrombopoiése a été

démontré.
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Study of the mechanobiological factors involved in

blood platelet formation

Many aspects are involved in the regulation of thrombopoiesis. The mechanical properties of the
medullar environment are to be considered when studying the production of blood platelets. The
aim of this thesis was to identify the mechanisms by which megakaryocytes adapt to mechanical
changes in their environment. The project focused on the impact of the loss of confinement that
occurs during the proplatelet extension in the bloodstream. The work carried out highlighted a
difference in the involvement of the cytoskeleton in proplatelet formation between in vitro and in
vivo conditions. On the other hand, my work has highlighted a major role of extracellular calcium in
proplatelet formation. The results obtained allow us to conclude that the TRPV4 channel is involved
mechanically, at least in part, in the process. It also demonstrates a role for TRPV2 and Piezo 1 and 2

receptors in thrombopoiesis.
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