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Résumé 

 
 
 
Les premières cellules souches hématopoïétiques (CSH) émergent dans la région 
Aorte-Gonades-Mésonéphros (AGM) chez l’embryon de vertébrés. Ce processus se 
déroule au cours d’une courte période développementale, entre les jours 10,5 et 
12,5 chez l’embryon de souris. Plus précisément, les CSH naissent à partir de 
cellules endothéliales aortiques dites hémogéniques dans la région ventrale de 
l’aorte dorsale. Afin de mieux caractériser le microenvironnement hématopoïétique 
de l’AGM, nous avons exploré la signature moléculaire des tissus entourant l’aorte 
dorsale en combinant des approches de microdissection laser, de puces à ADN et 
d’analyses bioinformatiques. Cette étude a montré que les gènes Ntrk2 et Ntrk3, 
codant deux récepteurs aux neurotrophines (les protéines TRKB et TRKC), sont 
préférentiellement exprimés dans les cellules sous-jacentes à l’aorte dorsale. Mon 
projet a pour objectif principal de cartographier de façon approfondie la voie 
médiée par les neurotrophines dans l’AGM à l’aide d’approches de biologie 
moléculaire, d’imagerie et de transcriptomique à l’échelle cellule unique. Mes 
résultats suggèrent que 1) l’expression des récepteurs TRKB et TRKC est 
dynamique le long de l’axe antéro-postérieur de l’embryon de souris, 2) les 
populations TRKB+ et TRKC+ présentent des différences phénotypiques et 
moléculaires et 3) l’expression des gènes codant les neurotrophines (Bdnf, Ntf3 et 
Ntf5) est hétérogène et associée à des cellules neurales (Bdnf), mésenchymateuses 
(Bdnf, Ntf3 et Ntf5) et musculaires lisses (Bdnf). Mes résultats renforcent également 
l’existence d’une population de cellules neuro-mésenchymateuses dans la région 
sous-aortique. Des approches fonctionnelles sont maintenant envisagées pour 
étudier le rôle fonctionnel de la voie médiée par les neurotrophines dans 
l’hématopoïèse aortique.  
 
 
Mots clés : Embryon, AGM, CSH, niche, Ntrk2, Ntrk3, TRKB, TRKC, 
neurotrophines, microdissection laser, transcriptomique, cellule unique. 
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A-Introduction 
 
I-Généralités 
 
Le sang est un tissu liquide contenant 55% de plasma et 45% d’éléments figurés composé de 
plusieurs types cellulaires, tels que les érythrocytes, les leucocytes ou encore les plaquettes. 
Chaque type de cellules a une fonction bien déterminée. Par exemple, les plaquettes servent 
au colmatage des brèches vasculaires, les érythrocytes servent au transport de l’oxygène et les 
lymphocytes servent à la défense de l’organisme. Ces cellules, dont la durée de vie est limitée, 
ont besoin d’être renouvelées tout au long de la vie de l’individu. L’hématopoïèse est le 
processus physiologique qui assure la production continue des différentes lignées de cellules 
sanguines tout au long de la vie. Chez l’adulte, l’hématopoïèse se déroule dans la moelle 
osseuse. Elle repose sur l’existence de rares cellules multipotentes et capables de s’auto-
renouveler : les cellules souches hématopoïétiques (CSH). L'existence des CSH a été 
démontrée par la capacité des cellules médullaires de rongeurs à reconstituer totalement 
l'hématopoïèse après greffe chez des sujets ayant subi une irradiation par une dose entrainant 
des lésions hématopoïétiques irréversibles (aplasie médullaire) (Lorentz et al. 1952). C’est en 
1961 qu’une expérience fondatrice a été réalisée par Till & McCulloch et que le concept de 
cellules multipotentes a émergé. Ils ont en effet observé que l’irradiation suivie d’une 
reconstitution par injection d’un petit nombre de cellules de moelle osseuse provoque 
l’apparition de nodules constitués de colonies érythroïdes et myéloïdes clonogéniques dans la 
rate des souris. Les auteurs ont donc conclu à l’existence d’un progéniteur pluripotent 
commun à ces deux lignages : le CFU-S (Colony Forming Unit in the Spleen) (Till and 
McCulloch 1961).  
 
 
II-L’hématopoïèse chez l’adulte 
 
Les CSH sont très rares dans l'organisme, elles représentent, chez l’adulte, 0,05% des cellules 
de la moelle osseuse. Leurs principales caractéristiques sont une capacité d'auto-
renouvellement, qui permet de maintenir leur nombre constant, une capacité de 
différenciation, qui va aboutir à la production de tous les types cellulaires de l'hématopoïèse, 
et une capacité de quiescence, permettant une réserve en cas de nécessité de production 
cellulaire accrue. Afin de protéger leur patrimoine génétique, le nombre de division cellulaire 
des CSH est très faible. 
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II-1.Structure hiérarchique  
 
Le modèle classique de l’hématopoïèse est pyramidal et hiérarchisé : toutes les cellules 
sanguines dérivent d’un contingent de rares CSH. Ces CSH donnent naissance à des 
progéniteurs multipotents qui se multiplient et peuvent s’engager dans les voies de 
différenciation érythroïde, myéloïde et lymphoïde, puis en précurseurs de plus en plus 
différenciés, jusqu’à aboutir aux éléments matures du sang (Figure 1 A). 
 

 
Figure 1: Le système hématopoïétique chez l’adulte (d’après Adolfsson et al. 2005). 
Ce schéma montre la structure pyramidale du système hématopoïétique chez l’adulte (A) et l’un des 
modèles revisités (B). Les CSH puis différents types de progéniteurs, myéloïdes et lymphoïdes 
donnent naissance dans la moelle osseuse aux différents éléments matures du sang. LT-HSC, cellule 
souche hématopoïétique à long terme; ST-HSC, cellule souche hématopoïétique à court terme; MPP, 
progéniteur multipotent; LMPP, progéniteur lymphoïde multipotent; CLP, progéniteur lymphoïde 
commun; CMP, progéniteur myéloïde commun; GMP, progéniteur granulocyte/macrophage; MkEP, 
progéniteur megacaryocyte/érythroïde; B, cellule B; T, cellule T. 
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II-2.Vision hiérarchique revisitée 
 
Il est important de noter ici que la vision classique de la différenciation hématopoïétique a été 
récemment revisitée, notamment à l’aide de nouvelles approches de lignage cellulaire et 
d’analyses à l’échelle de la cellule unique. Chez la souris par exemple, une population de 
CSH c-kit+Sca-1Lin-Flt3+ ayant un fort potentiel de différenciation myélo-lymphoïde mais pas 
érythro-mégacaryocytaire a été identifiée (Adolfsson et al. 2005) (Figure 1 B). De même, des 
expériences de traçage cellulaire ont révélé que la plupart des progéniteurs communs 
myéloïdes étaient restreints dans leur capacité de différenciation et produisaient soit des 
cellules myéloïdes soit des cellules érythroïdes (Périé et al. 2015). Chez l’homme, des cellules 
du lignage érythroïde et mégacaryocytaires peuvent directement dériver de CSH médullaires 
(Notta et al. 2016). Ces nouvelles données mettent donc en évidence le grand degré de 
plasticité du compartiment des CSH et des progéniteurs hématopoïétiques. 
 

II-3.Phénotype des CSH et tests biologiques 
 
Il n’existe pas à ce jour de marqueurs spécifiques permettant d’isoler une population de CSH 
« pure ». En revanche, il est possible d’obtenir une population de cellule enrichie en CSH sur 
la base de l’expression d’une combinaison de marqueurs de surface. Les travaux de Irving 
Weissman et collaborateurs ont montré que les CSH chez la souris adulte expriment les 
antigènes c-Kit et Sca1 et sont négatives pour les marqueurs de différenciation des lignages 
érythroïdes (Ter119), myéloïdes (Gr-1 et Mac1) et lymphoïdes (B220 et CD3) (Spangrude et 
al. 1988). Des tests fonctionnels (voir ci-dessous) ont permis de montrer qu’environ une 
cellule c-kit+Sca1+CD34+/-Lineage- sur 4 possèdent des capacités de reconstitution à long-
terme et multilignage (Osawa et al. 1996). Plus récemment, l’expression différentielle des 
marqueurs CD150 et CD48 a montré que 1 cellule c-kit+Sca1+Lin-CD150+CD48- sur deux 
présentait un potentiel de CSH (Kiel et al. 2005). Ainsi, même l’utilisation d’un cocktail de 
plus de 8 anticorps monoclonaux spécifiques ne permet pas d’isoler une fraction pure de CSH. 
Ces dernières sont identifiées à posteriori sur la base de leurs propriétés fonctionnelles à l’aide 
de tests biologiques appropriés. Le test standard pour identifier et quantifier les CSH consiste 
à injecter des suspensions cellulaires dans des souris adultes irradiées avec des doses létales 
d’irradiation et à évaluer leur potentiel de reconstitution du système sanguin à long terme et 
dans les différents lignages hématopoïétiques. 
 
Afin de compléter les informations obtenues par le test standard in vivo, il existe les tests 
clonogéniques in vitro qui permettent de mettre en évidence la présence de progéniteurs 
hématopoïétiques plus ou moins engagés. Les cellules sont mises en culture dans un milieu 
semi-solide (methylcellulose) en présence de cytokines recombinantes. Ce milieu permet aux 
progéniteurs hématopoïétiques de proliférer et de se différencier. Ces cellules acquièrent les 
caractéristiques morphologiques de leur lignée ce qui permet de caractériser les progéniteurs 
présents. Le test LTC-IC (Long Term Culture –Initiating Cell) permet de voir le potentiel de 
production hématopoïétique à long terme d’une population cellulaire. La technique consiste à 
cultiver à long terme des cellules hématopoïétiques sur un tapis de cellules stromales 
immortalisées. Ce type de culture permet d’observer à la fois la production de cellules 
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hématopoïétiques et de CAFC (Cobblestone Area Forming Cell) constituées de petites 
cellules rondes nichées dans le tapis de cellules supportrices. Plus l’apparition des CAFC est 
tardive, plus le progéniteur qui en est à l’origine est primitif. Cet ensemble de tests permet de 
déterminer le potentiel lymphoïde ou myéloïde d’une population cellulaire, de déterminer  son 
enrichissement en CSH et à terme identifier de nouveau marqueur pour purifier plus 
précisément les différentes populations au sein des CSH.  
 

II-4.Le microenvironnement des CSH dans la moelle osseuse 
 
Il est maintenant bien établi que les CSH résident dans des microenvironnements particuliers 
(appelés niches) au sein de la moelle osseuse. Les CSH sont préférentiellement localisées à 
proximité des sinusoïdes et artérioles et divers types cellulaires ont été identifiés comme 
constituants importants de la niche des CSH dans la moelle osseuse. Parmi ceux-ci, nous 
pouvons citer les cellules stromales mésenchymateuses et leurs dérivés tels que les 
ostéoblastes, les adipocytes et les cellules périvasculaires. Les macrophages et 
mégacaryocytes, les lymphocytes T régulateurs et des cellules du système nerveux 
sympathiques ont également été décrites comme étant étroitement associées aux CSH (Figure 
2) (Morrison and Scadden 2014, Crane et al. 2017, Durand et al. 2018). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 2: La niche des CSH dans la moelle osseuse. Les CSH sont préférentiellement associées aux 
sinusoïdes et artérioles et établissent des interactions étroites avec divers types de cellules d’origine 
mésenchymateuse, hématopoïétique et neurale (d’après Morrison and Scadden 2014). 
 
Sur le plan moléculaire, les cellules de la niche médullaire contrôlent la survie, la 
prolifération, et la différenciation des CSH au travers de molécules impliquées dans des 
processus d’adhésion cellulaire, de signalisation cellules-cellules et de remodelage (synthèse 
et dégradation de la matrice extracellulaire). Deux régulateurs extrinsèques des CSH 
médullaires font l’objet actuellement d’intenses investigations : une cytokine : stem cell factor 
et une chémokine : CXCL12 (Morrison and Scadden 2014, Durand et al. 2018). 
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III-L’hématopoïèse chez l’embryon  
 

III-1.Hématopoïèse primitive  
 
Le sac vitellin (SV) de l’embryon de souris est un site d’hématopoïèse précoce : ce sont en 
effet essentiellement des progéniteurs primitifs unipotents qui sont générés à partir du jour 7,5 
de gestation  (E7,5) au niveau des ilots sanguins. En terme d’ontogénie, trois types cellulaires 
vont apparaître : des érythrocytes primitifs, des macrophages et des mégacaryocytes. Ces 
cellules se différencient dans ilots sanguins du sac SV et partent dans la circulation en tant 
que cellules matures. Cette vague d’hématopoïèse précoce du SV est nommée hématopoïèse 
primitive, par opposition à celle dite définitive qui produit les premières cellules souches 
hématopoïétiques multipotentes dans la région intra-aortique entre E10,5 et E12,5 chez la 
souris (Figure 3).  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Figure 3: Les  trois vagues hématopoïétiques lors du développement de l’embryon de souris.  
Différentes classes de cellules hématopoïétiques, sont progressivement générées chez la souris à 3 
stades de développement de l’embryon : E7,5, E9,0 et E10,5 (de gauche à droite). La classe primitive 
est dérivée de l’hémangioblaste, et les autres sont considérés comme dérivés de cellules vasculaires 
spécialisées appelées endothélium hémogénique. La colonisation du foie par des progéniteurs 
hématopoïétiques commence à la fin de l'E9. L’embryon à E10,5 contient des progéniteurs 
hématopoïétiques dans l'aorte dorsale (AGM), dans les artères vitellines (V) et ombilicales (U), et les 
premières CSH commencent à y circuler. EMP= érythromyéloïde progéniteur, EHT= transition 
endothélio-hématopoïétique, IAHC= cluster hématopoïétique intra-aortique (d’après Dzierzak & Bigas 
2018). 
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III-2.Hémangioblaste et modèle des cellules souches embryonnaires (ES)  
 
L’hémangioblaste a été décrit pour la première fois en 1920. En effet, l’observation dans le 
sac vitellin d’ilôts sanguins associant étroitement cellules endothéliales et cellules 
hématopoïétiques posa la question du lien entre les deux types cellulaires (Sabin et al. 1920). 
Des expériences ont ensuite été réalisées in vitro à partir de cellules souches embryonnaires 
de souris dites cellules ES. Ces cellules dérivent de la masse cellulaire interne des embryons 
au stade blastocyste et sont pluripotentes. Cultivées en l’absence du facteur de croissance LIF, 
elles forment des corps embryoïdes (EBs) qui peuvent être dissociés et produire à la fois des 
cellules endothéliales et des cellules hématopoïétiques. Un progéniteur nommé BL-CFC 
(Blast Colony Forming Cells) a été identifié dans les EBs précoces et suggéré correspondre à 
l’hémangioblaste. En effet, après culture en dilution limite, les BL-CFC donnent des colonies 
cellulaires clonogéniques pouvant générer, suivant les conditions de culture, des cellules 
endothéliales et des cellules hématopoïétiques de type érythrocytes et macrophages.  C’est 
ainsi que la question de l’existence d’un hémangioblaste a été posée (Keller et al. 1993). Il a 
ensuite été établi que cette cellule assimilée à l’hémangioblaste exprimait les marqueurs de 
surface FLK1, CD34 et le facteur de transcription SCL (Kennedy et al. 1997, Choi et al. 
1998). 
Une étude plus récente a montré que la formation des cellules hématopoïétiques à partir de 
l’hémangioblaste passait par la formation d’un endothélium hémogénique qu’on peut 
retrouver à la fois in vitro lors de la différenciation des BL-CFC et in vivo lors de la 
gastrulation chez la souris (Lancrin et al. 2009). Les auteurs ont montré que le facteur de 
transcription SCL est indispensable à l'établissement de cette population d'endothélium 
hémogène alors que le facteur RUNX1 est critique pour la génération de cellules 
hématopoïétiques définitives à partir de l'endothélium hémogène (Figure 4). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 4: Modèle de la différenciation de l’hémangioblaste du sac vitellin (d’après Lancrin et 
al. 2009). L’hémangioblaste exprimant les marqueurs FLK1 et brachyury donne naissance à un 
endothélium hémogénique. 
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III-3.Hématopoïèse définitive transitoire  
 
Peu de temps après la formation des cellules hématopoïétiques primitives, la seconde vague, 
dite définitive transitoire, se produit dans différents sites de l'embryon de souris : sac vitellin, 
splanchnopleure paraortique (pSp) et allantoïde (Figure 3). Cette seconde vague produit 
notamment des progéniteurs érythro-myéloïdes (EMPs) dont la fonction et la contribution à 
l'hématopoïèse fœtale et adulte sont à présent bien documentées (Kierdof et al. 2015). Ce sont 
des progéniteurs multipotents qui se différencient dans le foie fœtal. Les EMPs contribuent 
notamment à la formation de  macrophages résidents qui persistent dans différents tissus 
(cerveau, peau, poumon, foie) tout au long de la vie. C’est pourquoi cette vague est qualifiée 
d’hématopoïèse définitive transitoire.  
 
 
 III-4.Hématopoièse définitive  
 
Les CSH sont localisées chez l’adulte dans la moelle osseuse (MO). Les CSH ne sont pas 
produites dans la MO mais naissent dans la région AGM (Aorte Gonades Mésonéphros), entre 
les jours 10,5 et 12,5 de gestation chez la souris. Il est maintenant bien établi que les CSH 
émergent à partir de cellules endothéliales (CE) hémogéniques au niveau du plancher de 
l’aorte dorsale lors d’une transition cellules endothéliales-cellules hématopoïétiques (EHT) 
(Jaffredo et al. 1998, de Bruijn et al. 2002, Oberlin et al. 2002) (Figure 5). En effet, les 
premières CSH, apparaissent de manière autonome et en petit nombre au niveau de l'aorte 
embryonnaire. L’aorte, comme tous les vaisseaux, est tapissée de cellules endothéliales. Les 
CSH sont générées à partir de cellules endothéliales (CE) spécialisées qualifiées 
d'hémogéniques qui se transforment en cellules hématopoïétiques (CH). Durant ces étapes, 
elles sont en contact étroit avec différents microenvironnements cellulaires jouant un rôle 
décisif sur leurs fonctions. 
Les CSH migrent ensuite dans le foie fœtal où elles s’amplifient massivement puis, à la fin de 
la gestation, colonisent la MO où elles seront maintenues tout au long de la vie. Dans chacun 
de ces différents sites hématopoïétiques, les CSH sont en étroite association avec des cellules 
stromales qui constituent un microenvironnement (ou niche) essentiel à leur survie, 
prolifération et différenciation. 
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Figure 5: Bourgeonnements intra-aortiques chez l’embryon humain. Embryon humain au jour 32 
de gestation présentant des bourgeonnements hématopoïétiques au niveau du plancher de l’aorte 
dorsale Ao= aorte dorsale (photos issues de Tavian et al. 1999). 
 
 
La transition endothélio-hématopoïétique (EHT) a lieu dans différents sites dans l’embryon de 
souris (Figure 3). Néanmoins, l’hématopoïèse définitive a lieu lors de l’EHT dans l’AGM. La 
spécification des cellules endothéliales hémogéniques de l'endothélium vasculaire 
embryonnaire se produit pendant de brèves périodes de développement dans des tissus 
distincts, et est nécessaire pour l'émergence de cellules souches et progéniteurs  
hématopoïétiques (CSPH). 
 
L’EHT a lieu dans la paroi ventrale de l’aorte dorsale. A l’exception de la souris où des 
bourgeonnements dans la partie dorsale de l’aorte peuvent s’observer, il existe une polarité 
dorso-ventrale dans l’apparition des bourgeonnements intra-aortiques. L’aorte dorsale de 
l’embryon est formée par la fusion de deux aortes bilatérales qui fusionnent sur la ligne 
médiane pour donner un vaisseau unique et central situé sous la notochorde. Les 
bourgeonnements apparaissent au niveau de l’endothélium ventral de l’aorte fusionnée. Chez 
la souris ce phénomène intervient vers le jour 10,5, chez l’embryon humain vers le jour 30 
(Figure 5). 
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III-5.Régulation intrinsèque des CSH 
 
Il a été démontré que des souris dont le gène Runx1 a été invalidé (Runx1-/-) n’ont pas de 
clusters hématopoïétiques dans l’aorte (North et al. 1999). Donc, le facteur de transcription 
RUNX1 joue un rôle clé dans la transition entre cellule et cellule hématopoïétique. Runx1 est 
exprimé dans les cellules endothéliales hémogéniques et son expression est conditionnée à 
l’installation du mésenchyme sous aortique. La formation de cellule hématopoïétique est 
étroitement contrôlée par le mésenchyme sous aortique, bien que le mésenchyme ne soit pas 
une source de cellule hématopoïétique (Richard et al. 2013). Les rôles complémentaires des 
cellules endothéliales  hémogéniques et des compartiments mésenchymateux dans le 
déclenchement de  l'hématopoïèse aortique a été démontré par Richard et al. 2013. Le 
mésenchyme sous aortique induit l’expression de Runx1 dans les cellules endothéliales 
hémogéniques et collabore avec le récepteur NOTCH pour contrôler l'hématopoïèse aortique.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 6: Expression du gène Runx1 révélée par hybridation in situ sur coupe d’aorte 
d’embryon de poulet de 3 jours (Richard et al. 2013). 
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Figure 7: Origine vasculaire de l'hématopoïèse définitive pendant l'embryogenèse. 
L'hématopoïèse définitive commence en période prénatale à E10,5 chez la souris avec l'émergence de 
cellules souches hématopoïétiques (CSH) à partir de l'endothélium hémogénique dans le plancher 
ventral de l'aorte dorsale. Ce processus dépendant de Runx1 implique des pré-CSH intermédiaires qui 
s'agrègent en tant que groupes hématopoïétiques intra-aortiques (HIAC). Peu de temps après leur 
émergence, les CSH entrent dans la circulation embryonnaire et ensemencent massivement le foie 
fœtal et finalement la moelle osseuse postnatale (Psaltis et al. 2015). 
 
RUNX1 est donc un facteur cellulaire intrinsèque très important pour la formation des clusters 
de cellules hématopoïétiques intra-aortiques (HIAC) émanant de l’endothélium hémogénique 
(Figure 6 et 7).  
Le facteur de transcription SCL (aussi appelé TAL1) est aussi un facteur essentiel à 
l’initiation de l’hématopoïèse. En effet, lorsque ce gène est invalidé chez la souris, l’embryon 
meurt à E9,5 et présente une absence totale d’hématopoïèse dans le sac vitellin (Shivdasani et 
al. 1995, Robb et al. 1996). La différenciation des cellules ES vers le lignage hématopoïétique 
est également complètement perturbée en l'absence de SCL (Porcher et al. 1996). De plus, 
toujours en utilisant le modèle ES, il a été démontré que SCL joue un rôle en amont de 
RUNX1 en activant le programme hématopoïétique dans les cellules endothéliales (Lancrin et 
al. 2009 et figure 4). Plus récemment, il a été découvert que SCL joue un rôle de balance entre 
différenciation cardiaque et hématopoïétique. SCL active l’endothélium hémogénique tout en 
réprimant la différenciation en cardiomyocyte de l’endothélium embryonnaire (Van Handel et 
al. 2012). 
Un autre facteur de transcription important est Gata2. Les souris déficientes en Gata2 ont un 
nombre réduit de progéniteurs hématopoïétiques (Tsai et al. 1994). Il est aussi exprimé dans 
l’AGM au moment de l’émergence. En 2004, un double rôle de Gata2 dose dépendant a pu 
être montré chez la souris : il serait impliqué dans la production et l’expansion des CSH dans 
l’AGM ainsi que dans l’étape de prolifération des CSH dans la moelle osseuse adulte (Ling et 
al. 2004). 
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III-6.Régulation extrinsèque : le microenvironnement hématopoïétique de l’AGM 
 
Si la niche des CSH dans la moelle osseuse fait l’objet d’intenses investigations et commence 
à être bien décryptée, la nature des cellules qui composent le microenvironnement 
hématopoïétique de l’AGM et leurs identités moléculaires sont encore mal connues. Ces 
connaissances sont essentielles à la fois pour comprendre comment les CSH se forment chez 
l’embryon, et aussi pour produire de façon efficace des CSH transplantables à partir de 
cellules précurseurs ex vivo. La formation des CSH est finement régulée par des signaux 
extrinsèques émanant du microenvironnement aortique au travers d’un dialogue inter-
compartiments (incluant notamment le mésenchyme sous-aortique,  les somites et le système 
nerveux sympathique ; Figure 8). Plusieurs groupes, dont le nôtre, ont montré le rôle clé de la 
région sous-aortique dans l’initiation et la production des CSH aortiques (Richard et al. 2013, 
Durand et al. 2007). Cependant, si plusieurs voies de signalisation ont été identifiées comme 
importantes dans la production aortique des CSH (telles que BMP, Hedgehog et Notch) 
(Bigas and Dzierzak 2018, Ottersbach 2019), une vision intégrée et approfondie de la 
signature moléculaire du microenvironnement hématopoïétique de l’AGM fait toujours 
défaut. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
Figure 8: Le microenvironnement hématopoïétique de l'AGM. Panneau supérieur : Embryon de 
souris  de E11.5. Le site AGM est indiqué par une ligne pointillée rouge. Panneau inférieur : 
microscopie électronique à balayage montrant les différents compartiments cellulaires du 
microenvironnement des CSPH de l'AGM : les cellules endothéliales (rouge), cellules musculaires 
lisses vasculaires et mésenchyme sous-aortique (bleu), système nerveux sympathique (vert), et crêtes 
urogénitales (jaune). Ao=aorte dorsale; CV=veine cardinale; NT=tube neural; N=notochorde (d’après 
Stik et al. 2017). 
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III-7.Le système nerveux sympathique et l’hématopoïèse aortique  
 
GATA3 est exprimé par les cellules du système nerveux sympathique (SNS) qui se 
développe autour de l’aorte à partir du jour 10.5 chez l’embryon de souris (Figure 9). 
GATA3 permet la maturation des cellules du système adrénosympathique qui ont la capacité 
de sécréter les catécholamines comme l’adrénaline ou la dopamine.  D’après Fitch et al. le 
facteur de transcription GATA3 est nécessaire à la formation des CSH car il induit la 
synthèse des catécholamines qui stimuleraient les CSH naissantes (Fitch et al. 2012). De 
plus, il a été montré que des souris déficientes en Tyrosine Hydroxylase (Th), enzyme qui 
catalyse la synthèse des catécholamines, ont un déficit de production de CSH. GATA3 
n’aurait donc pas un rôle direct mais influencerait le microenvironnement de l’AGM. En 
effet,  le récepteur adrénergique (ADRB2) a été proposé pour relayer l'effet du SNS sur les 
CSH adultes car il a été démontré que le récepteur adrénergique b2 est exprimé à la surface 
des CSH dans l’AGM.  
Plus récemment les mêmes auteurs ont observé la co-localisation de RUNX1 et GATA3 
dans de rares cellules mésenchymateuses sous-aortiques (Figure 10), l'expression de 
RUNX1 réduite dans les embryons Gata3-/- et l'émergence des CSH modifiée (Fitch et al. 
2019).  En outre, en utilisant une lignée de cellules stromales dérivés d’AGM, ils ont aussi 
localisé la liaison de GATA3 au locus Runx1 au niveau d'éléments promoteurs spécifiques 
qui montrent que Runx1 est un gène cible direct de GATA3. 
 
 

 
 
Figure 9: Origine développementale du SNS. Parmi les différents lignages de cellules de crêtes 
neurales (NCCs), les cellules des ganglions sympathiques (SG) migrent le long de la paroi ventrale 
de l’aorte dorsale (DA) tandis que les cellules des neurones sensoriels empruntent la voie des 
ganglions de la racine dorsale (DRG), les cellules migrant sous l’épiderme sont des précurseurs des 
mélanocytes (Mélano.) (Saito et al. 2015). 
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Figure 10 : Immunofluorescence sur coupe d’embryon de souris de E11,5 montrant le 
marquage GATA3 dans l’endothélium hémogénique (Fitch et al. 2019). 
 
 
 
 
B-Contexte de l’étude et objectifs du projet 
 

I-Microdissection laser et approche transcriptomique 
 
Le groupe « Migration et différenciation des cellules souches hématopoïétiques » de 
l’UMR7622 Biologie du développement étudie depuis de longues années les processus 
moléculaires et cellulaires impliqués dans l’émergence des premières CSH et leur régulation 
par les cellules stromales constituant leur microenvironnement. Nous utilisons plusieurs 
modèles biologiques (oiseau, souris, humain et plus récemment poisson-zèbre) et combinons 
des approches d’embryologie expérimentale, d’hématologie et de biologie computationnelle. 
Mon projet de recherche s’intègre directement dans cette problématique et vise à explorer le 
paysage moléculaire du microenvironnement hématopoïétique de l’AGM.  Pour répondre à 
cette question biologique essentielle, je suis fortement impliqué dans un groupe de travail 
qui vise à explorer le dialogue moléculaire entre les CSH et leur niche au cours du 
développement. Pour étudier l’identité moléculaire des cellules du microenvironnement 
hématopoïétique de l’AGM, notre stratégie a consisté à isoler par microdissection laser sur 
coupes d’embryons les régions sous- et sus-aortiques (Figure 11) et à comparer leurs profils 
d’expression géniques par puces à ADN.  
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Figure 11: Coupe transversale d’embryon de souris à E11,5 dans la région médiane (entre les 
bourgeons de membres antérieurs et postérieurs). 5=aorte dorsal, 74=artère mésentérique, 
60=crête gonades, 63=cavité péritonéale, 75=sang non vasculaire, 57=veine ombilicale gauche, 
76=canal métanéphrique (bourgeon urétral). 
 
 

 
 
Figure 12: Stratégie de microdissection laser. Des coupes d’embryons de souris à E11.5 colorées à 
l’hématoxyline éosine ont été déposées sur lames PEN et microdisséquées. NT= tube neural et AO= 
aorte. Les régions blanches représentent les tissus dorsal et ventral après microdissection. 
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Mon travail a, dans un premier temps, consisté à mettre au point les paramètres de la 
microdissection laser proprement dite (puissances des lasers, focus, …) ainsi que les étapes 
se situant en amont (inclusion des embryons et les coupes histologiques) et en aval (collecte 
des échantillons microdisséqués, extraction des ARN totaux). Je travaille sur la station 
Arcturus XT®, microdissecteur combinant un laser UV pour découper le tissu et un laser IR 
pour récupérer le fragment sur une cap.  
 
J’ai réalisé des coupes d’embryons de souris à E10,5, E11,5 et E12,5 correspondant 
respectivement à l’initiation, au pic puis au déclin du potentiel des CSH dans l’AGM 
(Medvinsky and Dzierzak 1996, Kumaravelu et al. 2002). La table ci-dessous représente les 
caractéristiques des échantillons dorsaux et ventraux collectés aux trois stades 
développementaux (Table 1). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

Stage Sample	 #	µdissection	Surface	(µm2) RNA	(pg/µl)
E10.5 VT1 8 181917 100
E10.5 VT2 8 123901 336
E10.5 VT3 6 84431 120
E10.5 VT4 5 87885 45
E10.5 DT1 8 227741 182
E10.5 DT2 8 102109 91
E10.5 DT3 6 94265 93
E10.5 DT4 5 110030 23
E11.5 VT1 5 112256 256
E11.5 VT2 5 208447 581
E11.5 VT3 4 316542 294
E11.5 DT1 5 196256 420
E11.5 DT2 5 201851 334
E11.5 DT3 4 295497 581
E12.5 VT2 3 167725 310
E12.5 VT3 6 276511 29
E12.5 VT4 6 367767 125
E12.5 VT5 5 235330 59
E12.5 DT2 3 311436 822
E12.5 DT3 6 412076 324
E12.5 DT4 6 311614 126
E12.5 DT5 5 215926 239

Table 1. Tableau récapitulatif des expériences de microdissection laser. Sont indiqués les 
nombres d’échantillons ventraux (VT) et dorsaux (DT) à E10,5, E11,5 et E12,5, les surfaces 
microdisséquées et la quantité d’ARN totaux. 
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Dans la continuité de nos travaux sur l’extraction du cœur moléculaire de la fonction de 
soutien des CSH (Charbord et al. 2014, Desterke et al. 2020), nous avons ensuite combiné 
des approches à haut débit et des analyses bioinformatiques et biostatistiques pour comparer 
de façon approfondie la signature moléculaire des tissus aortiques dorsaux et ventraux. Nos 
résultats  révèlent que les tissus aortiques présentent une identité moléculaire distincte et 
dynamique au cours du développement. Par ailleurs, nous avons caractérisé une population 
de cellules neuro-mésenchymateuse dans la région sous aortique à E11,5 et identifié 
fonctionnellement deux gènes codant des protéines de la matrice extracellulaire (Décorine et 
Ténascine C) comme des régulateurs importants des CSH dans l’AGM (manuscrit 
prochainement soumis en annexe).  
 
J’ai principalement consacré mon activité de recherche à l’étude de deux gènes associés au 
neuro-mésenchyme sous aortique qui codent des récepteurs aux neurotrophines (Ntrk2 et 
Ntrk3). 
 

 
 
II-Les récepteurs TRK 

 
Ces récepteurs sont connus pour jouer un rôle dans le développement des neurones 
(Lamballe et al. 1994) mais leur implication dans le contrôle de l’hématopoïèse aortique 
n’est pas établie. Aux stades précoces du développement et tout au long de la différenciation 
du système sensoriel, les neurones des ganglions de la racine dorsale sont divisés en 
propriocepteurs qui transmettent les informations sur la position du corps, les 
mécanocepteurs qui transmettent les informations du touché, de pression et des vibrations et, 
les nocicepteurs qui transmettent les informations thermiques et douloureuses. Les 
récepteurs TRKC, TRKB and TRKA sont exprimés par les neurones propriocepteurs, 
mécanocepteurs et nocicepteurs et répondent au NT-3 (NTF3), à BDNF et NT-4 (NTF5) 
ainsi qu’au NGF respectivement. 
 
Les souris invalidées pour TRKA et TRKB arrivent au terme du développement 
embryonnaire mais ne survivent que quelques semaines (Brodeur et al. 2009). Les déficits 
affectent le système nerveux central et périphérique (neurones sensitifs, nerf facial et 
neurones moteurs de la moelle épinière). Les souris Ntf3-/- et Ntrk3-/- sont viables mais 
souffrent d’une déficience proprioceptive causée par la perte de neurones propriocepteurs 
(Ernfors et al. 1994). Il en est de même pour les souris Bdnf-/-. La souris Ntrk2-/- présente le 
phénotype le plus grave. 
 
La signalisation NT/TRK favorise non seulement la survie des neurones, mais est également 
nécessaire à la maturation phénotypique des neurones sensoriels (Moqrich et al. 2004). De 
plus, un lien a été établi entre la signalisation neurotrophique et l’expression du facteur de 
transcription Runx1 (Marmigere et al. 2006). 
La voie de signalisation médiée par les neurotrophines implique trois récepteurs à activité 
tyrosine kinase (TRKA, TRKB et TRKC) et quatre ligands potentiels dans la voie canonique 
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(NT-3, NT-4, BDNF, NGF). Après fixation de leurs ligands, ces récepteurs activent 
différentes cascades de phosphorylation correspondant à trois voies différentes : 
Ras/Raf/MEK/ERK, PLCγ et PI3K AKT (Figure 13). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 13: Voie de signalisation des récepteurs aux facteurs neurotrophiques. Schéma montrant 
les 3 récepteurs et leurs ligands dans la voie canonique. En intracellulaire cette réaction déclenche 3 
cascades de phosphorylation possibles (d’après  Khotskaya et al. 2017).  
 
 
Les neurotrophines NGF, BDNF, NTF3 (NT-3) et NTF5 (NT-4/5) sont bien connues pour 
activer les récepteurs à tyrosine kinase TRKA, TRKB, TRKC et le récepteur de la protéine 
p75. Ce sont donc quatre ligands qui peuvent se lier spécifiquement à ces récepteurs. Le 
signal correspondant à cette interaction régule la survie des cellules, la croissance axonale et 
la prolifération cellulaire (Figure 14). L'activation du récepteur TRK est initiée par la 
phosphorylation du domaine intracellulaire, le domaine tyrosine kinase. Par la suite, la 
phosphorylation de la tyrosine active plusieurs petites protéines en aval, ce qui entraîne 
l'activation de l'expression des intermédiaires qui déclenchent la signalisation par le 
récepteur TRK. En outre, la protéine p75 peut moduler la réponse de la signalisation TRK, 
soit en influençant sa conformation, soit en activant des signaux distincts qui peuvent être 
synergiques ou antagonistes de ceux activés par les récepteurs TRK. 
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Figure 14: Illustration des principales fonctions des récepteurs TRK. Après avoir lié les 
neurotrophines, les récepteurs TRK participent à différentes fonctions dans la cellule telles que la 
régulation des canaux ioniques, l’assemblage du cytosquelette, la survie et la prolifération cellulaires 
(d’après Huang et Reichardt 2003). 
 
 
Les récepteurs TRK présentent une organisation structurelle similaire (Figure 15), différente 
de celle des autres récepteurs à tyrosine kinase. Ils se composent de trois motifs de 24 
résidus riches en leucine, flanqués de deux groupes de cystéine. Il existe deux domaines 
extracellulaires de type immunoglobuline C2, Ig1 et Ig2, qui sont suivis par une seule partie 
transmembranaire et un domaine cytoplasmique qui contient une tyrosine kinase. Les 
domaines à tyrosine kinase sont similaires à 80% pour les trois types de récepteurs TRK, 
alors que les domaines extracellulaires sont divergents à 30% (Bibel et al. 2000). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 15: Organisation des récepteurs TRK (d’après Bibel et al. 2000). Les trois récepteurs 
TRKA,B,C présentent un domaine tyrosine kinase intra-cytoplasmique similaire à 80%. C’est la 
partie extra-cellulaire qui est plus variable. 
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III-Objectifs du projet 
 
Cette étude a pour objectif de décrire l’identité moléculaire des cellules du 
microenvironnement hématopoïétique de l’AGM. Plus précisément, mon travail consiste à 
cartographier de façon approfondie la voie de signalisation médiée par les récepteurs aux 
neurotrophines dans l’AGM. J’ai pour cela utilisé différentes approches expérimentales pour 
détecter les produits d’expression (ARNm et protéines) des gènes Ntrk et de leurs ligands. 
J’ai également exploré le profil d’expression des gènes Ntrk2 et Ntrk3 sur embryons entiers 
et initié des approches transcriptomiques à l’échelon de la cellule unique afin de mieux 
comprendre l’identité des cellules Ntrk2+ et Ntrk3+ ainsi que celles des cellules sécrétant 
leurs ligands.   
 
 
C-Matériels et méthodes  
 
 I-Immunofluorescence sur coupes histologiques 
 
Il s’agit d’établir les profils d’expression de TRKB et TRKC sur coupes histologiques 
d’embryons au niveau de l’AGM en association avec des marqueurs vasculaires ou de 
cellules neurales. Je dispose pour cela d’anticorps spécifiques dirigés contre des antigènes 
exprimés par ces différents types cellulaires (CD31, SMA, Th et Tuj1). Ces expériences sont 
effectuées sur des embryons aux stades E9,5, E10,5 et E11,5 ce qui permet d’avoir une 
expression dynamique de leurs expressions au cours du développement. 
Les embryons de souris proviennent de souris C57BL/6, le jour 0,5 correspond à 
l’observation du bouchon vaginal. Les souris gestantes sont sacrifiées par dislocation 
cervicale. Les embryons sont fixés en paraformaldéhyde (PAF) 4% dans du PBS1X pendant 
une nuit à 4°C, rincé en PBS1X puis placés en PBS1X/15% sucrose pendant au moins 24h 
avant d’être inclus dans une solution de PBS1X/gélatine 7,5 %/sucrose 15% refroidies puis 
congelés. Les blocs sont coupés en sections de 20 µm sur un cryostat (Leica CM3050S). Ces 
sections sont récupérées sur une lame (Thermo Sc Superfrost Plus). La gélatine est éliminée 
en incubant la lame 15 min en PBS1X à 37°C. La lame est ensuite traitée pour effectuer le 
marquage immunofluorescent, d’abord en incubant la lame en tampon de blocage 
PBS1X/5%SVF pendant 30 mn ensuite en incubant la lame en tampon PBS1X/5%SVF + 
anticorps pendant 1 h. Les anticorps primaires utilisés sont des immunoglobulines de chèvre 
anti-souris TRKB et/ou TRKC à 0,04 µg/mL (R&D Systems, AF1494 et AF1404), de lapin 
anti-souris CD31/PECAM à 0,2 µg/mL (Abcam, ab124432), de souris Anti-Souris Smooth 
Muscle Actin à 1 µg/mL (SMA, Sigma, A2547), de souris anti-souris Tyrosine hydroxylase 
0,3 µg/mL (Th, Millipore, AB152) et de souris anti-souris Tuj1 à 1 µg/mL (Biolegend, réf : 
801213). Les anticorps secondaires utilisés sont l’anti-chèvre Alexa 647 à 0,75 µg/mL 
(Jackson Immunoresearch., réf : 805-605-180), l’anti-lapin Cyanine 3 dilué à 0,75 µg/mL  

(Jackson Immunores., réf : 711-165-152), l’anti-souris  Alexa 488 dilué 1 µg/mL (Thermo 
Sc, A21202). Les coupes sont ensuite visualisées soit sur un inversé microscope à 
épifluorescence (Leica DMI6000), un Confocal Sp5®(Leica) ou un ZeissApotome®(Zeiss). 
Les images sont ensuite traitées avec Metamorph, Zen et Image J. 
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 II-Immunomarquage sur embryon entier  
 
Les embryons sont prélevés sur la corne utérine d’une souris gestantes puis fixés en PAF 4% 
dans du PBS toute la nuit à 4°C ou 3 heures à T° ambiante. Les échantillons sont d'abord 
incubés à température ambiante sur un agitateur rotatif dans une solution (PBSGT) de PBS 
1X contenant 0,2% de gélatine (Prolabo), 0,5% de Triton X-100 (Sigma-Aldrich) et 0,01% 
de thimerosal (Sigma-Aldrich) pendant 3 heures. Ils sont ensuite transférés dans du PBSGT 
contenant les anticorps primaires TRKB ou TRKC à 0,02 µg/mL et CD31 à 0,2 µg/mL 
placés à 37°C, avec une rotation à 100 rpm, pendant 3 jours. Ce marquage est suivi de six 
lavages de 30 minutes dans du PBSGT à température ambiante. Ensuite, les échantillons 
sont incubés dans des anticorps secondaires  Bovine anti-Goat alexa 647 et Donkey anti 
rabbit Cyanine à 0,75 µg/mLdans du PBSGT pendant une nuit. Après six lavages de 30 min 
dans du PBSGT à température ambiante, les échantillons sont conservés à 4°C dans du 
PBS1X jusqu'à la clarification. 
 
 

III-Clarification des tissus  
 
J'ai utilisé la procédure de clarification 3DISCO (toutes les étapes d'incubation ont été 
réalisées à température ambiante dans une hotte, sur un rotateur de tubes à 14 rpm, à l'aide 
d'un tube à centrifuger de 15 ml (TPP, Dutscher) recouvert d'une feuille d'aluminium pour 
éviter tout contact avec la lumière (Belle et al. 2014). Les échantillons sont d'abord 
déshydratés dans une série graduelle (50%, 80%, et 100%) de tétrahydroflurane (THF, 
anhydre, Sigma-Aldrich) dilué dans H2O, pendant 1 heure. Cette étape est suivie d'une étape 
de délipidation de 20 min dans du dichlorométhane (DCM ; Sigma-Aldrich). Enfin, les 
échantillons sont nettoyés pendant une nuit dans de l'éther de dibenzyle (DBE ; Sigma-
Aldrich). Les échantillons doivent être conservés dans un flacon en verre brun (Rotilabo, 
Roth) rempli de DBE, dans l'obscurité et à température ambiante.  
 
 

IV-Acquisition et visualisation des embryons 3D  
 
Les images ont été acquises à l'aide d'un ultramicroscope (LaVision BioTec). L'imagerie 3D, 
la conversion des images et les films ont été générés à l'aide du logiciel Vision 4D 3.0 
(Arivis). Ces acquisitions et analyses ont été réalisées sur la plateforme d’imagerie de 
l’Institut de Biologie Paris Seine (IBPS) et sur la plateforme d’imagerie de l’Institut de la 
Vision. 
 
 

V-Microdissection laser et qRT-PCR 
 
Pour confirmer l’expression différentielle des récepteurs TRK et leurs ligands dans les 
tissues sus- et subaortiques, je pratique des qRT-PCR sur cellules de tissus microdisséqués.  
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La microdissection laser s’effectue sur des sections déshydratées de 20 µm placées sur une 
lame Arcturus® Polyéthylène Naphthalate (PEN) et microdisséquées sur l’Arcturus XT® 
microdissection laser capture. Les tissus ventraux (situés sous l’aorte dorsale) et dorsaux 
(situés entre le toit de l’aorte dorsale et la notochorde) sont récupérés séparément à partir des 
mêmes embryons. Pour chaque condition nous récoltons entre 4 et 6 coupes de tissus au 
niveau de l’AGM, représentant une surface totale d’environ 200 000 µm2.  L’ARN est 
extrait à l’aide du Picopure RNA isolation kit (Lifetech), un traitement à la DNAse est 
réalisé puis une reverse transcription utilisant la Superscript III (Invitrogen) permet d’obtenir 
un ADNc sur lequel les PCR sont réalisées. L’intégrité et la quantité des échantillons d’ARN 
sont analysées au Bioanalyseur (Agilent). Les PCR quantitatives sont réalisées avec la 
chimie Taqman® (Lifetech) sur le thermocycleur CFX96 (BioRad), les sondes Rps18 et 
Gapdh sont utilisées comme contrôle interne et valeurs de référence. 
 
 

VI-Hybridation in situ 
 
J’ai complété cette analyse par des expériences d’hybridation in situ. Les sondes anti-sens 
provenant d’un plasmide sont synthétisées par transcription in vitro, la sonde sens servant de 
contrôle négatif. Ces sondes gracieusement obtenues du Dr P. Legendre (CNRS UMR8246) 
sont toutes les deux clonées dans des plasmides pBluescript. Les sondes anti-sens sont 
synthétisées via le promoteur T7. La sonde Bdnf mesure 443 pb et la sonde Ntf3 mesure 729 
pb. Les sondes sont couplées à la digoxigénine (Dig) ce qui permet de les détecter par 
l’intermédiaire d’un anticorps Anti-Dig (Roche, réf : 11093274910) couplé à la phosphatase 
alcaline. La phosphatase alcaline est ensuite révélée par réaction enzymatique ce qui fait 
apparaitre un précipité bleu sur les coupes.  
 
 

VII-Cytométrie en flux et qRT-PCR 
 
Afin de préciser l’identité des cellules exprimant les récepteurs TRK et leurs ligands, j’ai 
isolé par cytométrie en flux, à partir d’AGMs au jour E11,5, des cellules endothéliales 
CD144+CD45-, des progéniteurs hématopoïétiques CD144+CD45+ et les cellules doubles 
négatives CD144-CD45- non endothéliales et non-hématopoïétiques (incluant la fraction 
mésenchymateuse), et extrait leurs ARNm.  
A partir de deux souris gestantes, j’ai sélectionné 15 embryons (autour de 42 paires de 
somites). Les AGM des embryons sont disséquées sous loupe binoculaire et récupérées dans 
une solution de PBS1X/SVF10% (Fang et al. 2016). Les cellules des 15 AGM sont ensuite 
dissociées dans une solution PBS1X/10%SVF/collagénase (45µg/mL). Après lavages, les 
cellules sont comptées puis marquées avec l’anti-CD45 APC à 0,04 µg/mL (Biolegend, 
réf :103115) et l’anti-CD144 PE à 0,04 µg/mL (Biolegend, réf :138009). Après lavage, les 
cellules sont resuspendues en PBS1X/10%SVF en présence de DAPI au 1/1000ème pour 
exclure les cellules mortes. Le marqueur CD45 est commun aux cellules hématopoïétiques, 
aussi appelé pan-hématopoïétique. Le marqueur CD144 correspond à la VE-Cadhérine, 
molécule d’adhésion de surface présente sur les cellules endothéliales vasculaires. Après tri, 
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le nombre de cellules récoltées est d’environ 10 000 pour les fractions CD144+CD45- et 
CD144+CD45+. Le nombre de cellules dans la fraction double négative est de 90 000. Les 
cellules sont récoltées directement en tampon de lyse. Le tri est effectué sur un FACSARIA® 
II (BectonDickinson). L’extraction est faite à l’aide du kit RNAeasy Micro plus (Qiagen), un 
traitement à la DNAse est réalisé puis une reverse transcription utilisant la Superscript III 
(Invitrogen) permet d’obtenir un ADNc sur lequel les PCR sont réalisées. L’intégrité et la 
quantité des échantillons d’ARN sont analysées au Bioanalyseur (Agilent). Les PCR 
quantitatives sont réalisées avec la chimie Taqman® (Lifetech) sur le thermocycleur CFX96 
(BioRad), les sondes Rps18 et Gapdh sont utilisées comme contrôle interne et valeurs de 
référence. 
De la même manière, le tri de cellules d’AGM TRKB+ et TRKC+ s’effectue en suivant le 
protocole ci-dessus mais en utilisant soit l’anti-TRKB APC soit l’anti-TRKC PE (R&D 
Systems, AF1494 et AF1404). 
 
 

VIII-Analyses statistiques des données de qRT-PCR 
 
Les analyses sont réalisées par la méthode comparative du ΔCt (valeur de Ct gène d’intérêt -
valeur de Ct gène de référence) sur tableur Excel. Les valeurs sont ensuite traitées avec le 
logiciel Prism (GraphPad) et le test non-paramétrique unilatéral de Mann-Whitney a utilisé 
pour estimer la significativité statistique des résultats. Les résultats sont considérés 
significatifs si la valeur de p est inférieure à 0,05. 
 
 

IX-Protocole scRNA-Seq 
 
La technologie scRNA-Seq est une méthode permettant de réaliser le séquençage de l'ARN 
au niveau d'une seule cellule. 
A partir d’embryons au jour E11,5, 7 AGMs disséquées sont reprises dans 1mL d’une 
solution PBS1X/SVF10%/collagénase (45µg/mL). Les cellules sont dissociées pendant 30 
mn à 37°C puis homogénéisées par pipetage. Les cellules sont ensuite filtrées sur une 
membrane 20 µm puis comptées sur une cellule de Malassez. Le comptage estime les 
cellules à 700 cellules/µl. 10 µl sont déposés en duplicats dans deux puits d’une puce d’un 
kit Chomium Single cell 3’Gene expression Version 3.0 de 10x Genomics®. Après 
remplissage approprié, la puce est ensuite insérée dans le Chromium 10X pour générer les 
gouttelettes contenant les cellules. Donc 7000 cellules sont injectées par puits et chaque 
cellule est ensuite recueillie dans une gouttelette lipidique (Figure 16). Chaque cellule est 
alors lysée individuellement et les ARN polyadénylés (polyA)  sont capturés puis reverse 
transcrits en ADN complémentaire. Après purification des ADNc et amplification linéaire, 
le séquençage est alors effectué et les données sont analysées comme indiquées dans le 
paragraphe ci-dessous.  
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Figure 16 A: Schéma récapitulatif de la technologie Chromium (10x Genomics). 1-préparation 
du mix cellules-billes barcodées 2-encapsulation d’une cellule unique et d’une bille dans une 
gouttelette lipidique 3-lyse de la cellule dans la gouttelette synthèse des ADN complémentaires 4-
amplification et lavage  5-alignement des séquences et analyse bioinformatique. 

 
 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 16 B : Surface d’une bille 10x Genomics. Chaque cellule est capturée par une bille unique.  
Chaque bille est recouverte de séquence 10x barcode spécifique de la bille, d’un UMI (Unique 
Molecular Identifier) et d’une séquence oligodT qui permet la capture des ARNpolyA.  
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X-Analyse bioinformatique des données NGS 

 
Les données de scRNAseq ont été alignées sur le génome de souris (version MM10) et 
filtrées à l’aide du logiciel CellRanger 1.4.3. Après inspection des graphes de contrôle 
qualité (QC), seules les cellules présentant un nombre de gènes exprimés ente 200 et 7000, 
ainsi qu’un taux d’ARNs mitochondriaux inférieur à 15 % ont été sélectionnées pour la suite 
de l’analyse (Figure 31). 
Les données de scRNAseq ont ensuite été normalisées à l’aide de la fonction SCTransform 
du package Seurat en corrigeant pour les variations de cycle cellulaire. Les données ont 
ensuite été projetées sur une UMAP (Uniform Manifold Approximation and Projection) 
basée sur les 42 premières dimensions de la PCA. Les cellules ont ensuite été clusterisées à 
l’aide de l’algorithme de Louvain avec une résolution de 0.7. Les gènes différentiellement 
exprimés entre clusters ont ensuite été calculés avec l’algorithme de Wilcoxon (Seurat) et 
l’algorithme tf-idf (SoupX). L’identité des clusters a été assignée en considérant les gènes 
différentiellement exprimés par clusters (classés par ordre décroissants d’après leur valeur 
p), les catégories biologiques (Gene Ontology) et KEGG analysés à l’aide de l’outil DAVID 
(http://david.ncifcrf.gov). 
 
 
 
 
 
 
D-Résultats 
 
I-Profils d’expression spatio-temporel des récepteurs TRKB et TRKC sur coupes en 
immunofluorescence 
 
J’ai dans un premier temps réalisé des expériences d’immunoflurorescence sur coupes à 
l’aide d’anticorps spécifiques dirigés contre TRKB et TRKC à E11,5. Afin d’évaluer le 
profil d’expression de ces protéines le long de l’axe antério-postérieur de l’embryon, j’ai 
effectué des coupes transversales à différents niveaux entre les bourgeons de membres 
antérieurs et postérieurs (Figure 21). Sachant que le potentiel de reconstitution des CSH est 
enrichi dans la partie médiane de l’AGM chez l’embryon de souris et humain (Mascarenhas 
et al. 2009, Easterbrook et al. 2019), j’ai apporté une attention toute particulière à ce niveau 
de coupes (Figure 17 i).  
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Figure 17: Coupes transversales d’embryons de souris sur trois niveaux du plus antérieur au 
plus postérieur de gauche à droite (The atlas of mouse development M.H.Kaufmann). La ligne 
rouge transversale représente le niveau de coupe de l’embryon par lequel l’embryon a été sectionné. 
5/56=aorte dorsal, 7=canal mésonéphrique, 15/76=canal métanéphrique (bourgeon urétral), 
18=mésentère dorsal de l’intestin postérieur, 25=blastème métanéphrique, 26=crêtes urogénitales, 
27=portion moins condensée du sclérotome, 27i=notochorde, 74=artère mésentérique, 60=crête 
gonades, 63=cavité péritonéale, 62/75=sang non vasculaire, 57i=veine ombilicale gauche, 57h=tronc 
nerveux cervical passant dans le bourgeon du membre antérieur, 58= veine cardinale gauche, 
59=corne gauche du sinus veineux, 60= crête ectodermique apicale, 61=somite, 63=corne droite du 
sinus veineux, 64=bronche principal droite, 65= nerf médian, 66=nerf radial, 67=bourgeon 
pulmonaire droit. 
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Figure 18: Immunofluorescence sur coupes d’embryons de souris à E11,5 révélant TRKB 
(vert) et CD31 (rouge). Les deux photos sont au grossissement 20X et la barre d’échelle est de 100 
µm. A-Section dans la région médiane ; B-Section dans la région postérieure. 
 
 
 
Le marquage TRKB est membranaire et il entoure l’aorte sans que les cellules endothéliales 
soient également marquées (Figure 18A). Le récepteur TRKB est exprimé vers les 
pronéphros, les gonades et les régions latérales à l’aorte de l’embryon (Figure 18B). Lorsque 
l’on observe des coupes plus postérieures le marquage n’est pas aussi profond qu’avec 
TRKC. Il reste plutôt ventro-latéral. Néanmoins l’intensité de fluorescence est supérieure 
par rapport à TRKC. 
 
Afin d’examiner l’identité neurale des cellules TRKB positives, j’ai réalisé des co-
marquages avec des anticorps anti-Tyrosine hydroxylase (Th, impliquées dans la synthèse 
des catéchomalines) et récepteur TRKB à E11,5, j’ai pu constater que les cellules Th 
n’expriment pas TRKB (Figure 19). Les ganglions sympathiques qui sont Th positifs (Figure 
19, marquage rouge) ne sont pas marqués par TRKB.  
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Figure 19: Immunofluorescence  TRKB (vert) et Th (rouge) sur trois niveaux de coupes : 
Sur les dessins à droite de la figure, la ligne rouge transversale représente le niveau par lequel 
l’embryon a été sectionné. A-Le niveau de la coupe est antérieur, l’embryon a été sectionné au 
niveau des bourgeons de membres antérieurs; B-Le niveau de la coupe est médian, l’embryon a été 
sectionné entre les deux bourgeons de membres; C-Le niveau de la coupe est postérieur, l’embryon a 
été sectionné au niveau des bourgeons de membres postérieurs. 
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Figure 20: Immunofluorescence sur coupes d’embryons de souris de E11,5. A-TRKC (vert) et 
CD31 (rouge) sur coupe au niveau médian. Grossissement 10X.  B-TRKC (vert), SMA (rouge) et 
CD31 (cyan) sur coupe au niveau des membres antérieurs. Grossissement 20X. Barre d’échelle = 
100 µm. 
 
 
L’IF TRKC sur coupes d’embryons à E11,5 montre que le marquage est membranaire, qu’il 
ne co-localise pas avec le marquage CD31 (Figure 20A) mais qu’il co-localise avec le 
marquage  Smooth Muscle Actin (SMA) (Figure 20B). TRKC est exprimé dans les cellules 
des ganglions de la racine dorsale (DRG) et aussi dans les cellules sous-aortiques (Figure 
20). Les cellules exprimant le marquage SMA expriment également le récepteur TRKC aux 
stades E11,5 (Figure 20 B). 
 
L’expression du récepteur est dynamique le long de l’axe antéro-postérieur de l’embryon. 
Elle s’élargit dans la région postérieure de l’embryon. Le marquage est plus profond dans la 
région médiane et postérieure. En effet, le récepteur TRKC est plus exprimé vers le 
mésenchyme profond lorsque l’on observe des coupes des régions plus postérieures. TRKC 
s’exprime autour de l’artère mésentérique et de la lumière de l’estomac.  
 
Lors du marquage Tyrosine Hydroxylase (Th) et récepteur TRKC à E11,5, j’ai observé que 
les cellules Th expriment le TRKC (Figure 21). Les ganglions sympathiques qui sont très 
visibles en région antérieure sont Th positifs (marquage rouge Figure 21) et sont aussi 
marqués avec TRKC (Figure 21A). 
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Figure 21: Immunofluorescence TRKC (vert) et Th (rouge) sur trois niveaux de coupes. Sur les 
dessins à droite de la figure, la ligne rouge transversale représente le niveau par lequel l’embryon a 
été sectionné. A-Le niveau de la coupe est antérieur, l’embryon a été sectionné au niveau des 
bourgeons de membres antérieurs (10x); A’-Grossissement de la région aortique présentée en A 
(20x). B-Le niveau de la coupe est médian, l’embryon a été sectionné entre les deux bourgeons de 
membres (10x); B’-Grossissement de la région aortique présentée en B (20x). C-Le niveau de la 
coupe est postérieur, l’embryon a été sectionné au niveau des bourgeons de membres postérieurs 
(10x) ; C’-Grossissement de la région aortique présentée en C (20x). 
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Figure 22: Immunofluorescence sur coupes d’embryons de souris aux trois stades E9-E10-E11 
dans la région médiane. A à E TRKB (vert) et Tuj1 (rouge). De F à J TRKC (vert) Tuj1 (rouge). 
Grossissement 10X et 20X. Barre d’échelle= 100 µm. 
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Au stade E9,5, les coupes d’embryons de souris ne présentent pas de marquage 
TRKB/TRKC (Figure 22 A et F). L’expression apparaît à E10,5 dans le tube neural et sous 
l’aorte (Figure 22 B et G). Le marquage Tuj1 est plus précoce (dès E9,5) mais n’apparaît 
sous l’aorte qu’au stade E11,5 (Figure 22 E et J) c’est à dire après l’installation des 
récepteurs TRK sous l’aorte.  
 
La reconstruction 3D d’embryons E11,5 montre clairement l’expression des récepteurs 
TRKB/C dans les ganglions des racines dorsales et les prolongements des fibres nerveuses 
(Figure 23 B et C). Le marquage sous l’aorte est aussi visible (Figure 23 A). 
 
En conclusion, les observations histologiques montrent que les deux récepteurs sont présents 
dans la tunique musculaire lisse qui entoure l’aorte. Le marquage TRKB est plus intense et 
plus latéral que le marquage TRKC qui est plus profond. L’expression est dynamique le long 
de l’axe antéro-postérieur de l’embryon, les récepteurs n’apparaissent qu’au stade E10,5 et 
ils marquent plus de cellules dans la région postérieure de l’embryon. 
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Figure 23: Immunofluorescence in toto sur Embryons E11,5. Embryons visualisés sur un 
ultramicroscope à feuille de lumières. A-Coupe sagittale marquage TRKC Ao=aorte, les flèches 
représentent les marquages sous l’aorte. B-Photo d’embryon reconstruit en 3D. C et D-Coupe 
sagittale d’un embryon avec double marquage TRKB CD31.  
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II-Expression des récepteurs TRKB/TRKC et de leurs ligands sur tissus aortiques 
micro-disséqués par qRT-PCR 
 
Afin d’obtenir une description complète de l’expression des 4 différents ligands chez 
l’embryon de souris au stade E11.5, j’ai réalisé des expériences de RT-PCR quantitative sur 
tissus microdisséqués ainsi que des hybridations in situ sur coupes. Deux expériences 
indépendantes de microdissection suivies de qRT-PCR m’ont permis de confirmer mes 
premiers résultats sur l’expression préférentielle des ARNm Ntrk2 et Ntrk3 dans les cellules 
situées sous l’aorte dorsale (Figure 24). 
 
 

 
 
Figure 24: Analyse de l’expression des ARNm Ntrk2, Ntrk3, Ntf3, Ntf5, Bdnf et Ngf dans les 
tissus ventraux et dorsaux micro-disséqués à E11,5. Les points représentent les valeurs de 2-ΔCt 
des différents réplicats obtenus à partir de deux expériences de microdissection laser. Les moyennes 
et les écarts-types standards sont indiqués. Les étoiles représentent la significativité statistique du test 
de Mann-Withney unilatéral: ** p<0,01, * p<0,05, ns=non significatif. 
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L’expression des ligands est très faible et sans différentiel marqué (Figure 24) hormis Ntf3 
qui semble être plus exprimé dorsalement. Une expérience complémentaire est nécessaire 
pour affiner ces résultats et leurs significativités statistiques.  
 
 
III-Expression des récepteurs TRKB/TRKC et de leurs ligands sur cellules d’AGM 
isolées par cytométrie en flux  
 
Pour compléter les résultats obtenus après microdissection, j’ai analysé l’expression des 
récepteurs TRKs et de leurs ligands dans des populations de cellules endothéliales CD144+ 
CD45-, des progéniteurs hématopoïétiques CD144+ CD45+, et de cellules double négatives 
(contenant la fraction mésenchymateuse) obtenues après un tri cellulaire en cytométrie en 
flux. Le marqueur CD45 est le pan-leucocyte (antigène commun à toutes les cellules 
leucocytaires) et le CD144 est la VE-Cadhérine qui est une molécule d’adhésion 
endothéliale (Figure 25). Par cette approche, je confirme que les gènes Ntrk2 et Ntrk3 sont 
majoritairement exprimés par les cellules mésenchymateuses et autres cellules, leurs 
expressions étant très faible dans les cellules endothéliales et hématopoïétiques. Par ailleurs, 
à l’exception de Ntf3 dont l’expression est détectée dans les cellules mésenchymateuses, les 
gènes Ntf5, Bdnf et Ngf  semblent peu ou pas exprimés dans l’AGM (Figure 26). Dans 
l’environnement aortique, le gène le plus exprimé est Ntrk2. Ntrk3, Ntf3, Bdnf et Ngf sont 
aussi présents. Dans les autres fractions triées (endothéliales et hématopoïétiques) les 
niveaux d’expression des ARNm sont à la limite de la détection.  
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Figure 25: Tri cellulaire par cytométrie en flux, trois populations sont extraites.  Les AGM sont 
disséquées avant marquage et tri. La population cellulaire en bleu contient les cellules qui ne sont ni 
endothéliales ni hématopoïétiques. La population en rouge correspond à une population enrichie en 
progéniteurs hématopoïétiques. La population en vert correspond aux cellules endothéliales et la 
population noire (non-triée) correspond aux monocytes/macrophages. 
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Figure 26: Analyse de l’expression des ARNm dans les populations cellulaires isolées par 
cytométrie en flux à E11,5. Les points représentent les valeurs de 2-ΔCt des différents réplicats 
obtenus à partir de deux expériences de tri cellulaire. Les moyennes et les écarts-types standards sont 
indiqués. Les étoiles représentent la significativité statistique du test de Mann-Withney unilatéral: 
****p<0,0001, ***p<0,001, **p<0,01, *p<0,05, ns=non significatif. 
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IV-Expression des récepteurs TRKB/TRKC et de leurs ligands sur cellules d’AGM 
TRKB+/TRKC+ triées isolées par cytométrie en flux  
 
Pour affiner la caractérisation des cellules TRKB et TRKC positives, j’ai développé un 
protocole permettant d’isoler ces cellules par cytométrie en flux. En couplant les anticorps 
anti-TRKB  et TRKC  à des fluorochromes (TRKB-APC et TRKC-PE), je peux isoler les 
cellules TRKB et TRKC positives. J’ai donc mis en place un outil qui me permet d’explorer 
en profondeur l’identité moléculaire des cellules TRKB et TRKC dont le rôle dans 
l’hématopoïèse aortique est inconnu aujourd’hui. J’ai plus précisément décidé d’isoler les 
fractions cellulaires TRKB+ et TRKC+ par cytométrie en flux et d’analyser leurs 
transcriptomes par qRT-PCR.  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figure 27: Analyse de l’expression des ARNm de populations de cellules triées sur le marqueur 
de surface TRKB. A-Profil de cytométrie en flux, tri de 18% de cellules TRKB+ sur une population 
totale de cellules d’AGM. Le graphe représente l’intensité de fluorescence de chaque cellule (APC) 
en fonction de sa structure (SSC). B-Expression relative de l’ARNm des deux récepteurs C-
Expression relative de l’ARNm des ligands. Expérience réalisée sur un tri, barres d’erreurs : écarts-
types standards des réplicats techniques. 
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Figure 28: Analyse de l’expression des ARNm de populations de cellules triées sur le marqueur 
de surface TRKC. A-Profil de cytométrie en flux, tri de 17% de cellules TRKC+ sur une population 
totale de cellules d’AGM. Le graphe représente l’intensité de fluorescence de chaque cellule (PE) en 
fonction de sa structure (SSC). B-Expression relative de l’ARNm des deux récepteurs. C-Expression 
relative de l’ARNm des ligands. Expérience réalisée sur un tri, barres d’erreurs : écarts-types 
standards des réplicats techniques. 
 
Au niveau transcriptomique, le récepteur TRKB est plus exprimé que le TRKC y compris  
dans les cellules TRKC + (Figure 27 et 28). Ceci est cohérent avec les résultats obtenus 
précédemment en qRT-PCR sur cellules microdisséquées et sur cellules triées. C’est aussi en 
accord avec les expériences d’immunofluorescence ; l’intensité de fluorescence et la 
superficie des zones marquées donne une semi quantification protéique. Étonnamment, je ne 
retrouve aucun ligand dans les fractions TRKB+ et/ou TRKC+ triées. Le seul ligand exprimé 
dans une fraction triée est Ntf5 et il est plus exprimé dans la fraction TRKC+ (Figure 28 C). 
C’est un peu inattendu car c’est le ligand de TRKB, TRKC n’étant lié que par NTF3 dans la 
voie canonique (Figure 13). 
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V-Profils d’expression des ligands Bdnf et Ntf3 (NT-3) par Hybridation in situ 
 

 
Figure 29: Hybridation in situ sur coupes d’embryons de souris à E11,5. Le signal bleu-violet 
correspond à une concentration importante des ARNm Bdnf et Ntf3 détecté par la sonde ARN anti-
sens correspondante. 3 grossissements (4, 10 et 20x) des coupes à 20 µm d’épaisseur. TN= tube 
neural, N= notochorde, Ao= aorte. 
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Pour les expériences d’hybridation in situ, je dispose des sondes  Ntf3 (NT-3) et Bdnf 
(BDNF). J’observe que Ntf3 et Bdnf sont exprimés dans la région entourant l’épithélium 
stomacal, dans la partie basse du tube pour Ntf3 et légèrement autour de la paroi ventrale de 
l’aorte pour les deux ligands (Figure 29). Plus précisément, Bdnf est exprimé dans le tube 
neural, dans la notochorde, dans le sclérotome, dans l’épithélium stomacal et il y a présence 
de patch dans la partie ventrale de l’aorte dans la tunique musculaire lisse. Ntf3 est exprimé 
dans la partie ventrale du tube neural, dans le sclérotome, dans l’épithélium stomacal (Figure 
29bis).  L’expression autour de l’aorte est faible. Pour les deux sondes, il y a présence d’un 
bruit de fond qui monte rapidement lorsque la révélation est poursuivie trop longtemps. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 29bis: Hybridation in situ Ntf3 sur coupe d’embryon de souris  à E11,5. TN= tube neural, 
N= notochorde, Ao= aorte, Sc= sclérotome, St= épithélium stomacal. 
 
 

 
Table 2 : Tableau récapitulatif de l’expression des récepteurs et des ligands détectés par qPCR 
dans diverses populations de cellules de l’AGM. VT=ventral tissu, DT=dorsal tissu, End=cellules 
endothéliales, Hem=cellules hématopoïétiques, Autres=autres cellules de l’AGM, TRKB+=cellules 
de l’AGM triées sur TRKB, TRKC+=cellules de l’AGM triées sur TRKC. 
 
 
 
 
 

Gène Ntrk2 Ntrk3 Ntf3 Ntf5 Bdnf Ngf 
VT ++ ++ - - +/- +/- 
DT - - ++ - +/- +/- 
End - - - - - - 
Hem - - - - - - 

Autres ++ ++ + - +/- +/- 
TRKB+ +++ + +/- +/- +/- +/- 
TRKC+ +++ ++ +- ++ +/- +/- 
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VI-Identité des cellules TRKB et TRKC par analyse ScRNAseq  
 

VI-1.Contrôle qualité  
 
Le comptage sur cellule de Malassez indiquait 7000 cellules injectées pour l’expérience pour 
l’expérience de séquençage de l’ARN en cellule unique (scRNAseq) effectuée en duplicat 
respectivement nommé GEX1 et GEX2. Après analyse le nombre de cellules retenues 
est  GEX1 : 8212 et GEX2 : 7650. 
Un filtre est appliqué pour retirer les cellules en mauvais état présentant un nombre 
important d’ARN mitochondriaux. Le nombre de cellules retenues dans GEX1 après filtrage 
est 7796 et le nombre de cellules retenues dans GEX2 après filtrage est 7358. 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
Figure 30 : Graphe contrôle qualité 1 : histogramme du nombre de gènes exprimés par cellules 
des deux échantillons GEX1 et GEX2. 
 
 
Le nombre de gènes par cellules est correct pour une expérience scRNAseq, la présence des 
deux pics est inhabituelle mais expliquée par le fait que les érythrocytes expriment moins de 
gènes que les autres types cellulaires et sont donc responsable du petit pic entre 100 et 200 
en abscisse (Figure 30). 
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Figure 31 : Graphe contrôle qualité 2 : Violin plot. nCount_RNA=nombre d’ARNs détectés par 
cellule (figure de gauche), percent_mt=pourcentage d’ARN mitochondriaux/cellules (figure de 
droite).  
 
 
 
Ncount_RNA : nombre d’ARNs détectés par cellule, les cellules exprimant plus de 7000 
ARNs sont exclues de l’analyse. Le taux d’ARN mitochondriaux est bas pour la plupart des 
cellules. Pour l’analyse, on retire les cellules avec plus de 15 % d’ARN mitochondriaux car 
c’est le signe de cellules mortes ou en mauvais état (Figure 31). Seules les cellules 
présentant un nombre de gènes exprimés entre 200 et 7000, ainsi qu’un taux d’ARNs 
mitochondriaux inférieur à 15 % ont été sélectionnées pour la suite de l’analyse 
(nCount_RNA= nombre d’ARNS détectés par cellule, percent_mt=pourcentage d’ARN 
mitochondriaux/cellules). 
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VI-2.Carte cellulaire 
 
La carte cellulaire que j’ai obtenue à partir du scRNAseq de 7000 cellules d’AGM de souris, 
nous donne un paysage moléculaire de l’environnement aortique comprenant 21 clusters 
différents (Figure 32). On retrouve les cellules endothéliales et les cellules hématopoïétiques 
de l’AGM dans des clusters distincts ainsi que les érythrocytes (C7) et les macrophages 
(C16 immunité innée). Les différentes populations cellulaires ont été identifiées par leur 
polarité ventrale versus dorsale (VT vs DT). La carte cellulaire présente 2 clusters dorsaux : 
Neurones (C13), Cartilage (DT) et 4 clusters ventraux VT : Neuro-mésenchyme (C6 et C8), 
Cellules musculaires lisses (C4) et  Mésenchyme (C10). 
 
 
 
 

 
 
Figure 32 : Carte cellulaire des deux échantillons mélangés. 21 clusters identifiés par leurs 
expressions génétiques différentielles, le cluster 14 n’a pas de gènes différentiellement exprimés et 
donc n’est pas identifié comme spécifique d’une population particulière.   
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Figure 33 : Expression du gène Ntrk2 (en haut) et Ntrk3 sur la carte cellulaire (en bas). 21 
clusters identifiés comme : C0 Cartilage (DT) C1 Métabolisme et développement C2 Cycle cellulaire 
et métabolisme C3 Développement C4 Cellules musculaires lisses (VT) C5 Métabolisme C6 ‘Neuro-
mésenchyme’ (VT) C8 ‘Neuro-mésenchyme’ (VT) C10 Mésenchyme (VT) C12 Développement 
C15 Développement C17 Développement C7 Erythrocytes C9 Cellules endothéliales C11 Neurones 
(embryonnaires) C13 Neurones (SNS) C16 Immunité innée C18 Foie, rein C19 Prolifération C20 
Somites C21 Hémostase. 
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La projection des gènes Ntrk2 et Ntrk3 sur la carte cellulaire identifie les clusters de cellules 
sur lesquels sont présents ces gènes. La distribution des cellules Ntrk2+ dans la carte 
cellulaire est assez large. On les retrouve principalement en ventral sur les clusters C6 VT 
Neuro-mésenchyme, C4 VT Cellules musculaires lisses et en dorsal sur le cluster C0 DT 
Cartilage (Figure 33). Les cellules Ntrk3+ ont une expression plus restreinte que les cellules 
Ntrk2+. Elles sont de polarité ventrale car on les retrouve sur les clusters C6 et C8 VT 
Neuro-mésenchyme et C4 VT Cellules musculaires lisses. Néanmoins elles sont aussi de 
polarités dorsales car présentes sur le cluster C13 DT Neurones (Figure 33). 
 
Ces différentes distributions sont cohérentes avec les immunofluorescences (Figure 21) et 
notamment le fait que Ntrk3 est exprimé dans le cluster C13 DT Neurones qui correspond au 
cluster où est aussi exprimée la Tyrosine Hydroxylase (Th) (Figure 35). 
 
Le ligand Ntf5 est faiblement exprimé mais très localisé dans le cluster C8 VT-Neuro-
mesenchyme et donc colocalise avec les cellules TRKC+. Ce résultat confirme la PCR 
quantitative sur cellules TRKC+ (Figure 28). 
 
Les niveaux d’expression des neurotrophines sont faibles notamment pour Ngf et Ntf5. Bdnf 
est le plus exprimé (Figure 34) et notablement en ventral et dans les cellules de la tunique 
musculaire (SMA).  
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Figure 34 : Expression des quatre neurotrophines sur la carte cellulaire. A-Expression du gène 
Bdnf, B-Ntf3, C-Ntf5, D-Ngf. 
 
 
 
 



 53 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
Figure 35 : Expression du gène Th (en haut à gauche) Gata3 (en haut à droite) Tubb3 (en bas à 
gauche).  
 
 
 
 
 
 



 54 

E-Discussion et perspectives 
 
La caractérisation moléculaire de la niche des CSH fait l’objet actuellement d’intenses 
investigations tant chez l’adulte que chez l’embryon. Par exemple, une approche de 
transcriptomique spatiale chez l’embryon humain a été récemment publiée. Elle montre 
l’importance de l’endotheline dans le processus de formation des CSH dans l’aorte dorsale 
(Cross et al. 2020). De façon complémentaire une approche par séquençage antéro-
postérieur et dorso-ventral de sections d’AGM d’embryons (tomographie séquençage) a été 
réalisée pour comparer le transcriptome des cellules de la niche aortique dans plusieurs 
modèles de vertébrés (poisson zèbre, poulet, souris et homme) (Yvernogeau et al. 2020). 
Cette étude met en évidence le rôle du couple ADM-RAMP2 et de la molécule SEVP1 dans 
la production des CSH chez l’embryon (Yvernogeau et al. 2020).  
 
Afin d’extraire la signature moléculaire des cellules du microenvironnement 
hématopoïétique de l’AGM chez l’embryon de souris, nous avons développé une approche 
combinant des approches de microdissection laser et de transcriptomique. Les cellules sus et 
sous-jacentes à l’aorte dorsale ont été isolées par microdissection laser chez l’embryon de 
souris à E10,5, E11,5 et E12,5. En agglomérant des transcriptomes de lignées de cellules 
stromales (Oostendorp et al. 2002 ; Charbord et al. 2014) et de cellules primaires 
CD144posCD45neg (endothéliales) (Yvernogeau et al. 2019), CD34lowKitlowCD45pos (cellules 
hématopoïétiques différenciées) et CD34highKithighCD45pos (précurseurs hématopoïétiques 
enrichis en CSH) (Souyri et al. non publié) issus de l’AGM, nous avons  révélé l’existence 
dans les cellules sous-aortiques d’un réseau de gènes présentant des caractéristiques neurale 
et mésenchymateuse. En effet, des fonctions biologiques telles que ‘Synapse’, Ion channel’, 
GABA receptor activity’ et ‘Neurotrophin signaling’, ‘Cell adhesion’, ‘Extracellular matrix’, 
‘Focal adhesion’ et ‘Basement membrane’ sont étroitement associées à ce module de gènes. 
Mon travail a consisté à cartographier de façon approfondie la voie de signalisation médiée 
par les neurotrophines dans l’AGM. En effet, les résultats des puces ADN m’ont permis de 
révéler que les gènes Ntrk2 et Ntrk3 codant respectivement les récepteurs TRKB et TRKC 
sont préférentiellement exprimés dans la région ventrale de l’AGM. J’ai, dans un premier 
temps, confirmé ces résultats par qRT-PCR et immunofluorescence. En accord avec des 
résultats récemment publiés (Angelim et al. 2018), j’ai ainsi montré que deux des trois 
récepteurs de la famille des TRKs sont exprimés dans la région ventrale de l’aorte dorsale. 
En revanche, le récepteur TRKA est totalement absent (Figure S1). 
 
Une description fine de l’expression des récepteurs TRKB et TRKC dans l’embryon de 
souris à différents stades par immunofluorescence m’a ensuite permis de montrer que 
l’expression de TRKB et TRKC est détectée au niveau du tube neural et dans la région 
ventrale sous-jacente à l’aorte dorsale à partir de E10,5. De façon intéressante, l’expression 
des récepteurs aux neurotrophines est dynamique et s’élargit dans la région postérieure de 
l’embryon. Le marquage est plus profond dans la région médiane et postérieure que dans la 
région antérieure. Le récepteur TRKC est plus exprimé vers le mésenchyme profond (Figure 
20 et 21) alors que le récepteur TRKB est exprimé vers les pronéphros, les gonades et les 
régions latérales à l’aorte de l’embryon (Figure 18 et 19). En approfondissant les marquages 
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en immunofluorescence avec TRKB et TRKC, j’ai observé que, si les deux récepteurs sont 
exprimés dans la région sous-aortique, leur profil d’expression présente néanmoins des 
différences.  En particulier, les cellules TRKB+ et TRKC + ne co-expriment pas les mêmes 
marqueurs, notamment le marqueur de cellules de crêtes neurales Tyrosine hydroxylase 
(Th). La Th, enzyme qui catalyse la synthèse des catécholamines, est un marqueur tardif de 
différenciation des cellules de crêtes neurales (NCCs) en migration. On peut constater que 
les ganglions sympathiques dans la région antérieure de l’AGM exprimant la Th sont TRKC  
positifs et TRKB négatifs (Figure 19 et 21). Ces cellules vont être engagées en cellules 
neuro-adrénergiques. Ensuite, afin d’établir une cartographie complète de la voie des 
neurotrophines dans l’AGM, j’ai décidé d’étendre l’étude de l’expression des protéines 
TRKB et TRKC au jour E9,5 de gestation afin de comprendre comment ces cellules se 
mettent en place au niveau du mésenchyme sous-aortique. J’ai pu démontrer que les cellules 
TRK positives prennent naissance sous l’aorte à E10 avant que les cellules neurales (Tuj1) 
ne migrent sous l’aorte (Figure 22). Ces résultats sont soutenus par l’analyse 
transcriptomique en cellules uniques. J’ai en effet pu constater que l’expression de Ntrk2 est 
enrichie dans les clusters C0 ‘Cartilage’, C1 ‘Metabolism, development’, C2 ‘Cell cycle, 
metabolism’, C3 ‘Development’, C4 ‘Smooth muscle cell’ et C6 ‘Neuro-mesenchyme’, 
alors que l’expression de Ntrk3 est fortement associée aux clusters C4, C6, C8 ‘Neuro-
mesenchyme’ et C13 ‘Neurons, Sympathetic nervous system’. Il est important de noter que 
l’expression des gènes Th, Tubb3 (Tuj1) et Gata3 est très enrichie dans les clusters neuraux 
C11 et C13. Gata3 est aussi détecté de façon plus diffuse dans les clusters C3, C4 et C6 en 
accord avec les résultats de l’équipe de Katrin Ottersbach montrant que Gata3 est exprimé 
dans les cellules du système nerveux périphérique mais aussi dans des cellules endothéliales 
et celles du mésenchyme sous-aortique (Fitch et al. 2012, Fitch et al. 2019). Ainsi, les 
données que j’ai pu recueillir plaident en faveur de l’existence d’un neuro-mésenchyme 
(exprimant notamment Ntrk2 et Ntrk3) dans la région sous-aortique à E11,5.  
 
J’ai ensuite étudié le profil d’expression des neurotrophines pouvant se lier aux récepteurs 
TRKB et TRKC par hybridation in situ et PCR quantitative (qPCR). Les ARNm Bdnf et 
Ntf3 sont faiblement exprimés. L’expression de Bdnf semble plus diffuse même si on peut 
localiser des « spots » autour de l’aorte dans les cellules du muscle lisse (Figure 29 C). 
L’expression de Ntf3 semble plus importante et est localisée dans la région ventrale du tube 
neural (Figure 29 D) et autour de l’épithélium stomacal (Figure 29 D). En qPCR, les niveaux 
d’expression sont très faibles pour Ngf et Ntf5 (Figure 24 et 26). Les analyses de qPCR 
m’ont permis d’observer que les niveaux d’expression des gènes codant les neurotrophines 
sont différents dans les cellules TRKB+ et TRKC+. En effet, en triant des cellules TRKB 
positives, je noté une faible expression des gènes codant les 4 neurotrophines. Par contre 
dans les cellules TRKC positives, j’observe une expression préférentielle du ligand Ntf5 
(Figure 28 C). NTF5 est un ligand de TRKB, TRKC n’étant lié que par NTF3 dans la voie 
canonique (Figure 13). De tout évidence, ces résultats doivent être confirmés avec une 
expérience complémentaire afin de vérifier leurs significativités statistiques.  
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Les analyses transcriptomiques à l’échelon cellules uniques ont apporté des informations 
complémentaires sur le profil d’expression des gènes codant les neurotrophines. Comme le 
montre la figure 34, Ngf est faiblement exprimé dans l’AGM et Ntf3 est détecté de façon 
diffuse dans plusieurs clusters tels que C0, C1, C4, C6, C12 et C15. Ntf5 est 
préférentiellement exprimé par les cellules des clusters C5, C8 et C10. Bdnf semble être 
exprimé à un niveau plus élevé, en particulier dans les clusters C4 (Smooth muscle cells VT) 
et C10 (Mesenchyme VT). Son expression est également détectée dans les clusters C0, C2, 
C3, C8 et plus faiblement dans les clusters C11 et C1, caractéristiques des cellules neurales. 
De façon intéressante, des travaux ont montré le rôle de la voie médiée par le récepteur 
TRKB et le BDNF dans la maturation des lymphocytes T et les interactions entre les cellules 
de myélomes multiples et les cellules stromales médullaires (Maroder et al. 1996 ; Pierce et 
al. 2005). TRKB et BDNF sont respectivement exprimés par les thymocytes immatures 
CD4-CD8- et les cellules stromales thymiques. L’interaction entre BDNF et TRKB renforce 
la survie des thymocytes en cours de maturation (Maroder et al. 1996). L’axe BDNF/TRKB 
est aussi actif dans le dialogue entre les cellules de myélomes multiples et les cellules 
stromales. Ainsi l’exposition des cellules cancéreuses au BDNF les protègent de l’apoptose 
et en favorisent leur survie (Pierse et al. 2005).  
 
Un rôle de la voie médiée par les neurotrophines dans le contrôle de l’hématopoïèse aortique 
n’a, à notre connaissance, pas encore été exploré. Je souhaiterais aborder cette question par 
des expériences fonctionnelles. Je prévois de disséquer l’AGM à E11.5 et de réaliser des 
cultures d’explants en présence soit de molécules BDNF recombinantes soit d’anticorps 
bloquant. A l’issue de 3 jours de culture, des suspensions cellulaires d’AGM seront 
préparées et ensemencées en milieu semi-solide pour évaluer le nombre et la nature des 
progéniteurs hématopoïétiques. Parallèlement, des expériences in vivo de transplantation 
dans des souris adultes létalement irradiées pourront être envisagées afin de déterminer si la 
voie médiée par le BDNF influence le potentiel de reconstitution des CSH. 
Je souhaite également tirer avantage du modèle poisson-zèbre, récemment mis en place dans 
mon équipe, pour tester in vivo de façon robuste et efficace le rôle de BDNF et/ou TRKB 
dans la formation des premières CSH. Des expériences de perte de fonction par injection de 
morpholinos au stade « 1 cellule » couplées à des expériences d’hybridation in situ in toto 
pour l’expression des gènes runx1 et cmyb (rapportant l’émergence des CSH dans l’aorte 
dorsale) me permettront d’analyser le phénotype hématopoïétique des embryons contrôles et 
des morphants pour les gènes testés. Des expériences de preuve de concept sont 
actuellement réalisées par une étudiante en thèse pour localiser l’expression de ntrk2 au 
cours du développement du poisson-zèbre. Plusieurs lignées de poisson-zèbre mutants sont 
décrites et disponibles dans la base de données zfin (Université de l’Oregon) (notamment 
des mutations ponctuelles introduisant des codons stop dans la séquence des ARNm Ntrk2) 
et pourraient être utilisées pour comparer le phénotype des embryons morphants et mutants. 
 
J’ai également récemment mis en oeuvre la technologie CITE-seq au laboratoire pour affiner 
l’analyse moléculaire des cellules TRKB et TRKC dans l’AGM. Cette approche est basée 
sur l’utilisation d’anticorps barcodés anti-PE (TotalSeq™-A0911 Biolegend) dirigé contre 
l’anti-TRKC-PE et d’anticorps  anti-Biotin (TotalSeq™-A0436 Biolegend) dirigé contre 
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l’anti-TRKB-Biotinylé. Mon objectif est de corréler le transcriptome des cellules de l’AGM 
avec les populations cellulaires reconnues par les anticorps, afin d’obtenir des informations 
très fines sur l’identité moléculaire des cellules TRKB et TRKC positives. Par exemple, 
j’envisage de corréler le nombre d’anticorps par cellules (nombre de récepteurs présents à la 
surface des cellules) à l’expression différentielle de certains gènes.  
 
L’ensemble de ces résultats a permis d’identifier l’expression de facteurs neurotrophiques 
dans un contexte d’hématopoïèse aortique ce qui n’était pas connu jusqu’à présent. Ces 
populations de cellules exprimant les récepteurs TRK s’installent sous l’aorte embryonnaire 
au stade E9,5. Ces résultats montrent que ces populations TRKB+ et TRKC+ présentent des 
différences phénotypiques et moléculaires. L’analyse cellules uniques montre que BDNF est 
la neurotrophine qui est la plus présente dans le mésenchyme ventral et c’est pourquoi des 
approches fonctionnelles ciblant ce ligand sont maintenant envisagées pour étudier son rôle 
fonctionnel dans l’hématopoïèse aortique.  
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G-Annexes 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure S1 : IF sur coupe d’embryon de souris au stade E11,5 marquage TRKA (vert). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Table S1 : Référence des sondes Taqman® utilisées en qPCR. 
 
 
 
 
 
 
 

Gapdh 
Mm99999915_g1 

Rps18 
Mm02601777_g1 

Ntrk2 
Mm00435422_m1 

Ntrk3 
Mm00456222_m1 

Ntf3 
Mm01182924_m1 

Ntf5 
Mm01701591_m1 

Bdnf 
Mm04230575_m1 

Ngf 
Mm00443039_m1 
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Figure S2 : Immunofluorescence TRKB versus TRKC en triple marquage avec SMA et CD31. 
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Figure S3 : Immunofluorescence TRKC en triple marquage avec SMA et CD31. 
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Abstract		

	

The	first	hematopoietic	stem	cells	(HSCs)	emerge	in	the	embryonic	aorta	of	midgestation	

mouse	 embryo	 but	 the	 precise	 nature	 of	 the	 supportive	 microenvironment	 remains	

largely	unexplored.	To	address	this	question,	we	designed	a	laser	microdissection-based	

approach	to	precisely	isolate	the	dorsal	and	ventral	tissues	of	the	aorta	at	three	distinct	

developmental	 stages	 harboring	 HSCs.	 Bulk	 and	 single	 cell	 transcriptomics	 combined	

with	 computational	 analyses	 (including	 correlation-	 and	 information-based	 gene	

network	 analysis	 algorithms)	 revealed	 the	 extent	 of	 AGM	 tissue	 heterogeneity	 and	

specifically	unraveled	a	neuro-mesenchymal	cell	population	in	the	E11.5	subaortic	tissue.	

Histological	 and	 functional	 studies	 in	 several	 species	 (zebrafish,	 mouse	 and	 human)	

validated	our	strategy,	revealing	that	Decorin	and	Tenascin	C,	two	extra-cellular	matrix	

genes	directly	linked	to	neuronal	molecules,	are	essential	for	HSC	formation.	These	results	

demonstrate	the	dual	molecular	 identity	of	the	subaortic	mesenchyme	and	underscore	

the	HSC	niche	versatility	according	to	hematopoietic	sites.		

145	words	
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Introduction	

	

Hematopoietic	stem	cells	(HSCs)	have	the	unique	capacity	to	self-renew	and	to	give	rise	

to	all	mature	blood	cell	types	throughout	life.	In	the	adult,	HSCs	are	located	in	the	bone	

marrow	 (BM)	 and	 reside	 in	 a	 supportive	 microenvironment	 also	 called	 niche	 that	

regulates	HSC	functions	(Crane	et	al.,	2017;	Durand	et	al.,	2018;	Morrison	and	Scadden,	

2014).	

	

Since	HSCs	are	produced	early	during	embryonic	 life,	 investigating	 the	developmental	

origins	of	HSCs	is	a	critical	issue	in	the	field	of	stem	cell	biology	and	regenerative	medicine.	

The	 first	 adult-type	HSCs,	 representative	 of	 the	 definitive	wave	 of	 hematopoiesis	 and	

defined	by	their	ability	to	reconstitute	the	entire	hematopoietic	system	of	adult	irradiated	

recipients,	are	generated	in	the	Aorta-Gonad-Mesonephros	(AGM)	region	of	midgestation	

mouse	 embryo	 (Medvinsky	 and	 Dzierzak,	 1996;	 Müller	 et	 al.,	 1994).	 Evidence	 from	

various	vertebrate	models	revealed	the	existence	of	intra-aortic	hematopoietic	clusters	

(IAHCs)	containing	hematopoietic	stem	and	progenitor	cells	(HSPCs)	and	closely	attached	

to	the	ventral	side	of	the	dorsal	aorta	(Jaffredo	et	al.,	1998;	Tavian	et	al.,	1996;	Yokomizo	

and	Dzierzak,	2010).	Lineage	tracing	experiments,	functional	assays	and	vital	live	imaging	

have	 clearly	 demonstrated	 that	 IAHCs	 originated	 from	 hemogenic	 endothelial	 cells	

through	 a	 process	 of	 endothelial-to-hematopoietic	 transition	 (Bertrand	 et	 al.,	 2010;	

Boisset	et	al.,	2010;	Chen	et	al.,	2009;	de	Bruijn	et	al.,	2002;	Jaffredo	et	al.,	1998;	Kissa	and	

Herbomel,	 2010;	Oberlin	 et	 al.,	 2002;	 Zovein	 et	 al.,	 2008).	 Interestingly,	 in	 the	mouse,	

IAHCs	are	also	found	on	the	dorsal	side	of	the	dorsal	aorta	(Taoudi	and	Medvinsky,	2007).	

Although	both	 the	dorsal	and	ventral	aortic	domains	harbor	hematopoietic	progenitor	

potential,	HSC	activity	 is	 preferentially	detected	 in	 the	 ventral	 domain	 (Souilhol	 et	 al.,	

2016;	Taoudi	and	Medvinsky,	2007).	Moreover,	preventing	the	migration	of	the	subaortic	

mesenchyme	from	the	splanchnopleural	mesoderm	in	the	avian	embryo	was	shown	to	

inhibit	 the	 production	 of	 IAHCs	 and	 Runx1	 expression,	 a	 major	 transcription	 factor	

associated	with	definitive	hematopoiesis	 (Richard	et	al.,	2013).	Collectively,	 these	data	

indicate	that	the	hematopoietic	activity	in	the	dorsal	aorta	is	polarized	along	the	dorso-

ventral	axis	and	that	the	ventral	domain	of	the	dorsal	aorta	(including	mesenchymal	cells	

located	underneath	the	endothelium)	constitutes	a	supportive	microenvironment	for	the	

first	 emerging	 HSCs	 in	 the	 embryo.	 This	 region	 contains	 diverse	 cell	 types	 including	
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endothelial	 cells	 from	 small	 vessels,	 hematopoietic	 cells	 in	 particular	 macrophages,	

neuronal	projections	from	the	sympathetic	nervous	systems	and	neural	crest	cells	(Espín-

Palazón	et	al.,	2014;	Fitch	et	al.,	2012;	Li	et	al.,	2014;	Mariani	et	al.,	2019;	Sawamiphak	et	

al.,	2014;	Takahashi	et	al.,	2013;	Travnickova	et	al.,	2015).	Since	all	these	cell	types	are	

contained	within	 the	 subaortic	mesenchyme,	 extracting	 the	molecular	 identity	 of	 that	

mesenchyme	remains	a	challenge.				

	

The	molecular	control	of	AGM	HSPCs	involves	extrinsic	factors	such	as	cytokines	(Petit-

Cocault	et	al.,	2007;	Robin	et	al.,	2006;	Souilhol	et	al.,	2016),	signaling	pathways	(Durand	

et	al.,	2007;	Lee	et	al.,	2014;	Marshall	et	al.,	2000;	Peeters	et	al.,	2009;	Pouget	et	al.,	2014;	

Robert-Moreno	et	 al.,	 2005;	 Souilhol	 et	 al.,	 2016;	Wilkinson	et	 al.,	 2009)	and	 systemic	

factors	such	as	shear	stress,	inflammatory	pathway	and	parasympathetic	nervous	system	

(Adamo	et	al.,	2009;	Espín-Palazón	et	al.,	2014;	Fitch	et	al.,	2012;	Li	et	al.,	2014;	Mariani	

et	al.,	2019;	North	et	al.,	2009;	Sawamiphak	et	al.,	2014).	However,	a	comprehensive	study	

disclosing	 how	 these	 genes	 and	 signaling	 pathways	 co-operate	 to	 shape	 the	 AGM	

hematopoietic	microenvironment	is	still	missing.		

	 	

In	 two	 previous	 studies,	 we	 reported	 a	 systems	 biology	 approach	 for	 extracting	 the	

molecular	core	of	the	HSPC	niche	and	specific	BM	niche	cell	gene	modules	(Charbord	et	

al.,	2014;	Desterke	et	al.,	2020).	 In	 line	with	these	studies,	we	present	here	an	original	

experimental	 and	 computational	 approach	 to	 explore	 the	molecular	 complexity	 of	 the	

AGM	HSPC	niche.	We	compared	the	transcriptomes	of	the	ventral	(VT)	and	dorsal	(DT)	

aortic	 tissues	 isolated	by	 laser	microdissection	at	embryonic	day	 (E)	E10.5,	E11.5	and	

E12.5,	 corresponding	 to	 the	 initiation,	 increase	 and	 decrease	 of	 AGM	 HSC	 activity,	

respectively	(Medvinsky	and	Dzierzak,	1996;	Kumaravelu	et	al,	2002).	Gene	expression	

profiling	revealed	that	VT	and	DT	exhibit	distinct	and	dynamic	gene	expression	patterns	

with	 time,	 with	 a	 major	 contrast	 at	 E11.5.	 A	 multistep	 computational	 strategy	 was	

designed	 to	 exclude	 the	 genetic	 contribution	 of	 the	 endothelial	 and	 hematopoietic	

component.	We	identified	one	gene	module	harboring	adhesive	and	neuronal	signatures	

active	 in	 the	 E11.5	 subaortic	 mesenchyme.	 	 Single	 cell	 RNAseq	 analysis	 revealed	 the	

extent	 of	 AGM	 tissue	 heterogeneity,	 specifically	 disclosing	 two	 ventral	 clusters	

corresponding	 to	 a	 neuro-mesenchymal	 population.	 Using	 the	 zebrafish	 model,	 we	

functionally	 validated	 Decorin	 and	 Tenascin	 C,	 encoding	 for	 two	 extracellular	 matrix	
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(ECM)	proteins,	as	critical	regulators	of	AGM	HSPCs.	Altogether,	this	study	provides	an	

unexpected	insight	onto	the	molecular	 identity	of	 the	AGM	HSPC	niche	by	outlining	 its	

difference	with	the	BM	prototypical	niche,	which	underscores	the	versatility	of	the	HSPC	

niches	according	to	their	developmental	sites.	

	

	

Results	

	

A	laser	microdissection	and	systems	biology	strategy	

We	used	a	 laser	microdissection	 approach	 to	 isolate	 the	 ventral	 (VT)	 and	dorsal	 (DT)	

tissues	surrounding	the	dorsal	aorta	from	E10.5,	E11.5	and	E12.5	mouse	embryos	(Figure	

1A	and	Supplemental	Video	1).	Importantly,	VT	and	DT	samples	were	isolated	from	the	

same	embryos,	and	were	at	least	from	3	biological	replicates	per	tissue	and	time	point.	

Supplemental	table	1	recapitulates	for	each	stage	the	numbers	of	biological	samples	and	

corresponding	 microdissected	 tissues,	 their	 total	 surfaces	 and	 RNA	 concentrations	

(Supplemental	Table	1).	Pairwise	comparison	of	the	entire	DT	and	VT	transcriptomes	at	

the	three	developmental	stages	was	performed.	To	exclude	the	molecular	contribution	of	

endothelial	 and	 hematopoietic	 cells	 within	 VT	 and	 DT	 and	 to	 focus	 on	 the	molecular	

identity	 of	 the	 AGM	 mesenchyme	 at	 E11.5,	 we	 then	 incorporated	 additional	

transcriptomes	 corresponding	 to	 AGM	 hematopoietic	 and	 endothelial	 cells,	 and	 AGM	

stromal	lines.	The	strategy	is	schematized	in	Figure	1B	and	developed	below.		

The	dorsal	and	ventral	tissues	surrounding	the	dorsal	aorta	exhibit	dynamic	and	

distinct	molecular	signatures	

	ANOVA	 with	 a	 low	 stringency	 p-value	 (p	 <	 0.06)	 was	 used	 to	 extract	 the	 lists	 of	

differentially	expressed	genes	(DEGs)	between	DT	and	VT.	There	were	2704,	1838	and	

1873	DEGs	at	E10.5,	E11.5	and	E12.5,	respectively.	Database	for	annotation,	visualization,	

and	 integrated	 discovery	 (DAVID)	was	 then	 used	 to	 determine	 statistically	 significant	

gene	ontology	(GO)	categories	and	their	modulation	with	time	(Huang	et	al.,	2007).	VT	

were	characterized	by	two	different	patterns	of	gene	categories	(Figure	2A,	top	panels).	

In	one	pattern	(top	left),	the	expression	level	of	genes	implicated	in	‘ECM’,	‘cell	junction’	

and	 'synapse',	 and	 to	 a	 lower	 extent,	 ‘innate	 immunity’	 and	 'Wnt	 signaling'	 peaked	 at	

E11.5.	 In	 the	 second	pattern	 (top	 right)	genes	 implicated	 in	 ‘transcription’,	 ‘cell	 cycle’,	
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‘protein	transport’	and	‘mRNA	processing’	were	maximally	expressed	at	E10.5;	the	levels	

of	these	genes	declined	to	very	low	values	at	later	time	points.	The	pattern	of	expression	

level	of	DT	genes	was	more	complex	(Figure	2A,	bottom	panels).	The	time	course	of	genes	

involved	in	'developmental	protein',	 'homeobox'	and	'Shh	pathway')	showed	a	minimal	

expression	 at	 E11.5	 before	 a	 large	 increase	 at	 E12.5,	 while	 for	 some	 of	 the	 genes	

('transcription',	'cell	cycle'	and	‘axon	guidance’)	there	was	a	steady	increase	from	E10.5	

to	E12.5	(bottom	left).	In	contrast,	the	level	of	some	genes	('synapse',	'cytokine	activity',	

'cell	 junction')	 was	 maximal	 at	 E10.5	 followed	 by	 a	 slow	 and	more	 or	 less	 complete	

decrease	at	later	time	points	(bottom	right).	

	

To	 confirm	 our	 analyses	 using	 a	 different	 statistical	 approach	 we	 used	 Gene	 Set	

Enrichment	Analysis	 (GSEA)	 for	 identifying	 significant	gene	sets	enriched	 in	VT	or	DT	

(Subramanian	 et	 al.,	 2005).	 GSEA	 on	 the	 whole	 transcriptomes	 confirmed	 the	 GO	

categories	 enriched	 in	DT	 and	 VT	 at	 E11.5.	 For	 example,	 the	 gene	 sets,	 ‘Complement’	

(Figure	2B,	top	left	panel),	‘IL6	Jak3	signaling’	(Figure	2B,	top	right	panel)	and	'Interferon	

a	 response’	 (bottom	 left	panel)	 ‘were	 significantly	 enriched	 in	VT	as	 compared	 to	DT,	

which	 is	 in	 agreement	with	 recent	 studies	 demonstrating	 the	 critical	 role	 of	 the	 pro-

inflammatory	pathway	in	the	formation	and	regulation	of	AGM	HSCs	(Espin-Palazon	et	al,	

2014;	 Sawamiphak	 et	 al,	 2014;	 Li	 et	 al,	 2014;	 Mariani	 et	 al,	 2019).	 Interestingly,	 the	

‘Epithelial-to-Mesenchymal	 Transition’	 gene	 set	 was	 also	 significantly	 enriched	 in	 VT	

(bottom	right	panel).	It	included	numerous	genes	with	high	rank	metric	scores	many	of	

which	coding	for	ECM	proteins	such	as	Tnc	and	Dcn	(Figure	2C).	Taken	together,	these	

results	indicate	that	the	dorsal	and	ventral	tissues	surrounding	the	dorsal	aorta	exhibit	a	

distinct	and	dynamic	molecular	signature	at	midgestation.	

	

	

Modules	made	of	neuronal-	and	adhesion-related	genes	characterize	the	subaortic	

mesenchyme		

HSC	numbers	increase	in	the	AGM	between	E11	and	E12	and	during	3-5	days	of	E11	AGM	

explant	 culture	 (Kumaravelu	 et	 al.,	 2002).	Moreover,	 the	 time	 course	 study	 described	

above	indicated	that	at	E11.5	VT	and	DT	exhibited	the	most	contrasted	gene	profiles	(see	

Figure	2A).	Our	study	focused	therefore	on	this	time	point.		
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In	a	first	step	we	extended	the	transcriptomic	study	by	combining	the	E11.5	expression	

set	with	two	other	sets	in	order	to	enrich	the	database	and	to	unravel	the	genes	that	are	

specific	 to	the	mesenchyme.	One	set	was	obtained	by	 integrating	a	dataset	established	

from	AGM	stromal	cell	lines	derived	from	the	aorta	mesenchyme	(AM14-1C4	and	AM30-

3F4)	 or	 the	 urogenital	 ridges	 (UG26-1B6	 and	 UG26-3B5)	 (Charbord	 et	 al.,	 2014;	

Oostendorp	 et	 al.,	 2002).	 Principal	 Component	 Analysis	 (PCA)	 using	 the	 entire	

transcriptome	of	20777	genes	and	18	samples	(DT,	VT	and	stromal	lines)	did	not	allow	

discriminating	DT	from	VT	(Figure	S1A,	top	panel),	but	as	expected,	such	discrimination	

was	evidenced	after	selection	of	3635	DEGs	(gene	set	1)	resulting	from	ANOVA	comparing	

DT	 vs.	 VT	 (Figure	 S1A,	 bottom	 panel).	 The	 second	 set	 was	 obtained	 by	 integrating	 a	

dataset	established	from	E11.5	sorted	AGM	cell	populations,	CD144posCD45neg	endothelial	

cells	 (EC),	 CD34lowKitlowCD45pos	 differentiated	 hematopoietic	 cells	 (HC),	 and	

CD34highKithighCD45pos	 hematopoietic	 precursors	 enriched	 in	 HSCs	 (Souyri	 et	 al,	

unpublished	data).	The	different	tissues	and	cell	populations	were	not	segregated	by	PCA	

using	 the	 entire	 transcriptome	of	 20536	 genes	 and	15	 samples	 (DT,	 VT,	 EC,	HC,	HSC)	

(Figure	 S1B,	 top	 panel);	 on	 the	 contrary,	 after	 selection	 of	 3231	 DEGs	 (gene	 set	 2)	

resulting	 from	ANOVA	 comparing	 DT	 vs.	 VT,	 not	 only	was	 DT	 discriminated	 from	VT	

according	to	the	first	principal	component	(PC1),	but	also	was	EC	from	HC	according	to	

the	second	PC	(PC2)	(Figure	S1B,	bottom	panel).	The	intersection	of	the	two	gene	sets	

provided	 a	 list	 of	 2423	 genes	 (gene	 set	 3)	 (Figure	 S1C),	 which,	 we	 considered,	 most	

reliably	accounted	for	the	contrast	between	DT	and	VT	tissues.	Genes	corresponding	to	

this	list	were	mapped	in	the	second	set	of	15	samples,	resulting	in	a	gene	set	of	2401	genes	

listed	in	Supplemental	Table	2.	PCA	still	enabled	discriminating	DT	from	VT	according	to	

PC1	(34,2%	of	the	variance)	and	EC	from	HC	(19,1%	of	the	variance)	according	to	PC2	

(Figure	3A).		

	

To	find	out	which	genes	were	specific	to	any	of	the	four	discriminated	tissues	and	cell	

populations	(VT,	DT,	EC,	HC)	and	to	unravel	their	respective	organization,	Weighed	Gene	

Correlation	 Network	 Analysis	 (WGCNA)	 combined	 to	 PCA	 was	 applied	 to	 our	 data	

(Langfelder	 and	 Horvath,	 2008).	 The	 ß	 power	 of	 18	 was	 selected	 such	 that	 the	

connectivity	distribution	fitted	a	scale-free	model	(Figure	S1D).	PC1	and	PC2	were	used	

to	 quantify	 the	 external	 traits	 (DT-to-VT	 and	 EC-to-HC	 contrasts),	 and	 the	 merged	

dynamic	 tree	 cut	 method	 was	 used	 to	 identify	 modules	 (Figure	 3B).	 Eigenvector	
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correlation	to	PC1	indicated	that	two	modules,	designated	blue	and	yellow,	corresponded	

to	VT	and	another	 two,	brown	and	 turquoise,	 to	DT;	 likewise,	 correlation	 to	PC2	 trait	

enabled	identifying	one	major	cyan	module	for	EC	and	two	modules,	magenta	and	salmon,	

for	HC	(Figure	3C).	Gene	analysis	confirmed	the	endothelial	and	hematopoietic	identities	

of	 the	populations	corresponding	 to	 the	EC	and	HC	modules,	 respectively.	The	protein	

kinases	Kdr,	 Flt1,	 and	 Flt4,	 the	 cell	 adhesion	molecule	Pecam1	 and	 the	migration	 cue	

Plxnd1	 were	 among	 the	 most	 connected	 genes	 in	 the	 EC	 module	 (Figure	 S1E	 and	

Supplemental	 Table	 2).	 Genes	 implicated	 in	 the	 immune	 response	 (e.g.,	 interferon	

receptors	 Ifnar2	 and	 Ifngr2,	 chemokine	 receptor	 Cxcr3)	 and	 the	 pan-hematopoietic	

marker	Cd45	(Ptprc)	were	highly	connected	genes	in	the	HC	modules	(Supplemental	Table	

2).	Taken	together	these	results	indicate	that	our	in-silico	strategy	has	allowed	separating	

the	contribution	of	genes	expressed	by	endothelial	and	hematopoietic	cells	 from	those	

expressed	by	other	VT	cells.		

	

The	 blue	 VT	 module	 included	 295	 genes	 (Supplemental	 Table	 2)	 with	 significant	

collections	 of	 genes	 implicated	 in	 either	 neuronal-related	 processes	 ('synapse',	 'ion	

channel',	'GABA	receptor	activity',	'neuroactive	ligand	receptor',	'neurotropin	signaling')	

or	 adhesion-related	 ones	 ('cell	 adhesion',	 'homophilic	 cell	 adhesion',	 'focal	 adhesion',	

‘ECM’,	 'basement	membrane',	 'collagen',	 'Pi3K-Akt	signaling')	 (Figure	3D).	A	significant	

proportion	 of	 the	 genes	 belonging	 to	 this	 module	 were	 reported	 expressed	 in	 brain	

tissues	(Figure	3E).	This	module	included	in	its	central	core	the	ECM	components,	Dcn,	

Tnc	 and	 Col25a1,	 the	 neurotrophin	 receptor	 Ntrk3,	 the	 GABA	 receptor	 Gabra3,	 the	

glutamate	 receptor	 Grid1,	 and	 several	 soluble	 mediators	 implicated	 in	 the	 control	 of	

survival,	 growth	 or	 function	 of	 neural	 cells	 (Ntf4,	 Fgf14,	 Cntn4)	 (Figures	 3F).	 Col1a1,	

Ncam1,	Tcn	and	Ntrk3	were	among	the	first	neighbors	of	Dcn	(Figure	3G).	GSEA	using	an	

expression	set	comparing	adult	BM	mouse	stromal	cells	derived	from	the	neural	crest	to	

mesenchymal	 stromal/stem	 cells	 (GSE30415)	 (Wislet-Gendebien	 et	 al.,	 2012)	 and	 as	

reference	 set	 the	 genes	 of	 the	 blue	module	 did	 not	 indicate	 enrichment	 in	 either	 cell	

phenotypes	 (Figure	 3H).	 Comparison	 of	 the	 blue	 module	 gene	 set	 with	 the	 set	

characteristic	of	mouse	HSC-supportive	stromal	cells	(Desterke	et	al.,	2020)	did	not	reveal	

significant	overlap	(Figure	S1F).	The	yellow	VT	module	with	288	genes	(Supplemental	

Table	2)	included	in	its	central	core	adhesion-related	genes	such	as	the	ECM	components	

Fras1	and	Lama2,	and	neuronal-related	genes	such	as	Ntrk2.		
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In	 sum	 the	VT	modules	were	made	of	 a	unique	mix	of	 neuronal	 and	 adhesion-related	

genes	in	a	combination	not	found	in	BM	supportive	stromal	cells	or	in	BM	cells	derived	

from	the	neural	crest.	

	

Modules	characteristic	of	non-hematopoietic	and	non-endothelial	cells	in	the	aorta	

roof	widely	differ	from	those	of	the	aorta	floor	

As	stated	above	two	modules,	designated	brown	and	turquoise,	corresponded	to	DT.	The	

brown	module	included	151	genes	(Supplemental	Table	2)	with	significant	categories	of	

genes	 implicated	 in	 neurogenesis	 and/or	 the	 cell	 cycle	 (Figure	 4A).	 Accordingly,	 a	

significant	proportion	of	the	genes	belonging	to	this	module	were	reported	expressed	in	

brain	 tissues	 (Figure	3E).	This	module	 included	 in	 its	 central	 core	many	 transcription	

factors	 essential	 for	 neuronal	 development	 and	 differentiation	 by	 activating	 neuronal	

targets	or	repressing	non-neuronal	genes:	Uncx,	Npas3,	Emx2,	Sox2,	Pou3f3,	Pou3f2,	Myt1,	

Gsx2	 (Figures	4B).	 GSEA	using	 the	 expression	 set	 comparing	 adult	BM	mouse	 stromal	

derived	 from	the	neural	crest	 to	mesenchymal	stromal/stem	cells	cited	above	(Wislet-

Gendebien	et	al.,	2012)	and	as	reference	set	the	genes	of	the	brown	module	indicated	a	

highly	 significant	 enrichment	 in	 the	 adult	 mouse	 neural	 crest-derived	 stromal	 cell	

phenotype	 (Figure	 4C,	 left	 panel).	 Likewise,	 another	 GSEA	 using	 an	 expression	 set	

comparing	 neonatal	 mouse	 BM	 Nestinpos/Pdgfrapos	 mesenchymal	 stromal	 cells	 to	

Nestinpos/Pdgfraneg	 cells	 containing	 Schwann	 cell	 precursors	 (GSE61695)	 (Isern	 et	 al.,	

2014)	revealed	enrichment	in	the	Schwann	precursor	phenotype	(Figure	4C,	right	panel).		

	

The	 turquoise	 module	 included	 297	 genes	 (Supplemental	 Table	 2)	 with	 significant	

collections	of	genes	 implicated	 in	cartilage	condensation	or	synapse	 formation	(Figure	

4A).	 Accordingly,	 a	 significant	 proportion	 of	 the	 genes	 belonging	 to	 this	module	were	

reported	expressed	in	brain	tissues	(Figure	3E).	This	module	included	in	its	central	core	

the	transcription	factors	Pax1,	Pax9	and	Gli1	required	for	skull	skeleton,	vertebral	column	

and	 cranio-facial	 development,	 the	 cartilage	 proteoglycan	Acan	 and	 the	 ECM	 cartilage	

components	Col9a1	and	Hapln1	(Figure	4D).	

	

In	 sum,	 one	 of	 the	 DT	modules	 contained	 neural	 crest-specific	 genes	 as	 found	 in	 the	

sympathetic	 ganglia,	 while	 the	 other	 was	 more	 heterogeneous	 with	 cartilage-specific	
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genes	as	found	in	the	notochord	and	sclerotome	and	transcription	factors	required	for	the	

development	of	the	upper	body	skeleton.		

	

	

Single	 cell	 level	 analyses	 identify	 a	 neuro-mesenchymal	 cell	 population	 in	 the	

subaortic	tissue	

To	assess	the	extent	of	cell	heterogeneity	in	the E11.5	AGM	region	the	whole	region	was	

dissected	 and	 submitted	 to	 scRNAseq	 using	 a	 droplet-based	method	 (10X	 Genomics).	

After	Quality	Control	(Fig	S2A)	we	retained	15154	cells	out	of	15862	cells	with	2698	genes	

detected	on	average.	After	normalization	and	dimension	reduction,	we	defined	21	clusters	

with	Louvain	clustering	that	were	visualized	using	Uniform	Manifold	Approximation	and	

Projection	 (UMAP)	 method	 (Figure	 5A).	 The	 functional	 enrichment	 analysis	 of	 the	

differentially	 expressed	 genes	 was	 carried	 out	 using	 DAVID.	 Out	 of	 the	 21	 clusters	

obtained,	 eight	 clearly	 individualized	 clusters	 corresponded	 to	well-defined	 cell	 types	

(Supplemental	 Table	 3).	 For	 example,	 C9	 including	 526	 cells	 corresponded	 to	 EC	

according	to	GO	categories	(e.g.,	 'cell-cell	adherens	 junction',	 'sprouting	angiogenesis'),	

KEGG	pathways	(e.g.,	'leukocyte	transendothelial	migration'),	and	first-ranked	genes	(Kdr,	

Cdh5,	 Emcn,	 Flt1). Another	 clearly	 individualized	 cluster	 (C19	 including	 54	 cells)	

corresponded	 to	 proliferating	 cells	 (GO	 categories	 e.g.,	 'cell	 cycle',	 'DNA	 replication',	

'protein	 biosynthesis').	 The	 remaining	 Louvain	 clusters	 were	 part	 of	 a	 large	 central	

aggregate.	 C0	 and	 C4	 included	 genes	 characteristic	 of	 cartilage	 and	 smooth	 muscle,	

respectively.	C6	and	C8	included	genes	implicated	in	cell	adhesion	and	neuronal	processes,	

and	C10	included	genes	involved	in	ECM	organization.		The	remaining	clusters	included	

genes	 implicated	 in	metabolic	 pathways	 (C1,	 C5),	 cell	 cycle	 and	metabolism	 (C2),	 and	

developing	 tissues	 (C3,	 C12,	 C15,	 C17).	 In	 sum,	 the	 cluster	 analysis	 confirmed	 the	

heterogeneity	of	the	AGM	region	containing	hematopoietic	cells	in	intra-aortic	clusters	or	

disseminated	within	tissues,	endothelial	cells	bordering	aorta	and	small	vessel	lumens,	

smooth	muscle	cells	forming	a	thin	layer	around,	and	particularly	underneath,	the	aorta,	

cartilage	in	notochord	and	sclerotome,	neurons	in	sympathetic	ganglia	and	adrenal	anlage,	

and	 mesenchyme	 in	 peri-aortic	 roof,	 wall	 and	 floor	 tissue.	 In	 addition,	 it	 contained	

proliferative	 cells,	 cells	 with	 active	metabolism	 (oxidative	 phosphorylation,	 fatty	 acid	

metabolism)	 and	 cells	 implicated	 in	 diverse	 developmental	 process	 (urogenital	 ridge,	

somites)	
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To	find	out	whether	the	WGCNA	gene	sets	corresponded	to	distinct	cell	populations	we	

studied	the	distribution	of	genes	of	the	modules	among	the	different	clusters.	Most	genes	

of	 the	 cyan	EC	module	were	highly	expressed	 in	 the	C9	EC	cluster,	while	genes	of	 the	

magenta	 and	 salmon	HC	modules	were	 exclusively	 expressed	 in	 the	 innate	 immunity	

cluster	 C16	 (Figure	 S2B).	 Neural	 crest-specific	 genes	 of	 the	 brown	 module	 were	

exclusively	expressed	in	the	sympathetic	nervous	system	C13	(Figure	5B).	Importantly,	

genes	of	 the	blue	VT	module	were	predominantly	expressed	 in	 the	C6	and	C8	clusters	

consequently	 qualified	 as	 consisting	 in	 ‘neuro-mesenchyme’	 (Figure	 5B),	 while	 the	

expression	of	the	VT	yellow	module	genes	was	less	restricted,	with	maxima	in	C4,	C8	and	

C10	(Figure	S2B).	Finally,	the	distribution	range	of	genes	of	the	DT	turquoise	module	was	

also	wide	with	maxima	not	only	in	C0	and	C2,	but	also	in	C13	including	neurons	and	C7	

including	red	cells	(Figure	S2B).	These	data	allowed	assigning	the	polarity	of	certain	of	

the	clusters	to	VT	(C4,	C6,	C8,	C10)	or	DT	(C0,	C2).	Analysis	gene	per	gene	(Figure	5C	and	

Figure	S2C)	showed	that	some	were	expressed	in	only	one	cluster	(e.g.,	Nr1h5	in	C8,	Th	

and	Tubb3	in	C13),	while	the	expression	of	others	encompassed	several	clusters	(e.g.,	Tnc	

in	C8	and	C10,	Ntrk3	in	C4,	C6	and	C8,	Dcn	in	C1,	C2,	C6,	C8	and	C10,	Gata3	in	C11,	C13	

and	C18	and	in	some	sparse	cells	in	C3,	C4,	C6	and	C15,	and	Col1a1	in	all	clusters	of	the	

large	central	aggregate	except	C5,	C12	and	C15).	Analysis	of	fibroblast-specific	single	cell	

atlases	(Buechler	et	al.,	2021)	in	steady	and	perturbed	states	confirmed	the	widespread	

expression	of	Col1a1	 and	Dcn	 in	 stem	cell-like	and	 ‘differentiated’	populations	 (Figure	

S2D),	contrasting	with	limited	expression	in	differentiated	subtypes	for	Tnc	and	scarce	

expression	or	lack	of	expression	for	Gata3,	Nr1h5	and	Ntrk3.		

	

	

Correlation-based	 analyses	 such	 as	 WGCNA	 do	 not	 identify	 direct	 gene-to-gene	

interactions	 or	 potential	 causal	 links.	 Consequently,	 to	 get	 more	 insight	 on	 the	

organization	of	genes	characterizing	the	neuro-mesenchyme	we	applied	the	multivariate	

information-based	 inductive	causation	(miic)	algorithm	(Sella	et	al.,	2018;	Verny	et	al.,	

2017)	 to	 analyze	 the	 genes	 of	 the	 blue	module.	 	 To	 yield	 significant	 results	 the	miic	

algorithm	requires	a	large	number	of	observations	as	compared	to	that	of	variables.		We	

restricted	therefore	the	analysis	to	the	central	core	of	the	module	including	98	genes	and	

we	considered	all	cells	belonging	to	the	large	central	aggregate	defined	by	the	Louvain	
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clustering	(C0-C6,	C8,	C10,	C12,	C14,	C15,	C17).	After	filtering	out	low	confidence	links	

(strength	 of	 the	 XY	 edge	 >	 10)	 89	 nodes	 defining	 direct	 high-confidence	 paths	 were	

retained	(Figure	5D).	The	resulting	pruned	network	(as	compared	to	 that	provided	by	

WGCNA)	included	4	major	hubs	with	degree	≥	17:	the	netrin	receptor	Unc5c,	the	neural	

cell	 adhesion	 molecule	 Ncam1,	 the	 transcription	 factor	 Zmiz1	 and	 the	 collagen	 chain	

Col1a1.	Dcn	was	linked	to	Col1a1	and	to	Ncam1,	while	Tnc	was	linked	to	Ncam1	and	Ntrk3.	

Moreover,	the	miic	algorithm	uncovered	a	number	of	'v-structures'	(e.g.,	Nr1h5	-->	Tnc	<-

-	 Ncam1)	 suggesting	 cause-and-effect	 interactions,	 and	 the	 presence	 of	 one	 latent	

regulator	upstream	of	Mmp16	and	Nr1h5.	Search	for	protein-protein	interaction	(PPIs)	

using	STRING	indicated	a	physical	link	for	the	following	gene-to-gene	interactions:	high	

confidence	 link	Dcn-Col1a1,	and	 low-confidence	 links	Ncam1-Mapk3,	Ncam1-Ntrk3	and	

Ncam1-Amph.	 It	 further	 indicated	 correlated	 expression	 across	 a	 large	 number	 of	

experiments	 of	Dcn	 to	 Col1a1	 and	Col1a1	 to	 Col8a1.	 Finally,	NCAM1	was	 reported	 co-

expressed	to	UNC5A,	a	human	ortholog	of	Unc5c.	These	data	suggested	that	some	of	the	

links	found	using	miic	might	correspond	to	bona	fide	PPIs.		

	

Taken	together	the	data	provide	an	overall	view	of	the	landscape	of	the	AGM	region.	They	

confirm	 the	 presence	 of	 expected	 populations	 (EC,	 neurons,	 immune,	 cartilage).	More	

importantly,	 they	 stress	 the	 complexity	 of	 the	 mesenchyme	 that	 includes	 a	 neuro-

mesenchymal	population	expressing	genes	organized	in	a	network	in	which	cell	adhesion	

genes	were	directly	linked	to	neuronal	ones.		

	

	

Decorin,	Tenascin	C	and	the	protein	tyrosine	kinase	neurotrophin	receptor	Ntrk3	

are	strongly	enriched	in	the	subaortic	neuro-mesenchyme	at	E11.5	

To	validate	our	strategy,	we	selected	three	genes	expressed	in	the	neuro-mesenchymal	

population:	Decorin	and	Tenascin	C,	 two	extra-cellular	matrix	 genes	directly	 linked	 to	

neuronal	molecules,	and	the	tyrosine	kinase	Ntrk3.	Decorin	is	a	proteoglycan	that	binds	

to	 collagens	 and	 fibronectin	 and	 contributes	 to	matrix	 assembly	 (Zhang	 et	 al.,	 2018).	

Tenascin	 C	 is	 an	 ECM	 protein	 involved	 in	 the	 development	 of	 connective	 tissues	 and	

nervous	 system	 (Midwood	 et	 al.,	 2016).	 The	 tyrosine	 kinase	 Ntrk3	 encodes	 a	

transmembrane	receptor	binding	neurotrophin	ligands	and	plays	a	role	in	the	nervous	

system	(Bartkowska	et	al.,	2010).		
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	We	 performed	 immunofluorescence	 experiments	 using	 specific	 antibodies	 on	 E11.5	

mouse	transverse	sections.	Decorin	was	detected	around	the	notochord	and	in	subaortic	

tissue	 but	 not	 in	 aortic	 endothelial,	 vascular	 smooth	muscle	 cells,	 or	macrophages	 as	

shown	 by	 the	 absence	 of	 overlapping	 staining	 between	 Decorin	 and	 CD31,	a-smooth	

muscle	 actin	 (a-SMA)	 or	 Allograft	 inflammatory	 factor	 1	 (Iba1)	 (Figures	 6A	 and	 H).	

Interestingly,	Decorin	was	expressed	in	a	dynamic	manner	along	the	antero-posterior	axis	

with	strong	expression	in	cells	and	associated	ECM	in	large	areas	of	the	middle	part	of	the	

AGM	known	to	be	enriched	for	HSC	activity	in	mouse	and	human	embryos	(Easterbrook	

et	 al.,	 2019;	 Mascarenhas	 et	 al.,	 2009)	 (Figures	 6I-6L).	 Tenascin	 C	 was	 detected	 in	 a	

dynamic	manner	and	 found	also	highly	expressed	 in	cells	and	associated	ECM	in	 large	

areas	of	the	subaortic	tissue	(Figure	6B	and	Supplemental	Video	2).	Similar	distribution	

of	 Decorin	 and	 Tenascin	 C	were	 observed	 in	 human	 embryos	 at	 30	 days	 of	 gestation	

(Figures	6C	and	D).	Ntrk3	was	present	not	only	as	expected	in	the	dorsal	root	ganglion	

cells	and	neurofilaments,	but	also	in	extensive	areas	in	cells	and	associated	ECM	around	

and	underneath	the	dorsal	aorta	(Figure	6E,	Supplemental	Figure	S3A,	and	Supplemental	

Video	 3).	 Immunostaining	 for	 Tyrosine	 hydroxylase	 (Th),	 an	 enzyme	 involved	 in	

catecholamine	 biosynthesis,	 revealed	 discrete	 positive	 cells	 in	 the	 dorsal	 and	 ventral	

domains	 of	 the	 aorta,	 corresponding	 to	 sympathetic	 nerve	 cells	 (Figure	 6F).	

Immunostaining	for	Tuj1,	a	neuron-specific	class	III	beta-tubulin	expressed	in	neurons	of	

the	 peripheral	 and	 central	 nervous	 system,	 revealed	 a	 dense	 array	 of	 Tuj1+	 cells	 and	

neurofilaments	on	the	lateral	sides,	and	a	looser	cell	distribution	underneath	the	aorta	

(Figures	6G-H	and	Figure	S3A).	Importantly,	the	distributions	of	Decorin,	Tenascin	and	

Ntrk3	staining	were	quite	similar	in	large	areas	of	the	subaortic	tissue,	and	clearly	distinct	

from	 that	 of	 Th+	 cells	 and	 Tuj1+	 cells	 and	 neurofilaments	 (Figures	 6F,	 G	 and	 H,	

Supplemental	Figure	S3A).			These	observations	are	in	agreement	with	the	presence	of	a	

Tenascin+,	Decorin+,	and	Ntrk3+	subaortic	neuro-mesenchymal	population.	.		

	

To	confirm	the	localization	of	Dcn,	Tnc	and	Ntrk3	by	another	approach	we	used	the	tomo-

seq	 data	 recently	 generated	 by	 Yvernogeau	 et	 al	 (Yvernogeau	 et	 al.,	 2020)	 .	 These	

investigators	 have	 generated	 high	 resolution	 dorsal	 to	 ventral	 expression	maps	 from	

cryosections	collected	in	the	middle	portion	of	E11.5	mouse	and	day-35	human	embryos,	

and	in	the	anterior	portion	of	E3	chicken	embryos.	They	have	defined	a	dorsal	(R2)	vs.	a	
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ventral	 (R1)	 region	of	 the	 aorta	 according	 to	 tomo-seq	 traces	of	markers	with	known	

distribution:		Bmp4	(R1)	and	Gata2	(R1)	vs.	Shh	(R2)	for	E11.5	mouse	sections,	BMP4	(R1)	

and	GATA2	(R1)	vs.	WWP2	(R2)	for	day-35	human	sections,	and	MPL	(R1)	vs.	SHH	(R2)	

for	chicken	sections.	Closer	examination	of	the	pattern	of	Bmp4	and	Gata2	in	mouse	E11.5	

sections	enabled	us	to	discriminate	within	R1	two	regions:	R1a	with	high	expression	of	

Gata2	 and	 low	 expression	 of	 Bmp4	 and	 R1b	 with	 low	 expression	 of	 Gata2	 and	 high	

expression	of	Bmp4	(Figure	S3B,	top	panel).	Tnc	was	highly	expressed	in	R1b	only,	while	

Dcn	showed	a	peak	of	expression	in	R2	and	an	increased	expression	in	R1b	(Figure	6M).	

The	expression	of	Ntrk3	was	very	high	in	R2,	but	also	showed	a	steady	increase	from	R1a	

to	R1b	(Figure	6P).	These	results	are	in	agreement	with	our	immunostaining	data.	Similar	

analyses	 in	human	and	chicken	sections	of	genes	expressed	 in	 the	VT	blue	and	yellow	

modules	indicated	that	13	genes	showed	at	least	one	expression	peak	in	the	R1b	region	

(Figure	6R	and	Supplemental	Table	4).	Among	those	were	TNC	and	DCN	(Figures	6N	and	

O).	NTRK3	was	not	detected	at	significant	level	(more	than	one	read	per	cell	on	average)	

in	the	chicken	sections,	contrarily	to	the	human	ones	where	it	showed	several	peaks	in	

the	 R1b	 region	 (Figure	 6Q).	 In	 sum,	 the	 expression	 of	 Tenascin	 C,	 Decorin	 and	 the	

neurotrophin	receptor	Ntrk3	appears	to	some	extent	evolutionary	conserved.		

	

Finally,	we	analyzed	using	tomo-seq	HC	(Figure	S3B,	middle	panel)	and	DT	genes	(Figure	

S3B,	bottom	panel).	Most	HC	genes	(e.g.,	Cd164)	showed	a	wide	distribution	throughout	

the	 different	 regions,	 while	 a	 few	 (e.g.,	 Ifitm1)	 implicated	 in	 inflammatory	 reaction	

displayed	a	distinctive	peak	in	R1b.	DT	genes	belonging	to	the	brown	module	(e.g.	Sox2)	

showed	a	more	dorsal	distribution	 than	genes	belonging	 to	 the	 turquoise	module	(e.g.	

Pax1	 or	 Col9a1),	 confirming	 the	 para-aortic	 ganglia	 and	 the	 peri-notochord	 cellular	

localization	of	genes	of	brown	and	turquoise	modules,	respectively.		

	

	

Decorin	and	Tenascin	C	are	essential	for	HSC	formation	

We	then	selected	Decorin	and	Tenascin	C	for	functional	validation	in	zebrafish	embryos.	

We	first	examined	the	expression	of	decorin	(dcn)	and	tenascin	c	(tnc)	by	whole-mount	in	

situ	 hybridization	 (WISH).	 In	 agreement	 with	 previous	 reports,	 dcn	 expression	 was	

detected	in	the	developing	head,	the	lateral	mesoderm,	and	at	lower	level	in	the	somites	

at	 36	 hours	 (hr)	 post-fertilization	 embryos	 (Zoeller	 et	 al,	 2009)	 (Figure	 7A).	Tnc	was	
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highly	expressed	in	the	trunk	of	developing	embryos,	notably	in	the	somites	and	around	

the	dorsal	aorta	(Lin	et	al,	2013)	(Figure	7A).		

	

We	 then	 performed	 knockdown	 experiments	 using	 antisense	 morpholinos	 (MOs).	

Embryos	were	injected	at	the	one-cell-stage	with	MOs	against	zebrafish	homologs	of	these	

genes	 and	 the	 formation	 of	 HSCs	 in	 the	 dorsal	 aorta	was	monitored	 by	WISH	 for	 the	

expression	of	the	HSC	markers	runx1	and	cmyb.	Both	dcn	and	tnc	morphants	exhibited	

strong	hematopoietic	defects	at	time	of	HSC	emergence	in	the	dorsal	aorta,	as	shown	by	

reduced	 expression	 of	 runx1	 and	 cmyb	 in	 morphants	 as	 to	 compared	 to	 respective	

controls	(Figures	7B	and	C).	The	reduced	expression	of	runx1	(as	well	as	gata2b)	was	also	

confirmed	 in	 tnc	 and	dcn	morphants	 as	 compared	 to	uninjected	 embryos	by	qRT-PCR	

(Figure	 7B,	 right).	 Moreover,	 confocal	 microscopy	 using	 kdlr:mCherry;gata2b:gpf	

transgenic	animals	showed	a	strong	reduction	in	the	number	of	definitive	hematopoietic	

stem	and	progenitor	cells	in	the	dorsal	aorta	in	both	morphants	(Figure	7D).	These	effects	

occurred	 in	 absence	 of	 any	 vascular	 defects	 as	 shown	 by	 confocal	 imaging	 using	

flt1:dtomato;flt4:yfp	 transgenic	 lines	 reporting	 vessel	 development	 (Figure	 7E).	 We	

confirmed	 the	 phenotype	 of	 dcn	 morphants	 with	 a	 start	 MO	 and	 revealed	 a	 highly	

significant	 two-fold	decrease	 in	 the	numbers	 of	 cmyb+	cells	 in	 the	dorsal	 aorta	 of	dcn	

morphants	 as	 compared	 to	 uninjected	 embryos	 (Figures	 S4A	 and	 B).	 Moreover,	 dcn	

morphants	exhibited	a	strong	decrease	in	cmyb	expression	in	the	caudal	hematopoietic	

tissue	(equivalent	of	mammalian	fetal	liver)	as	compared	to	respective	controls	(Figure	

7F).	 Finally,	we	 analyzed	 by	 qRT-PCR	 the	 expression	 of	 two	 genes	ncam1	 and	 col1a1	

directly	 linked	 to	 dcn	 in	 the	 miic	 gene	 network	 (Figure5D),	 in	 uninjected	 and	 dcn	

morphants.	The	expression	of	 ncam1a,	ncam1b,	col1a1a	 and	col1a1b	were	slightly	but	

significantly	decreased	in	dcn	morphants	as	compared	to	uninjected	controls	(Figure	S4C).	

Collectively,	 these	 data	 identify	 Decorin	 and	 Tenascin	 C	 as	 critical	 regulators	 of	 HSC	

formation.	

	

	

Discussion	

	

In	 this	work	we	 have	 uncovered	 the	 cell	 populations	 of	 dorsal	 (DT)	 and	 ventral	 (VT)	

tissues	surrounding	the	dorsal	aorta	at	the	critical	times	of	HSC	formation	in	the	mouse	
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embryo.	 We	 focused	 on	 E11.5	 as	 the	 time	 of	 HSC	 number	 increase	 in	 the	 AGM,	 and	

showing	peak	activity	of	a	number	of	VT	genes.	By	combining	DT	and	VT	transcriptomes	

with	that	of	sorted	hematopoietic	and	endothelial	populations	from	the	age-matched	AGM,	

we	could	exclude	the	specific	contributions	of	the	endothelial	and	hematopoietic	tissues	

and	 focus	 on	 the	 other,	 yet	 less	 understood	 cell	 components,	 including	 the	 aortic	

mesenchyme.	 One	 major	 finding	 of	 our	 study	 was	 the	 identification	 of	 one	 VT	 'blue'	

module	 in	which	neuronal	genes	were	associated	 to	genes	 implicated	 in	cell	adhesion.	

Single	cell	RNAseq	analysis	revealed	the	extent	of	AGM	tissue	heterogeneity,	specifically	

unraveling	two	ventral	clusters	corresponding	to	the	neuro-mesenchymal	population.	We	

posited	that	the	HSC-supportive	niche	activity	of	the	subaortic	tissue	was	related	to	the	

gene	organization	in	this	population,	and	examined	therefore	the	tissue	distribution	and	

functional	relevance	of	Tenascin	C	and	Decorin,	two	ECM	components	whose	transcripts	

were	directly	 linked	 to	neuronal	genes.	These	 investigations	validated	our	hypothesis,	

confirming	 the	 subaortic	 preferential	 distribution	 of	 Tenascin	 C	 and	 Decorin	 and	

demonstrating	 that	 their	 knockdown	 resulted	 in	 significant	 reduction	 of	 HSCs	 in	 the	

zebrafish	embryo.		

	

The	functional	association	between	the	hematopoietic	and	neuronal	systems	has	already	

been	documented	in	the	embryonic	context.	For	example,	it	has	been	reported	that	Gata3	

controls	the	numbers	of	AGM	HSCs	through	the	production	of	catecholamines,	showing	a	

strong	influence	of	the	sympathetic	nervous	system	on	AGM	HSCs	(Fitch	et	al.,	2012).	In	a	

previous	 study,	we	 have	 shown	 that	 the	 neuronal	 growth	 factor	 (NGF)	 increases	HSC	

activity	when	added	at	high	doses	to	AGM	explant	cultures	(Durand	et	al.,	2007).	More	

recently,	a	transcriptomic	analysis	in	the	human	embryo	at	time	of	HSC	development	has	

highlighted	a	neuronal	molecular	signature	associated	with	the	ventro-lateral	domain	of	

the	dorsal	aorta	(Crosse	et	al,	2020).	Remarkably,	 in	our	present	work	we	 identified	a	

neuro-mesenchymal	 cell	 population	 in	 which	 genes	 implicated	 in	 synapse	 formation,	

membrane	channel	activity,	or	neurotrophin	signaling	were	linked	to	genes	implicated	in	

cell-to-cell	or	cell-to-ECM	adhesion.		
	

To	 evaluate	 the	 roles	 of	 Tenascin	 C	 and	 Decorin,	 we	 performed	 loss-of-function	

experiments	in	zebrafish	embryos,	which	revealed	that	both	proteins	are	necessary	for	

HSC	formation.	Remarkably,	in	BM	HSC-supportive	stromal	cells	Dcn	is	not	up-	but	down-
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regulated	 (Desterke	 et	 al,	 2020),	which	 is	 in	 agreement	with	 its	 reported	 role	 as	HSC	

negative	regulator	in	adult	mice	(Ichii	et	al.,	2012).	Taken	together,	these	data	underscore	

the	context-dependency	of	some	of	the	mediators,	activators	in	the	embryonic	niche	but	

inhibitors	in	the	adult	one.	Tenascin	C	and	Decorin	could	exert	their	effects	on	AGM	HSCs	

as	 structural	 and/or	 signaling	molecules	 by	 interacting	with	 other	 ECM	proteins	 (e.g.,	

fibronectin,	collagen	and	periostin)	and/or	binding	to	cell	surface	receptors	and	soluble	

factors.	 For	 example,	 it	 has	 been	 reported	 that	 Tenascin	 C	 interacts	 with	 Wnt3a,	

Transforming	growth	 factor	b	and	Vascular	endothelial	growth	 factor	 (Midwood	 et	al.,	

2016).	As	a	consequence,	Tenascin	C	and	Decorin	may	play	a	critical	role	on	cell-to-cell	

communication	by	regulating	the	half-life,	local	concentration	and	availability	of	critical	

growth	 factors,	 cytokines	 and	 morphogens	 that	 may	 modify	 the	 properties	 of	 the	

overlaying	endothelial	cell	layer	and	/or	act	beyond	this	layer	on	HSC	within	IAHCs.		

	

In	conclusion,	at	E11.5	we	have	identified	a	unique	neuro-mesenchymal	cell	population	

within	the	subaortic	tissue.	Our	data	demonstrate	the	role	of	specific	ECM	components	as	

part	of	the	HSC-supportive	niche	and	emphasize	the	major	difference	between	the	AGM	

HSC	niche	at	E11.5	and	the	prototypical	adult	BM	niche,	thus	underscoring	the	versatility	

of	the	HSC	niches	according	to	the	developmental	sites.		

	

5828	words	
38668	characters	 	
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Materials	and	methods	

	

Mouse	embryos	

Embryos	were	obtained	from	C57BL/6	mice.	The	day	of	vaginal	plugging	represents	day	

0.5	 (E0.5).	Pregnant	 females	were	killed	by	 cervical	dislocation	at	 appropriate	 time	of	

gestation.	 Uteri	 were	 taken	 and	 placed	 in	 10%	 Fetal	 Bovine	 Serum/1%	 Penicillin	 -

Streptomycin	 (Gibco)/phosphate-buffered	 saline	 (PBS)	 (Invitrogen).	 The	 embryonic	

stage	 was	 confirmed	 through	 morphological	 analysis.	 Mice	 were	 bred	 at	 Janvier	 (Le	

Genest)	and	maintained	in	the	animal	facility	of	the	Laboratory	of	Developmental	Biology	

(Sorbonne	Université,	UMR7622,	CNRS)	according	to	institutional	guidelines.		

	

Human	embryos	

Human	 embryonic	 tissues	 were	 obtained	 following	 voluntary,	 spontaneous	 or	

therapeutic	 abortions.	 Informed	 consent	 for	 the	 use	 of	 the	 embryo	 in	 research	 was	

obtained	from	the	patient,	and	tissue	collection	and	use	were	performed	according	to	the	

guide-	lines	and	with	the	approval	of	the	French	National	Ethics	Committee.		

	

Laser	microdissection		

We	 used	 the	 Arcturus	 Laser	 Capture	 Microdissection	 System	 to	 isolate	 from	 mouse	

embryos	 the	 ventral	 and	 dorsal	 aortic	 tissues	 surrounding	 the	 dorsal	 aorta.	 Briefly,	

unfixed	embryos	were	embedded	in	OCT	medium	in	presence	of	isopentane	cooled	at	-

65°C.	Twenty	µm	cryostat	sections	were	then	prepared	and	stained	before	laser	micro-

dissection.	The	dorsal	tissue	localized	in	between	the	notochord	and	the	roof	of	the	aorta	

and	the	ventral	tissue	underneath	the	aorta	were	isolated	from	the	same	embryos.	Three	

to	eight	microdissected	tissues,	corresponding	to	a	total	surface	in	between	84431	and	

412076	µm2,	were	collected	on	appropriate	caps	and	then	proceeded	for	RNA	extraction	

using	Acturus	Picopure	RNA	isolation	kit.	RNAs	were	eluted	in	a	final	volume	of	13	µl	and	

their	 concentrations	 and	 integrity	 quantified	 on	 a	 bioanalyzer	 (Agilent).	 For	 each	

developmental	 stage,	3	 to	4	RNA	samples	corresponding	 to	DT	and	VT	were	prepared	

from	independent	embryos.		
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Microarray	screening	and	data	analysis	

Between	200	and	1000	pg	of	 total	RNA	was	reverse	transcribed	 following	the	Ovation	

Pico	V2	system	(Nugen)	and	the	resulting	double	strand	cDNA	was	used	for	amplification	

based	on	SPIA	technology.	After	purification	according	to	Nugen	protocol,	sens	target	DNA	

was	fragmented	and	biotin	labelled	using	Encore	Biotin	Module	kit	(Nugen).	After	control	

of	 fragmentation	 using	 Bioanalyzer	 2100,	 cDNA	 was	 then	 hybridized	 to	 GeneChip®	

MouseGene	2.0	ST	(Affymetrix).	Normalization	and	functional	analyses	(PCA,	ANOVA	and	

Venn	diagrams)	of	the	datasets	were	performed	using	Partek	Genomics	Suite	sotfware.	

GO	categories	were	analyzed	using	DAVID	(https://david.ncifcrf.gov)	(Huang	et	al.,	2007).		

	

ANOVA:	DT	vs.	VT	comparisons	were	made	using	2-way	ANOVA	with	a	low	stringency	p-

value	 (p<0.06)	with	 ‘Polarity’	 and	 ‘Embryo’	 as	grouping	variables	 for	E11.5	and	E12.5	

samples,	or	three-way	ANOVA	with	‘Polarity’,	‘Embryo’	and	‘Series’	(corresponding	to	two	

independent	 transcriptomic	 datasets)	 for	 E10.5	 samples.	 After	 incorporation	 of	

additional	transcriptomes	(AGM	stromal	cell	lines	or	AGM	sorted	cell	populations)	DT	vs.	

VT	 comparisons	 were	 made	 using	 2-way	 ANOVA	 with	 Cell	 identity	 and	 Series	 (the	

different	batches)	as	grouping	variables.		

	

GSEA:	GSEA	was	used	 to	 identify	gene	sets	 statistically	enriched	 in	 the	microdissected	

tissues	with	the	curated,	hallmark,	computational	and	motif	databases	(Subramanian	et	

al.,	2005).		

	

WGCNA:	To	reconstruct	gene	network	and	identify	specific	modules	for	the	different	cell	

populations,	we	utilized	WGCNA	(Langfelder	and	Horvath,	2008).	Adjacencies	were	given	

according	 to	 signed	 Pearson's	 correlation.	 Modules	 were	 constructed	 with	 average	

linkage	hierarchical	clustering.	Cytoscape	(https://cytoscape.org)	was	used	to	visualize	

the	connectivity	plot	of	 the	most	connected	genes.	Force-oriented	 layout	was	used	 for	

data	representation.	

	 	

Tomo-seq	analysis:	We	analyzed	data	generated	by	Yvernogeau	et	al	using	slice	2	 from	

cryosections	collected	in	the	middle	portion	of	E11.5	mouse	and	day-35	human	embryos,	

and	in	the	anterior	portion	of	E3	chicken	embryos.	

	



 20 

Single	Cell	screening	and	data	analysis	

E11.5	 AGM	 region	was	 dissected	 and	 submitted	 to	 scRNAseq	 using	 10X	 Genomics	 (2	

biological	 replicates).	 Only	 cells	 expressing	 between	 200	 and	 7000	 genes	 with	 a	

percentage	of	mitochondrial	RNA	under	15%	were	kept.	Also,	 genes	expressed	 in	 less	

than	3	cells	also	were	not	considered	for	the	analysis.	Since	no	batch	effect	was	observed	

between	 the	 replicates,	 the	 datasets	 were	 merged	 without	 correction.	 ScTransform	

normalization	(Hafemeister	and	Satija,	2019)	was	performed	with	the	Seurat	package	v3	

(Stuart	et	al.,	2019)	with	regression	of	the	cell	cycle.	To	regress	the	cell	cycle	genes,	the	

default	human	cell	cycle	gene	list	given	by	Seurat	was	converted	into	mouse	genes	using	

the	 biomaRt	 package	 (Durinck	 et	 al.,	 2009)	 and	 was	 used	 following	 the	 default	

recommendation	 for	cell	cycle	regression	with	scTransform	as	described	 in	 the	Seurat	

vignette.	Clustering	was	performed	with	the	Louvain	algorithm	with	a	resolution	of	0,7	on	

the	first	50	PCA	components	and	the	cells	were	projected	on	an	UMAP	embedding	based	

on	 the	 first	42	PCA	components.	Then,	we	 identified	differentially	expressed	genes	by	

looking	at	the	overexpressed	genes	with	a	 fold-change	superior	to	0,25	in	each	cluster	

compared	to	the	whole	dataset	using	the	Wilcoxon’s	sum	rank	test.	Only	genes	expressed	

in	more	 than	25%	of	 the	cluster	cells	and	with	a	q-value	under	0,05	were	kept.	These	

genes	were	 then	 ranked	 by	 p-value	 and	 used	 to	 determine	 each	 cluster	 identity.	The	

expression	of	 the	WGCNA	gene	 sets	was	performed	using	 the	Seurat	AddModuleScore	

function	with	the	gene	list	of	each	module.	The	cell	identity	of	each	cluster	was	assessed	

by	considering	the	genes	top-ranked	by	p-values,	and	by	comparing	the	genes	of	a	cluster	

to	all	others	using	Wilcoxon's	sum	rank	test	(p-value	<	0,05).	Multivariate	information-

based	inductive	causation	(miic)	algorithm	(Sella	et	al.,	2018;	Verny	et	al.,	2017)	was	used	

to	analyze	the	genes	of	the	blue	module	taking	into	account	considered	all	cells	belonging	

to	the	large	central	aggregate	defined	by	the	Louvain	clustering	(C0-6,	C8,	C10,	C12,	C14,	

C15,	C17).		The	input	matrix	consisted	of	the	raw	counts	for	each	gene	of	the	blue	module	

(12516	observations	and	89	variables).	

			

	

Immunodetection	

Embryos	were	fixed	overnight	in	4%	paraformaldehyde	(Sigma)	at	4°C,	transferred	in	a	

solution	 containing	 PBS/sucrose	 15%	 for	 48	 hours,	 impregnated	 in	 PBS/15%	

sucrose/7.5%	 gelatin	 for	 2	 hours	 at	 37°C,	 embedded	 at	 room	 temperature,	 frozen	 in	
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isopentane	at	-65°C	using	liquid	nitrogen	and	stored	at	-80°C	until	used	for	cryosectioning.	

Frozen	sections	(20	µm)	of	E11.5	embryos	were	cut	on	a	cryostat	(Leica).	Antibodies	used	

for	staining	the	sections	were:	mouse	anti-mouse/human	Tnc	(1/50,	Thermofisher),	goat	

anti-mouse	Decorin	(1/200,	R&D	Systems),	mouse	monoclonal	anti-human	Dcn	(1/200,	

R&D	 Systems),	 goat	 anti-mouse	 Ntrk2	 (1/200,	 R&D	 Systems)	 and	 anti-mouse	 Ntrk3	

(1/200,	R&D	Systems),	rabbit	anti-mouse	CD31(1/200,	Abcam),	mouse	monoclonal	anti-

mouse	α-smooth	muscle	actin	(1/500,	Sigma),	rabbit	polyclonal	anti-mouse	Iba1	(1/1000,	

Wako),	 mouse	 anti-mouse	 Tuj1	 antibody	 (1/1000,	 BioLegend)	 and	 goat	 anti-human	

CD105	 (1/100,	 R&D	 Systems).	 These	 primary	 antibodies	were	 visualized	with	 bovine	

anti-goat	 IgG-Alexa647	 (1/400,	 Jackson),	 goat	 anti-mouse	 IgG2a-Alexa488	 (Invitrogen,	

1/200),	donkey	anti-mouse	IgG-Alexa488	(1/400,	Jackson)	and	donkey	anti-rabbit	Cy3	

(1/400,	 Jackson).	 Fluorescent	 imaging	 was	 performed	 using	 fluorescence	 Leica	

microscope	and	confocal	Leica	TCS	SP5	at	the	imaging	facility,	IBPS,	Sorbonne	Université.		

	

Whole-mount	immunostaining,	tissue	clearing	and	3D	imaging	

Embryos	were	incubated	at	RT	for	3	hrs	in	a	solution	(PBSGT)	containing	PBS	1X	0.2%	

gelatin,	 0.5%	 Triton	 X100	 (Sigma-Aldrich)	 and	 0.01%	 thimerosal	 (Sigma-Aldrich).	

Embryos	were	then	incubated	with	the	first	antibodies	as	described	above	in	PBSGT	at	RT	

for	2-3	days.	After	6	washes,	samples	were	incubated	with	secondary	antibodies	in	PBSGT	

overnight,	washed	and	processed	for	3DISCO	tissue	clearing	as	described	by	Belle	et	al	

(Belle	et	al.,	2014).	Images	were	acquired	using	an	ultramicroscope	(LaVision	BioTec).	3D	

imaging,	 stack	 images	 conversion	 and	 movies	 were	 generated	 using	 Vision	 4D	 3.0	

software	(Arivis).	

	

Zebrafish	studies		

	

Zebrafish	were	maintained	according	to	University	of	California,	San	Diego,	International	

Animal	Care	and	Use	Committee	guidelines	and	according	to	the	aquatic	animal	guidelines	

of	Sorbonne	Université.	Embryos	were	collected,	staged,	fixed,	and	processed	for	in	situ	

hybridization	 as	 previously	 described	 (Thisse	 et	 al.,	 1993).	 Wild-type	 or	 transgenic	
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zygotes	were	 injected	with	 a	morpholino	 solution	 and	 incubated	 at	 28.5	 C	 until	 they	

reached	the	stage	of	interest.	After	in	situ	hybridization,	some	embryos	were	fixed	in	PBS	

0.1M	for	30	minutes	for	sectionning.	Embryos	were	embedded	in	a	medium	of	agarose,	

agar	and	sucrose	and	the	blocks	were	 left	overnight	at	4°C	 in	30%	sucrose.	Blocks	are	

freezed	in	liquid	nitrogen	and	cut	(16	μm)	on	a	cryostat	(Leica)	and	after	stored	at	-20°C.			

For	 RNA	 extraction,	 the	 head,	 yolk	 and	 yolk	 extension	 were	 removed	 using	 insulin	

serynge	and	needle	on	ice	under	binocular	loupe	(Leica).	Between	10	to	15	uninjected	and	

morphant	embryos	were	collected	and	RNA	was	extracted	using	Qiagen	RNA	extraction	

kit	 and	 proceed	 with	 qRT-PCR.	 Quantitative	 RT-PCR	 was	 performed	 with	 Taqman	

(Applied	Biosystems)	probes	(Supplemental	Table-5).	Amplification	was	processed	on	a	

BioRad	 CFX96.	 10-15	 uninjected	 embryos	 and	 dcn	 morphants	 were	 collected	 from	 3	

independent	 injection	 experiments	 and	 used	 for	 RNA	 extraction.	 Ef1a	 was	 used	 as	

internal	 controls,	 and	 the	 relative	 abundance	 for	 each	 sample	 was	 computed	 by	 the	

comparative	method	(ΔCt)	

Quantification	 for	 whole	 mount	 in	 situ	 hybridization	 on	 4dpf	 embryos	 was	 done	 by	

measuring	pixel	intensity	of	the	caudal	hematopoietic	tissue	as	described	(Dobrzycki	et	

al.,	2020).	Briefly,	embryos	were	imaged	using	Fiji	software.	Images	were	inverted	and	

then	image	type	was	changed	to	8-bit.		Using	polygonal	tool,	we	drawed	around	the	region	

of	 interest	 manually	 and	 measured	 the	 mean	 of	 pixel	 intensity	 after	 background	

correction.	

	

Statistics	

Statistical	analysis	was	performed	using	GraphPad	Prism	software.	Unpaired	T	or	Mann	

and	Whitney	 tests	were	used	 to	evaluate	statistical	significance.	Data	were	considered	

statistically	significant	for	p<0.05.	

	

Accession	numbers	

The	 NCBI	 GEO	 accession	 numbers	 for	 the	 microarrays	 presented	 in	 this	 study	 are		

GSE159592.	
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Figure	legends	

	

Figure	1.	A	laser	microdissection	and	systems	biology	strategy.	

(A)	Representative	sections	of	E10.5,	E11.5	and	E12.5	mouse	embryos	used	in	the	study	

for	laser	microdissection.	The	white	areas	below	and	above	the	dorsal	aorta	at	E11.5	show	

the	dorsal	and	ventral	microdissected	tissues.	

(B)	 Flow	 chart	 outlining	 the	 combination	 of	 laser	microdissection	 and	 computational	

analysis	of	the	dorsal	(DT)	and	ventral	(VT)	aortic	tissues.	

	

	

Figure	 2.	 The	 dorsal	 and	 ventral	 tissues	 surrounding	 the	 dorsal	 aorta	 exhibit	

dynamic	and	distinct	molecular	signatures.	

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

(B)	 GSEA	 showing	 4	 gene	 sets	 significantly	 enriched	 in	 VT	 at	 E11.5.	 NES:	 normalized	

enrichment	score,	FDR:	false	discovery	rate.	

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

gene	set	enriched	in	VT	at	E11.5.	

	

	

Figure	3.	Modules	made	of	neuronal-	and	adhesion-related	genes	characterize	the	

subaortic	mesenchyme	(see	also	Figures	S2).	

(A)	PCA	highlighting	the	different	clusters	using	2423	genes	and	15	biological	samples.	

The	score	plot	of	PC1	vs.	PC2	is	shown.		

(B)	Module	detection	using	WGCNA.	The	merged	dynamic	hybrid	branch	cutting	method	

was	used	to	define	the	modules,	each	named	by	a	color.	Modules	correspond	to	squares	

along	the	diagonal	of	the	topological	overlap	matrix	plot	shown	below	the	clustering	tree.	

DT	and	VT	modules	are	highlighted.	

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

contrasts	(PC2	trait).		

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

(E)	Reported	expression	in	brain	tissues	of	genes	expressed	in	the	VT	and	MD	modules.	
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(F)	Connectivity	plots	of	genes	belonging	to	the	VT	blue	module.	Upper	panel:		Cytoscape	

connectivity	plot	of	the	119	most	connected	genes	(out	of	a	total	of	295	genes).	Lower	

panel:	eigengene-based	connectivity	bar	plot	of	the	Top-30	genes.		

(G)	Diagram	of	the	Dcn	first	neighbors.	The	length	of	the	link	between	Dcn	and	another	

gene	is	proportional	to	the	gene	proximity.	Links	in	black	correspond	to	direct	paths	as	

indicated	by	miic.		

(H)	GSEA	plot	using	as	reference	the	VT	blue	module	gene	set,	and	as	expression	set	the	

GSE30415	dataset	comparing	adult	mouse	cells	derived	from	the	neural	crest	(NCSC)	to	

mesenchymal	stromal	cells	(MSC).	There	is	no	preferential	shift	to	the	right	or	to	the	left,	

indicating	no	enrichment	in	NCSC	or	in	MSC.		

	

Figure	4.	Modules	characteristic	of	non-hematopoietic	and	non-endothelial	cells	in	

the	aorta	roof	widely	differ	from	those	of	the	aorta	floor.	

(A)	Significant	GO	categories	corresponding	to	genes	in	DT	modules.	

(B)	 Connectivity	 plots	 of	 genes	 belonging	 to	 the	 DT	 brown	 module.	 Upper	 panel:		

Cytoscape	connectivity	plot	of	the	113	most	connected	genes	(out	of	a	total	of	151	genes).	

Lower	panel:	eigengene-based	connectivity	bar	plot	of	the	Top-30	genes.		

(C)	GSEA	plot	using	as	reference	the	DT	brown	module	gene	set,	and	as	expression	set:	

Top	panel:	the	GSE30415	dataset	comparing	adult	mouse	cells	derived	from	the	neural	

crest	(NCSC)	to	mesenchymal	stromal	cells	(MSC).	Bottom	panel:	the	GSE61695	dataset	

comparing	 neonatal	 mouse	 bone	 marrow	 cells	 containing	 Schwann	 precursors	

(Schwann)	to	mesenchymal	stromal	cells	(MSC).	

(D)	 Connectivity	 plots	 of	 genes	 belonging	 to	 the	 DT	 turquoise	 module.	 Left	 panel:		

Cytoscape	connectivity	plot	of	the	167	most	connected	genes	(out	of	a	total	of	293	genes).	

Right	panel:	eigengene-based	connectivity	bar	plot	of	the	Top-30	genes.		

	

Figure	5.	Single	cell	level	analyses	identify	a	neuro-mesenchymal	cell	population	in	

the	subaortic	tissue	

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

analysis.	

(B)	Distribution	of	genes	of	 the	brown	and	blue	WGCNA	modules	among	 the	different	

clusters.	 The	 score	 of	 each	 cell	 for	 each	 module	 is	 represented	 both	 on	 the	 UMAP	

embedding	and	on	Violin	plots.	
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(C)	Expression	pattern	of	Nr1h5,	Ntrk3,	Tnc	and	Dcn	at	E11.5.	

(D)	Miic	plot	of	the	central	core	genes	of	the	blue	module.		

	

Figure	 6.	 Tenascin	 C,	 Decorin	 and	 the	 tyrosine	 protein	 kinase	 neurotrophin	

receptor	Ntrk3	are	strongly	expressed	in	the	subaortic	neuro-mesenchyme	at	E11.5.	

(A)	Immunodetection	for	Decorin,	CD31	and	aSMA	on	E11.5	mouse	sections.	

(B)	Immunodetection	for	Tenascin	C	and	CD31	on	E11.5	mouse	sections.		

(C-D)	 Immuodetection	 for	Decorin,	Tenascin	C,	and	CD105	on	30	days	human	embryo	

sections.	

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

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

(G)	Immunodetection	for	Ntrk3,	Iba1	and	Tuj1	on	E11.5	mouse	sections.		

(H)	Immunodetection	for	Decorin,	Iba1	and	Tuj1	on	E11.5	mouse	sections.		

(I-L)	 Immunodetection	 for	Decorin	and	CD31	on	several	 transverse	 sections	along	 the	

antero-posterior	axis	of	E11.5	mouse	embryo.	

(M-Q)	Analysis	of	tomoseq	traces.	The	different	sections	are	given	on	the	x-axis	and	the	

corresponding	 number	 of	 reads	 on	 the	 y-axis.	 R1	 and	 R2	 regions	 are	 as	 defined	 by	

Yvernogeau	et	al.	R1a	and	R1b	regions	are	defined	according	to	the	expression	of	known	

markers	(see	text).	Results	are	for	mouse	(L,	O),	human	(M,	P)	and	chicken	(N).	

(R)	Venn	diagram	showing	the	number	VT	genes	with	peak	expression	in	R1b	for	mouse,	

human,	and	chicken	data.		

Scale	bar	for	Figures	5A,	B,	E,	F,	G,	H,	I,	J	and	K	is	100	µm.	Scale	bar	for	Figures	5C	and	D	is	

50	µm.	Nc:	notochord,	Ao:	dorsal	aorta.	

	

Figure	7.	Decorin	and	Tenascin	C	are	essential	for	HSC	formation.	

(A)	WISH	for	dcn	and	tnc	in	36	hr	postfertilization	embryos.	Scale	bar	is	25	µm.	

(B)	Left	panel:	WISH	for	runx1	 in	26	hr	postfertilization	morphants	embryos	and	their	

respective	uninjected	controls.	Numbers	of	embryos	with	or	without	(out	of	total)	runx1	

staining	are	indicated	in	the	bottom	left	corner. Right	:	qRT-PCR	analysis	for	runx1	and	

gata2b	expression	in	morphants	and	uninjected	embryos.	*	indicates	p	value<0.05.	

(C)	WISH	 for	 cmyb	 in	 40	hr	 postfertilization	morphants	 embryos	 and	 their	 respective	

uninjected	controls.	Numbers	of	embryos	with	or	without	(out	of	total)	cmyb	staining	are	
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indicated	in	the	bottom	left	corner. 	

(D)	 Fluorescent	 microscopy	 of	 kdlr	:mCherry	;gata2b	:gfp	 in	 30	 hr	 postfertilization	

morphants	embryos	and	their	respective	controls.	

(E)	Fluorescent	microscopy	of	flt1:dtomato;flt4:yfp	in	36	hr	postfertilization	morphants	

embryos	and	their	respective	controls.	

(F)	WISH	 for	 cmyb	 in	 4	 days	 postfertilization	morphants	 and	 uninjected	 controls.	 45	

morphants	and	58	respective	uninjected	embryos	were	analyzed	and	imaged	for	signal	

quantification.	 The	 plots	 indicate	 the	 intensity	 for	 cmyb	 expression	 in	 the	 CHT	 after	

background	correction	for	each	individual	embryo.	Error	bars	represent	the	SEM	and	****	

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

	

	

Figure	S1	(related	to	Figure	3):	Modules	made	of	neuronal-	and	adhesion-related	

genes	characterize	the	sub-aortic	mesenchyme.	

(A)	PCA	on	the	set	obtained	by	integrating	AGM	stromal	cell	lines.	Top	panel:	PCA	using	

the	entire	transcriptome	of	20777	genes	and	18	samples.	Bottom	panel:	PCA	using	3635	

DEGs	resulting	from	ANOVA	comparing	DT	to	VT	gene	sets.		

(B)	PCA	on	the	set	obtained	by	integrating	sorted	AGM	cell	populations	(EC,	HC,	HSC).	Top	

panel:	PCA	using	the	entire	transcriptome	of	20536	genes	and	15	samples.	Bottom	panel:	

PCA	using	2423	DEGs	resulting	from	ANOVA	comparing	DT	to	VT	gene	sets.		

(C)	Venn	diagram	of	the	gene	sets	obtained	in	B	and	C.		

(D)	WGCNA	selection	parameters.	Left	panel:	Plot	for	choosing	the	power	ß	of	the	signed	

weighted	 correlation	 networks;	 the	 square	 of	 the	 correlation	 coefficient	 between	 the	

connectivity	frequency	and	the	binned	connectivity	is	represented	on	the	y-axis,	while	the	

different	 powers	 adjusting	 the	 adjacencies	 are	 given	 on	 the	 x-axis.	 Right	 panel:	

Connectivity	distribution	using	ß	power	of	18.		

(E)	Cytoscape	connectivity	plot	of	genes	in	the	EC	cyan	module.	The	107	most	connected	

genes	(out	of	a	total	of	174	genes)	are	shown.		

(F)	Venn	diagram	of	the	gene	sets	of	the	VT	Blue	and	Yellow	modules	and	the	gene	set	

characteristic	of	mouse	BM	HSPC-supportive	stromal	cells	as	described	in	Desterke	et	al,	

2020.	

	

Figure	 S2	 (related	 to	 figure	 5):	 	 Single	 cell	 level	 analyses	 identify	 neuro-

mesenchymal	cell	populations	in	the	subaortic	tissue.	

(A)	Number	of	genes,	transcripts	and	percentage	of	mitochondrial	RNA	detected	in	each	

scRNAseq	sample	before	filtering	

(B)	Distribution	 of	 genes	 of	 the	 cyan,	 salmon,	magenta,	 yellow	 and	 turquoise	WGCNA	

modules	 among	 the	 different	 clusters.	 The	 score	 of	 each	 cell	 for	 each	 module	 is	

represented	both	on	the	UMAP	embedding	and	on	Violin	plots.	

(C)	Expression	pattern	of	Tubb3,	Th,	Gata3	and	Col1a1	at	E11.5.	

(D)	 Expression	 pattern	 of	 Dcn	 and	 Col1a1	 in	 the	 fibroblast-specific	 single	 cell	 atlas	

(perturbed	state).	
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Figure	 S3	 (related	 to	 Figure	 5):	 Immunodetection	 for	 Tuj1	 and	 Ntrk3	 on	 E11.5	

mouse	sections	and	tomoseq	traces.	

(A)	Immunodetection	for	Tuj1	and	Ntrk3	on	E11.5	mouse	sections.	Top	and	middle	panels	

represent	the	simple	staining	for	Tuj1	and	Ntrk3,	respectively.	Bottom	panel	represents	

the	merge	between	Tuj1	and	Ntrk3	staining.	The	dashed	white	line	indicates	the	lumen	of	

the	dorsal	aorta.	Scale	bar	is	100	µm.	

(B)	Top	panel:	Analysis	of	 tomoseq	traces	of	markers	with	known	distribution	(dorso-

ventral	axis):		Bmp4	(R1)	and	Gata2	(R1)	vs.	Shh	(R2)	for	E11.5	mouse	sections.	R1a	is	

defined	by	the	high	expression	of	Gata2	and	the	low	expression	of	Bmp4	and	R1b	with	the	

low	expression	of	Gata2	and	the	high	expression	of	Bmp4.	The	different	sections	are	given	

on	the	x-axis	and	the	corresponding	number	of	reads	on	the	y-axis.	Middle	panel:	Analysis	

of	tomoseq	traces	of	HC	genes.	Bottom	panel:	Analysis	of	tomoseq	traces	of	DT	genes.	Sox2	

belongs	to	the	brown	module,	while	Pax1	and	Col9a1	belong	to	the	turquoise	one.		

	

Figure	S4	(related	to	Figure	7):	Quantification	of	cmyb+	cells	in	the	dorsal	aorta	and	

expression	of	two	genes	ncam1	and	col1a1	linked	to	dcn.	

(A)	WISH	for	cmyb	expression	 in	36	hr	postfertilization	dcn	morphants	and	respective	

uninjected	controls.	Arrowheads	indicate	cmyb+	cells.	

(B)	Numbers	of	cmyb+	cells	in	23	dcn	morphants	and	33	uninjected	embryos.	Error	bars	

represent	the	SEM	and	****	indicates	p	value<0.0001	using	either	two-tailed	t-or	Mann	

and	Whitney	tests.		

(C)	 qRT-PCR	 for	 ncam1a,	 ncam1b,	 col1a1a	 and	 col1a1b	 expression	 in	 36	 hr	

postfertilization	dcn	morphants	and	respective	uninjected	controls.	In	between	9	to	12	

replicates	 were	 considered	 from	 3	 independent	 injection	 experiments.	 Error	 bars	

represent	the	SEM	and	*	indicates	p	value<0.05	using	unilateral	Mann	and	Whitney	test.		 	
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Supplemental	Tables	

	

Supplemental	 Table	 1.	 Laser	microdissection	 quantification	 at	 E10.5,	 E11.5	 and	

E12.5.	

This	table	indicates	for	each	developmental	stage	the	numbers	of	biological	samples	for	

VT	and	DT,	the	numbers	of	microdissected	tissues,	their	corresponding	surfaces	and	RNA	

concentrations.	

	

Supplemental	Table	2.	The	gene	set	accounting	for	the	contrast	between	DT	and	

VT	tissues	and	the	gene	allocation	to	the	different	WGCNA	modules.		

	

Supplemental	Table	3.	Characteristics	of	Louvain	clusters	found	by	single	cell	RNA-

Seq	analysis.		

	

Supplemental	Table	4.	TomoSeq	gene	profiling:	Genes	with	expression	peak	in	the	

R1b	region	common	to	at	least	two	species.	The	TomoSeq	profiles	of	individual	genes	

were	analyzed	from	data	generated	by	Yvernogeau	et	al	using	slice	2	from	cryosections	

collected	in	the	middle	portion	of	E11.5	mouse	and	day-35	human	embryos,	and	in	the	

anterior	portion	of	E3	chicken	embryos.	

	

Supplemental	Table	5.	Taqman	probes	used	for	qRT-PCR.	
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Supplemental	videos	

	

Supplemental	 Video	 1.	 Laser	 microdissection.	 This	 movie	 illustrates	 the	

microdissection	of	the	dorsal	tissue	located	between	the	notochord	and	the	roof	of	the	

dorsal	aorta	at	E12.5.	The	green	line	indicates	the	trajectory	of	the	ultraviolet	laser	used	

for	cutting	the	tissue.	The	green	spots	indicate	the	position	of	the	infrared	laser	used	for	

capturing	the	microdissected	tissue.	

	

Supplemental	 Video	 2.	 3D	 imaging	 of	 Tenascin	 C	 (in	 green)	 and	 CD31	 (in	 red)	

expression	at	E11.5.	This	video	was	generated	using	Arivis	software	after	whole-mount	

immunostaining,	3DISCO	clearing	and	 imaging	using	an	ultramicroscope	 (LaVision	Bio	

Tec).	 The	 movie	 shows	 the	 expression	 profiling	 of	 Tnc	 and	 CD31	 along	 the	 antero-

posterior	axis	of	the	embryo.	

	

Supplemental	 Video	 3.	 3D	 analysis	 of	 Ntrk3	 expression	 at	 E11.5.	This	 video	was	

generated	using	Arivis	software	after	whole-mount	immunostaining,	3DISCO	clearing	and	

imaging	using	an	ultramicroscope	(LaVision	Bio	Tec).	The	movie	shows	the	expression	

profiling	of	Ntrk3	along	the	antero-posterior	axis	of	the	embryo.	
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