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Introduction : Application du Single-Cell RNA
sequencing a la caractérisation des mécanismes
immunopathologiques impliqués dans la
transplantation et les maladies inflammatoires
chroniques

Le sequencage d’ARN en cellules uniques

De I'implantation de la génomique au séquencage de 'ARN

La compréhension du corps humain n’a cessé de s’affiner a travers les siécles,
passant de I'étude uniquement phénotypique, a une compréhension plus précise de
la biologie cellulaire puis moléculaire prenant place dans les organes. Plus
récemment, la compréhension du réle de 'ADN dans la régulation de I'organisme a
permis le développement d’une discipline se concentrant sur la caractérisation du
transcriptome et du protéome afin de déterminer les fonctions intrinséques des
cellules : la génomique fonctionnelle. L’ADN représente le champ des possibles,
'ensemble des éléments que la cellule peut créer. Cependant, 'ADN n’est pas
directement traduit en protéine, il subit de nombreuses régulations lors de la
transcription, de la traduction et méme en post-transcription : son étude seule
représenterait une vision limitée des processus biologiques en cours dans la cellule.
On estime a 80% la part du génome qui peut étre transcrite (Li et Liu 2019), mais a un
temps donné, seule une faible partie de 'ADN est accessible aux facteurs de
transcriptions et aux molécules de régulation de la transcription a cause des marques
épigénétiques qui contrdlent la compaction de 'ADN. Une plus faible partie encore
sera exprimée en protéines, puisque d’apres le consortium ENCODE (Encylopedia of
DNA Elements), seuls 2% du génome correspondent aux exons de génes codants
(Dunham et al. 2012), le reste étant majoritairement transcrit en ARN non-codants qui
vont réguler la transcription (Hon et al. 2017) mais dont les réles divers sont encore
loin d’étre entierement compris. Malgré la relative fragilité des ARN messagers
(ARNm), I'étude de ces transcrits codants permet d’avoir une idée plus précise de
I'activité cellulaire en regard du séquengage de 'ADN (Z. Wang, Gerstein, et Snyder
2009; Casamassimi et al. 2017; Lowe et al. 2017).

Pour production d’'une séquence d’ARNm durant la transcription, qui se déroule en 3
étapes : l'initiation, I'élongation et la terminaison. La structure de tous les genes est
sensiblement la méme chez tous les eucaryotes, et c’est dans la région du promoteur
que la transcription va démarrer. Environ 25 nucléotides en amont du site de départ
de la transcription (TSS) se situe la TATA box, appelée ainsi en référence a sa
séquence nucléotidique enrichie en adénosines (A) et thymidines (T). Elle est
reconnue par les facteurs généraux de transcriptions dont font partie TFIIA, TFIIB,
TFIID avec sa sous-unité TBP (TATA binding protein), TFIIE, TFIIF, et TFIIH, qui vont
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venir se fixer sur '’ADN (Hampsey 1998), puis recruter et stabiliser ’TARN polymérase
Il afin de former le complexe de pré-initiation de la transcription (Figure 1A). Ce
complexe va permettre la séparation des brins d’ADN et positionne 'ADN dans le site
actif de transcription de 'ARN polymérase Il. En plus de la matrice d’ADN et de 'ARN
polymérase, des sels de magnésiums et les nucléosides triphosphates sont
nécessaires pour débuter la synthése de I'’ARN. L’élongation du brin d’ARNmM
s’effectue toujours dans le sens 5—3’, 5’ faisant référence au carbone 5 du
désoxyribose qui se retrouve libre a I'extrémité. La transcription s’arréte lorsque le
complexe de transcription reconnait une séquence de terminaison de la transcription.

start of transcription

TATAbox [ DNA
A) = = B RNA polymerase Il
= — |
DMNA
a_—,
TBP  TFID
PIiP (PIP ¢
< .
i == .[ polyadenylation
splicing  factors
l . . factors
TFIB capping factors

',

| == ~~
] == P)IPIPIP
TFIIF her f ..
ot er factors \ mRNA
RNA
l\ Y, PROCESSING
TFIE BEGINS
TFIIH
RNA pol I
R s RNA cleavage
Poly-A polymerase
i =
— ==
coding noncoding
sequence sequence
5
3
ribonucleoside ‘-]; —eee AARAA, 5 55
triphosphates CH
(UTP, ATP, CTP, GTP) =2 [
5’ cap poly-A tail
e »

TRANSCRIPTION

Figure 1. Initiation de la transcription chez les eucaryotes.

A) La premiére enzyme du complexe de transcription qui se lie au promoteur proximal est
TFIID, en reconnaissant la TATA box. Elle induit un changement de conformation de 'ADN
pour pouvoir recruter les sous-unités TFIIA et TFIIB qui stabilisent les interactions avec 'ADN.
TFI1IB recrute ensuite TFIIF et TADN Polymérase Il puis TFIIE et TFIIH.

B) Terminaison de la transcription : fixation d’'une coiffe a I'extrémité 5. Clivage a la
reconnaissance du site de polyadénylation et synthése d’'une queue poly-A a I'extrémité 3’ du
brin d’ARN. D’aprés (Alberts et al. 2015)
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Un processus de maturation est ensuite mis en jeu afin de protéger le brin
nouvellement transcrit (Figure 1B). Cette étape de maturation est spécifique aux
cellules eucaryotes. En effet, chez les organismes eucaryotes, la transcription et la
traduction ne sont pas simultanées puisque la transcription se déroule dans le noyau
et la traduction dans le cytoplasme. La protection de TARNm passe dans un premier
temps par la fixation d’'une coiffe de méthyl-7-guanylate a I'extrémité 5’, qui permet de
protéger I'extrémité des nucléases et phosphatases, mais aussi plus tard pour initier
la traduction. A l'autre extrémité, en 3’, on retrouve une séquence de signal de
polyadénylation AAUAAA qui va étre reconnue et induire le clivage du brin par une
endonucléase avant qu'une poly-A polymérase vienne incorporer jusqu'a 250
nucléotides A en fin de chaine. Cette queue poly A permet la protection de I'extrémité
3’ (un ARNm nu serait vite dégradé par les RNAses extracellulaires) et permet aussi
la migration de ’ARNm vers le cytoplasme. Avant de sortir du noyau, ’ARNm subit
une autre étape, celle de I'épissage, qui va exciser les introns de la séquence pour
aboutir a ’ARN mature final.

Les génes ainsi exprimés sont ensuite exposés a de nombreux facteurs qui peuvent
réguler leur traduction en protéine. Capturer les ARN messager permet donc d’avoir
une idée relativement précise des mécanismes en cours dans la cellule et des
protéines en production. C’est I'étude quantitative de I'ensemble des transcrits
produits dans une cellule que I'on appelle transcriptomique.

Seéquencage d’ARNmM

Depuis la résolution de la premiére séquence ARN d’'un géne complet séquencé dans
le bactériophage MS2 des bactéries du genre Escherichia (Jou et al. 1972), 'essor de
la transcriptomique a beaucoup dd a 'amélioration des méthodes de séquencgage et
de capture de 'ARN.

Avant le développement de I'analyse en cellules uniques, c’est la technique de puces
a ADN (microarrays), développée au début des années 90 (Fodor et al. 1991; Schena
et al. 1995), qui était la plus répandue pour permettre I'étude du transcriptome
cellulaire. Son principe repose sur I'hybridation des ARN messagers des cellules
déposées sur la puce, avec des sondes d’ADN simple brin connues qui sont fixées a
une plaque. Grace a un marquage par des fluorochromes ou des radioéléments, on
peut mesurer lintensité de fixation pour chaque sonde et en déduire le niveau
d’expression de I'ARN dans la solution de cellules. Dans cette technique le
séquencgage n’est pas nécessaire, ce qui permet de réduire les colts, mais on fait face
a plusieurs limites : des génes aux séquences similaires peuvent étre confondus en
se fixant aux mémes sondes, la séquence exacte des ARNm capturés n’est pas
connue et enfin seules les séquences correspondant a celles présentes sur la puce
peuvent étre détectées (Tang et al. 2010). A ce manque de précision et de spécificité
s’ajoute le fait que l'information mesurée reflete une moyenne de I'ensemble des
cellules présentes dans I'échantillon analysé, ce qui a conduit a la définition du terme
de “bulk” RNAseq pour désigner ce type d’analyse.
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La révolution du scRNA-seq au service de la transcriptomique

Le besoin d’étudier les cellules séparément s’appuie sur le constat des différentes
limites liées a I'analyse en “bulk”. En premier lieu ce type d’analyse s’appuie sur une
observation générale des ARNm produits au sein d’'un échantillon, sans tenir compte
de la composition de celui-ci. Si une analyse d’expression différentielle met en avant
I'enrichissement d’'un géne entre deux échantillons, on ne pourra pas I'attribuer avec
certitude uniquement a une variation dans la quantité d’ARN transcrite puisqu’une
augmentation du nombre de cellules exprimant ce gene pourrait aussi en étre a
I'origine. Cette confusion peut aussi s’appliquer a un sous-type cellulaire particulier,
des cellules originaires du méme tissu et caractérisées comme appartenant au méme
type cellulaire ont dévoilé des dynamiques et des profils d’expression distincts qui
ajoutent un degré de complexité dans l'interprétation des résultats (Rosenfeld et al.
2005). Jusqu’alors les analyses se basaient sur une représentation moyennée de cet
ensemble de cellules hétérogénes. Or, pour comprendre le fonctionnement d’un
systéme biologique dans toute sa complexité, il est nécessaire d’analyser chaque
acteur, leur évolution et leurs interactions de fagon individuelle. Et c’est pour répondre
a ce besoin que le séquengage d’ARN en cellule unique a pu émerger. Son principe
repose sur I'isolement de cellules individuelles, que I'on lyse dans le but de capturer
puis d’amplifier les ARNm présents dans leur cytoplasme a la suite d’une transcription
inverse (RT). La librairie de fragments d’ADN complémentaires (ADNc) générés est
ensuite amplifiée puis séquencée. Il faut aussi prendre en compte que dans une
cellule, on dénombre de 50000 a 300000 séquences d’ARNm (Marinov et al. 2014),
ce qui ne représente que quelques picogrammes et impose donc des méthodes
efficaces pour amplifier cette faible quantité de matériel, tel que I'amplification
exponentielle en chaine par polymérase (PCR).

Le séquencgage en cellule unique

Le premier séquencage en cellule unique a été effectué sur un blastomére d'un
embryon de souris au stade 4 cellules (Tang et al. 2009). Leur étude du transcriptome
complet par 'amplification des ARNm issus d’une seule cellule (aussi appelé WTA
pour “whole transcriptome amplification”) a pavé la voie a un portage des techniques
existantes a I'échelle d’'une cellule unique. Ce n’est pas un hasard si 'expérience
pionniére de ce domaine est appliquée sur un blastomére puisque d’une part le
contexte facilite l'isolement de cellules, et d’autre part c’est dans I'étude du
développement embryonnaire que l'analyse unicellulaire est la plus logique, la
compréhension du développement de l'individu reposant en effet sur les phénoménes
prenant part dans un nombre tres limité de cellules pluripotentes.

Les années ayant suivi ces expériences initiales ont vu fleurir un nombre grandissant
de méthodes (Zhu et al. 2017; Svensson, Vento-Tormo, et Teichmann 2018; Chen,
Ye, et Guo 2019) pour permettre d’améliorer la capture des ARNm et augmenter le
nombre de cellules pouvant étre analysées simultanément (Figure 2). On trouve tout
d’abord des techniques reposant sur le tri unicellulaire en plaque, pour lesquelles la
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réaction d’amplification d’ADNc a lieu dans chaque puits. Parmi les techniques
pionniéres que l'on peut citer pour les avancées qu’elles ont apportées, on peut
d’abord citer le STRT-Seq (Islam et al. 2011), avec l'introduction de codes-barres
(“barcodes”) uniques a chaque cellule isolée. Dans cette méthode, un oligonucléotide
contenant une séquence poly-T (oligo-dT) se fixe sur la queue poly-A a I'extrémité 3’
des ARNm et permet la transcription inverse de 'ARN en ADNc dans la direction
3'—5’. Arrivé en fin de séquence, la transcriptase inverse va ajouter 3 a 6 cytidines
supplémentaires en continuité du brin d’ADNc nouvellement synthétisé. C’est sur cette
séquence additionnelle que vient se fixer un oligonucléotide contenant une séquence
de fixation aux nucléotides excédents (template switching oligo, TSO), le code-barre
unique au puit et une séquence d’amorce universelle pour 'amplification par PCR. Les
barre-codes permettent de multiplexer les différentes cellules avant la préparation de
la librairie et donc d’amplifier les fragments de plusieurs cellules ensemble, ce qui
réduit les codts et les produits nécessaires.

A peine trois ans plus tard, c’est 'ajout d’'un second niveau de séquences uniques,
appelées ldentifiant Moléculaire Unique (UMI), qui a permis d’améliorer I'estimation
d’expression des cellules analysées en paralléle (Islam et al. 2014). Ces UMI ajoutés
aux ADNc sont des séquences aléatoires, théoriquement uniques a chaque ADNc
synthétisé lors de la rétrotranscription. Lors de I'amplification, pendant la préparation
de la librairie, chaque brin amplifié porte I'information du transcrit d’origine en plus du
code-barre associé a la cellule d’origine. A I'étape d’analyse du séquencage, on peut
alors identifier les biais d’amplification et retrouver le nombre de transcrits capturés
par génes, ce qui réduit le bruit de fond et fait gagner en sensitivité, c’est-a-dire la
capacité a détecter un géne exprimé (qui dépend du niveau d’expression du géne et
de l'efficacité de capture).

Deux autres méthodes, le CEL-seq (Hashimshony et al. 2012) puis MARS-seq (Jaitin
et al. 2014), appliquées respectivement a I'analyse de 7 cellules de blastomeéres, et a
celle de 1500 cellules réparties sur une plaque 384 puits (Figure 2) se distinguent par
I'utilisation d’'une autre méthode d’amplification de ’ADNCc avec la transcription in vitro
(ITV). Contrairement a la PCR, I'I'TV utilise ’TARN polymérase T7 et permet une
amplification linéaire se voulant plus sensible et reproductible. En parallele, le Smart-
seq2 (Picelli et al. 2013) fut développé pour permettre le séquencage d’ARNm en full-
length, c’est-a-dire que la séquence entiére est amplifiée et séquencée. Cette
technique utilise aussi un TSO pour fixer les cytidines qui terminent le brin d’ADNc
synthétisé mais contrairement au STRT-seq qui ne permet de séquencer qu’'une
centaine de paires de bases depuis I'extrémité 5°, on ajoute ici une étape de
tagmentation. Une transposase Tn5 est utilisée pour tagmenter, c’est-a-dire
fragmenter 'ADN et insérer des amorces a chaque extrémité libre par ligation. Ainsi,
chaque fragment de géne peut étre amplifié pour garantir une couverture compléete
des génes exprimés lors du séquencage. Bien que n’utilisant pas d’'UMI et étant
difficilement adaptable a un grand nombre de cellules, le Smart-seq et le séquencage
en full-length représentent un intérét pour améliorer I'alignement des séquences, et
pour I'étude des isoformes et variants alléliques. L’objectif suivant a ensuite été de
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trouver les moyens d’étendre la technique a un plus grand nombre de cellules en
s’affranchissant du tri, et c’est la microfluidique qui s’est imposée comme solution la
plus adaptée.
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Figure 2 : Evolution des méthodes de scRNA-seq. (A) Expériences clés qui ont défini
'amélioration des capacités de séquencage en cellules uniques. (B) Représentation du
nombre de cellules capturées par chaque méthode selon I'année de publication (Svensson,
Vento-Tormo, et Teichmann 2018)

La microfluidique au service de la transcriptomique

Les systémes microfluidiques permettent d’isoler les cellules soit en puits soit en
microgouttelettes. Le systéme Fluidigm C1 (Fluidigm, South San Francisco, CA, USA)
est un des premiers systémes de fluidique développé (Figure 2), et propose un
isolement des cellules sur une plaque de 96 puits. Cette technique permet de vérifier
par microscopie la présence des cellules dans chacun des puits, et souffre du manque
de flexibilité pour étre appliquée a des centaines voire des milliers de cellules. Pour
remédier a cette limite, de nouvelles techniques de micro-fluidique a haut débit ont été
développées afin de permettre un isolement automatisé des cellules. Elles se basent
sur deux meéthodes de scRNA-seq en gouttelettes : le DropSeq (Macosko et al. 2015),
et inDrop (Klein et al. 2015) qui utilise des micro-billes d’hydrogel pour introduire les
oligonucléotides, et qui a été adaptée par 10X Genomics (Zheng et al. 2017) pour une
utilisation commerciale plus répandue. C’est la méthode de 10X Genomics que jai
utilisée durant ma thése pour sa mise en pratique aisée et sa polyvalence, assurant
une meilleure capture de I'information transcriptomique en regard des technologies
concurrentes (Mereu et al. 2020). Dans ce systéme de microfluidique, un premier
canal distribue les microbilles de gel ou sont fixés les code-barres dans des
microgouttelettes contenant les réactifs de lyse et de RT (Figure 3). Il est estimé que
de cette maniére on obtient moins de 16% des gouttelettes sans bille de gel et parmi
celles qui en ont, moins de 5% se retrouvent avec plus d’'une bille de gel. Les cellules
sont ensuite distribuées via un second canal en densité limitante, suivant une loi de

13


https://www.zotero.org/google-docs/?LM3i5w
https://www.zotero.org/google-docs/?LM3i5w
https://www.zotero.org/google-docs/?GBxQhv
https://www.zotero.org/google-docs/?Lct064
https://www.zotero.org/google-docs/?IbS5fi
https://www.zotero.org/google-docs/?YuFyv4

Poisson pour éviter de surcharger les microgouttelettes. Pour les cellules, leur dilution
limitante induit que prés de 95% des gouttelettes se retrouvent sans cellules, mais il
garantit un faible taux de multiplets c'est-a-dire une gouttelette ou le contenu de deux
cellules différentes ou plus a été capturé.
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primer mRNA droplet
release (UV) 7 primer breakup cell 1

o . “ p, ) /

oo > 00, mmp (/%) e mmp () [Ty, = con2
7)) hydrogels o cell lysis ™ = linear

¥) o= lysis buffer o .o ® i -~ amplification — cell 3
= () D RT mix i = -
7\ Cells Ol o ® 2

reagents 1 o\ - — celln

cell
ysisireaction hydrogel

polyacrylamide i
b . iy T
—s TTTTT T7 RNAP cell barcode Sequencing and Analysis
Promaar Each read assigned to cell

—— TTTTT
phot J cell mRNA cDNA according to barcode identity

ssDNA primers

Figure 3 : Encapsulation des cellules uniques et capture des transcrits.

Les cellules, les billes de gel annotées et les réactifs sont encapsulés par microfluidiques en
microgouttelettes. Les cellules sont lysées dans I'émulsion et les réactifs initient la
transcription inverse des ARNm puis leur amplification. Les ADNc barcodés sont ensuite
amplifiés en librairies pour le séquengage. Adapté de (Klein et al. 2015)

La réaction ayant lieu au sein de la gouttelette se déroule en plusieurs étapes.
Premiérement, une fois encapsulées, les cellules sont lysées par les détergents
contenus dans le tampon et répandent leur contenu cytoplasmique. En paralléle, les
microbilles de gel sont dissoutes et libérent les oligonucléotides contenant une
séquence poly-T (oligo-dT) qui recouvraient sa surface. L’utilisation d’oligo-dT permet
de capturer spécifiquement les ARN coiffés d’'une queue poly-A, constitués
majoritairement d’ARNm mais aussi en partie d’ARN longs non-codants (ARNInc) (Y.
Zhang, Yang, et Chen 2014). En contrepartie, d’autres types d’ARN ne codant pas
pour des protéines (ARNNnc) mais présentant un intérét biologique ne sont pas
analysés. Ces ARNnc contiennent entre autres les ARN ribosomiques (ARNr)
constituant les sous-unités du ribosome, les ARN de transfert (ARNt) qui apportent les
acides aminés au ribosome pour la synthése des protéines, ou encore les microRNA
qui sont des régulateurs post-transcriptionnels pouvant s’hybrider ou cliver un ARNm
afin d’inhiber la traduction de la protéine. Les ARNnc représenteraient plus de 90%
des ARN capturés (Slack et Chinnaiyan 2019) et leur capture réduirait la qualité des
analyses transcriptomiques. Dans cette méthode de scRNA-seq, tout comme dans la
méthode de Islam et al. (2014), les oligonucléotides utilisés en amorce contiennent un
code-barre caractéristique de la bille, ainsi qu'un deuxieéme code-barre unique a
chaque oligonucléotide, la séquence UMI (Figure 4). Cependant contrairement a la
précédente technique ou les deux code-barres sont situés dans le TSO a I'extrémité
5’, on fait ici un séquencgage en 3'. Les code-barres sont donc situés dans la séquence
nucléotidique portée par la bille, avec la queue poly-dT.
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Figure 4 : Détail de la construction des séquences lors de la capture et
I’amplification des transcrits au sein d’'une microgouttelette

A) Génération des Capture des ARNm et retrotranscription a I'intérieur des gouttelettes. TSO
= template switching oligo. B) Amplification des ADNc suivant I'éclatement des gouttelettes.
C) Construction de la librairie d’expression en 3’. Les amorces P5 et P7 servent a
I'amplification PCR pour le séquengage lllumina. D’aprés le Guide Utilisateur Chromium Next
GEM Single Cell 3' Reagent Kits v3.1 (CG000204 RevD)

Le premier code-barre permettra d’'identifier tous les ARNm capturés dans la méme
gouttelette lors de I'étape d’analyse, tandis que les séquences UMI vont permettre de
retrouver le nombre de transcrits capturées avant I'amplification des fragments.
L’équipe a l'origine de cette méthode (Zheng et al. 2017) a démontré I'efficacité de la
séparation des cellules dans ces billes de gel en émulsion (GEM) en regroupant dans
une méme expérience 1200 cellules humaines (293T) et 1200 cellules de souris (3T3).
Aprés séquencgage des librairies en alignant les brins aux génomes des deux espéces,
moins de 2% des cellules capturées peuvent étre considérées comme multiplets.
Dans ce cas, seuls les multiplets inter-espéces sont retrouvés et pas ceux provenant
d’'un méme individu, mais ils permettent déja de confirmer I'efficacité de séparation
par émulsion.

Lors des étapes suivantes, la microbille est dissoute et une premiére amplification est
réalisée grace a I'enzyme de transcriptase inverse (RT) pour synthétiser le brin
complémentaire a la séquence capturée. L'émulsion est ensuite cassée et une
seconde amplification s’effectue ensuite au moyen de la technique d’amplification en
chaine par polymérase (PCR), qui permet d’amplifier TADN complémentaire ainsi
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geéneéreé en une multitude de copies afin d’avoir une quantité de matériel suffisant a la
construction d’une librairie.

Au final, le taux de capture des cellules est estimé est autour de 65 % du total de
cellules chargées au départ et la quantité de transcrits d’ARNm capturés par cellules
avoisine les 30% dans la version la plus récente (chimie v3)

Enjeux techniques et analytiques du scRNA-seq

Encapsulation et multiplets

La question de I'encapsulation est un des points fondamentaux pour garantir I'unicité
de la cellule capturée. La capture de multiples cellules au sein d’'une méme gouttelette
provient majoritairement d’un risque statistique qui varie en fonction du nombre de
cellules chargées lors de I'émulsion (Bloom 2018), mais peut aussi étre lié a une
mauvaise dissociation des tissus qui induit des agrégats cellulaires ou encore plus
rarement a des interactions physiques entre cellules. Bien qu'il soit possible d’identifier
des doublets en cas de présence simultanée de génes marqueurs de deux types
cellulaires distincts, il ne sera pas possible de déterminer la présence de doublets
dans le cas de deux cellules proches en termes de fonction. En effet, la séquence qui
permet la capture des ARNSs est équipée d’'un code-barre unique a 'unité de capture
de la cellule, mais si deux cellules sont encapsulées dans la méme bulle, chaque
fragment capturé des deux cellules sera annoté du méme identifiant spécifique a
'unité de capture.

Afin d’y remédier, il existe plusieurs solutions. La plus simple consiste simplement a
charger un nombre plus faible de cellules pour garantir un nombre plus faible de
doublets en suivant la loi de Poisson. Une autre possibilité est d'utiliser des outils
informatiques pour démultiplexer les échantillons lors de I'analyse, par exemple en se
basant sur les polymorphismes nucléotidiques (SNP) retrouvées dans les fragments
séquences, pour caractériser chaque cellule tel que le fait le programme Demuxlet
(Kang et al. 2018). Enfin, une autre solution consiste a indexer les cellules afin de
pouvoir les identifier séparément malgré leur grand nombre. Cette indexation peut se
faire sans avoir besoin d’isoler chaque cellule, par l'utilisation d’amorces étiquetées
dans des cellules ou noyau de cellules fixées (J. Cao et al. 2017). La fixation des
cellules permet d’utiliser la cellule elle-méme comme lieu de réaction. Les cellules sont
réparties sur une plaque a puits, ou chacun des puits contient une amorce connue qui
lui est propre. Ces amorces sont des oligonucléotides qui fixeront les ARNm des
cellules du puits grace a leur queue poly-T, et dont la séquence de “code-barre” est
connue pour chaque puits et servira a identifier 'origine de la cellule lors de I'analyse.
Dans la méthode de Cao et al, les cellules sont ensuite mélangées et redistribuées
dans les puits pour un second marquage en suivant la méme méthode, et ou le 2nd
code-barre fait office d’'UMI pour identifier le nombre de séquences capturées avant
amplification. En n’utilisant que des plaques de 96 ou 384 puits et en ne chargeant
que 10 a 100 cellules dans chaque puits grace a un tri en cytométrie FACS
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(Fluorescence Activated Cell Sorting), on obtient une dilution limitante qui permet de
garantir une combinaison des deux indexes unique. Cette méthode peut étre adaptée
pour augmenter le nombre d’étapes de marquage comme avec la méthode de SPLIT-
seq (A. B. Rosenberg et al. 2018) qui passe par 4 étapes de “barcodage” pour
permettre de multiplexer un plus grand nombre de cellules. Une autre méthode de
multiplexage plus adaptée a la microfluidique et dont ont bénéficié mes propres
expériences de single cell durant ma thése, consiste a utiliser des anticorps dits de
‘hachage” (Stoeckius et al. 2018) (Figure 5). Ces anticorps ciblent des protéines
ubiquitaires (CD298 et la 3-2-microglobuline) retrouvées sur une grande majorité des
cellules étudiées en single-cell. Marquer les cellules en surface ne nécessite donc pas
de perméabiliser les cellules au préalable. Les anticorps sont hybridés avec une
séquence oligonucléotidique comprenant un code barre partagé et une séquence
poly-A.
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Figure 5 : Méthode de microfluidique couplée a des anticorps porteurs de
séquences code-barre d’identification. (A) L'utilisation d'anticorps code-barre permet
de garder l'identité de la cellule une fois celle-ci encapsulée par micro-fluidique. Les ARNm
libérés par la lyse de la cellule et les anticorps code-barre qu’elle portait vont se fixer aux
amorces portées par les billes de gel, avant d’étre amplifiée par PCR. (B) Multiplexage
d’échantillons permis par [l'utilisation d’un anticorps barre-code spécifique a chaque
échantillon. A I'étape d’analyse des résultats de séquencage, la séquence des code-barres
capturée en paralléle des transcrits permet la réattribution des cellules a leur échantillon
d’origine ainsi que l'identification de doublets. (Stoeckius et al. 2018)
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La séquence poly-A permet la capture de ce code-barre en paralléle des ARNm de la
cellule marquée par anticorps a la suite de I'encapsulation. On peut dés lors identifier
différentes sources de cellules en marquant chaque échantillon d'un anticorps
différent, et les rassembler avant I'encapsulation pour permettre un multiplexage de
plusieurs expériences en une. Dans ce cas, si deux cellules de source différentes sont
encapsulées dans la méme bulle, le code-barre de hachage permettra d'identifier le
doublet pour son exclusion de I'analyse. Néanmoins, I'encapsulation de deux cellules
provenant du méme échantillon ne pourra pas étre détectée, et il faudra effectuer une
étape de contréle qualité pour identifier les “cellules” présentant un nombre
anormalement élevé de transcrits, ou en vérifiant que le profil cellulaire ne mélange
pas des marqueurs de deux lignées indépendantes, auquel cas, il faudra exclure cette
« cellule » de I'analyse. La méthode du multiplexage permet ainsi un certain degré de
« surcharge » des cellules, puisqu’on optimise la reconnaissance des doublets, mais
aussi de combiner les cellules de plusieurs expériences différentes en une seule.

Vue d’ensemble de I'analyse des données de scRNA-seq

Malgré les différences dans les techniques utilisée pour préparer et capturer les
cellules d’'un échantillon, le résultat de séquencage sera sensiblement le méme : on
obtient des fichiers FASTQ qui contiennent les séquences nucléotidiques capturées
et amplifiées auxquelles un score de confiance est associé selon la qualité du
séquencage (Figure 6). La seule différence peut provenir de la nature de 'ARN
capturé, si on étudie des ARN complets ou des ARN dont seule une extrémité de
quelques dizaines de bases a été capturée, en 3’ ou en 5’. Bien qu’un séquencgage de
transcrit entier inclurait I'information sur les différents isoformes présents, les SNPs
ou les mutations des génes, on se limite a séquencer une dizaine de paires de bases
par transcrit car séquencer les transcrits complets réduirait la quantité de transcrits
que I'on peut séquencer et ne permettrait pas d’analyser des cellules a haut débit.
Dans la méthode la plus courante actuelle proposée par 10X Genomics (Zheng et al.
2017), le traitement des fichiers FASTQ passe dans un premier temps par I'extraction
des différentes informations : la séquence en ARN elle-méme, son score de qualité,
les séquences de code-barre associées, et la séquence UMI du transcrit. Pour
maximiser le nombre de séquences gardées, les codes-barres sont corrigés dans les
cas ou leur séquence est proche d’une séquence code-barre connue de 1 nucléotide
de différence, qui peut étre di a un manque de qualité ou une erreur de transcription.
Les séquences d’ARN sont ensuite alignées sur un génome de référence via le logiciel
STAR (Dobin et al. 2013) pour attribuer chaque séquence a un géne connu, la
longueur de la séquence capturée permet en général de s’assurer qu’'une seule
position peut correspondre a la séquence exacte. Le nombre moyen de séquences
alignées sur une position du génome permet d’estimer la profondeur de séquencgage,
et pour s’assurer une bonne qualité d’'information et une bonne puissance statistique
pour interpréter les valeurs d’expression, il est nécessaire de séquencer une quantité
suffisante de transcrits par cellules. Il est estimé qu’utiliser entre 10000 a 50000
transcrits par cellules est suffisant pour identifier le type cellulaire (Haque et al. 2017).
On prend ensuite en compte les séquences UMI qui vont permettre de différencier les
séquences attribuées a la méme position qui proviennent soit de transcrits différents
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soit de 'amplification des transcrits pendant la création de la librairie. On détermine a
partir de cette analyse une matrice de comptes bruts ou pour chaque géne de chaque
cellule, on associe un nombre de séquences observées. Dans le cas ou des anticorps
code-barre ont été capturés en paralléle, une matrice des comptes par cellules pour
ces séquences d’oligonucléotides sera aussi générée.

Séquencage Fichiers bruts de Alignement Matrice de
séquengage FASTQ files Annotation comptes bruts
Démultiplexage
BCL FASTQ
files files —_— —_——
(nucléotides) (transcrits)

Figure 6. Sommaire des transformations de données brutes post-séquengage

A partir de cette matrice d’expression, on effectue un premier contréle qualité pour
restreindre I'analyse aux cellules contenant assez d’information. On exclura alors les
cellules qui ont un nombre d’UMI trop faible (j'utilise un seuil de 800 UMI déterminé
par expérience), pour lesquelles il serait trop compliqué d’attribuer un profil précis. A
linverse, on peut aussi exclure les cellules dont le nombre de transcrits est
anormalement haut, ce qui est certainement permis par la capture de deux cellules
ensembles. Un autre paramétre lié a la qualité des cellules est le taux de transcrits
lies aux ARN mitochondriaux qui sont retrouvés. Une cellule en cours d’apoptose
exprime un nombre beaucoup plus important de génes mitochondriaux et ces
transcrits sont exportés vers le cytoplasme. On exclut alors les cellules qui ont un ratio
de génes mitochondriaux trop élevé afin de ne garder que les cellules de qualité
suffisante a I'analyse. L'une des lacunes du scRNA-seq réside dans la capture
parcellaire des transcrits d’une cellule. Pour pouvoir comparer les différentes cellules,
il est alors nécessaire d’appliquer une méthode de mise a niveau entre les cellules.
Cela peut passer par un sous-échantillonnage aléatoire des transcrits pour obtenir une
profondeur commune de capture par cellule. Cela peut aussi se faire avec une
normalisation des valeurs d’expression des genes en fonction de la profondeur de
séquencage (Luecken et Theis 2019). |l existe différentes méthodes de normalisations
avec en premier lieu les normalisations de transcrits par millions, ou I'on divise
I'expression d’un géne d’une cellule par le total des transcrits de la cellule, que I'on
multiplie par 1 million pour avoir une valeur compréhensible. Cependant cette
meéthode est sensible aux génes fortement exprimés qui vont éclipser les autres génes
de la cellule, on préférera alors une méthode de normalisation en échelle
logarithmique : on divise aussi 'expression d’un géne par le total des transcrits de la
cellule, multiplié par un facteur choisi (a), mais on passe en échelle logarithmique (b)
ensuite (en ajoutant 1 pour éviter les erreurs liées aux genes non capturés).

Transcrits du gene X dans la cellule;
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a) x; =
) t Transcrits totaux dans la cellule;

b) f(x) = log(x; +1)
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A partir de ces valeurs on peut passer a I'étape d’analyse secondaire qui englobe la
visualisation des cellules, l'identification des types cellulaires, puis toutes les analyses
descriptives des mécanismes moléculaires comme la recherche de génes différentiels
ou de modules.

La problématique du “Batch Effect”

Lors de l'intégration de multiples échantillons, que ces échantillons proviennent
d’expériences séparées ou qu’ils soient multiplexés lors d’'une unique expérience
grace aux anticorps code-barres, on rencontrera dans tous les cas des différences
plus ou moins prononcées durant 'analyse, qui peuvent provenir de deux origines :
d’une variabilité technique que 'on nomme “Batch effect’ et de la variabilité biologique
intrinséque aux échantillons qui doit étre prise en compte (age, sexe, condition).

La variabilité technique comprend toutes les différences expérimentales induites de la
préparation des cellules au séquengage. Certains facteurs techniques peuvent étre
contrdélés pour limiter les biais entre expériences, comme le fait d’étudier les mémes
cellules, suivre un protocole unique ou utiliser les mémes outils d'analyse. Mais on y
trouve aussi des variables qui sont des facteurs de biais sur lesquels I'utilisateur n’a
pas de contréle : I'efficacité d’encapsulation des cellules en micro-fluidique, I'efficacité
de la lyse cellulaire et des enzymes utilisées, I'amplification inégale des ADNc pendant
la PCR, I'échantillonnage aléatoire des brins qui sont séquencés ou encore des
facteurs inconnus qu’il faudra identifier si un biais est observé. Un moyen de mesurer
cette variabilité a d’abord été développé pour le séquencage en bulk puis adapté au
scRNA-seq en plaque, via I'utilisation d’ARN synthétiques (Baker et al. 2005; External
RNA Controls Consortium 2005; Lun et al. 2017). Ces ARN synthétiques aussi
appelés “spike-in” sont des transcrits dont la séquence et la quantité est connue et qui
est ajoutée a chaque puits de maniére homogéne afin d’établir un contréle externe de
I'efficacité de capture des transcrit pour chaque cellule unique qui sera dans le méme
puits. Cette expérience a permis de quantifier la variabilité de capture des ARN et de
normaliser les résultats avec, cependant ce contrble ne peut pas étre utilisé en
microfluidique a cause de la faible distribution de cellules. Il y a prés de 90% des
gouttelettes sans cellules dans lesquelles on amplifierait uniquement ces ARN
synthétiques, ce qui noierait I'information transcriptomique réelle des cellules. C’est
pourquoi on utilise des UMI en micro-fluidique, ces séquences uniques aléatoires
permettent d’estimer le nombre absolu de transcrits capturés pour chaque cellule et
de réduire grandement le biais d’amplification induits lors de la préparation de la
librairie. La variabilité biologique qui n’est pas au centre de I'étude peut aussi
compliquer les comparaisons, puisque chaque individu a une hétérogénéité cellulaire
qui lui est propre, et qui fluctue au cours du temps (Kanodia et al. 2019; Lakshmikanth
et al. 2020). A cela viennent s’ajouter des variables comme le phénotype, le sexe,
'age, I'ethnie ou le statut physiologique du patient qui vont aussi influencer le profil
transcriptomique des cellules (Marquez et al. 2020; Z. Huang et al. 2021). Il est donc
préférable d’identifier ces sources de variations, et les garder en co-variables
puisqu’elles peuvent se révéler importantes pour expliquer la variabilité biologique
d’intérét, que ¢a soit un impact sur les mécanismes d’action d'un traitement, ou sur la
pathogenese comme dans les maladies inflammatoires chroniques de l'intestin ou la
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maladie de Crohn est plus fréquente chez les femmes tandis que les hommes ont de
plus forts risques d’étre atteints par une rectocolite hémorragique (Goodman, Erkkila,
et Pizarro 2020).

Le choix d’'une méthode de correction du batch effect

La correction de la variabilité indésirable est un enjeu dont I'application ne fait pas
consensus. Son objectif est de permettre une comparaison de différents échantillons
ou de différentes expériences en identifiant et réduisant les différences dues a la
variance technique pour tenter de ne garder que les variations biologiques. Ainsi, il
est possible d’entreprendre 'analyse jointe de différents jeux de données a des fins
de clustering et de visualisation.

En scRNA-seq, pour chaque cellule, on a des dizaines de milliers de genes exprimés
qui comptent chacun pour une dimension. Pour avoir une vue compréhensible des
données, et essayer d’estimer la présence d’'un batch effect, on est alors obligés de
synthétiser les observations tout en essayant de garder le maximum d’information.
C’est ce qu’on appelle la “réduction de dimension”, qui peut se visualiser via des
projections en deux dimensions formant des nuages de points ou chaque point
résume le transcriptome d’une cellule. Pour rentrer plus dans le détail, la méthode la
plus simple de réduction est 'analyse en composante principale, ou PCA (Hotelling
1933; Jolliffe et Cadima 2016), qui va transformer de fagon linéaire des genes
potentiellement corrélés pour former des variables artificielles non corrélées appelées
composantes principales (PC). Pour maximiser la variance expliquée La variance la
plus importante existant dans les données va étre résumée dans la premiére
coordonnée, la PC1, puis la seconde variance la plus forte sera expliquée par la PC2,
et ainsi de suite. On obtient alors un espace avec un nombre fortement diminué de
dimensions, tout en préservant le maximum d’information statistique sur la variabilité
des données. Toutefois, une limite de la PCA est que son modéle linéaire ne permet
pas de préserver une information locale, c’est-a-dire de garder proche les points au
profil complet trés similaires. C’est dans ce but qu’a été développée la méthode non-
linéaire de visualisation appelée “t-SNE”, pour t-distributed stochastic neighborhood
embedding (van der Maaten et Hinton 2008; Maaten 2014). Cet algorithme cherche a
simplifier les données en les ajustant a une distribution t de Student, tout en gardant
la structure locale des données. C’est-a-dire que les cellules qui ont des profils
d’expression mutuellement proches, que I'on appelle plus proches voisins, vont aussi
se retrouver proches sur le plan (2D ou 3D) simplifié de la t-SNE. Plus récemment
encore, une nouvelle méthode non-linéaire, la technique UMAP pour uniform manifold
approximation and projection (Mclnnes, Healy, et Melville 2018), s’est imposée. Elle
permet a la fois de garder la structure locale des données, mais aussi la structure
globale tout en réduisant les temps de calculs en comparaison a la technique de t-
SNE. C’est-a-dire que dans la représentation des données en UMAP, deux points ne
seront pas éloignés seulement parce qu’ils ne se ressemblent pas comme en t-SNE,
mais leur distance dépendra de la valeur de leur différence. Ces représentations 2D
permettent d’estimer rapidement les différences liees au batch effect et leur
importance car elles vont impacter la distribution de chaque cellule sur le plan. En

21


https://www.zotero.org/google-docs/?iox3YM
https://www.zotero.org/google-docs/?iox3YM
https://www.zotero.org/google-docs/?d1Zou0
https://www.zotero.org/google-docs/?d1Zou0
https://www.zotero.org/google-docs/?m5tJv5
https://www.zotero.org/google-docs/?xf5qme

effet, si les différences entre échantillons sont assez importantes, une représentation
en dimensions réduites (PCA, t-SNE ou UMAP) montrera des groupes de cellules
séparés par échantillon au lieu de seulement les distribuer par leur phénotype.
Corriger la variabilité entre échantillons va donc permettre de s’assurer une
distribution comparable (Figure 7) ou au contraire d’identifier des populations de
cellules qui se détachent de par leur profil transcriptomique unique.

Batch Effect Batch Effect Correction

Figure 7 : La correction du batch effect permet d’homogénéiser la distribution
des cellules en dimensions réduites.

Dans le déroulé de l'analyse secondaire proposée avec le package Seurat, une
méthode d’intégration a des fins de visualisation et d’annotations est proposée (Stuart
et al. 2019). Pour alléger les calculs, on réduit la matrice de comptes a une liste de
2000 génes les plus variables qui sont suffisants pour résumer la majorité de la
variabilité des données tout en ignorant les génes peu exprimés qui causent du bruit
de fond aléatoire. La sélection de ces génes aléatoire se base sur les valeurs
d’expression moyenne et la variance de chaque géne pour ne garder que les génes
dont le coefficient de variation est le plus élevé. La correction de la matrice de comptes
est ensuite effectuée par une analyse canonique des corrélations (CCA) (Butler et al.
2018) combinée a une normalisation des valeurs de CCA. La CCA cherche a réduire
les dimensions pour comparer les corrélations entre groupes de variables
quantitatives et trouver les groupes qui seront le plus corrélés a I'effet batch. On
recherche ensuite des paires de cellules avec un profil commun, une de chaque jeu
de données, que l'on appelle voisins mutuels (ou MNN pour mutual nearest
neighbours) (Haghverdi et al. 2018), qui vont servir “d’ancres” pour calculer un score
d’effet batch par MNN. Les MNN et leurs scores sont ensuite utilisés pour transformer
la matrice d’expression brute de ces cellules pour que les cellules qui étaient proches
dans I'espace réduit deviennent aussi proches quand on regarde I'ensemble de
'expression de leurs génes. De cette maniére, on s’attend a faciliter I'étape de
regroupement des cellules pour identifier les populations cellulaires.

Il est toutefois souvent déconseillé d’utiliser les données transformées des méthodes
d’intégration pour des analyses plus poussées comme une recherche de génes
différentiellement exprimés (génes DE) si on ne connait pas trés bien le
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fonctionnement de la correction. En effet, la correction risque d’induire un nouveau
biais chez les génes qui n’étaient pas affectés par I'effet batch précédemment. On
peut aussi se heurter a des problemes de correction abusive qui gommerait des
variations d’origines biologiques en plus des variations techniques. Certaines
méthodes sont aussi limitées par la puissance de calcul nécessaire qui augmente le
nombre de cellules a corriger.

Des projets comme le Human cell Atlas (Regev et al. 2017) ou le Human Tumor Atlas
Network (Rozenblatt-Rosen et al. 2020) disposent de jeux de données qui s’élévent
désormais a plusieurs millions de cellules, et méme a I'échelle d’'une équipe, le
séquencage de plusieurs patients peut facilement amener a une centaine de milliers
de cellules a analyser. Or a cette échelle, certaines méthodes d’analyse ou
d’intégration commencent a poser des limitations techniques de puissance de calcul
ou de quantité de mémoire nécessaire. Des méthodes plus optimisées ont été
proposées, comme la RPCA (Reciprocal principal component analysis), qui comme la
méthode CCA va calculer des “ancres” pour corriger les données, mais cette fois ci
en utilisant la PCA comme méthode de réduction de dimension, en projetant par paires
un échantillon sur la PCA d’un autre échantillon. De plus, les données utilisées pour
la PCA ne sont pas mises a I'’échelle (c’est-a-dire ramener la moyenne d’expression a
0 et I'écart-type a 1), ce qui permet d’éviter de corriger a 'excés des différences
biologiques. Cette méthode permet ainsi de réduire les temps de calcul et de mieux
préserver les populations ou états d’activations de cellules qui ne sont pas partagés
entre tous les échantillons.

La méthode Metacells

Un autre moyen d’optimiser l'intégration d’'un grand nombre de cellules est de les
regrouper par profils similaires. C’est le cas de la méthode des Metacells (Baran et al.
2019; Ben-Kiki et al. 2022), dont I'objectif est de créer des “méta-cellules” (metacells)
a partir d'un groupement de cellules au profil transcriptomique proche dont
I'expression serait fusionnée. En scRNA-seq, on ne capture qu’une fraction des
transcrits exprimés par cellules, environ 30% pour les méthodes les plus récentes. On
a donc dans chaque cellule une information incompléte de son profil avec une certaine
quantité de génes ne sont pas capturés ou que de fagon parcellaire. Ce phénomeéne
de “données éparses” induit une variance d’expression liée a I'échantillonnage et
forme un bruit de fond qui géne I'analyse de la variance biologique. Plutot que de créer
un modéle statistique pour tenter de réduire cet effet ou de faire de I'imputation de
données (estimer les transcrits manquants pour les rajouter), la méthode de metacells
garde l'information disponible, et part de I'hypothése que les cellules ayant un profil
transcriptomique trés proches pourraient représenter chacune un sous-
échantillonnage d’'une méme et unique cellule, qui est représentée par la metacell.
Pour approximer I'expression de cette metacell, I'expression d’'un géne de la metacell
est le résultat d'une moyenne géométrique régularisée de I'expression de ce géne
dans les cellules incluses. La moyenne géométrique permet de réduire le poids des
valeurs extrémes dans la moyenne et la régularisation empéche un ajustement
excessif des données. Ainsi, cette méthode permet de gagner en robustesse en
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réduisant I'effet d'échantillonnage sous-optimal des données et permet d’identifier des
états transcriptomiques rares avec une meilleure sensitivité.

Pour la création des metacells (Figure 8), I'algorithme utilise les valeurs d’expression
des génes variables pour regrouper les génes et calculer une matrice de similarité
entre cellules. Il calcule ensuite un graphe des plus proches voisins (ou graphe Knn
pour K-nearest neighbour), ou chaque cellule représente un nceud, et la connectivité
entre nceuds est estimée & partir de la matrice de similarité. A partir de ce graphe,
I'algorithme va chercher a effectuer une séparation optimale pour grouper les cellules
trés proches transcriptomiquement en des metacells. Le graphe Knn est ensuite sous-
échantillonné de multiple fois pour construire des sous graphes. Les cellules qui se
retrouvent le plus connectées dans les sous-graphes vont se retrouver dans les méme
metacells. Pour pouvoir intégrer de grands jeux de données dans I'algorithme de
Metacell sans devoir comparer toutes les cellules entre elles, une étape permet de
diviser ce probléme complexe en plusieurs problémes plus simples : les cellules sont
divisées en groupements aléatoires de 10000 cellules environ, sur lesquels sont
calculés une premiére version de metacells. Les cellules aux valeurs aberrantes sont
gardées de cbté pour ensuite relancer le calcul de metacells sur les cellules aberrantes
récupérées des différents groupements. Une fois toutes les metacells calculées,
I'algorithme considére ces metacells comme des observations uniques pour relancer
un second niveau de calcul et grouper les metacells par profil. Une fois ces “meta-
groupes” identifiés, on revient au niveau des cellules, ou cette fois ci on a toujours des
groupements de cellules de taille adaptées aux analyses, mais désormais avec des
profils proches et pas aléatoires, et donc des cellules avec une plus grande
connectivité et des distributions d’expression plus homogenes ce qui permet une plus
grande sensibilité pour regrouper les cellules. Un dernier calcul de metacells est donc
appliqué dans chaque méta-groupe pour obtenir les metacells finales

- c_ou;ts o Select Cluster C.Oﬂ:lpu‘te raw Resample

e variable genes, filter s'm".a"w cells, compute

— s eman => :>con'e|ated ':>matr|x and => => metacell

iz "% imelevant  balanceienn partitions
modules graph

Generate
Re-weight Detect
= " partition =) cells —p Eliminate =) :E::i:atsi‘ve
@ /@ P @@ doutler  entiat
projection
Figure 8. Schéma d’explication du principe de Metacell.

Dans un premier temps, les génes variables sont sélectionnés pour calculer une matrice de
similarité entre cellules selon leur profil transcriptomique. De cette matrice est créé un graph
dont les connections dépendent de la similarité d’expression. Le sous échantillonnage
aléatoire de ce graph permet de recalculer des sous graphes qui identifient les cellules les
plus connectées. Ce poids permet la ségrégation des cellules en metacells qui sont ensuite
“nettoyées” des valeurs extrémes. D’aprés (Baran et al. 2019)
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Cette méthode est donc plus spécifique pour détecter des profils transcriptomiques
rares, et plus sensible puisqu'elle maintient une cohésion locale méme dans de grands
jeux de données. Les outils d’intégrations basés sur la correction d’expression
permettent souvent de ne comparer que ce qui est commun et peuvent corriger a
'excés des indices biologiques pertinents. Une méthode qui offre plus de souplesse
comme Metacells permet alors de s’en affranchir et de regarder des programmes
moléculaires qui se distribuent différemment dans des cellules qui se ressemblent.

Objectifs du scRNA-seq

Le séquencage d’ARN en cellule uniques permet donc d’analyser I'expression des
génes de maniére quantifiable et spécifique au sein d’'une population de cellules.
L’utilisation de cette technique ouvre de nouvelles fonctionnalités pour analyser le
vivant et notamment caractériser les processus immunopathologiques. En premier
lieu, le séquencage en cellules unique permet de combler une des lacunes de
I'analyse en bulk puisqu’il est désormais possible de caractériser le transcriptome de
populations cellulaires rares (Grin et al. 2015) et méme d’en identifier de nouvelles a
partir de leur profil transcriptomique comme l'identification de nouveaux sous-types
cellulaires dans les ilots pancréatiques dans les premiéres expériences notables de
scRNA-seq (Segerstolpe et al. 2016) ou encore de caractériser dans le sang une
nouvelle population immunitaire de cellules dendritiques AXL+ SIGLECG6+ (Villani et
al. 2017). Cette étude de la diversité cellulaire s’étend aussi a 'analyse de pathologies,
comme dans le cancer ou I'approche en scRNA-seq permet d’établir un historique des
clones tumoraux (Kuipers, Jahn, et Beerenwinkel 2017). En plus de caractériser la
diversité cellulaire, il est possible d’observer des différences d’expression et d’en
découler les fonctions assurées par les cellules. Dans des maladies auto-immunes
comme la polyarthrite rhumatoide (PR), le sScRNA-seq a permis de définir des sous-
types de fibroblastes spécifiquement enrichis dans les patients atteints de PR et qui
participent au recrutement de cellules immunitaires (Mizoguchi et al. 2018). En
comparant des phénotypes sains et pathologiques, il est alors possible de mieux
comprendre |'étiologie et les fonctions impactées par une maladie, et ce, de maniére
propre au patient (Y. Cao et al. 2020; Shalek et Benson 2017). Les maladies auto-
immunes sont complexes et souvent, plusieurs mécanismes pathologiques différents
peuvent aboutir a des manifestations histologiques ou cliniques semblables, ce qui
complique la découverte et I'application de traitements. Le profilage transcriptomique
des individus pourrait ainsi permettre d’identifier des voies pathogéniques en
s’affranchissant du diagnostic clinique et histologique afin de proposer aux patients
des thérapies plus personnalisées en lien direct avec les mécanismes moléculaires
en jeu.
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Chapitre 2 : Le rejet chronique et la transplantation
rénale

Le scRNA-seq offre un nouvel outil exploratoire pour caractériser plus en détails les
meécanismes intra-cellulaires a l'origine de pathologies et I'objet de ma thése a
principalement porté sur l'application de cette méthode émergente a des sujets
meédicaux concrets. Le premier projet auquel j'ai pris part m’a permis de générer et
d’analyser des données de scRNA-seq basées sur une cohorte de patients
transplantés du rein qui regroupe des rejets chroniques et des patients stables.

Rein et néphropathie

Les reins sont une paire d’organes vitaux situés de part et d’autre de la colonne
vertébrale dans la partie postérieure de 'abdomen assurant des réles multiples. lls
permettent en premier lieu la filtration du sang par excrétion et réabsorption tubulaire
afin d’éliminer les divers déchets transportés par le sang, comme l'urée ou la
créatinine. lls sont constitués d’'un million d’unités appelées néphrons, dans lesquelles
on retrouve le glomérule, qui recoit et filtre le plasma par un systéme de capillaires, et
le tubule, qui permet la réabsorption et sécrétion pour produire l'urine finale. La
réabsorption permet d’assurer ’homéostasie en régulant la quantité d’eau et de sels
minéraux de l'organisme, et tout surplus sera éliminé dans les urines. Et par sa
fonction excrétrice, les reins sécrétent les vitamines et hormones qu'ils produisent,
comme la rénine pour contréler la pression artérielle, ou I'érythropoiétine, pour
stimuler la production d’érythrocytes au niveau de la moelle osseuse.

Une atteinte au bon fonctionnement de cet organe est donc dangereuse, et peut
entrainer une destruction irréversible du rein. L’insuffisance rénale chronique (IRC)
est une diminution progressive et irréversible de la fonction du rein et représente un
enjeu important puisqu’elle touche plus de 3 millions de frangais d’aprés la Haute
Autorité de Santé. L’allongement de la durée de vie, 'augmentation de l'incidence du
diabéte et de I'hypertension artérielle favorisent I'apparition de cette maladie et
participent a expliquer 'augmentation du nombre de cas années aprés années. Parmi
ces patients, I'agence de la biomédecine dénombrait en 2020 un nombre de 91 875
patients traités pour insuffisance rénale chronique terminale, dont 55% étaient traités
par dialyse, et les 45% restants par greffe en France.

En clinique, pour suivre la dégradation du rein, on mesure la fonction rénale par le
dosage des éléments filtrés par le rein, notamment le dosage de la créatinine et par
la protéinurie. La créatinine est un déchet métabolique issu de la créatine stockée
dans les muscles lors de son utilisation pour la production d’énergie, et son élimination
est effectuée par les reins. On mesure dans le sang le taux de créatinine pour
déterminer le débit de filtration glomérulaire (DFG), et 'augmentation de son taux
permet de révéler une insuffisance rénale. La protéinurie est quant a elle dosée dans
les urines. En effet, la barriére de filtration glomérulaire n'est pas censée pouvoir
laisser passer les protéines comme l'albumine, et une forte protéinurie révéle une
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potentielle une dégradation de la barriére de filtration glomérulaire. La mesure de ces
niveaux permet donc d’établir la gravité de I'IRC jusqu'a linsuffisance rénale
terminale. Dans ce cas, une suppléance du rein est nécessaire pour compenser la
perte de fonction rénale. Le premier moyen de suppléance est ’'hémodialyse, ou le
sang du patient va étre filtré par une machine. Ce traitement est contraignant pour le
patient puisqu’il doit faire en moyenne trois séances par semaine, le plus souvent a
I'hépital. Une meilleure solution consiste a effectuer une transplantation de rein, qui
bien que nécessitant un suivi au début et un traitement immunosuppresseur a vie, va
permettre une amélioration de la qualité de vie du patient et une plus grande chance
de survie (Wolfe et al. 1999; Heldal et al. 2010)

Le recours a la greffe de rein

En 2021, 'agence de la biomédecine a recensé 3215 greffes rénales dont 502 a partir
de donneurs vivants, ce qui fait de la transplantation rénale la greffe d'organes la plus
commune. Le nombre de transplantation de rein est en constante augmentation a part
ces 3 dernieres années a cause des déprogrammations d’opérations dues a
'épidémie de COVID-19. Cependant, la quantité de candidats a la greffe de rein
augmente aussi, en 2017 on dénombrait 18 793 personnes en liste d’attente et chaque
année le nombre de nouveaux inscrits excede le nombre de transplantations
effectuées, ce qui incite non seulement a améliorer le recensement des donneurs, la
compatibilité de greffes, mais aussi de réduire I'incidence des rejets de greffes, surtout
dans les rejets chroniques.

En effet, bien que la survie a court terme ait été grandement améliorée pour atteindre
une survie de prés de 90% des greffons aprés 1 an, la survie des greffons sur le long
terme montre une amélioration assez lente et plutét récente (Poggio et al. 2021), grace
a une meilleure prise en charge des comorbidités et une meilleure gestion des greffons
provenant de patients décédés. Actuellement la majorité des greffons (85%)
proviennent de patients décédés en état de mort encéphalique, mais il a été montré
qu’un greffon provenant d’'un donneur vivant augmentait la survie du greffon (Nemati
et al. 2014). En France on estime a 14 ans la demie vie d’un greffon issus d’'un patient
décédé et de 20 ans quand il est issu d’'un donneur vivant. |l reste donc encore des
améliorations a apporter a la gestion des greffons de patients décédés, mais il serait
aussi intéressant de développer le recrutement de donneurs vivants pour garantir les
conditions optimales a la survie du greffon. On pourra aussi noter que pour faire face
a la pénurie de greffons, 'amélioration de la survie des greffons déja transplantés n’est
pas la seule solution, de nouvelles approches que I'on pourrait croire tirées de la
science-fiction commencent a émerger. La xénotransplantation par exemple, est un
moyen prometteur pour garantir un acces facilité a un plus grand nombre de greffons.
Des premiers tests de xénogreffe de reins de porcs sur deux humains en état de mort
cérébrale ont montré une acceptation de la greffe sans rejet hyper aigu, grace a un
alpha-1,3-galactosyltransferase, qui est le xénoantigéne porcin majeur reconnu par
les lymphocytes T (Montgomery et al. 2022).
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Et enfin une autre piste est la génération en laboratoire d’'un organoide, une structure
3D mimant un organe ou un tissu, généré a partir de cellules du patient. En premier
lieu un organoide pourrait servir pour faire de la médecine personnalisée, puisqu’l
permettrait de tester des traitements en paralléle pour les adapter par patient. Dans
un deuxiéme temps, 'amélioration de la technique laisse entrevoir l'utilisation des
cellules cultivées in-vitro pour repeupler les tissus lésés ou permettre une réparation
stre d’'une partie de I'organe sans risque de rejet. Toutefois, ces nouvelles stratégies
sont encore loin de rivaliser avec les conditions de greffe actuelles, et il reste plus
stratégique de se concentrer sur la compréhension des différentes causes de rejet et
une amélioration du suivi de greffe afin de garantir une survie sur le long terme des
greffons.

Compatibilité HLA

L’acceptation du greffon par le receveur, qu’il provienne d’un donneur décédé ou
vivant, repose majoritairement sur une bonne compatibilité du groupe sanguin ainsi
que du complexe majeur d’histocompatibilité (CMH) afin d’éviter la réponse allo-
immune contre les CMH du donneur (Opelz et Dohler 2007).

Les glycoprotéines du CMH, aussi appelées HLA chez 'homme (pour “human
leukocyte antigen”), sont codées par un complexe de génes polymorphiques du
chromosome 6 qui se répartissent en plus de 25000 alléles (Robinson et al. 2020) et
sont réparties en deux classes. Les CMH de classe | ont un réle de présentation des
antigenes endogenes, que ¢a soit des antigénes du soi ou des antigénes du non-soi,
en cas d’infection virale par exemple. Le CMH de classe | est présent sur toutes les
cellules nucléées et est reconnu par le récepteur des cellules T (TCR) des
lymphocytes T CD8+. Il existe 3 loci classiques pour les HLA de classe | : HLA-A, -B
et -C. Le CMH de classe |l est lui restreint aux cellules présentatrices d’antigénes
(APC). lls permettent de présenter des antigénes exogénes, internalisés par
phagocytose ou pinocytose, qui sont reconnus par le TCR des lymphocytes T CD4+.
Il existe 3 loci classiques pour les HLA de classe Il : HLA-DP, -DQ et -DR, séparés en
une chaine alpha et une chaine béta pour former un hétérodimeére.

Dans le cas d’'une greffe de rein, on réalise un typage en amont des HLA-A, -B, -DRB1
et -DQB1 pour chercher une compatibilité du donneur avec le receveur. Plus les
épitopes des HLA sont partagés entre le donneur et le receveur, moins il y aura de
risque d’émergence d’anticorps dirigés contre les HLA du donneur : les DSA (donor-
specific antibodies).

L’Agence de la Biomédecine appelle “hyperimmunisés” les patients dont le taux de
greffons incompatibles dépasse 85% pendant la phase d’attente. En 2020 ils
représentaient 11% des greffés rénaux et 24% des patients en liste d’attente. Il est
compliqué de garantir un acces a la transplantation rénale pour les patients
hyperimmunisés ou porteurs d’'alléles HLA rares mais un systéme de points a été mis
en place pour prendre en compte cet élément en plus de I'ancienneté d’inscription sur
liste d’attente, 'age du patient et son taux de compatibilité au greffon prélevé pour
garantir une plus grande équité.
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Rejets aigus et rejets chroniques

Dans la transplantation d'organes, on distingue trois types de rejets selon la
temporalité durant laquelle ils ont lieu.

Le rejet le plus précoce est le rejet hyper aigu, qui survient dés les premiéres minutes
suivant la greffe et provoque un infarctus du greffon. Ce rejet est lié a la présence
d’anticorps anti-HLA (ou DSA) du donneurs pré-existants (Kissmeyer-Nielsen et al.
1966). En cas d’'incompatibilité, les DSA vont se fixer a 'endothélium vasculaire du
greffon et induire des lésions par activation de la voie du complément. Ces anticorps
vont aussi pousser les cellules endothéliales a acquérir un phénotype pro-coagulant,
qui va provoquer des thrombi microvasculaires par agrégation plaquettaire et donc
une perte du greffon par nécrose des tissus. Il peut étre prévenu par un test de
compatibilité lymphocytaire appelé “cross-match” pour vérifier que les lymphocytes du
donneur ne soient pas attaqués par le sérum du receveur.

Le second est le rejet aigu, il intervient souvent dans les premiéres semaines suivant
la greffe, une fois que les cellules immunitaires ont repeuplé les tissus du greffon. Ce
rejet peut étre évité grace a une adaptation précoce du traitement en réponse aux
premiers signes de rejet. La classification de Banff a été établie par un consortium de
cliniciens et pathologistes en 1991 afin d’établir une base commune au diagnostic des
rejets de greffe de rein et d’autres Iésions observées et est maintenue a jour tous les
deux ans pour prendre en compte I'évolution des connaissances et améliorer les
critéres de diagnostics. On distingue deux types majeurs de rejets dans les rejets
aigus : les rejets médiés par cellules T (TCMR), et les rejets médiés par anticorps
(ABMR), tous deux inclus dans la classification la plus récente de Banff, qui découpe
le diagnostic en 6 catégories (Table 1) (Roufosse et al. 2018; Haas et al. 2018;
Alexandre Loupy, Mengel, et Haas 2022).

Banff Diagnostic Categories

Catégorie 1 | Greffon normal, changements non spécifiques

ABMR, qui selon les lésions et la temporalité peut étre aigué ou

Catégorie 2 . .
chronique active

Suspicieux, ou Borderline, dans le cas ambigu ou des lésions
Catégorie 3 | ressemblant 2 un TCMR aigu sont observées, mais a un degré
trop faible

TCMR, qui selon les lésions et la temporalité peut étre aigué ou

Catégorie 4 . )
chronique active

Catégorie 5 | Fibrose interstitielle et atrophie tubulaire (IFTA)

Changements autres non liés a un rejet aigu ou chronique
Catégorie 6 | (néphropathie lié au virus BK, Néphrite interstitielle causée par
les traitements, lésion tubulaire aigiie, etc)

Table 1 : Catégories des biopsies de greffon de rein selon la classification de Banff
de 2017.
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Pour établir le diagnostic a partir de biopsie, il est donc nécessaire d’avoir une vision
assez large des structures tissulaires pour une observation fiable. On parle de biopsie
“adéquate” quand plus de 10 glomérules et 2 artéres de moyen calibre ou plus sont
visible, de biopsie “limite” si 7 a 9 glomérules et 1 artére de moyen calibre est visible,
et en dessous, la biopsie est jugée “insuffisante” a I'établissement d’'un diagnostic.

TCMR

Les rejets cellulaires représentent la majorité des rejets aigus liés a une réponse
immunitaire. lls sont décrits en histologie par la présence d’'une inflammation tubulo-
interstitielle (tubulite) liée a linfiltration interstitielle et des tubules rénaux par des
lymphocytes T et monocytes, mais aussi par la présence de Iésions vasculaires dans
les arteres (artérite). Dans les TCMR aigues, les lymphocytes T CD4 et CD8 vont étre
activés par la reconnaissance des antigénes HLA du greffon, que ¢a soit de maniére
directe quand ils sont présentés par les APC du donneur ou indirecte quand ces
antigénes sont récupérés et présentés par des APC du receveur (Figure 9A). Les
APC activées migrent ensuite vers les organes lymphoides secondaires (OLS) ou
elles vont présenter I'antigéne HLA reconnu aux lymphocytes T naifs et mémoire pour
les activer a leur tour. En paralléle, les cellules endothéliales activées par les cytokines
pro-inflammatoires vont exprimer des molécules d'adhésion afin de faciliter I'infiltration
des cellules immunitaires dans le tissu. Les cellules T CD8+ effectrices sont
majoritaires dans l'infiltrat du greffon et vont provoquer I'apoptose des cellules du
greffon en les reconnaissant via leur CMH de classe | et en sécrétant des granules
cytotoxiques contenant du granzyme B et des perforines pour les attaquer.

Les TCMR sont régulierement accompagnés d’'une ABMR.

ABMR

Le rejet humoral, ou ABMR, est la cause majeure des rejets chroniques aprés 1 an,
mais peut aussi étre identifié lors d’un rejet aigu. Il est caractérisé par une inflammation
importante des capillaires péritubulaires et de la microcirculation, (A. Loupy et al.
2017). Lors du rejet médié par anticorps, les lymphocytes B jouent un rdle majeur
puisqu’elles sont a l'origine de la production des anticorps spécifiques au donneur
(DSA). Ces allo-antigénes sécrétés dans la circulation vont venir se fixer aux HLA
portés par les cellules endothéliales du greffon, reconnues comme un corps étranger,
et cette fixation va entrainer I'activation de la voie classique du complément (Figure
9B). La voie du complément va entrainer le clivage de la protéine C4 dont le fragment
C4b va se fixer a la surface de la cellule endothéliale. Une protéase clive ensuite le
C4b pour stopper son activité et ne laisse que le fragment C4d en surface. Le systeme
du complément forme un systéme d’attaque membranaire qui va endommager les
cellules endothéliales et recruter des cellules immunitaires. Les cellules
endommagées vont sécréter le facteur de von Willebrand (FvW) qui attire et permet
'adhésion de plaquettes au lieu d’inflammation, entrainant une thrombose.

C’est pourquoi dans de nombreux cas d’ABMR, on mesure I'accumulation diffuse de
C4d dans les capillaires péritubulaires pour établir le diagnostic. Une partie des ABMR
étant aussi C4d négative, il a été découvert que les DSA pouvaient provoquer un rejet
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indépendant du complément par fixation directe sur les cellules reconnues appelé
cytotoxicité a médiation cellulaire dépendante des anticorps (ADCC). Le fragment Fc
des allo-anticorps va recruter les cellules ayant une récepteur pour le Fc des
immunoglobulines comme les macrophages et les cellules NK. Les macrophages vont
tuer la cellule par phagocytose tandis que les cellules NK vont sécréter des granzymes
et des perforines pour induire I'apoptose de la cellule.
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Figure 9 : Mécanismes du rejet de greffe de rein.

A) Mécanisme de TCMR : Les lymphocytes T sont activés par la reconnaissance du HLA du
donneur et sécrétent des molécules cytotoxiques en réponse. B) Mécanismes d’ABMR : Les
lymphocytes B sont activés par la reconnaissance du HLA du donneur porté par un T effecteur
et maturent en plasmocytes producteur d’IgA en réponse. D’aprés (Oellerich et al. 2021)
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L’espacement du suivi qui suit la premiére année post-transplantation est souvent un
facteur aggravant du rejet chronique car il diminue la probabilité d’'une détection et
d’'une prise en charge précoce du rejet.

Dans le rejet chronique, on retrouve la méme dichotomie qu’en rejet aigu avec le
TCMR, 'ABMR ou un rejet mixte lorsque les deux sont reconnus histologiquement.
Dans le TCMR, les APC du donneur ont laissé place aux APC du receveur au cours
du temps. On observe aussi un certain degré d’atteinte du cortex dans le parenchyme
rénal, avec la présence de fibrose interstitielle et d’atrophie tubulaire (IFTA). On trouve
aussi des cas de IFTA qui ne sont pas d’origine immunologique comme dans les cas
vus dans la catégorie 6 (Table 1)

Suivi et immunodépression chez les patients transplantés

Ces derniéres années, les progrés en termes de gestion des traitements
immunosuppresseurs promulgués ont permis de réduire les risques de rejets aigus et
amelioré le pronostic sur le long terme des patients transplantés (M. A. Lim, Kohli, et
Bloom 2017).

L’enjeu et la difficulté de I'immunothérapie est de remplir son objectif principal qui
consiste a contréler le systéme immunitaire pour que l'organisme accepte plus
facilement le greffon, sans pour autant rendre le patient trop sensible aux pathogénes.
En effet, le greffon étant vu comme un corps étranger, limiter I'inflammation et
I'activation des cellules immunitaires qui en découlent est crucial a sa survie. L'usage
de thérapies immunosuppressives suivant une greffe de rein est donc un équilibre
fragile puisqu’une trop faible immunosuppression induirait un rejet par une réponse
auto-immune, avec l'activation des lymphocytes T et B qui attaqueraient 'organe et
une trop forte immunosuppression serait contre-productive en plus d’augmenter les
risques secondaires. Plus précisément, 'immunosuppression promulguée n’est pas
spécifique, son effet est généralisé a I'organisme entier, celle-ci peut donc entrainer
une immunodéficience qui peut favoriser I'apparition de cellules cancéreuses,
notamment avec une augmentation des risques de mélanomes de la peau (Adami et
al. 2003; Garrett et al. 2017). Ces cancers peuvent émerger a cause d’une surveillance
immunitaire affaiblie contre les cellules néoplasique a laquelle s’ajoute une
vulnérabilité accrue aux infections virales et aux réactivations virales de virus
dormants comme le virus d’Epstein-Barr (EBV) (Rama et Grinyd6 2010) ou le
polyomavirus BK (Hirsch et Snydman 2005; Dall et Hariharan 2008). L'EBV est en
effet connu pour étre inactif dans la population générale mais en cas
d'immunodéficience prolongée, il favorise une lymphoprolifération des cellules B non-
contrblée pouvant mener a des lymphomes non-Hodgkiniens (Liebowitz 1998).
L’immunodéficience entraine aussi la prévalence des infections nosocomiales du site
chirurgical et des voies urinaires (Dantas et al. 2006; Dorschner, McElroy, et Ison
2014), et une augmentation des risques de diabétes sucrés post-transplantatoires
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(Shivaswamy, Boerner, et Larsen 2016) qui viennent augmenter la morbidité et la
mortalité chez les patients transplantés (W. H. Lim et al. 2017).

Les traitements immunosuppresseurs dans la transplantation rénale

De par la nature des rejets, les traitements existants ciblent majoritairement la réponse
allo-immune meédiée par les lymphocytes T. On peut regrouper les traitements
immunosuppresseurs en 4 branches (Sitruk et al. 2018):

Les corticostéroides

Les glucocorticoides (GCs) ont été dans les premiers traitements a étre utilisés lors
de la greffe de rein. Leur rble est d’inhiber I'inflammation en passant notamment par
un effet génomique. Les GCs entrent dans la cellule puis dans le noyau via les
récepteurs aux glucocorticoides cytosoliques. D’ici, ils vont induire des génes anti-
inflammatoires mais aussi réprimer I'action de facteurs pro-inflammatoires comme le
NF-kB. Les GCs vont impacter la plupart des cellules de 'immunité innée (Dashti-
Khavidaki, Saidi, et Lu 2021): dans les lymphocytes T, ils répriment I'expression de
cytokines pro-inflammatoires (IL-1, IL-2, IL-3, IL-6, TNFa, IFNy), tandis que dans les
monocytes et cellules dendritiques (DC) ce sont I'lL-1B3, le TNFa et I'lL-12 qui sont
réprimées. lls réduisent aussi l'activité cytotoxique des cellules NK, bien que cela
augmente leur production de cytokines pro-inflammatoires (Eddy et al. 2014). Parmi
les GCs utilisés en traitement, on peut citer la Prédnisone et la Prédnisolone, des
dérivés de synthése du cortisol.

Les inhibiteurs de la calcineurine (signal 1)

Les inhibiteurs de la calcineurine (CNI) comme la Tacrolimus ou la Ciclosporine-A,
vont comme leur nom I'indique inhiber I'action de la calcineurine. La calcineurine entre
en jeu lors du premier signal dans les lymphocytes T, quand le TCR reconnait un
antigéne porté par une APC, la cascade d’activation augmente le taux de calcium
intracellulaire, ce qui permet I'activation de la calcineurine. L’action de phosphatase
de la calcineurine activée permet de déphosphoryler le facteur nucléaire des cellules
T activées (NF-AT), qui se transloque ensuite dans le noyau pour induire I'expression
d’'IL-2 (qui promeut la différenciation des lymphocytes T). Le tacrolimus va se
complexer avec la protéine FKBP-12 et inhiber la calcineurine, ce qui inhibe
I'activation et la prolifération des lymphocytes T.

Les bloqueurs du signal de costimulation (signal 2)

Les bloqueurs du signal de costimulation sont des médicaments plus récents, et leur
réle est de cibler les molécules de CD80 et CD86 des APCs afin d’empécher les
lymphocytes T de recevoir le signal de costimulation. Dans ce cas I'engagement du
TCR sans signal de costimulation peut mener a une forme de tolérance, par I'anergie
de la cellule T. Le bloqueur de ce signal le plus utilisé actuellement est le Belatacept,
une protéine de fusion qui combine le domaine Fc d'une IgG1 avec la partie
extracellulaire du CTLA-4 des lymphocytes T, qui semble garantir une réduction des
DSA et une meilleure survie et fonction du greffon sur le long terme qu’avec un
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traitement par CNI qui peut s’avérer néphrotoxique (Vincenti et al. 2016; Durrbach et
al. 2010).

Les antiprolifératifs inhibiteurs de mTOR (signal 3)

La protéine mTOR (mammalian Target of rapamycin) est une protéine cytosolique
impliquée dans la cascade du signal de croissance et de prolifération des cellules T
provoqué par les cytokines sécrétées par les DCs ou I'lL-2. L'utilisation d’inhibiteurs
de mTOR comme le Sirolimus ou I'Evérolimus va bloquer I'effet stimulateur de mTOR
sur le cycle cellulaire, et empécher la prolifération des lymphocytes T en bloquant le
passage de la phase G1 a S.

Les antiprolifératifs inhibiteurs de métabolites (signal 3)

Dans cette derniére classe d’antiprolifératifs, on retrouve le mycophénolate mofétil
(MMF), qui est une prodrogue de I'acide mycophénolique (MPA). Le MPA va dépléter
la cellule en guanosine en bloquant 'enzyme responsable de sa voie de synthése de
novo, et il inhibe en conséquence a la fois le cycle cellulaire et la synthése d’ADN.

Dans les cas de TCMR pur, c'est a dire sans ABMR sous-jacent, les traitements aux
stéroides ou aux anticorps déplétant les lymphocytes T ont montré de trés bons
résultats pour un retour de la fonction rénale sans perte du greffon (Famulski et al.
2010)

La greffe de rein permet une amélioration de survie et de la qualité de vie des patients
souffrant d'IRC et le développement des traitements immunosuppresseurs ainsi que
'amélioration des méthodes de sélection de greffons ont permis de réduire I'impact
des rejets aigus au cours des années. Cependant les rejets chroniques ne restent
encore que partiellement compris et difficiles a identifier en amont, et c’est sur ces
prémices que mon travail de thése sur les rejets de greffes de rein repose.
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Chapitre 3 : Les Maladies Inflammatoires
Chroniques de l'Intestin

Le second projet de ma thése a porté sur I'analyse d’'une cohorte de patients atteints
de MICI a partir de données de scRNA-seq pour mieux caractériser les mécanismes
immunitaires impliqués et les causes de résistances aux traitements existants.
J'aborderais donc dans cette partie I'état actuel des connaissances au sujet de la
physiopathologie des MICI, [l'organisation du systéme immunitaire et ses
changements dans les MICI en lien avec la dysbiose intestinale, et enfin un résume
des stratégies de traitements et leurs limites.

Les fonctions de l'intestin

L’intestin, un réle dans la digestion et dans la protection

L’intestin est un organe aux fonctions multiples et parfois paradoxales, puisqu’il est la
porte d’entrée des nutriments et éléments indispensables au fonctionnement du corps
humain, tout en devant mettre en place des fonctions de barriere aux
microorganismes. L’intestin offre un lieu propice au développement de la flore
commensale dans sa lumiére mais reste cependant capable d’éliminer les agents
pathogénes.

L’intestin gréle est subdivisé en 3 portions successives que sont le duodénum, le
jéjunum et l'iléon, qui atteignent une longueur moyenne cumulée de 6 meétres, ce qui
en fait 'organe le plus étendu du tractus gastro-intestinal. Le duodénum est le seul
segment fixe de lintestin et fait directement suite a I'estomac. Le duodénum permet
de neutraliser I'acidité de la nourriture digérée par I'estomac via les glandes de
Brinner, et il est aussi le lieu ou sont sécrétés la bile et les enzymes digestives du
pancréas qui participent a digestion. Ces enzymes permettent la dégradation chimique
des protéines en acides aminés, de 'amidon en glucose et des lipides en acides gras,
les rendant absorbables par la muqueuse intestinale. A la suite du duodénum, on
retrouve le jéjunum qui forme, avec l'iléon, la portion flottante de lintestin, recourbé
en “anses” intestinales de par ses nombreux replis. Cette portion occupe une majorité
de la cavité abdominale et sa longueur assure une optimisation du temps de digestion
et d’absorption des éléments nutritifs. Concernant son organisation tissulaire, I'intestin
gréle est constitué de 4 couches majeures : la muqueuse, la sous-muqueuse, la
musculeuse et la membrane séreuse, aussi appelée péritoine

La muqueuse

La muqueuse assure un rble de sécrétion, d’absorption et de protection. Afin
d’optimiser sa fonction d’absorption, la muqueuse utilise une structure en replis pour
augmenter considérablement sa surface en contact avec la lumiére intestinale. La
muqueuse se replie ensuite en des villosités intestinales en forme de doigts d’'une
dizaine de millimetres dans lesquels passent des capillaires sanguins et lymphatiques.
Le dernier niveau de complexité structurelle de la muqueuse est situé a la face apicale
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des entérocytes, dont la membrane cytoplasmique forme des microvillosités. Au total
chez un adulte, la surface dépliée de la muqueuse représente prés de 200m? au
contact de la lumiére intestinale.

Cette muqueuse est couverte de mucus, qui empéche les microorganismes d’étre en
contact direct avec les cellules épithéliales, et qui permet de ne laisser diffuser que
les petites particules a absorber.

Le mucus couvre une monocouche de cellules épithéliales qui assurent un role de
rempart entre I'environnement extérieur et 'organisme, et dont I'étanchéité est
assurée par les jonctions serrées qui lient ces cellules. Les cellules épithéliales se
renouvellent régulierement grace aux cryptes intestinales ou cryptes de Lieberkihn
qui sont des invaginations dans lesquelles sont situées des cellules souches
progénitrices, regroupées en zones germinatives. Les cellules souches intestinales se
divisent et produisent des cellules a amplification transitoires (van der Flier et Clevers
2009; Clevers 2013). Ces cellules transitoires vont ensuite se différencier pour générer
les différents types cellulaires de la barriére intestinale. lls produiront entre autres les
cellules sécrétrices, comme les cellules en gobelet ou caliciformes qui sécrétent le
mucus, ou les cellules entéro-endocrines qui produisent différentes hormones. Il est a
noter que les cellules caliciformes pourraient aussi jouer un réle dans la réponse
immunitaire et la tolérance orale en présentant aux cellules dendritiques de la lamina
propria des antigénes provenant des aliments ou de la flore commensale (McDole et
al. 2012). Néanmoins, la majorité de la couche épithéliale est constituée des
entérocytes, des cellules sécrétrices d’enzymes digestives, et dont le réle est
d’absorber et faire transiter les nutriments de la lumiére a la circulation générale. Les
nouvelles générations successives de cellules vont pousser les cellules plus vieilles a
migrer vers le haut avant de se différencier. Les cellules au sommet des villosités vont
étre éliminées dans la lumiére par desquamation aprés une semaine environ. Au fond
des cryptes intestinales, on retrouve aussi les cellules de Paneth, qui ont été décrites
comme sécrétrices de défensines, des peptides antimicrobiens, et de lysozyme pour
assurer une fonction bactéricide (Peeters et Vantrappen 1975; Selsted et al. 1992).
Les défensines alpha et beta produites par les cellules de Paneth ne ciblent pas les
bactéries = commensales, uniquement  certaines  souches  pathogénes.
Additionnellement aux quatre types cellulaires principaux décrits précédemment, on
retrouve aussi dans cette monocouche deux autres types cellulaires spécialisés : les
cellules de Tuft, et les cellules a plis microscopiques ou cellules microfold. Les cellules
Tuft sont trés éparses dans I'épithélium et de description récente, pour leur réle de
sentinelle, notamment dans la réponse immunitaire contre les parasites helminthes
(Gerbe et al. 2016; Hendel et al. 2022). Les cellules microfold sont quant a elles
retrouvées quasi uniquement dans l'iléon et le colon puisqu’elles colonisent la surface
des plaques de Peyer. Ces plaques sont des organes lymphoides secondaires ancrés
dans la muqueuse qui permettent I'induction de la réponse immunitaire dans l'intestin.
Au-dessus de ces zones, la couche de mucus est plus légere et permet aux cellules
microfold de transporter des antigénes et des bactéries aux DCs présentes dans ces
plaques.

Sous la couche de cellules épithéliales, on retrouve du tissu conjonctif appelé lamina
propria, dans laquelle les nombreux capillaires sanguins et lymphatiques vont
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permettre I'absorption des nutriments digérés. La lamina propria est principalement
constituée de fibroblastes et de nombreuses cellules immunitaires.

Enfin on retrouve a l'interface avec la sous-muqueuse, une multicouche de muscle
lisse appelée muscularis mucosae, qui garde la muqueuse en mouvement et aide les
cryptes a relarguer leur contenu

La sous-muqueuse

La sous-muqueuse est la couche du tissu dans laquelle circulent les vaisseaux
sanguins et lymphatiques. On y trouve aussi des glandes qui produisent le mucus en
supplément des cellules caliciformes, et dans le duodénum, la sous-muqueuse
renferme aussi les glandes de Brinner dont la production de fluide alcalin contenant
de la mucine permet de neutraliser I'acidité du chyme sortant de I'estomac (Sedano
et al. 2015).

La musculeuse

La musculeuse est découpée en deux couches distinctes dans lintestin. Les
contractions phasiques coordonnées de ces deux couches sont contrélées par le
réseau nerveux du plexus myentérique, et vont assurer 'avancement du contenu de
la lumiére intestinale, c’est le péristaltisme.

La membrane séreuse

La membrane est composée de deux feuillets (un pariétal et un viscéral) et du
mésentere qui relie les différentes anses intestinales. Elle permet aux différentes
portions de I'intestin de glisser entre elles lors des mouvements péristaltiques, tandis
que le mésentére renferme un réseau de veines et artéres qui participent a l'irrigation
des tissus intestinaux.

L’intestin est donc un organe dynamique optimisé pour la digestion de par ses
capacités sécrétoires, ses parties mobiles et sa grande surface d’échange avec la
lumiere intestinale. Cette interface est aussi un lieu clef dans la défense immunitaire
envers les entités qui composent le microbiote intestinal.

Le microbiote intestinal et ses interactions

Le microbiote intestinal englobe I'ensemble des bactéries, virus, levures et autres
micro-organismes se situant dans la lumiére du tube digestif et dans la couche de
mucus qui tapisse l'intestin gréle et le colon. On dénombre plus de 100 billions (10'3)
de ces micro-organismes, dont la composition et le métabolisme influencent
’homéostasie du systéme digestif et par ricochet, 'organisme entier (Valdes et al.
2018). C’est durant I'enfance que se déroule la majeure partie de la colonisation des
muqueuses intestinales par le microbiote, et sa composition est grandement
influencée par les facteurs environnementaux comme le type de lait (maternel ou
industriel), I'hnygiéne, [lutilisation d’antibiotiques (van den Elsen et al. 2019;
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Dominguez-Bello et al. 2011). Au cours de la vie adulte, le microbiote reste plus stable,
mais connait quand méme des évolutions en réponse aux facteurs environnementaux.
Le microbiote intestinal établit une sorte de symbiose avec 'organisme de par ses
différents réles bénéfiques pour le maintien de 'homéostasie. Les microbiotes du
caecum et du codlon ont par exemple un réle métabolique puisque certaines fibres
alimentaires, des protéines et glucides complexes ne peuvent pas étre digérés et
assimilés avec les enzymes du tractus gastro-intestinal supérieur. Certaines bactéries
prennent le relai pour les digérer et leur activité de fermentation va notamment
produire des acides gras a chaines courtes (AGCC), des molécules composées d’une
chaine de 6 atomes de carbone maximum (Koh et al. 2016). Ces AGCC vont agir en
tant que source d’énergie des colonocytes avec le butyrate, et permettre la croissance
d’autres bactéries avec I'acétate.

La construction du microbiote intestinal participe aussi a fagonner I'immunité
protective de la barriére intestinale par le développement et la maturation du systeme
immunitaire. Dans des modeéles de souris élevées sans germes, il a été montré qu’'en
'absence d’une colonisation microbienne de la paroi intestinale, les follicules
lymphoides isolés ne peuvent pas se développer (C. E. West, Jenmalm, et Prescott
2015), montrant ainsi I'importance du microbiote dans la promotion de la barriére
muqueuse. Le réle de protection propre au microbiote passe aussi par une compétition
physique, le peuplement des muqueuses par des bactéries commensales protege la
paroi intestinale en empéchant la colonisation de pathogénes via la compétition pour
les nutriments disponibles (Kamada et al. 2013). Le microbiote agit aussi en lien avec
les cellules immunitaires elles-méme, puisque le systéme immunitaire muqueux
intestinal s’est développé pour faire face aux complications possibles. En effet, les
réponses immunitaires adaptatives ont lieu en permanence en réponse aux micro-
organismes commensaux avec le recrutement et la différenciation de plasmocytes
sécrétant des IgA, des lymphocytes helper Th17 ou des lymphocytes T régulateurs
(Treg). Et certaines bactéries commensales peuvent influer sur ces générations
comme des E.Coli invasives et adhérentes (AIEC) ou des Bifidobacteria adolescentis
peuvent induire la différentiation et 'accumulation de lymphocytes en T helper 17
(Th17) pro-inflammatoires dans les tissus (Tan et al. 2016; Viladomiu et al. 2017),
tandis que d’autres comme celles de la classe des Clostridia vont accroitre le
recrutement des Treg dans les tissus (Nagano, Itoh, et Honda 2012) qui contrélent
ces réponses pour éviter que leur potentiel pro-inflammatoire ne s’exacerbe et
devienne pathologique. Les bactéries pathogénes du microbiote sont aussi appelées
pathobiontes et leur présence s’accompagne des motifs moléculaires associés aux
pathogenes (PAMPs, pour Pathogen-associated molecular patterns) qui sont
reconnus par le systéme immunitaire inné via des récepteurs de reconnaissance de
motifs moléculaires (PRR, pour Pattern recognition receptor). En retour, le systéeme
immunitaire va contrdler le microbiote pour maintenir 'lhoméostasie en sécrétant plus
de mucus ou des molécules pour sa protection comme les défensines ou les
immunoglobulines A (IgA) (de Souza et Fiocchi 2016). Les IgA sont sécrétées dans la
lumiere et s’accumulent dans le mucus ou elles vont neutraliser les micro-organismes
pour les empécher de passer la barriére tout en leur laissant
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Organisation du systéme immunitaire intestinal

Les muqueuses intestinales sont le lieu d’'une régulation continue de I'immunité a
’homéostasie. Cette régulation se révéle complexe due a la proximité entre le systéme
immunitaire et le microbiote intestinal. Les réponses immunitaires doivent étre
mesurées pour eviter d'impacter les nombreux micro-organismes commensaux et
bénéfiques a la physiologie intestinale. Le systéme immunitaire intestinal regroupe
des sites inducteurs de réponses immunitaires adaptatives : ganglions lymphatiques
meésentériques et GALT (plaques de Peyer, les follicules lymphoides isolés,
appendice...) ; et des sites effecteurs de ces réponses : lamina propria et épithélium
(Figure 10).
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Figure 10 : Organisation du systéme immunitaire.

Les défenses se partagent en trois strates, avec dans la lumiére intestinale en surface de la
muqueuse la couche de mucus contenant les peptides anti-microbiens (AMPs) sécrétés par
la seconde strate, la barriere épithéliale. Cette monocouche de cellules comprend des cellules
spécialisées comme les cellules caliciformes (goblet cells) productrices de mucus, les cellules
microfold (M cells) qui facilitent la récupération d’antigénes et les cellules de Paneth au fond
des cryptes qui produisent une diversité d’AMPs. Figure d’aprés (Caruso, Lo, et Nunez 2020)

L’'immunité innée
La premiére ligne de défense est constituée par les cellules de 'immunité innée. Les

neutrophiles sont les premiers leucocytes sanguins a infiltrer le tissu et migrer vers la
zone lésionnelle. lls jouent un role d’élimination des pathogenes extracellulaires par
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phagocytose ou par dégranulation a la suite de la reconnaissance de micro-
organismes. Suite a leur activation, les neutrophiles peuvent aussi produire des
espeéces réactives de l'oxygéne (ROS) qui aident a éliminer les pathogénes présents
(Zhou et Liu 2017). Une fois leur role effectué au site de l'inflammation, les
neutrophiles meurent par apoptose et sont éliminés par les macrophages résidents
selon le processus d’efférocytose, ce qui induit leur production de signaux anti-
inflammatoires avec la sécrétion d’IL-10, et de résolvines (Greenlee-Wacker 2016).
Cependant, dans les MICI et de maniére plus prononcée dans la RCH, 'activation
continue des neutrophiles et leur recrutement excessif les rends déléteres. Leur
production de ROS est augmentée et participe a la dégradation de la barriére
intestinale, leur activité apoptotique diminue et la clairance des microorganismes
n'est plus compléte (Wéra, Lancellotti, et Oury 2016).

Avec les cellules dendritiques, les macrophages correspondent aux phagocytes
mononucléés (MNP pour Mononuclear phagocytes) et assurent un réle de
présentation d’antigénes dans lintestin afin de maintenir la tolérance envers le
microbiote ou permettre I'élimination de pathobiontes. En conditions inflammatoires,
I'élimination de pathogénes passe aussi par l'infiltration de monocytes circulants dans
les tissus qui se différencient en macrophages pro-inflammatoires sécréteurs de TNFa
et d’'IL-1B (Coillard et Segura 2019). Pour remplir le rOle de présentation de 'antigéne,
les MNP détectent les motifs moléculaires associés aux microbes (MAMPs) grace a
leur pathogen-recognizing receptors (PRR). Les PRR impliqués sont notamment les
récepteurs Toll-like (TLR) qui se divisent en TLR membranaires de surface et TLR
endosomaux, ainsi que les récepteurs NOD-like (NLR) cytoplasmiques (Kawai et Akira
2009). Le récepteur NOD2 est un NLR localisé dans le cytoplasme qui reconnait le
muramy! dipeptide (MDP), le constituant principal des peptidoglycanes dont sont
constituées les parois de bactéries gram positives. L’activation de NOD2 dans les
MNP induit le recrutement de la protéine ATG16L1 au site d’entrée de la bactérie qui
induit 'autophagie de la bactérie (Travassos et al. 2010). La mutation de ATG16L1
qui est un des variants associés a la MC est non seulement responsable d’'un défaut
d’élimination des composants bactériens causant linflammation, mais aussi de
'augmentation de la production de cytokines pro-inflammatoires TNFa via la voie IL-
22 dans les cellules endothéliales qui participent aussi a la phagocytose des
pathogénes par autophagie a 'homéostasie (Okai et al. 2022). L'autophagie est un
des outils des MNP dans la défense contre les bactéries pathogénes et ce mécanisme
induit aussi des changements au niveau des cytokines puisqu’il inhibe la sécrétion
d’IL-18 et d’IL-18, deux cytokines liées a l'inflammasome (Kabat, Pott, et Maloy 2016).
Dans le cas d’'une déficience d’ATG16L1 due a un variant, il a été observé une
suractivation de I'inflammasome, de la caspase-1 qui y est associé, et par conséquent
d’'une sécrétion augmentée d’IL-1B et d’IL-18 par les MNP (Fritz et al. 2011), ce qui
semble confirmer une régulation de [linflammasome par les mécanismes
d’autophagie. De plus, 'augmentation d’IL-13 dans les MICI induit 'augmentation de
la sécrétion d’'IL-23, une autre cytokine pro-inflammatoire importante (Peral de Castro
et al. 2012). Les cellules dendritiques (DC) exercent en outre une fonction
présentatrice des antigénes en condition homéostatique dans les plaques de Peyer
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ou en migrant dans les ganglions lymphatiques mésentériques. Elles interagissent
avec les lymphocytes T et B pour induire leur différenciation en Th17, Treg et
plasmocytes producteurs d’IgA et promouvoir la tolérance et le maintien de
’homéostasie, ce qui en fait des acteurs a la frontiere entre I'immunité innée et
adaptative. En cas de reconnaissance de pathobiontes par leur PRR, les DC vont
sécréter d’autres cytokines pour induire la différentiation les lymphocytes T CD4+ en
cellules T effectrices aussi appelées T helpers (Th) comme les Th1 ou dans le cas
d’'une reconnaissance par les PRR d'AIEC, induire la différenciation en Th17
(Viladomiu et al. 2017).

Les lymphocytes de I'immunité innée (ILC pour Innate Lymphoid Cell) sont des
cellules ayant une plasticité fonctionnelle similaire aux cellules T effectrices (de Souza
et Fiocchi 2016) qui ont divisées en 3 catégories (Figure 11). Ces cellules participent
a 'homéostasie en régulant les défenses contre les microbes et la réparation des
tissus (Tait Wojno et Artis 2012).

- Les ILC1 sont équivalentes aux Th1, sécretent de I'lFNy et participent aux
défenses antimicrobiennes

- Les ILC2 sont équivalentes aux Th2, sécretent de I'lL-4, IL-5, IL-9 et IL-13 pour
participer a la défense antiparasitaire et les allergies.

- Les ILC3 sont les ILC les plus nombreuses dans lintestin. Elles sont
équivalentes aux Th17, sécrétent de I'lL-22, IL-17A et 'IL17F, des cytokines
impliquées dans la réparation des tissus et dans I'immunité de la barrieére, mais
aussi des cytokines inflammatoires comme le Facteur de stimulation des
colonies de granulocytes et de macrophages (GM-CSF) qui permet de recruter
des monocytes vers le site inflammatoire (Friedrich, Pohin, et Powrie 2019).

Dans lintestin inflammatoire de patients de MICI, on observe par exemple une
activation des ILC3 qui semble conduire a une transdifférenciation en ILC1
productrices d’IFNy en présence des cytokines pro-inflammatoires IL-183, IL-15 et IL-
12 (Vivier et al. 2018). Un retour possible en ILC3 en présence d’'IL-23, d’IL-2 et
d’acide rétinoique (Bernink et al. 2015).

Parmi les cellules qui participent a I'immunité innée, on distingue aussi les cellules
non-immunitaires. Les cellules épithéliales intestinales (IEC) forment la barriére
physique de cellules étroitement jointes entre la lumiere intestinale et la lamina
propria, et cette monocouche est constituée de cellules spécialisées. Les cellules
caliciformes vont notamment produire la mucine 2 (MUC2) qui est une protéine qui
polymérise avec d’autres protéines liees au mucus pour former le gel de mucus qui
recouvre la barriére intestinale. Les IEC sécrétent divers peptides anti-microbiens
(AMPs) dans le mucus pour empécher les divers micro-organismes se venir au
contact de la membrane. Au fond des cryptes intestinales, ce sont les cellules de
Paneth qui sont les cellules sécrétrices majeures, la stimulation de leurs TLR induit
par exemple la production de Regllly, une AMP ciblant les bactéries a Gram positif
(Vaishnava et al. 2011), et par la stimulation de leur récepteurs NOD2, elles sécrétent
des a-défensine.
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L'immunité adaptative

Une particularité de I'endothélium intestinal est que les cellules endothéliales qui le
composent expriment spécifiquement une molécule pour recruter les lymphocytes
dans les muqueuses : la molécule d’adhérence cellulaire d’adressine de muqueuses
(MAdCAM-1) (Berlin et al. 1993; Briskin et al. 1997; Gorfu, Rivera-Nieves, et Ley
2009). Les lymphocytes T et B activés par les DC dans les GALT (Plaques de Peyer,
ganglions mésentériques, ...) vont exprimer I'intégrine o437 en surface, qui permet
aux cellules de se fixer a MAdCAM-1 dans les capillaires intestinaux pour ralentir leur
circulation et leur permettre de migrer vers les tissus. Les lymphocytes activés vont
aussi exprimer le récepteur de chimiokine CCR9 qui contrdle leur migration et permet
un homing spécialisé vers l'intestin. Dans le cas des lymphocytes B activés, CCR10
est exprimé dans le cas d’'un homing vers le colon (Habtezion et al. 2016).

Les lymphocytes B activés dans les GALT vont se différencier en plasmocytes et
revenir dans le sang par homing vers les tissus a ’'homéostasie. lls sont responsables
de la sécrétion d’IgA spécifiques de l'antigéne. Ces IgA se dimérisent et passent
ensuite dans la lumiére intestinale en surface de la muqueuse ou elles reconnaissent
les antigenes pour empécher le passage dans les tissus, et piegent les micro-
organismes dans le mucus.

Les lymphocytes T naifs activés par les DC aprés la présentation des antigénes sont
majoritairement des CD4+ et peuvent se différencier en cellule auxiliaire (Th),
régulatrice (Treg) ou effecteur mémoire (Tmem). La différenciation est dépendante
des cytokines présentes et de la condition (Figure 11). Les taux élevés d’IL-12 et
d’IFNy induisent le facteur de transcription T-bet, qui conduit a une différenciation en
Th1. Les Th1 participent a la réponse aux infections bactériennes intracellulaires,
recrutent les LT CD8+, les NK et les macrophages au site inflammatoire et produisent
de I'IFNy. Les taux élevés d’IL-6 et TGFB induisent quant a eux le facteur de
transcription RORyt qui permet la différenciation en Th17. Les Th17 permettent le
recrutement de neutrophiles et sécretent diverses interleukines : IL-17A, IL-17F, IL-21
et IL-22 pour combattre les infections bactériennes extracellulaires (Chang 2020). Les
Th2 sont quant a elles spécifiques aux réponses contre l'infection par des helminthes.
Les Tregs participent a la tolérance et maintiennent I'homéostasie en inhibant
limmunopathologie induite par les Th1 et Th17. Dans les MICI, les conditions
inflammatoires chroniques et la dégradation de la barriére intestinale font pencher la
balance des T effecteurs vers une différenciation en Th1 et Th17 et une diminution de
Treg.
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Figure 11. Hétérogénéité des Lymphocytes T dans les tissus intestinaux. Résumé
des cytokines nécessaire a la différenciation des LT naifs, des facteurs de transcriptions
associés a chaque sous-type et les cytokines produites par ces cellules. D’aprés (Chang
2020)

Barriere épithéliale et signature IL-17/IL-22

L’IL-22 est une cytokine de la famille des IL-10 (IL-10, IL-19, IL-20, IL-24, and IL-26)
qui a été découverte recemment en 2000 (Dumoutier, Louahed, et Renauld 2000).
Cette protéine a premiérement été décrite comme étant produite par les lymphocytes
T et cellules NK activées (Wolk et al. 2002), puis elle a été observée dans les
lymphocytes Th17, ou elle est coexprimée avec IL-17A et IL-17F (Liang et al. 2006).
Elle a aussi été décrite comme étant produite par les cellules lymphoides innées de
groupe 3 (ILC3) (Geremia et al. 2011), ce qui lui permet d’activer 'immunité innée
dans la barriére intestinale, via les defensin 2 notamment, sans impliquer le systéme
immunitaire adaptatif. Sa production montre un role de protection des muqueuses, en
induisant I'expression de peptides anti-microbiens et en stimulant la sécrétion de I'lL-
10 par les cellules épithéliales via la voie STAT3 (Cella et al. 2009; Nagalakshmi et al.
2004). La production de I'lL-22 est donc majoritairement assurée par les cellules
immunitaires, tandis que I'expression de son récepteur, I'lL-22R est restreinte a des
cellules non-immunitaires, comme les kératinocytes, les hépatocytes, ou dans notre
cas les cellules épithéliales intestinales (Wolk et al. 2004). Cela en fait un messager
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intéressant dans la régulation de I'homéostasie de la barriere épithéliale. L’IL-22
semble jouer un double réle, d’'un cbté elle est anti-inflammatoire par son réle anti-
microbien et de réparation dans les tissus de la barrieére, mais elle jouerait aussi un
réle pro-inflammatoire en cas de surproduction durant les poussées inflammatoires
des MICI (Mizoguchi et al. 2018; Yan et al. 2021). L’IL-22 a aussi un antagoniste
soluble, I'lL-22BP qui est constitué des domaines extracellulaires du récepteur a I'lL-
22 (Dumoutier et al. 2001) et dont la sécrétion accrue en cas de MICI bloque les
actions protectives de I'lL-22 (J. C. Martin et al. 2016).

Dernierement, une nouvelle théorie a été apportée concernant le réle de I'lL-22 dans
la résistance a l'ustekinumab (un bloqueur de I'lL-12/IL-23p40) : 'augmentation de I'lL-
22 dans la RCH semble augmenter la production de chimiokines attirant les
neutrophiles dans la muqueuse (CXCL1,2,3,5,6 et 8) et cette infiltration de
neutrophiles semble corréler avec la résistance a I'ustekinumab (Pavlidis et al. 2022)

Maladie de Crohn et Rectocolite hémorragique : causes et
traitements actuels

Les maladies inflammatoires chroniques de l'intestin

Les maladies inflammatoires chroniques de lintestin (MICI) comprennent deux
pathologies proches mais a I'évolution et a la localisation différentes. La premiére est
la maladie de Crohn (MC), qui peut étre localisée tout au long du tractus intestinal
mais se déclenche majoritairement au niveau de l'iléon terminal. La seconde est la
rectocolite hémorragique (RCH), qui ne touche que le rectum et le c6lon. La RCH
apparait principalement chez les patients entre 30 et 40 ans, et sa prévalence en
Europe est estimée autour de 24,3 pour 100000 personnes (Ungaro et al. 2017) Ces
deux pathologies se caractérisent par des inflammations transitoires du tube digestif,
des poussées inflammatoires entrecoupées de phases de rémission (Torres et al.
2017). Les rechutes accumulées vont causer des dégats irréversibles qui peuvent
conduire a une hospitalisation pour prés de 40% des patients voire méme une
chirurgie pour prés de 20% des patients (Burisch et al. 2019). Dans la RCH, les
atteintes sont localisées dans le rectum et se propagent seulement dans le cblon a
proximité, avec une inflammation trés visible et marquée des tissus et des Iésions
souvent superficielles. Les lésions de la MC sont plus discontinues, avec de nombreux
ulcéres le long de l'intestin.

Diagnostic clinique et suivi des patients

L’hyperactivation du systéme immunitaire qui méne a cette inflammation va entrainer
différentes complications et ulcérations de la paroi intestinale qui permettent de
classer cliniquement les patients en fonction de la gravité des atteintes comme avec
la classification de Montréal (Silverberg et al. 2005; Satsangi et al. 2006), et d’adapter
le traitement en conséquence. Dans la maladie de Crohn, la classification comprend
trois parametres : 'age (A), la localisation (L) et le comportement (B pour “Behaviour”).
La localisation se classe en quatre catégories : L1 pour les atteintes iléales, L2 les
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atteintes coliques, L3 les atteintes iléo-coliques et L4 les atteintes digestives
supérieures isolées. Les complications dans les MICI peuvent mener a la formation
de fistules, qui sont des connexions avec un autre organe que le tube digestif, ou a
une sténose, un rétrécissement du tube digestif causé par la présence de tissus
cicatriciel sur les parois de l'intestin. La classification du comportement prend donc en
compte ces complications : B1 pour les atteintes non sténosantes ni pénétrantes, B2
les atteintes sténosantes, B3 les atteintes pénétrantes. Dans la RCH, les symptémes
décrits couvrent aussi des diarrhées régulieres et la présence de sang dans les selles.
Dans la classification de Montréal, la RCH est classifiée selon son étendue : E1 ou
rectite si elle est limitée au rectum (chez 30 a 60 % des patients), E2 ou rectocolite
gauche si elle touche toute la partie gauche du cdlon (chez 16 a 45 % des patients) et
E3 ou pancolite si elle est étendue a tout le cdlon (chez 15 a 35% des patients)
(Ungaro et al. 2017).

Pour établir le premier diagnostic chez les patients, on utilise une combinaison des
observations cliniques, endoscopiques, histologiques, biologiques et radiologiques.
Les lésions sont caractérisées par endoscopie et permettent de différencier
correctement la MC de la RCH dans plus de 90% des cas, depuis des décennies (Pera
et al. 1987). Au niveau histologique, la RCH montre des malformations des cryptes,
une infiltration accrue de cellules immunitaires et une diminution de mucine. Au niveau
biologique, le diagnostic d’'une maladie inflammatoire de I'intestin repose aussi sur la
mesure non invasive de la calprotectine fécale. La calprotectine est un hétérodimeére
formé des protéines S100A8 et S100A9 que l'on retrouve dans le cytoplasme des
macrophages et des polynucléaires neutrophiles (Fukunaga et al. 2018). En cas de
|ésions de la muqueuse intestinale, l'infiltration leucocytaire va faire augmenter la
quantité de calprotectine dans les féces, et ce de maniére proportionnelle a la gravité
des Iésions, ce qui en fait un marqueur utile et sensible au diagnostic des MICI (Torres
et al. 2017). La concentration habituelle de la calprotectine est d’environ 20-30 ug/g,
et une valeur au-dela de 50 pg/g indique une inflammation de la muqueuse.

Complications dans les MICI

Les MICI sont caractérisées par des poussées inflammatoires par intermittence,
entrecoupées de périodes de rémission plus ou moins longues. On définit la rémission
a différents niveaux avec les mémes outils que pour le diagnostic : au niveau clinique
le patient n’a presque plus de symptémes, au niveau biologique on observe un retour
a la normale des niveaux de calprotectine fécale, et au niveau endoscopique on
n‘'observe plus d’inflammation des parois. Cependant, malgré une rémission
apparente en clinique, il peut toujours subsister une inflammation infraclinique de la
muqueuse, comme chez les patients atteints de RCH ou dans une cohorte de patients
en rémission clinique, on a pu observer une inflammation par endoscopie chez 45%
d’entre eux (L. Rosenberg et al. 2013). Cette inflammation chronique va causer des
complications localisées qui endommagent les parois de maniére irréversible et
progressive. Les conséquences cliniques sont d’abord digestives, avec des diarrhées,
des nausées accompagnées de douleurs abdominales et parfois des rectorragies, et
des symptdmes plus généraux comme une fatigue chronique ou de la fiévre. Au
niveau histologique, la complication la plus fréquente est la survenue de fibrose. La
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fibrose est une conséquence de l'inflammation continue qui empéche une réparation
efficace des lésions de la muqueuse. La complication la plus courante est la sténose
intestinale, une diminution du diamétre du tube intestinal liée a la fibrose des tissus
qui impacte le bon passage des aliments et touche plus de la moitié des patients 5
ans apres le diagnostic de la MC (Mager et al. 2021). Cette fibrose est liée a un
déséquilibre dans la production et la dégradation de matrice extracellulaire (MEC),
notamment par la sur-expression de matrix métalloprotéinases (MMP), qui dégradent
la MEC et ainsi participent a la régulation des cytokines (O’Sullivan, Gilmer, et Medina
2015). Cette sténose est la cause principale des recours a la chirurgie dans la maladie
de Crohn.En effet, les progrés récents dans la prise en charge thérapeutique des
patients n’empéchent cependant pas d’avoir recours a des chirurgies localisées dans
les cas les plus sévéres (Hwang et Varma 2008). Les résections de la seule partie
endommagée sont préférées afin de garder le maximum de surface intestinale aprés
opération pour tenter de préserver au maximum les fonctions d’absorption des
aliments du tube digestif.

Au-dela de l'inflammation localisée, des atteintes extra-intestinales peuvent aussi
toucher les patients avec des inflammations du systeme musculo-squelettique, de la
peau, du foie ou des yeux, chez 25 a 40% des patients. On retrouve parmi les
manifestations les plus fréquentes I'arthrite (inflammation des articulations) qui touche
un tiers des patients MC et 20% des patients RCH, des ulcérations buccales chez
10% des patients ou encore des uvéites (inflammation des yeux) chez 5% d’entre eux
(Vavricka et al. 2011; Levine et Burakoff 2011). Il existe aussi des patients
asymptomatiques chez qui une MICI peut étre identifiée, mais dont I'évolution de la
maladie est plus dure a suivre puisque le patient n’est pas inquiété.

L’origine imprécise des MICI et leurs prédispositions génétiques

Les origines de l'apparition de MICI ne restent a I'heure actuelle encore que
partiellement identifiées, mais le consensus semble se porter sur un réle des facteurs
environnementaux dans le déclenchement de réponses inflammatoires dérégulées
contre le microbiote intestinal chez des individus prédisposés génétiquement.
L’impact de I'environnement sur I'apparition de ces pathologies se traduit par un taux
d’'incidence des maladies intestinales fortement augmenté dans les pays les plus
développés durant les derniéres décennies (Molodecky et al. 2012; Alatab et al. 2020).
En Europe de I'ouest, la prévalence moyenne des MICI est estimée a 137 pour 100000
personnes contre environ 85 pour 100000 personnes dans le monde (M. Zhao et al.
2021). Cet accroissement peut étre di a une diversité de facteurs environnementaux
parmi lesquels les études épidémiologiques ont identifié la pollution de Iair, la
cigarette, les antibiotiques ou le régime alimentaire (Frolkis et al. 2013; de Souza et
Fiocchi 2016; Piovani et al. 2019). Les facteurs environnementaux semblent étre a de
nombreux égards déclencheurs, ou au minimum aggravants de la pathologie mais on
retrouve aussi la participation de la composante génétique dans I'émergence de ces
pathologies. Dans la maladie de Crohn, plusieurs études ont permis de montrer un
lien entre I'apparition de la maladie et le chromosome 16 (Cavanaugh et IBD
International Genetics Consortium 2001)
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Des prédispositions aux MICI ont aussi été découvertes a I'aide d’études d’association
pangénomique (GWAS), une technique d’analyse des variations génétiques
retrouvées dans une population large d’individus, afin d’étudier leurs corrélations avec
une pathologie ou des traits phénotypique. Une GWAS sert a chercher les mutations
d’'un nucléotide donné, un SNP, comparé au reste d’une population et estimer si
certaines de ces variations sont plus fréquentes dans une population donnée. Ces
SNPs peuvent étre localisés dans un méme locus, qu’il soit situé dans la séquence
d’'un géne unique et connu ou dans une région non annotée. Il n'est donc pas toujours
aisé de déterminer I'impact de la mutation sur la fonction cellulaire, et dans le cas
d’'une GWAS appliquée a une pathologie, de trouver la raison de I'association entre le
SNP et la pathologie. Une GWAS appliquée a plus de 75000 cas de MICI et de
contrbles a permis d’identifier 163 loci, dont 110 sont communs a la MC et la RCH,
indiquant que les deux pathologies partagent de nombreux mécanismes biologiques
(Jostins et al. 2012). Dans ces variants identifiés, 'analyse fonctionnelle a révélé un
enrichissement de la voie de signalisation JAK-STAT ainsi qu’une régulation accrue
de la production de cytokines, notamment de I'IFNy, IL-12, TNFa, et I'lL-10, qui
participent a I'activation des lymphocytes T et B, et des cellules NK. Depuis, les études
d’association génétiques n'ont cessé de s’accumuler (Liu et al. 2015; de Lange et al.
2017; H. Huang et al. 2017) en incluant plus de patients afin de définir des variants
associés a la maladie qui seraient présents a plus faible fréquence. On dénombre
désormais plus de 250 loci associés aux MICI. Une de ces études a aussi permis de
lier ces variants a une distribution en 3 catégories plutot qu’une dichotomie entre MC
et RCH, en définissant une atteinte de la MC iléale, une atteinte de la MC colique et
la RCH qui auraient des origines génétiques différentes de par leur localisation
(Cleynen et al. 2016).

Les SNPs les plus importants ont été retrouvés dans la région du géne NODZ2, un
récepteur intracellulaire qui induit la réponse inflammatoire lors de I'entrée de
bactéries dans les tissus via la reconnaissance de leurs peptidoglycanes. Il participe
ainsi a la régulation de la flore intestinale via la réponse antimicrobienne et son
expression dépend de la flore commensale des parois de l'intestin, il a un role dans le
maintien de ’lhoméostasie de la barriére intestinale. Des mutations de NOD2 peuvent
induire une suractivation de la réponse inflammatoire et une diminution de la fonction
protectrice de la barriere intestinale (Hugot et al. 2001; Cho et Abraham 2007, 2)
comme par exemple en altérant I'autophagie par les MNPs, ou en impactant la
production d'a-défensines par les cellules de Paneth (Wehkamp et al. 2004). Une
partie importante des génes de susceptibilité sont impliqués dans la régulation des
réponses hote-microbiote, ce qui confirme le lien trés étroit entre la dysbiose et le
fonctionnement du systéme immunitaire intestinal et a permis de mieux aiguiller les
voies fonctionnelles a cibler en thérapeutique ou de mieux comprendre le
fonctionnement des traitements existants (Graham et Xavier 2020)

Les prédispositions génétiques peuvent aussi étre populationnelles puisqu’il a été
montré dans la maladie de Crohn que la population de juifs Ashkénaze comparée a
d’autres individus européens non juifs (Kenny et al. 2012) faisait ressortir de nouveaux
variants génétiques significativement associés a I'apparition de la maladie de Crohn
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qui n'avaient pas été retrouvées précédemment dans les populations européennes
non-juives, en plus de valider les variants déja décrits précédemment tel que NOD2.

Dans les MICI, il semble aussi y avoir une influence familiale dans la prévalence de la
maladie. Dans les cas de RCH, c’est prés de 12% des patients qui en étaient atteints
qui avaient des antécédents familiaux de MICI, notamment de RCH a hauteur de 9%
(Childers et al. 2014). Dans la maladie de Crohn, I'observation est la méme, sur 553
patients, 17 % d’entre eux avaient des antécédents familiaux de MICI (Polito et al.
1996). Une étude frangaise a montré que les MICI apparaissent a un age plus précoce
notamment quand plusieurs membres de la famille étaient affectés (Colombel et al.
1996)

L’'impact des facteurs environnementaux et la dysbiose intestinale

La dysbiose joue un réle majeur dans la virulence des MICI (Tremaroli et Backhed
2012), et cette observation a été démontrée dans des modéles murins. L’'IL-10 est un
régulateur important contre les réponses pro-inflammatoires, et la délétion du géne de
I'lIL-10 permet de développer une entérocolite chez des souris classiques, et semble
lié a un défaut de signalisation dans les macrophages (Ip et al. 2017). Cependant, la
méme délétion du géne de I'lL-10 dans des souris sans germes et donc sans
microbiote fonctionnel n’entrainait plus d’inflammation contrairement aux souris ayant
des bactéries entériques (Sellon et al. 1998). Depuis, cette observation est étayée par
de nombreuses études sur le sujet et la comparaison du microbiote intestinal
provenant d’individus sains et de patients Crohn a montré une baisse significative de
la diversité bactérienne chez ces derniers (Dicksved et al. 2008).

Il est cependant compliqué pour le moment de statuer si le rle central de la dysbiose
intestinale est une cause ou une conséquence des MICI puisque les dérégulations du
microbiote et du systéme immunitaire sont étroitement liées.

Stratégies de traitements dans les MICI

Il n'existe pas de traitement curatif pour la maladie de Crohn ou la rectocolite
hémorragique a I'heure actuelle. Les traitements proposés ont pour obijectifs
principaux de soulager des symptémes et réduire les lésions puis dans un second
temps de maintenir la rémission et limiter les risques de rechute. Les premiers
traitements proposés dans les cas de maladies inflammatoires chroniques ont
longtemps été restreints a des traitements non-spécifiques comme les
corticostéroides pour leurs propriétés anti-inflammatoires fortes et sont encore utilisés
a I'heure actuelle lors des poussées inflammatoires. L’arrivée de traitements plus
ciblés (Figure 13) a toutefois permis d’améliorer la prise en charge des patients sur le
long terme et d’améliorer leur qualité de vie (Sherman et al. 2014). Dans la RCH, le
traitement de premiére ligne se fait majoritairement avec des dérivés aminosalicylés
comme le 5-ASA en tant qu’anti-inflammatoire local pour les poussées faibles et
modérées, et les corticostéroides ou la chirurgie sont utilisées dans les cas les plus
graves. En cas de non-réponse, il est envisagé de passer a des thérapies plus ciblées,
comprenant des traitements par anticorps anti-TNF, des anti-intégrines, des anti-IL-
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12/IL-23p40 ou des inhibiteurs de la voie JAK (Kobayashi et al. 2020). Dans la MC,
les corticostéroides sont utilisés en premiére ligne, et en cas de résistance, c'est
majoritairement le traitement aux anti-TNF qui est envisagé (Torres et al. 2017). Les
traitements anti-adhésion ou anti IL-12/IL-23p40 peuvent aussi étre proposés, mais
pas le 5-ASA et les inhibiteurs de la voie JAK qui sont moins efficaces dans la MC que
le RCH (W. Lim et al. 2016; Rogler 2020). Le rationnel de I'utilisation des thérapies
plus avancées est de tenter de cibler plus finement les malfonctions du systéme
immunitaire qui participent a la physiopathologie des MICI.

Inhibiteurs du TNFa

Le TNFa est une cytokine pro-inflammatoire produite majoritairement par les
lymphocytes T, cellules NK activées et les macrophages mais aussi a plus petite
échelle par d’autres cellules immunitaires ou non comme les lymphocytes B, les
fibroblastes et mastocytes. A 'lhoméostasie, le TNFa assure I'intégrité de la barriére
intestinale en médiant I'équilibre entre la survie et la mort programmée des cellules.
La survie passe par son action sur I'activation de la voie NFkB et I'expression de génes
anti-apoptotiques qui en découle. A 'opposé, dans certaines conditions le TNFa va
induire I'apoptose des cellules épithéliales intestinales ou leur nécroptose via la
caspase 8 (Gunther et al. 2011; 2013). Bien qu’il semble jouer un réle protecteur en
lien avec I'immunité innée dans la phase précoce de l'inflammation avec 'immunité
innée, mais devient un facteur aggravant dans les phases tardives, avec un role pro-
inflammatoire trés important. Il joue un réle pour recruter et activer des lymphocytes
et des granulocytes. Il augmente aussi I'adhésion cellulaire en induisant une
surexpression de MAdCAM-1, ce qui induit l'infiltration excessive des lymphocytes
(Sasaki et al. 2003). Le TNFa participe aussi a la dérégulation la barriére en impactant
I'efficacité des jonctions serrées (Al-Sadi et al. 2016)

Etant donné I'importance du TNFa dans la phase chronique des MICI, il est logique
que son blocage ait été envisagé depuis longtemps. Le premier traitement approuvé
dans le traitement des MICI est I'Infliximab, un anticorps monoclonal chimérique anti-
TNFa (Targan et al. 1997) en réponse a la découverte que le TNFa était augmenté
dans les muqueuses de patients Crohn (MacDonald et al. 1990; Murch et al. 1993).
L’infliximab peut se fixer au TNFa dans sa forme soluble, ce qui 'empéche sa fixation
aux récepteurs TNFR1 et TNFR2. Mais il peut aussi cibler la forme transmembranaire
qui est exprimée a la surface des lymphocytes T et monocytes activés, et ainsi induire
leur apoptose (Atreya et al. 2011). Le traitement anti-TNFa a fait ses preuves non
seulement pour réduire les symptdomes mais aussi la reformation de la muqueuse et
une réduction des besoins de chirurgie (Van Assche, Vermeire, et Rutgeerts 2010).
L’Infliximab a aussi montré des preuves d’efficacité pour les patients atteints de RCH
dans la réduction des atteintes pour les patients traités (Rutgeerts et al. 2005).
Cependant, prés d’'un tiers des patients ne répondent pas au traitement initial par anti-
TNFa, et pres d'un tiers des répondeurs vont devenir insensibles au traitement au
cours du temps (Allez et al. 2010; Eder et al. 2015). De nouvelles stratégies
thérapeutiques sont peu a peu arrivées pour tenter de combler cette efficacité partielle.
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Anticorps anti-a4p7

Une autre hypotheése repose sur la présence accrue des lymphocytes dans les tissus
de l'intestin et les tissus lymphoides associés a l'intestin qui aggravent I'inflammation
dans les MICI. Bloquer les molécules qui sont responsables de l'adhérence a
'endothélium et leur entrée dans les tissus permettrait donc de réduire cette
inflammation. Une particularité de I'endothélium intestinal est que les cellules
endothéliales qui le composent expriment spécifiqguement une molécule pour recruter
les lymphocytes dans les muqueuses : le MAACAM-1 (Berlin et al. 1993; Briskin et al.
1997; Gorfu, Rivera-Nieves, et Ley 2009). Et a la surface des lymphocytes, c’est le
complexe de l'intégrine o437 qui est le ligand associé a MAdCAM-1. Un anticorps
monoclonal humanisé IgG1 a été développé pour se fixer a l'intégrine o437 afin
d’empécher linfiltration des lymphocytes spécifiquement dans l'intestin (Picarella et
al. 1997). Malgré des résultats encourageants en essais cliniques (Feagan et al. 2016;
Sands, Peyrin-Biroulet, et al. 2019) le blocage d’a437 s’est avéré avoir un impact aussi
pour bloquer l'infiltration d’autres leucocytes comme les monocytes non classiques
vers les muqueuses intestinales. Or le déficit d’infiltration de ces monocytes non
classiques semble réduire la fonction de réparation tissulaire et d’homéostasie,
soulignant par la méme occasion I'’hypothése que ces monocytes non classiques se
différencieraient préférentiellement en macrophage ayant un profil de résolution de
l'inflammation (Schleier et al. 2020)

Anticorps anti-interleukines IL-12/IL-23p40

Les deux interleukines IL-12 et IL-23 sont deux cytokines appartenant a la famille des
IL-12, et a la superfamille des IL-6. Elles sont toutes deux des hétérodiméres et
partagent une sous unité en commun : la p40. L’IL-12 est un hétérodimére p40-
IL12p35 tandis que I'lL-23 est formée par le dimére p40-1L23p19 (Figure 12). Cette
similarité de structure leur confére des rbles proches tout en ayant chacune leur
spécificité (Oppmann et al. 2000). L’IL-12, aidé de I'lL-27, induit la différenciation des
lymphocytes naifs CD4+ en T helper type 1 (Th1) (Trinchieri 1995). Ces Th1 sont des
cellules sécrétrices d’'INFy, d’IL-2 et de TNFa qui servent d’'une part a stimuler la
production d’lgG opsonisantes pour recruter le complément et effectuer une lyse des
pathogenes, et d’autre part a stimuler les cellules cytotoxiques (LT, NK) et activer les
cellules phagocytaires comme les macrophages. Les Th1 sont donc des acteurs de la
réponse contre les pathogénes intracellulaires a ’homéostasie. Cependant dans les
MICI, ces Th1 ont une auto-expansion dérégulée et s’accumulent dans les tissus de
l'intestin et participent a I'inflammation par la sécrétion exacerbée de leurs cytokines
pro-inflammatoires. De son cété, I'lL-23 n’induit pas de différenciations par manque
de récepteur a I'lL-23 (IL-23R) sur les LT CD4+ naifs, mais joue un rdle dans le
maintien de la population de T helper 17 (Th17). Les Th17 vont exprimer I'lL-17A et
'lL-23R suite a leur différenciation, les rendant sensibles a I'lL-23. La fixation de
l'interleukine a son récepteur active la voie STAT3 qui déclenche une boucle de
rétrocontréle positive grace a la transcription de RORyt et d’IL-23R, permettant de
maintenir la pathogénicité des Th17 et leur expansion (Bunte et Beikler 2019). L’IL-
17A qui est connue pour son réle pro-inflammatoire est donc trés liée a I'expression

50


https://www.zotero.org/google-docs/?HDWOQP
https://www.zotero.org/google-docs/?HDWOQP
https://www.zotero.org/google-docs/?HDWOQP
https://www.zotero.org/google-docs/?HDWOQP
https://www.zotero.org/google-docs/?oRtefd
https://www.zotero.org/google-docs/?oRtefd
https://www.zotero.org/google-docs/?Fa71E4
https://www.zotero.org/google-docs/?Fa71E4
https://www.zotero.org/google-docs/?HSgXPL
https://www.zotero.org/google-docs/?iK6ezs
https://www.zotero.org/google-docs/?1u3V3f
https://www.zotero.org/google-docs/?G10Shl
https://www.zotero.org/google-docs/?G10Shl
https://www.zotero.org/google-docs/?G10Shl

du récepteur IL-23R et a la présence d’IL-23 au sein des tissus intestinaux, ce qui fait
de cette voie une cible thérapeutique intéressante de la réponse immunitaire
adaptative, surtout que des SNPs touchant la région du géne IL23R font partie des
loci associés aux MICI (Duerr et al. 2006).

Des antagonistes d’IL-12 et 23 ont donc vu le jour, dont I'Ustekinumab, un anticorps
monoclonal IgG1k bloquant la sous unité p40 des interleukines IL-12 et 23, et qui
empéche leurs fixations aux complexes IL-12RB1-IL12RB2 et IL-23R-IL12R[B2
respectivement (Figure 12).
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Figure 12. Structure et biologie de I'lL-12 et I'lL-23.

A) L'IL-12 est constitué de la sous unité p40 et p35 et I'lL-23 de p40 et p19.

B) L’IL-12 et IL-23 sont produites par les DC et les macrophages. L'IL-12 induit la
différenciation des T CD4+ Naifs en Th1 et induit la production d’IFNy tandis que I'lL-23
stabilise les Th17 et induit la production d’IL-17A, IL-17F et IL-22. D’aprés (Moschen, Tilg, et
Raine 2019)

L’Ustekinumab était précédemment utilisé en clinique pour traiter le psoriasis, une
maladie inflammatoire de la peau liée a la voie Th17 et la surproduction d’IL-23. Cette
relation sur 'immunogénicité de la voie Th17 explique pourquoi il est désormais étudié
dans des essais cliniques appliqués aux MICI (Feagan et al. 2016), surtout que la
présence d’une des deux pathologies est un facteur de risque significatif a I'apparition
de l'autre (Vlachos et al. 2016)

Autres stratégies

La dysbiose étant un élément central dans les MICI, des stratégies d’adaptation du
régime alimentaire ont été proposées pour remodeler le microbiote intestinal. Une
autre méthode plus complexe est d'effectuer un transfert fécal pour modifier
directement la flore bactérienne. Mais cette transplantation n’est proposée que dans
le cas d’une infection par Clostridium difficile, une souche bactérienne trés agressive
(Rohlke et Stollman 2012; van Nood et al. 2013). On peut aussi introduire plus
spécifiquement certaines souches bactériennes connues pour leur role protecteur
pour modifier la composition du microbiote intestinal, c’est ce qu'on appelle un
probiotique. On peut citer par exemple le rble de la souche de Roseburia intestinalis
qui semble participer a l'inhibition de I'inflammasome, a la différenciation en Treg et
au maintien des jonction serrées (Nie et al. 2021; Shen et al. 2022), ou
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Faecalibacterium prausnitzii, une bactérie qui produit des peptides anti-inflammatoires
et induit la production de I'IlL-10 anti-inflammatoire et dont le nombre diminue
fortement en cas de MICI (Sokol et al. 2009; Quévrain et al. 2016).

Stratégie générale de prise en charge des patients

Comme décrit préecédemment, les objectifs des traitements des MICI reposent sur
I'amélioration de la condition du patient, et le maintien de la rémission. Cependant, les
essais cliniques se concentrant sur la prévention de la progression se font attendre et
il manquait un consensus sur la définition de la progression de la maladie dans les
MICI. A cela s’ajoute le manque de critéres pour caractériser la réponse induite par
les traitements dans les études cliniques car on a difficilement les preuves de leur
fonctionnement direct, mais aussi des questions comme le choix de prise en charge
dans les cas ou aucun traitement ne semble fonctionner. Ces problématiques ont
pousseé des experts du domaine a proposer une stratégie de prise en charge commune
des patients MICI reposant sur deux consensus : le consensus STRIDE-II pour
Selecting Therapeutic Targets in Inflammatory Bowel Disease, qui établit des objectifs
de traitement a court terme (Peyrin-Biroulet et al. 2015; D. Turner et al. 2021), et le
consensus SPIRIT pour Selecting End Points foR Disease-Modlfication Trials qui
établit des objectifs a long terme sur le maintien de la rémission et les changements
de thérapies (Le Berre, Peyrin-Biroulet, et SPIRIT-IOIBD study group 2021)

Les objectifs thérapeutiques fixés par le consensus (Figure 14) comprennent entre
autres I'amélioration de la qualité de vie du patient, avec une réponse clinique rapide
et une rémission clinique définie par une baisse des douleurs abdominale et un retour
a la normale de la fréequence des selles. A moyen terme, I'objectif porte sur la
prévention des complications comme les dommages tissulaires a l'intestin pour la MC,
'extension de la pathologie dans la RCH, le recours a de la chirurgie ou a des
hospitalisations.
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Figure 13. Systéme immunitaire des muqueuses intestines durant la dysbiose.
En rouge : les cytokines et molécules sécrétées. En bleu : les traitements anti-inflammatoires.

Un autre objectif a moyen terme est de retrouver des taux normaux de protéine C-
réactive, une protéine sécrétée par le foie dans le sang en cas d’inflammation dans
'organisme, et un taux normal de calprotectine, dont les taux élevés sont liés a une
dégradation des parois intestinales. Sur le long terme, on cherchera a obtenir une
rémission endoscopique, attestée par colonoscopie ou endoscopie. La rémission
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observée en histologie ou la cicatrisation transmurale vue par IRM ne font pas partie
des obijectifs cruciaux a atteindre da a la difficulté de définir une rémission compléete
de la muqueuse, mais permettent d’attester un niveau de rémission plus profond.
Cette rémission endoscopique ou histologique est aussi associée a des intervalles
sans poussées plus longs et une réduction des complications et besoins
d’hospitalisation (Cazzato et al. 2021). Enfin, le dernier objectif est 'absence de
handicap ou de complications sur le long terme comme I'émergence de cancers ou le
décés du patient.

L’utilisation de thérapies avancées s’avere efficace surtout en tant que premiére ligne
de traitement, et l'adaptation a un nouveau traitement en cas de résistance
s’accompagne souvent d’'une baisse d’efficacité comparé a quand utilisé en premier
(Baumgart et Le Berre 2021). Cette baisse d’efficacité pourrait étre directement liée a
limpact du premier traitement, mais aussi a une évolution de la maladie dont
laugmentation de la gravité réduit l'efficacité quand une nouvelle thérapie est
appliquée. Et il est probable aussi que les traitements actuels qui ciblent surtout la
voie lymphocytaire bénéficient le plus aux mémes patients, avec un certain
chevauchement des voies ciblées : les anti-TNF qui participent a la déplétion des
lymphocytes T, les anti-a4B7 réduisent linfiltration de ces LT et les anti-IL12p40
inhibent I'activation des LT.
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Figure 14. Vue d’ensemble de la stratégie clinique de sélection de thérapie en
MICI. Objectifs a court terme (STRIDE-II) récapitulant les étapes de décision nécessaires
au choix de traitement a appliquer pour optimiser une rémission et objectifs a long terme
(SPIRIT) pour optimiser le maintien de cette rémission. D’aprés (Baumgart et Le Berre 2021)
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Résistance aux traitements

Malgré la diversité de traitements existant, il n’y a pas moyen de prévoir a I'avance
avec certitude lequel sera efficace, le seul moyen étant souvent de les tester. La
résistance a un traitement va étre définie par 'échec d’obtenir une rémission durable
suite au traitement, mais les raisons des résistances primaires et progressives a ce
traitement qui touchent une part importante des patients restent mal définies (Atreya,
Neurath, et Siegmund 2020). On privilégiera alors les traitements qui fonctionnent
pour le plus grand nombre en premier et selon la progression, le dosage ou le
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traitement sera changé. Les recherches en génétiques n’ont pas permis d’identifier
d’association entre les variants connus et la résistance aux traitements existants, et
des variants identifiés comme NODZ2 ne sont informatifs que sur la localisation de la
maladie. lls ne peuvent donc pas étre utilisés comme marqueurs pour faire un choix
de traitement (Cleynen et al. 2016). Il existe cependant des profils transcriptomiques
identifiés par séquencage d’ARN qui permettent d’associer I'expression de certains
génes a une résistance primaire ou secondaire au traitement. Dans la MC, c’est par
exemple la sur-représentation de TNFAIP6, ST100A8, IL11, GOSZ2 et ST00A9 dans une
cohorte de patients MC avec une atteinte colique qui permet d’identifier les patients
non-répondeurs primaires a I'Infliximab a partir de biopsies prises avant traitement
(Arijs et al. 2010). Cette signature ne permettait pas de prédire la réponse dans les
MC a atteinte iléale, mais il a plus tard ét¢é montré que dans les deux cas,
'enrichissement en ARNm d’/L13RAZ2 dans les muqueuses est corrélé a la résistance
primaire a I'Infliximab, probablement di a une plus forte présence de TNF dans ces
muqueuses (Verstockt et al. 2019). Dans la RCH, certaines signatures de génes ont
été associées a la résistance au traitement par anti-TNFa, comme la signature définie
par la méme équipe que précédemment, avec les genes IL13RA2, TNFRSF11B,
STC1, IL-6 et IL-11 enrichis chez les patients RCH non-répondeurs a I'Infliximab. Pour
rentrer plus en détail, S100A8 et S100A9 qui se dimérisent pour former la
calprotectine, sont tous les deux induits par des cytokines pro-inflammatoires comme
TNFa et I'lL-6. L'IL-6 est un des régulateurs importants dans I'inflammation chronique
puisqu’il régule la différenciation et I'activation des LT : il participe avec TGFB a la
différenciation des LT CD4* naifs en Th17 et en contrepartie inhibe la différenciation
en Treg (Kimura et Kishimoto 2010; Waldner et Neurath 2014). L’'IL-11 est une
interleukine majoritairement exprimée par les myofibroblastes activés, qui semble
participer aux complications fibrotiques dans les MICI (Schafer et al. 2017; W.-W. Lim
et al. 2020). L'Ostéoprotégérine (OPG), codée par le géne TNFRSF11B, est une
protéine enrichie dans les MICI et induite par le TNF qui semble jouer un double réle,
pro-inflammatoire en induisant la production de cytokines et protecteur en inhibant
'apoptose de certaines cellules épithéliales (De Voogd et al. 2016).

Néanmoins, ces genes restent des génes marqueurs et ne permettent pas de
connaitre en détail les raisons causant 'émergence de l'inflammation ou les raisons
pour lesquelles ils sont enrichis dans les MICI. Il est donc important d’améliorer la
compréhension des MICI afin d’apporter le traitement adapté au plus t6t et d’identifier
les causes de résistances aux traitements actuels pour réduire les recours aux
chirurgies et leurs effets secondaires.

Une proposition récente pour adapter la stratégie de traitement au patient est de
développer des organoides intestinaux, c'est a dire une version miniature et simplifiée
de lintestin que I'on développe a partir des cellules prélevées directement sur le
patient, parfois dans la zone inflammée afin de tenter d’émuler un organoide inflammeé
aussi. Cette technique permettrait donc d’obtenir un modeéle pour tester I'efficacité in
vitro de différents traitements en paralléles en étant plus proches de la condition
tissulaire du patient, bien que limités par 'absence du microbiote intestinal (Angus et
al. 2020). Mais a I'heure actuelle, il reste plus accessible de se concentrer sur I'étude
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des molécules, des cellules et de leurs interactions dans les muqueuses intestinales
pour dresser un portrait plus précis des causes de résistances.

Une difficulté supplémentaire pour déterminer I'efficacité du traitement est due a la
nature de la pathologie : il est difficile de savoir si la rémission d’un patient précis suite
a un traitement est due a I'effet direct de ce traitement ou uniquement da a I'évolution
naturelle de la pathologie qui est caractérisée par des phases de poussées suivies de
phases de rémission. La génétique n’a pas permis non plus d’identifier clairement des
marqueurs génétiques lié a la résistance aux traitements : aucun variant identifié en
GWAS n’a pu montrer d’association avec [lefficacité thérapeutique, la seule
association étant celle du géne NODZ2 avec une localisation iléale de la maladie. Cela
souligne le manque d’outils pour aiguiller le choix des traitements et stratifier les
patients en amont. C’est pour cette raison que l'utilisation de la transcriptomique est
une perspective encourageante pour identifier de nouveaux processus moléculaires
impliqués dans la résistance. La différence de réponse thérapeutique a des
symptdmes similaires doit provenir d’'une origine cellulaire et moléculaire précise, et
dans ce contexte, le scRNA-seq peut se révéler trés utile pour analyser la composition
cellulaire des tissus et 'ensemble des génes exprimés par chaque cellule.

Utilisation du single cell dans la caractérisation de la pathologie

Le scRNA-seq dans la rectocolite hémorragique

Dans la RCH, le scRNA-seq a été utilisé dans un premier temps pour étayer les
résultats de GWAS et pour décrire les populations différentes trouvées spécifiquement
dans la RCH (Smillie et al. 2019). Cela a permis d'observer en cellule uniques
'expression des genes liés a une augmentation de risques par de précédentes études
GWAS. Sur les 57 génes de risque, 36 d’entre eux se retrouvent différentiellement
exprimés lors de la maladie, et I'étude en cellule unique a permis de définir pour
certains dans quel type cellulaire précis leur expression était modifiée. C’est le cas de
CCL20, NR5A2 et JAKZ2 qui sont surexprimés dans les cellules Microfold-like du colon
des patients atteints de RCH, et la dérégulation de plusieurs génes de risques dans
le méme type cellulaire semble indiquer un réle important de ces cellules dans la
maladie. De plus cette étude a montré l'enrichissement d’'une population de
fibroblastes inflammatoires spécifique aux tissus inflammés de RCH. Une seconde
étude centrée sur les lymphocytes B a laquelle mon équipe a participé (Uzzan et al.
2022) a aussi permis de mettre en lumiére une dérégulation forte avec une
augmentation des LB naifs imprimés par I'lFN et des plasmocytes producteurs d’lIgG.
Cette étude a notamment démontré la présence de clones B autoréactifs ciblant
l'intégrine a5B6 nécessaires a I'activation de la cytokine immunorégulatrice TGF par
les cellules épithéliales intestinales. Les résultats de I'étude suggéraient également
une activation des macrophages inflammatoires favorisée par 'engagement de leurs
récepteurs pour le fragment Fc des IgG. La présence de cette réponse B dérégulée
dans lintestin inflammatoire des patients était associée a des formes plus
compliquées de la maladie.
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La signature GIMATS, une nouvelle piste pour comprendre la résistance
a I'anti-TNFa dans la maladie de Crohn
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Figure 15. Composition de la réponse GIMATS dans les tissus inflammatoires
de Crohn. Les Macrophages inflammatoires récemment infiltrés jouent un réle central dans
la structuration de la réponse GIMATS par 'activation des lymphocytes T et des fibroblastes
et participent a une réponse inflammatoire excessive. D’aprés (Jerome C. Martin et al. 2019)

Le scRNA-seq peut aussi étre permettre de définir les cadres cellulaires et
moléculaires pouvant stratifier les patients en sous-groupes s’intérét en regard de
parametres cliniques relevant comme la réponse aux traitements ciblés. C’est le cas
des précédents travaux de notre équipe qui ont montré une hétérogénéité cellulaire
entre les iléons inflammatoires de patients Crohn (Jerome C. Martin et al. 2019).
L’analyse de la distribution cellulaire permise par la précision du scRNA-seq a mené
a définir un ensemble de types cellulaires enrichis dans un sous-groupe de patient
peu a méme de répondre au traitement par anticorps anti-TNFa. Ce module a été
nommeé GIMATS d’apres les types cellulaires enrichis le constituant : des plasmocytes
lgG, des phagocytes Mononucléés Inflammatoires, des lymphocytes T activés et des
cellules Stromales Activées (Figure 15). Leurs rbles dans le processus inflammatoire
sont les suivants : les anticorps IgA et IgM ont un réle protecteur de la muqueuse vis-
a-vis des microorganismes du tractus intestinal, mais les IgG qui sont sécrétées par
les plasmablastes IgA- CXCR4" ont précédemment été décrites dans les MICI comme
engageant les récepteurs FcyR des macrophages, ce qui participe ensuite a la
génération de Th17 pathologiques (Uo et al. 2013; Castro-Dopico et Clatworthy, s. d.).
Les macrophages inflammatoires sont définis par un profil qui se distingue des
macrophages résidents, avec notamment une sur-expression de cytokines
inflammatoires, et une expression accrue du facteur de transcription NF-kB. Ces
macrophages expriment de nombreuses cytokines et chimiokines inflammatoires
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comme CCL3 et CCL4, des ligands de CCR5 qui permettent de recruter des
monocytes et des lymphocytes T effecteurs (D. Wang, DuBois, et Richmond 2009)
ainsi que les chimiokines CXCL2, CXCL3 et CXCL8 pour recruter des neutrophiles
dans le site inflammatoire. Ces macrophages inflammatoires expriment aussi des
cytokines qui peuvent activer les LT et les cellules stromales dont TNF, IL-6, IL-1p, IL-
23 et OSM (Neurath 2014). L’expression excessive d’'IL-23 est proposée pour
expliquer 'échappement a 'apoptose des LT dans les patients non répondeurs a I'anti-
TNFa (Schmitt et al. 2019) et 'Oncostatine M (OSM) est aussi associée a une
résistance quand elle est retrouvée élevee dans les échantillons avant traitement (N.
R. West et al. 2017). Des DC activées ont aussi été observées dans des agrégats de
lymphocytes T activés. Les DC activées expriment de maniére élevée les chimiokines
CCL17, CCL19, CCL22, connues pour étre des ligands des récepteurs de chimiokines
CCR4 et CCR7, pouvant étre a la membrane des lymphocytes T, ce qui semble
indiquer leur rble direct dans la formation des agrégats. Dans le compartiment des
fibroblastes, les fibroblastes activés sont définis par leur expression accrue de THY1,
PDPN et CHI3L1, des génes marqueurs d’activation. Ces fibroblastes produisent les
chimiokines CCL2 et CCL7, qui sont captées par les cellules endothéliales exprimant
ACKR1 (Pruenster et al. 2009). Ces cellules endothéliales facilitent ensuite I'infiltration
des leucocytes dans les tissus, incluant notamment les monocytes exprimant le
récepteur CCR2.

Dans ce module GIMATS dont les multiples acteurs participent a la fonction pro-
inflammatoire, ce sont les macrophages inflammatoires qui semblent jouer un réle
central dans la pathogénicité des MICI, de par I'activation des LT et des fibroblastes,
et par la boucle indirecte pour le recrutement de monocytes additionnels qui vont
ensuite se différencier en macrophages inflammatoires pathogéniques.

Cette hétérogénéité de profils cellulaires permet une stratification des patients Crohn
entre patients enrichis dans le module : GIMATSM9" et ceux appelés GIMATS% qui
ont majoritairement des LT mémoires, des macrophages résidents et des plasmocytes
IgA. L’association du module a la réponse aux anti-TNFa est intéressante sur le plan
thérapeutique puisqu’elle montre une sensibilité différente au traitement qui serait liée
a des réponses cellulaires et moléculaires distincts dans les tissus intestinaux.

Metacells

C’est dans l'optique d’utiliser des outils plus adaptés a cette résolution que j'ai utilisé
un algorithme de partition des données de scRNA-seq : Metacells (Baran et al. 2019;
Ben-Kiki et al. 2022, 2), présenté plus t6t dans la premiére partie. Cet algorithme codé
en langage Python permet d’identifier les cellules, provenant de différents échantillons
ou non, qui ont un profil d’expression similaire pour les regrouper en des unités
synthétisant 'expression de ces cellules, appelées metacells.
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Objectifs de recherche

Ces derniéres années, I'émergence de toutes les technologies ayant trait au
séquencage de nouvelle génération (NGS) a modifié la fagon de faire de la science,
avec une importance grandissante de I'analyse des grandes quantités de données
générées. Durant ma formation j’ai eu 'occasion de couvrir les bases de 'immunologie
en ayant en plus une introduction aux méthodes d’analyse informatiques des données
scientifiques. Et c’est ce cursus qui mélange biologie et informatique que je souhaite
mettre a profit de I'analyse des processus immunologiques au sein de mes projets,
unis par la technique et les méthodes de recherche.

Mon premier projet s’inscrit dans une démarche exploratoire, pour faire un profilage
des cellules immunitaires au cours du temps chez les patients transplantés pour suivre
les altérations visibles dans le sang en réponse a I'émergence d’'une réponse
inflammatoire localisée afin d’identifier des marqueurs précoces de rejet dans le sang
et mieux comprendre les mécanismes de rejet chronique.

Mon second projet s’inscrit en continuité des recherches de mon équipe (Jerome C.
Martin et al. 2019) qui ont montré l'intérét d’appliquer I'analyse transcriptomique la ou
les études portant sur l'efficacité des traitements manquaient de profondeur. Les
macrophages inflammatoires apparaissaient comme des acteurs centraux de
l'organisation de la réponse GIMATS dans les tissus inflammatoires de patients ne
répondant pas au traitement par anticorps anti-TNF. Mes objectifs dans ce projet sont
1. D’approfondir la caractérisation moléculaire des populations de macrophages
rencontrées dans lintestin inflammatoire des patients avec maladie de Crohn iléale ;
2. D’analyser la régulation de des programmes moléculaires d’intérét identifiés dans
ces populations ; 3. d’explorer les relations entre ces programmes moléculaires et
ceux exprimés par les populations de fibroblastes inflammatoires.

Résultats

1) Le rejet de greffe de rein

Sur ce projet, j’ai contribué a la partie expérimentale dans le choix de la cohorte et la
préparation des échantillons, et a la partie portant sur I'analyse bio-informatique du
transcriptome des patients séquencés en scRNA-seq pour intégrer les données,
identifier les populations cellulaires et caractériser les différences longitudinales et
liées au phénotype.

Ce projet a commencé en amont de ma thése, durant mon stage de 2e année de
Master, pendant lequel je me suis familiarisé aux analyses de données issues de
scRNA-seq, et ou jai pris part a la mise en place et a I'optimisation de I'étape de
préparation des échantillons pour les passer en scRNA-seq. Les échantillons de la
cohorte de patients transplantés que nous avons utilisés sont des échantillons de
PBMC congelés dans l'azote depuis 1 a 10 ans. Pour garantir une bonne qualité
d’encapsulation en microfluidique, il est nécessaire d’avoir un nombre de cellules
suffisant au chargement mais surtout une bonne viabilité (>70% sur les
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recommandations de 10X Genomics). Un nombre trop élevé de cellules mortes et de
débris résiduels peut altérer la formation de microgouttelettes mais aussi produire un
bruit de fond qui génera la bonne analyse des transcrits cellulaires. Nous avons donc
optimisé notre méthode pour atteindre des taux de viabilité entre 75 et 90%, et environ
12000 cellules vivantes chargées par expérience (voir les Méthodes du papier).
Cependant, I'analyse des résultats de cette premiére cohorte a révélé un probléme
dans notre méthode de préparation, la proportion de monocytes obtenues en scCRNA-
seq est bien plus faible qu’attendue, et largement sous-estimée en comparaison des
résultats de numération cellulaire effectués en clinique sur ces mémes patients. Nous
avons identifié l'origine du probléme comme venant des colonnes de filtration de
cellules mortes (Dead Cell Removal Kit - Miltenyi Biotec) qui semblent retenir par
erreur les monocytes avec la fraction de cellules mortes. Nous sommes donc passé a
une exclusion des cellules mortes par cytométrie en flux avec un marquage au DAPI,
et pour notre nouvelle cohorte les résultats de proportions Lymphocytes/Monocytes
dans les PBMC correspondent a la numération cellulaire (Figure 16 A). Une preuve
supplémentaire est l'utilisation d’échantillons en duplicats d’un patient commun entre
les deux expériences, ou pour des échantillons prélevés au méme moment, les
résultats de proportions cellulaires en scRNA-seq indiquent une forte diminution de
monocytes classiques et non classiques capturés, au profit d’'un plus fort taux de
lymphocytes T (Figure 17). L’analyse de cette cohorte est présentée dans le papier
qui suit.
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Figure 16. Disparités de composition cellulaire selon la méthode d’élimination

des cellules mortes en scRNA-seq.

A) Proportion de Monocytes et de Lymphocytes dans les échantillons de PBMC, les couleurs
claires correspondent aux données de numération cellulaire en clinique, et en foncé les
valeurs issues du scRNA-seq du patient apparié. L’élimination de cellules mortes est effectuée
par colonne d’élution dans le batch 1 et par tri en FACS dans le batch 2.

B) Comparaison des proportions cellulaires pour dans les échantillons d’'un patient commun
aux deux batches. Les annotations cellulaires sont effectuées par annotation automatique
d’Azimuth.
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Title: A gene-expression module in circulating immune cells regulates cellular
activation and migration during immuno-pathologies

Thomas Laurent*, Debajyoti Sinha*, Cynthia Fourgeux, Simon Ville, Thibault Letellier, +
Laurence Bouchet-Delbos, Clarisse Kerleau, Magalie Giral, Regis Josien, Sophie Brouard &
Jeremie Poschmann

Abstract

Here we report the longitudinal single-cell transcriptome profiling of peripheral blood
mononuclear cells in patients undergoing kidney transplantation rejection. We identify a gene
expression module which is associated to transcriptional regulation, homing and early
activation in multiple cell types. The cells expressing this module are reduced in patients
undergoing rejection when compared to stable kidney transplantation patients. We confirm this
phenomenon of module reduction in a pig model of acute kidney transplantation rejection.
Furthermore, we find that the module gene expression is increased in kidney biopsies during
rejection as compared to stable biopsies, indicating that the cells expressing this module are
recruited into the graft. This is supported by the membership of the chemokine receptor CXCR4
gene in this module, providing a molecular communication mechanism between circulating
cells and a CXCL12 gradient originating from injured graft. We then explore publicly available
scRNA-seq data and show that this module is also associated to various other immune states
such as Covid-19 disease and systemic inflammatory response syndrome as mimicked by LPS
injection. In summary, we show that not all circulating cells are equal, but that cells expressing
this module are preferentially recruited to the tissue to mediate their effector activities.

Introduction

Circulating immune cells are critical to replenish dying cells and to be recruited to the site of
inflammation, infection, and cancer. This compartment which includes the peripheral blood
mononuclear cells (PBMCs) thus offers an attractive resource for precision medicine as in a
single experiment, diverse cell types, including the CD4" T cells, CD8" T cells, B cells, NK
cells and monocytes are profiled. Especially since the introduction of scRNA-seq, profiling
PBMCs has been highly successful in identifying gene expression signatures and cell-types
associated with immune-related diseases' ™. For example, a monocyte signature associated with
sepsis was discovered in circulating cells . Recently, a study on systemic lupus erythematosus
revealed gene expression changes with disease state and genetic variation 2. In addition distinct
Covid-19 studies revealed signatures associated to infection and disease severity in blood >°.

Transcriptomics profiling enables the characterization of genes groups (i.e., modules) which
perform critical cellular functions such as maintaining a cell identity, homeostasis &
metabolism and respond to external signals. Notably, in circulating immune cells we have
previously shown that monocytes express a gene module associated with Herpes Simplex virus
reactivation after traumatic brain injury 7. While gene expression programs of circulating
immune cells are likely to be distinct from the same cells which migrated into the tissue,
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identifying modules in circulating cells may reveal early immune activation programs or
modules associated with homing and migration. For example, in a previous study we identified
large gene regulatory and gene expression alterations in circulating monocytes during active
Tuberculosis which improved pathogen clearance for these cells ®.

Leveraging on scRNA-seq and the availability of recent module identification approaches
tailored for single cell transcriptomics ° we aimed to identify gene expression programs
associated with kidney transplantation rejection. Currently, rejection status is monitored via
clinical practice via blood and urine metabolites like creatinine to assess the renal function and
then validated via pathology analysis of kidney biopsies. But metabolite monitoring is
nonspecific to rejection and can be approximative. Pathology analysis of kidney biopsies thus
remains the main diagnostic tool with a more reliable result, but even if it is of limited risk for
the patients, it is an invasive procedure which can’t be performed on a regular basis. Thus
identifying gene expression signatures in circulating cells may improve precision medicine
diagnostics of kidney rejection '°. In addition, the rejection is characterized by the infiltration
of immune cells into the graft, which then mediate the inflammation response in the tissue,
causing the rejection of the graft. Blood thus constitutes an easily accessible compartment to
identify gene expression modules associated with homing and early activation. Two archetypes
of rejection are prominent according to the Banff classification!!, either antibody mediated
rejection (ABMR) or T-cell mediated rejection (TCMR) and which can also arise in a mixed
form. The infiltration of immune cells into the graft is typically mediated via the blood stream
either through donor specific antibodies (DSA) which bind to the endothelium of the graft in
the case of ABMR or via cytokine and homing signals in the case of TCMR 2

In this study, our aim was to identify putative modules in circulating cells which may be
associated to kidney transplantation rejection. We profiled a longitudinal patient cohort (3
stable patients (no rejection), 3 TCMR and 3 ABMR patients across three timepoints) for which
PBMC:s were collected at the same time of graft biopsy, allowing us to characterize relationship
of graft rejection status with gene expression modules of peripheral immune cell-types. We
identified a module associated with transcriptional regulation and early activation and used an
acute pig-transplantation model to validate its association with rejection. Further
characterization of this module was carried out in transcriptomics data from over 1500 kidney
biopsies revealing a cytokine-receptor interaction between the graft and circulating cells,
respectively. Finally, we demonstrate that this module is not specific to graft rejection but is
implicated and predictive of a variety of immuno-pathologies.

Results

Single cell transcriptome analysis of circulating immune cells in a longitudinal kidney
transplantation cohort

We performed scRNA-seq on PBMC isolated from 3 stable (STA) patients, 3 antibody
mediated rejection (ABMR) patients and 3 T-cell mediated rejection (TCMR) patients (Figure
1A). The patients were selected based on their treatment, age, sex, collection time etc. (see
Table 1). For each patient, three time points were profiled; TO which happened within the 1st
days after the transplantation, T1 at 90-150 days after TO and T2 which was sampled at time of
rejection for ABMR and TCMR or for STA patients at 1 year after transplantation. Rejection
status was defined by clinical pathology assessment of kidney biopsies performed at T1 and
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T2 for all patients. For ABMR and TCMR patients, T2 was associated with a kidney rejection
state, whereas for STA patients T1 and T2 were defined as stable kidney states. In addition,
PBMC samples from 3 kidney transplantation patients which maintained allograft function in
the absence of immunosuppression (i.e., operational tolerant (TOL)) were included in the
cohort (Table 1). To minimize scRNA-seq related experimental variation, we performed CITE-
seq (Cell Hashing)'? using hashtag oligo-conjugated antibodies (HTO) to label each patient
and time point and then pooled 10 samples (1 ABMR, 1 TCMR and 1 STA patient across TO,
T1 & T2 and 1 TOL patient) into a single experiment. We thus generated the complete
transcriptomic data in 3 balanced batches (Figure 1B). After removing doublets, data cleaning,
normalization, and batch correction we obtained 50,507 cells across the three batches (see
Methods). Cells were automatically annotated using Azimuth!*!> and manually validated for
cell-type specific markers (Figure 1C and Supplemental Figure S1A). Cell-type proportions
varied minimally between conditions (Supplemental Figure S1B). We inspected the
distribution of cells across patients and by time points (Supplemental Figure S1C) and across
disease states (Figure 1D). Neither of these variables formed unique clusters suggesting that
the clusters were driven by cell-type specific expression rather than by condition or cellular
states as was also observed in other PBMC studies in patient cohorts '*°. We then explored
whether the clusters were affected by merging the three experimental batches (Figure 1E). To
precisely quantify such possible batch effects not visible by eye, the KBET metric was used to
evaluate the batch correction (Supplemental Figure S1D)'®. The acceptance rate for the
complete data set was 0.969, indicating that batch integration was successful. In summary, the
pooling strategy and subsequent bioinformatics analysis resulted in a robust dataset of 50,507
cells to be analyzed for time and disease state specific gene expression.

Gene co-expression analysis identifies a module associated to rejection state

We used a gene co-expression analysis to identify modules (i.e., co-expressed groups of genes)
across

all three batches independently (Figure 2A). This approach was chosen to avoid potential signal
alterations induced during the batch correction step. We applied consensus non-negative matrix
factorization (c(NMF)’ to identify gene expression programs which may either be associated to
cell-type specific gene expression programs or to cellular activity (see methods). For each batch
11 to 14 modules were identified, and Jacquard score was used to select modules with
overlapping genes across the three batches. This resulted in nine overlapping modules which
were evenly distributed across the three batches (Figure 2B, Supplemental Figure 2A). These
modules mostly revealed cell-type specific expressions, notably three of these modules were
associated to monocytes (Mod 1-Mod 3), and two modules were mostly expressed in a
specific cell type such as B cells and pDC cells (Mod 4 and Mod_5 respectively). Three
modules were enriched for the CD4 & CDS8 T lymphocytes (Mod 6) and/or NK cells (Mod 7,
Mod_8, Figure 2C). Interestingly, the Mod 9 was present in multiple cell-types (B, CD4, CDS,
DC and NK cells) as revealed by its co-expression score (module score) in various cell types
(Figure 2D). To test whether this cell-activity module or any of the cell-specific modules were
associated to disease state, i.e. (rejection or stable) and if it would vary throughout time, we
estimated the module score for each cell type and calculated the trend of the module score
longitudinally in each cell-type (Figure 2E). A positive or negative slope thus indicates whether
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a module changes over time across the stable, humoral & cellular rejection. While neither of
the cell-type specific module revealed a significant trend between time points, or any
differences between conditions, the activity- module revealed a negative trend in the rejection
conditions but not in the stable condition. Further inspection of this module trend revealed that
there was indeed a reduction in ABMR patients, while in TCMR patients the module score
reduced sharply during T1 and restored to prior levels (TO) during T2. Interestingly, the 3 stable
patient’s module scores remained consistent across time in most cell-types NK, CD4 and CD8
cells (Figure 2F).

Characterization of the module

To explore the function of Mod 9 we first investigated whether it was enriched for ribosomal,
proliferation or cell cycle genes which are characteristic gene sets altered across cell types in
various scCRNA-seq dataset. There was not a single gene overlap of any of such genes which
were previously described for such functions and are provided by SEURAT!” implying that
this module is involved in other cellular functions (data not shown). We thus explored the genes
within this module by performing gene ontology analysis. Enrichment of the module genes was
quantified for molecular function (MF) and biological processes (BP) compared to the
combined set of 4000 most variable genes from the three batches (Figure 2G). MF could be
associated to 24 genes and was significantly enriched (FDR <0.05) for helicase activity,
ubiquitin-like protein binding, RNA catalytic activity, transcription activator activity and
ribonucleoprotein binding. The BP (20 genes) was associated to NF-«B signaling, response to
peptide and oxidative stress, regulation of RNA metabolic processes and viral gene expression.
Of the 56 annotated module genes, 30 genes were linked to a gene ontology. This indicates that
this module is likely to be involved in multiple molecular functions implicated in transcription,
mRNA process and ubiquitination. The BP suggest an involvement in the response to stress
(i.e., viral gene expression, NF-«kB signaling, oxidative stress). This was supported by the 5-
fold enrichment of Transcription factor genes in this module (OR: 4.9; Fisher-Test P-value
2.5¢?), such as the AP-1 complex (JUN, JUND, FOS), REL (NF-KB subunit), MAFF and
NR4A?2 (Figure 2G). Further manual examination exposed the early activation marker CD69,
a cell surface type II lectin. This receptor was described to be rapidly expressed at the
membrane in T cells upon TCR activation'®. In addition, CD69 has been described as a marker
of tissue retention of activated T cells of chronic inflammatory states '°-2!. Interestingly, CD69
gene promoter is controlled by AP-1 TF complex and NF-kB, both of which are also members
of this module?>?. In addition, we revealed the presence of the cell surface marker CXCR4 in
this module, a chemokine receptor known to play a role for recruiting leukocytes in the kidney
after an ischemic injury via the chemokine CXCL12%*. The role of the CXCR4/CXCL12 axis
in kidney rejection is still unclear® but an elevated expression of CXCL12 has been described
in chronic kidney rejection®® compared to control allograft kidney tissues, suggesting may act
as a chemotactic signal to recruit immune cells in the inflamed tissues. Next, we investigated
the cohesion of Mod 9 by quantifying its gene co-expression using pair-wise Pearson
correlation coefficient R. As the module was identified using cNMF, Pearson correlation
coefficient R is thus an independent evaluation of gene co-expression. We note that pairwise
gene correlation analysis is used for weighted gene co-expression analysis (WGCNA), a
prominent method to identify modules in bulk and single cell transcriptomics®’. We compared
the avg. Pearson correlation per cell for Mod 9 genes to a set of 63 genes randomly picked in
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the same cells. While ALARM genes displayed a robust and significant correlation in all cell
types (for rejection and stable), random genes picked 1000 times revealed a Pearson correlation
of 0 (Supplemental figure S2B). That the Mod 9 genes are co-expressed by chance is thus
highly unlikely.

In summary, the Mod 9 module is composed of genes implicated in gene expression, response
to stress, mRNA processing and early activation and homing. We thus chose the acronym
ALARM for eArLy Activation trAnscription factoR Module.

Circulating ALARM expressing cells are recruited to the graft during acute graft
rejection in a pig kidney transplantation model

We found that circulating cells expressing ALARM are reduced in humoral & cellular rejection
in a timely dependent manner (Figure 2). To test this phenomenon, whether ALARM
expressing cells are reduced in circulating cells during kidney transplantation rejection, we set
up a controlled experiment of acute rejection in a pig kidney transplantation model. Two HLA-
mismatched pigs were subjected to kidney transplantation, keeping one of their own kidneys
(see methods). This model typically results in an acute rejection within a few days after
transplantation as no immunosuppressive treatment is given (Figure 3A). Kidney biopsies and
PBMCs were collected daily before and after the transplantation. Microscopical analysis of the
biopsies at D2, D4 and D6 indicated a time-dependent infiltration of immune cells which
culminated at day 7 when the animal was sacrificed (Figure 3B). We note that the second pig
did not display any signs of rejection, possibly due to under perfusion of the transplanted kidney
and was thus discarded from the subsequent analysis. On the PBMCs collected at DO, D2, D4
and D6, cell hashing was performed to pool them in a single sScRNA-seq experiment, resulting
in a total of 4411 annotated cells across cell-types and time-points (Figure 3C and Supplemental
figure 3). We note that cellular proportions within the PBMC compartment drastically changed
from DO to D2 after the transplantation characterized by a drastic increase in monocytes
concomitant with a reduction of B, CD4+ and CD8+ T cells (Figure 3C). This suggests that the
lymphocytes are rapidly recruited to the kidney graft and accumulate there, as demonstrated by
the cellular invasion observed in the biopsies at the same time (Figure 3B). To test whether the
decline of blood lymphocytes is accompanied by a reduction of ALARM expressing cells, we
quantified ALARM expression across the time-points in CD4+, CD8+, B cells and NK cells
(Figure 3D). Interestingly, as soon as D2 the levels of ALARM cells drastically decreased when
compared to before transplantation (D0) and remained low in the blood until sacrifice of the
animal (D6). Taken together, this controlled time-course experiment reveals a drastic immune
cell infiltration in the graft associated with the depletion of ALARM expressing T and B
lymphocytes and NK cells in the circulation. This experiment mirrors the reduction of
circulating ALARM cells observed during the kidney transplantation rejection (Figure 2). It is
thus likely that ALARM expressing cells are preferentially recruited to the tissue during
rejection.

ALARM gene expression increases in kidney grafts undergoing rejection

To confirm the hypothesis that ALARM expressing cells are recruited to the graft during
rejection from the blood stream, we evaluated the expression of ALARM genes in graft
biopsies from kidney transplantation patients. For this, we used a previously published
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transcriptomics analysis of 1,208 biopsies collected from 13 clinical sites and with a patient
classification into STA, TCMR, ABMR and mixed rejection (TCMR and ABMR)?. After
precleaning and QC controls of the available microarray data (Methods), we quantified the
ALARM gene expression for each sample (Figure 4A). The ALARM score was consistently
and significantly increased in the three rejections as compared to the stable biopsies. Heatmap
analysis of all the ALARM genes further revealed that this score is driven by the upregulation
of a large fraction of the ALARM genes, most notably, by a cluster of genes containing CD69,
CXCR4 and IRF1 (Figure 4B). Differential gene expression analysis confirmed an
upregulation of most ALARM genes suggesting a concerted upregulation of this module. To
corroborate these results, we exploited a second similar transcriptomics study performed on
kidney biopsies in 224 patients which were either stable (168 patients) or undergoing ABMR?.
Consistent with the above result, there was a significant upregulation of ALARM genes in the
graft during rejection as compared to the stable patients (Figure 4C and 4D). Collectively, these
results indicate that ALARM genes are systematically increased during rejection in the grafts.
Given that graft rejection is defined by immune cell infiltration and that circulating ALARM
cells are depleted at the same time, it is possible that ALARM cells are preferentially recruited
to the graft to mediate the rejection.

To investigate how ALARM cells could be preferentially recruited to the graft, we explored
the cytokine expression in the graft and receptor expression in the circulating cells. We first
identified all possible ligand- receptor pairs and then tested whether these pairs were
differentially expressed. We found 10 differentially expressed cytokines in the graft pairing
with 7 receptors upregulated in circulating immune cells (Figure 4E). The most prominent
receptor was CXCR4, expressed in CD4, NK, CD8 and B cells. As mentioned above, CXCR4
is a member of ALARM genes, indicating a likely mechanism of signaling from the graft via
CXCL12 and recruitment of ALARM cells expressing CXCR4. This cytokine receptor pair has
been previously described as a homing mechanism in various distinct tissues, such as bone
marrow>%>! and in cancer’? . This receptor-ligand interaction was independently validated in
the 2" cohort of kidney rejection biopsies (Figure 4F). In summary, ALARM cells are recruited
to the kidney graft from circulation likely via the homing signaling pathway of CXCL12 and
CXCRA4.

ALARM cells are implicated in distinct disease states

So far, the role of ALARM cells has been explored with regards to kidney transplantation and
thus we investigated whether this module may also be involved in other disease conditions
which implicate circulating immune cells. To test this hypothesis, we exploited a publicly
available scRNA-seq data on PBMCs in which healthy individuals were intravenously injected
with the endotoxin lipopolysaccharide (LPS), a component of the cell wall of Gram-negative
bacteria °. LPS in the bloodstream causes an immediate systemic release of a variety of
inflammatory mediators, a fever and a rapid but transient leukopenia 3. This experiment is
thought to mimic an acute systemic inflammatory response (SIRS) °, and thus provides an ideal
proxy of how ALARM expressing cells are responding to LPS-induced SIRS and leukopenia.
We used the preprocessed available scRNA-seq data which contained the 0-time point (before
LPS injection), 90 minutes and 10h after the LPS injection and first evaluated how the cellular
proportions changed over time. We then measured the ALARM score in the three conditions
across the CD4, CD8, NK and B cells (Figure 5A). There was rapid and significant
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downregulation of ALARM expressing cells as soon as 90 minutes and which further decreased
until 10h after the LPS injection. We evaluated whether this downregulation was apparent in
the same individuals. For this, we had data from three individuals for which both time points
(90min and 10h) were available for all cell-types (Figure 5B). This drastic change of ALARM
expression in such a short time frame suggests that cells which highly express this module
rapidly egress from circulation. Furthermore, this response to LPS which is thought to be
initiated via TLR4 receptor signaling expressed on circulating monocytes **3 signifies that
ALARM is not solely implicated in transplantation rejection or kidney immune cell invasion,
but appears to also be involved in the inflammatory response to endotoxin. To extend on this
notion, we analyzed an additional scRNA-seq datasets generated in PBMCs from Covid-19
patients °. Interestingly, while moderate and severe Covid-19 patients had an ALARM decrease
concomitant with disease severity, non-symptomatic Covid-19 patients displayed a drastic
increase of ALARM expression as compared to healthy volunteers (Figure 5C). Of note, there
were cell-type specific differences in ALARM expression, notably NK cells were reduced for
ALARM in non-symptomatic Covid-19 as opposed to the other lymphocytes. This suggests
that ALARM is a general module but used differently in cell-types with distinct functions. We
observed in various inflammatory states (LPS-induced and Covid-19) that ALARM cells are
drastically changing, and this is dependent on the condition (symptomatic vs non-
symptomatic), location of inflammation (systemic vs local) and disease severity (moderate vs
severe).

Methods

The scRNA-seq was performed in 3 different experiments following the same protocol. Each
experiment included longitudinal samples from three patients (one stable patient, one humoral
rejection and one cellular rejection) as well as one late sample of a tolerant patient.

1.1 Cell preparation

Frozen vials of peripheral blood were obtained from multiple transplanted patients followed
through time, dating back more than 9 years for the oldest samples. The PBMC samples were
frozen with DMSO 10%, but due to its toxicity for cells, the thawing must be performed quickly
to wash the DMSO away. The frozen PBMC samples were successively immersed in a pre-
warmed 37°C water bath for a few seconds until there was only a little block of ice left. Each
sample is then transferred in a 50mL conical tube and diluted with 24mL of complete Roswell
Park Memorial Institute (RPMI) 1640 media (Invitrogen, Carlsbad, CA) with 5% FBS, pre-
heated at 37°C.

1.2 Cell purification
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Following washing steps in PBS+0.04%BSA, cell pellets were resuspended in 200uL FACS
buffer (1X PBS supplemented with 2mM EDTA, 2% FBS) in which dead cells were labelled
by adding 0.1 pg/mL DAPI (Invitrogen, Carlsbad, CA). Cells were filtered on 70 pm cell
strainer and living cells were then sorted using a Fluorescence-activated cell sorting (FACS)
Aria I cell sorter (BD Biosciences, Mountain View, CA)

1.3 Single Cell preparation

We used the same method as previously described®’ for the single cell preparation and analysis.
One million cells were kept by sample and resuspended in 100uL of Staining Buffer
(PBS,2%BSA,0.01% Tween) according to the cell hashing protocol'® recommendations. Cells
were incubated for 10 min with 10uL of human Fc blocking reagent. Each sample was then
mixed with 1uL of a specific TotalSeq-A hashtag antibody (BioLegend, San Diego, CA) and
incubated on ice for 30 min. Following 3 washing steps with the Staining Buffer, cells were
counted and their viability measured using an ADAM-MC automatic cell counter (NanoEntek,
Seoul,South Korea) to ensure a viability above the recommended 70%. All the samples were
pooled at an equal cell concentration in a single vial, centrifugated and resuspended in PBS to
obtain a concentration of 700 cells/puL, to match the targeted cell recovery of 32,000 cells.
Encapsulation of single cells was performed on a 10XChromium (10X Genomics, San
Francisco, CA) with the Chromium Single Cell 3’ Library and Next GEM reagent kit v3. The
libraries were sequenced twice for each of the three experiments on the NovaSeq 6000
(Illumina, San Diego, CA) with S1 flow cells. The sequenced libraries were aligned to the
GRCh38-2020-A reference genome with CellRanger v5.0.0 (10X Genomics, San Francisco,
CA)

1.4 Method demultiplexing and Seurat analysis

The count matrices were analyzed in R 4.0.3 using the Seurat R package (v4.0.2, Satija Lab'4).
Each experiment was first processed separately, with the same workflow. First, following the
standard workflow recommendations, cells with less than 200 unique feature counts were
removed (potential empty droplets). Cells with a percentage of mitochondrial genes greater
than 15% were excluded as it results from mitochondria degradation from dead or dying cells.
The hashing antibody sequences were then collected to demultiplex and assign each cell to its
sample using the MULTIseqDemux function. Cells with too little labels information were
called “Negative” while cells with a high count of two or more different oligo-conjugated
antibody sequences were called “Doublets”. Only cells with a unique HTO were kept for
downstream analysis. Singlet cells were annotated automatically with the Azimuth workflow
within Seurat, by mapping the query cells on an annotated reference of 162,000 PBMC
measured with 228 antibodies'.

All the runs are then merged in a single Seurat object. Using the scsWGCNA?® R package, gene
modules were computed on each major cell type to more easily identify contaminant cells and
doublets to exclude. After normalization of the global object, the 2,000 most variable genes in
the data were selected to compute the correction using the reciprocal principal component
analysis (RPCA). RPCA is suited to find anchors between multiple datasets from a similar
platform. The final annotated and corrected object gathering the 12 samples is composed of
50,507 cells
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2.1 Animals

The study protocol was approved by the French Ministry of Higher Education, Research and
Innovation (APAFiS #30136). The experiment was performed on 60 to 80kg male pigs (Sus
scrofa). Test card with pre-applied antibodies from Serafol (Berlin, Germany) were used to
identify the pigs” ABO blood groups. The alloreactivity was performed by mixed lymphocyte
reaction assay between donor and recipient. The donor pig was selected from a different breed
as inbred pigs might escape rejection. Donor and recipients blood groups were ensured to be
compatible to avoid hyper-acute rejection, and mixed lymphocyte reaction assays were positive
thus proving their alloreactivity.

2.2 Allogeneic transplantation

Unilateral nephrectomies were performed on two recipient pigs under general anesthesia with
a premedication by Zolazepam/Tiletamine (Zoletil ® Virbac, Carros, France) 15 mg/kg IM,
before intubation and a maintained ventilation with a mixture of 49% oxygen, 49% nitrous
oxide and 2% isoflurane. The two kidneys from a third donor pig were harvested in the same
operating time. The two recipient pigs received one collected kidney each for an orthotopic
transplantation. During surgery, a central venous catheter (CVC) was peripherally inserted into
the internal jugular vein for hydration and medication. Post-operative analgesia was performed
every day with intravenous injections of Nalbuphine (Nubain ®, Mylan, Canonsburg,
Pennsylvania) and Paracetamol at a dose of 25 mg/kg. Prophylactic antimicrobial therapy was
conducted with Cefazolin 1 g (Cefovet ®, Dopharma, Ancenis, France).

2.3 Sample collection

Blood samples were collected daily through the CVC and frozen in a CoolCell® container
(Corning ®, Corning, NY, USA) at -80°C following the PBMC isolation. Kidney biopsies were
collected daily from both sides using automated biopsy needles of 16 gauges under ultrasound
guidance while pigs were sedated by Zolazepam/Tiletamine and locally anesthetized with
Lidocaine. Kidney samples were then placed in cryovials with 1mL fetal bovine serum (FBS)
and 10% dimethylsulfoxyde (DMSO) for gradual cooling in a CoolCell chamber.

2.4 Tissue processing

Cryovials were thawed in a pre-warmed water bath at 37°C for one minute before being poured
in a well of a 12-well plate. The kidney biopsies were rinsed twice with Roswell Park Memorial
Institute medium with 10% fetal bovine serum (RPMI/10%FBS) and incubated in it for 5
minutes. Tissue dissociation was performed in a 1.5 mL microcentrifuge tube by adding 445
pL RPMI, 50 puL Liberase TL (250 pg/mL) and 5 pL. DNase I (100 pg/mL). Samples were put
in an orbital shaker at 400 rpm and 37°C for 12 minutes, with a manual resuspension after 6
minutes. Enzyme digestion was stopped by adding 500 uL of RPMI/10%FBS. Cells are then
filtered with a 70 um cell strain and washed with additional RPMI/10%FBS. Blood sample
thawing also performed in a warm water bath followed by a dilution in RPMI/10%FBS to
neutralize DMSO cytotoxic effect.

2.5 Single Cell preparation
After filtering, cells were centrifugated at 300g for 10 minutes at 4°C and resuspended in
staining buffer for the HTO antibody labeling (see Methods 1.3). For kidney biopsies, HTO1
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= day 0, HTO2 = day 2, HTO3 = day 4, and for blood samples an additional HTO9 was used
to label day 6. The single cell suspension was prepared according to the Chromium Single Cell
3> Reagent Kits v3 user manual. 10000 cells were loaded for each experiment on the
10X Chromium (10X Genomics, San Francisco, CA) with the Chromium Single Cell 3' Library
and Next GEM reagent kit v3 according to the user manual. The libraries were sequenced twice
for each of the three experiments on the NovaSeq 6000 (Illumina, San Diego, CA). The
sequenced libraries were aligned to the Sscrofa 11.1 (February 2017 release) reference genome
with CellRanger v5.0.0.

2.6 Gene Module Identification

Consensus Non-Negative Matrix Factorization ((NMF) was used to decompose the cell vs gene
expression matrix into cell vs module and usage vs gene low-rank matrices. Different values
of K ranging from 7 to 14) were explored to arrive at the optimal number of modules. For each
K, the stability and error metrics were examined. The best K was determined such that the
error was minimum and the stability was maximum.

In order to mitigate batch effects from the three different runs, each batch was independently
processed. All modules from the three batches were pooled and clustered to group identical
modules together. Jaccard similarity score was used to define the distance between two
modules.

Finally, only those clusters representing modules from all three batches were retained. A unique
gene set was then defined for each of these consistent clusters. The common genes from the
top 200genes from all three modules within the cluster were intersected.

3. Pig Biopsy Analysis

Kidney biopsies fixed Carnoy's solution for 30 minutes followed by a fixation in
formaldehyde for 24h for optical microscopy purpose. A second batch of kidney biopsies was
prepared for immunostaining purpose: biopsies were placed in cryomold, covered with
optimal cutting temperature (OCT) compound and immersed in cold isopentane. Following
their solidification, cryomolds were stored in azote at -80°C. The slides of kidney biopsies
were stained with periodic acid-Schiff (PAS) and Masson’s trichrome stains (TM) and were
evaluated by a nephropathologist.

Discussion

In this study, we gathered a cohort of matching ABMR, TCMR and stable patients and
generated a comprehensive sScCRNA-seq atlas of circulating immune cells across time and
conditions. We then identified multiple gene co-expression modules across batches. Five out
of nine modules were nearly exclusively expressed in a single cell-type while three were
expressed in closely related cells (CD4+, CD8+ and NK cells) and only the ALARM module
was prominent in multiple cell-types. The observation that mostly cell-type specific modules
were discovered was also described by Kotliar et al., ? in which they distinguish between
identity (i.e. cell-type specific) gene expression programs (GEP) and activity GEPs. It is
possible that cell-type specific co-expressed genes are better detected as they show a greater
coherence within a well-defined group of cells. This is also notable in the presented data as
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the module scores show less variance than the ALARM module. Nevertheless, cell-type
specific gene expression may not necessarily imply that it remains constant across conditions.
For example, we noted that some cell type specific modules were associated to disease state
(figure 2 regression), notably the NK cell and monocyte specific modules were increased
during rejection. It is also possible that because of the relatively low number of genes per cell
detected when compared to bulk transcriptomics, cell identity programs are preferentially
detected, and more subtle condition specific modules are not robustly detected. Indeed, while
cNMF identified revealed additional modules in the separate batches, only the ALARM
module was consistently identified across the three batches.

Its genes were highly enriched for transcription factors and gene ontology pathways associated
with the gene expression machinery including transcription, mRNA processing and
ubiquitination. Prominent transcription factors included the AP-1 complex and the NFKB
subunit REL which are both associated with stress responses and inflammation. The
membership of CD69 in the ALARM module also suggests a role of stress response. CD69 is
a classical early activation marker of lymphocytes, as demonstrated by its rapid display on the
surface of T cells after TCR stimulation®’. In addition, CD69 is also known to be a tissue
retention marker as it is expressed on resident memory T cells in distinct tissues. In blood, this
gene has been associated with chronic inflammation in various diseases including rheumatoid
arthritis *° and systemic lupus erythematosus *'. More specifically in the case of an allograft
rejection, the increase of CD69 surface antigen has been observed at the protein level on
circulating lymphocytes during the acute rejection of pediatric heart transplant*?. In kidney
graft rejection, Posselt et al. showed a similar increase on the CD4+ and CD8+ T cells during
acute rejection 3. The CD69 membership in this module thus indicates that this module is
important to prepare circulating cells for TCR stimulation and for tissue retention once moved
into a tissue, i.e., to become T resident effector cells.

Intriguingly, within this module we also see the cell surface receptor CXCR4, expressed mostly
by lymphocytes as well as monocytes and through which the CXCL12 ligand promotes
chemotaxis to tissues via a concentration gradient **. CXCL12 is expressed in multiple tissues
including the kidney and is altered during pathophysiological responses including immune
diseases. Indeed, an alteration of CXCL12 expression was observed in the kidney
transplantation biopsies. It is possible that the CXCR4-CXCL12 axis in this module contributes
to the recruitment of ALARM expressing cells in the case of kidney transplantation rejection
and other immune diseases. This is also consistent with the observation that cells expressing
the ALARM module decrease in the circulation during kidney graft rejection. This observation
was confirmed by scRNA-seq and histological study of pig kidney biopsies, thus, via CXCR4-
CXCL12 leading ALARM cells to infiltrate the tissues during rejection.

This CXCR4-CXCL12 axis also highlights the notion that the ALARM module is not
necessarily specific to transplantation rejection or the kidney. Indeed, reanalysis of circulating
immune cells from publicly available scRNA-seq data showed dynamic ALARM expression
in two distinct conditions (LPS and Covid-19). Intriguingly, ALARM expression was
associated with disease severity in covid-19. In both cases as severity increased the ALARM
expressing cells were further depleted in the blood stream this may be explained by an
increased recruitment of circulating immune cells to the inflamed tissue possibly viaa CXCL12
gradient which increases with severity.

71



There are multiple limitations of this study, first it is solely based on gene transcription and
thus remains to be explored for protein expression. While the module expression was shown to
low in the blood and high in the kidney tissue, the direct evidence of the recruitment of these
cells to the tissue remains to be confirmed. For this, notably trans well assays may be suitable
for demonstrating the preferential recruitment of ALARM cells via the CXCL12-CXCR4 axis.
A further limitation is that as of now we do not have a protein surface marker panel which
would be associated to ALARM expression. Such markers would enable the purification of
ALARM cells enabling further molecular and cellular characterization. Modulating the
recruitment of ALARM cells to the graft or during Covid19 may thus impact disease severity.
Nevertheless, our study remains important in terms of precision medicine, highlighting the
notion that not all circulating cells are equal and that a pool of ALARM expressing cells is
preferentially recruited to the inflamed tissue. This notion is likely to open up novel strategies
of disease monitoring and disease intervention.
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Tablel. Clinical informations of the cohort study

Table 1: Clinical summary of the cohort composition.

Patients characteristics

Name Age Sex Treatment Rejection time

(in days)

CT1 35 Male CNI,Tacrolimus, —
MMF, Corticoids

~| CR1 70 Male CNI,Tacrolimus, 244
3 MMF, Corticoids

= HRI1 51 Female CNI,Tacrolimus, 374
MMF, Corticoids

TT1 75 Male — —

CcT2 69 Male CNI,Tacrolimus, —
MMF

A CR2 35 Male CNI,Tacrolimus, 369
3 MMF, Corticoids

= HR2 56 Male  CNI,Tacrolimus, 427
MMF, Corticoids

T2 45 Male — —

CcT3 25 Female CNI,Tacrolimus, —
MMF, Corticoids

“  CR3 24 Male  CNI, Tacrolimus, 213
= MMF, Corticoids

= HR3 61 Female CNI,Tacrolimus, 365
MMF, Corticoids

TT3 39 Female — —

Mean AgeSex Ratio

48.75 0.66

" CNI=Calcineurin inhibitors, MMF=Mycophenolate mofetil
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Figure 1. Comprehensive longitudinal single-cell RNA-sequencing of circulating
immune cells in a cohort of kidney allograft recipient.

A) Timeline of the blood sampling points post-transplantation for the patients followed
longitudinally. STA=Stable patient (n=3), TCMR=T cell mediated rejection (n=3),
ABMR=Antibody-mediated rejection (n=3). Tolerant patients are not shown.

B) Schematic diagram of the scRNA-seq preparation workflow using the 10X Genomics
platform. Peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) were collected from stable, ABMR
and TCMR patients and then stained with one different oligo-conjugated antibody before
being pooled and processed using the 10X Genomics platform.

C) UMAP dimensional-reduction embedding of the integrated samples (n=30). Each colour
represents a different cell subpopulation, adapted and manually curated from the automatic
Azimuth annotation.

D) UMAP projection showing the disease state distribution, TOL=Tolerant patients.

E) UMAP projection coloured according to experimental batch of origin
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Figure 2. ALARM Module identification

A) Schematic workflow of the gene co-expression analysis with cNMF module detection.
The module selection is based on the overlapping genes between the three batches.

B) Overlapping scores between the 9 identified modules across the 3 experiment batches,
using the Jaccard distance.

C) Enrichment score of the r modules computed for each distinct cell-type clusters.

D) UMAP projection of the ALARM (Module 9) score distribution across cell-types,
minimum threshold for ALARM score = 0.4.

E) Regression analysis of of the 9 modules by cell types. Heatmap shows the beta values
(trend) for each cell-type and disease state. Negative values correspond to a decrease of the
module score across the three time points, positive values to an increase.

F) Gene Ontology analysis of biological process (BP) and molecular function (MF) identified
by comparing the ALARM gene enrichment using the 4000 most variable genes as
background.

G) Super violin plots showing the longitudinal trend of ALARM module in NK (top), CD4
Tcells (middle) and CDS8 Tcells (bottom), stratified by individuals (Red= Batch1, Green=
Batch2, Blue= Batch3).
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Figure 3. Pig Model scRNA-seq analysis

A) Schematic diagram of the acute kidney allograft rejection in pig model. Recipient pig with
a unilateral nephrectomy received a kidney graft from a second healthy pig. Biopsies were
then collected daily and observed in immunohistochemistry. Immune cells from the tissues
were extracted for a sScRNA-seq analysis and in parallel, circulating immune cells were
prepared for a second scRNA-seq analysis.

B) Immunohistochemistry of pig biopsies stained with Periodic Aid Schiff (PAS), to stain
polysaccharides, glycoproteins and glycolipids at day 0, day 2, day 4 and day 6

C) UMAP dimensional-reduction projection of the circulating immune cell types identified in
the scRNA-seq experiment after PBMC isolation.

D) Circulating immune cells proportions throughout the different time points (D0-D6) in the
recipient transplanted pig.

E) Violin plot of the ALARM module score in B cells, monocytes, CD4 T cells, CD8 T cells
and NK cells throughout acute rejection in the kidney tissues. *P < 0.05, **P < (.01, ***P <
0.001, ****P < (.0001.
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Figure 4

A
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ALARM module score in kidney tissue (Reeve et al Dataset)
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Figure 4. ALARM gene expression increases in kidney tissues during rejection

A) Violin plot of the ALARM module score across conditions (Data from Reeve et al., 2017)
NR=Stable patient, ABMR=Antibody-mediated rejection, TCMR=T cell mediated rejection,
Mixed=Graft undergoing ABMR with T cell infiltrates and T-cell mediated lesions.

B) Heatmap showing relative expression of ALARM genes across graft biopsies classified by
condition. (Data from Reeve et al., 2017)

C) Violin plot of the ALARM module score across conditions (Data from Callemeyn et al.,
2020) No ABMR=Stable patient, DSAnegABMR=Donor specific antibody netative ABMR,
DSAposABMR= Donor specific antibody positive ABMR.

D) Heatmap showing relative expression of ALARM genes across graft biopsies classified by
condition. (Data from Callemeyn et al., 2020)

E) Ligand-Receptor analysis between receptors genes identified in circulating immune cells
and cytokines genes expressed in the allograft kidney tissue. Width of the arrow is
proportional to the linkage enrichment score. Only top 20 differentially expressed receptors
(PBMC scRNA-seq) and cytokines (Biopsy microarray) are shown.

F) Ligand-Receptor analysis between receptors genes identified in circulating immune cells
and cytokines genes expressed in the allograft kidney tissue from Callemeyn et al 2020.
Width of the arrow is proportional to the linkage enrichment score. Only top 20 differentially
expressed receptors (PBMC scRNA-seq) and cytokines (Biopsy microarray) are shown.
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Figure 5

A
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ALARM level in PBMC under LPS stimulation
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Figure 5. ALARM gene expression is altered in distinct immune-conditions

A) Violin plot of the ALARM module score across time points of after LPS injection in
healthy volunteers. Data was obtained from Stephensons et al., 2021.

B) Violin plot at 90 min and 10h of ALARM module score in three individuals in different
cell types.

C) Violin plots of the ALARM module score in different cell-types, across distinct Covid-19

disease conditions. Either, healthy, asymptomatic Covid-19, moderate or severe disease state.
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Supplementary figure 1
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Supplementary figure 1. SCRNA-seq integration of a cohort of kidney allograft
recipients

A) Expression profiles of cell-specific markers distinguish the PBMC populations. Average
expression is the log-normalized expression average of the cells by cell type, size of the dots
are associated to the fraction of cells of the cluster in which the gene is detected.

B) Cell type proportion by cluster in the overall PBMC population. Comparison include
Stable patients, Rejection (ABMR+TCMR) and two public datasets: healthy volunteers from
Stephenson et al, 2021, and healthy volunteers from Reyes et al, 2020.

C) UMAP projection showing the sample distribution, ABMR=Humoral rejection,
TCMR=Cellular rejection, STA=Stable, TOL=Tolerant. Second UMAP shows the timepoint
distribution, TO=Time point 0 (Graft), T1=Time point 1, T2=Time point 2.

D) K-bet acceptance rate by cell types following the MNN batch integration. Complete k-bet

acceptance rate was computed on the overall PBMC population.
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Supplementary figure 2
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Supplementary figure 2. Assessing module distribution

A) Alluvial plot of the module distribution across batches. Each cell is assigned to the most
enriched module they express.

B) Average Pearson correlation of gene expression by cell in each cell type, comparing the
correlation of 63 genes from the ALARM module to 63 randomly selected genes in the same

cells. 1000 comparisons were performed with a new randomized gene set every time. *P <

0.05, **P <0.01, ***P <0.001
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Supplementary figure 3

A Immune cells annotation process in pig model
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Supplementary figure 3. Cellular characterization of pig PBMC by scRNA-seq analysis

A) Pig data were annotated using the Sscrofa reference genome and associated to their human

homolog.

B) The expression profiles of cell type-specific markers is shown in the dotplot of relative

expression by cell type. Size of the dots are associated to the fraction of cells of the cluster in

which the gene is detected.
C) The UMAP embeds the 4 samples (D0, D2, D4, D6) with their corresponding cell type

annotation.
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2) La résistance aux traitements dans les MICI

Sur ce projet, jai contribué a l'analyse transcriptomique en scRNA-seq des
échantillons et a l'intégration des patients inclus a Nantes et a New York, puis a
l'intégration de jeux de données publics additionnels, pour identifier I'hétérogénéité
cellulaire présente et les différentes voies fonctionnelles impliquées.

Sur un autre pan, j'ai aussi participé a I'analyse de données de microarray en bulk
RNAseq de jeux de données publics sur des cohortes de test clinique de traitements
contre les MICI pour compléter des résultats expérimentaux sur la barriére intestinale.
Ces données vont étre intégrées dans une étude collaborative en cours de finalisation
portée par le Dr Saurabh Mehandru (ISMMS), qui vise a explorer les altérations
moléculaires de la fraction épithéliale de la muqueuse inflammatoire de patients
atteints de rectocolite hémorragique.
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Tissue preparation, < ) )
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cemeea——
— vy A11
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Secondar
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Figure 17. Vue d’ensemble de la préparation d’échantillons de tissus intestinaux
provenant de patients MICI de leur analyse en scRNA-seq.

Les résections chirurgicales ou biopsies sont digérées, et les cellules de la lamina propria
isolées par cytométrie en flux avant d’étre préparées pour I'encapsulation et la création de
librairie d’ADNc. Les fichiers de séquengages sont ensuite transformés en matrice
d’expression contenant les UMI associés par génes et par cellules.

L’identification d’'une stratification de patients atteints de la maladie de Crohn selon
I'hétérogénéité cellulaire (Jerome C. Martin et al. 2019) a pavé la voie des recherches
de ma thése. La corrélation de la réponse GIMATS avec une résistance au traitement
par anticorps anti-TNFa était une premiere piste pour comprendre comment les
différents profils de patients pouvaient expliquer cette résistance mais manquait de
résolution pour permettre une exploration approfondie des programmes moléculaires
des MNPs. De nouveaux patients ont donc été inclus a la cohorte en appliquant une
méthode commune de préparation (Figure 17), pour atteindre un total de 40 patients.
L’objectif de cette cohorte, appelée “Supergut’, est de couvrir la plus grande
hétérogénéité de profils possibles pour améliorer notre compréhension des processus
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immunitaires dans les MICI. La cohorte est constituée de 26 patients atteints de MC,
7 atteints de RCH et 7 contrbles qui correspondent a des patients n’ayant pas
développé de MICI mais qui ont nécessité une opération chirurgicale au niveau de
l'intestin pour une autre raison (Annexe 2). Parmi ces patients, nous disposons pour
certains de deux échantillons, 'un provenant des muqueuses inflammeées, I'autre de
parties non inflammées pour servir de contrdle interne. Grace a ces échantillons non
inflammés, on espére identifier les profils cellulaires spécifiquement recrutés en cas
d’'inflammation mais aussi identifier des potentielles populations cellulaires présentes
a ’'hnoméostasie qu’on ne retrouverait pas dans les échantillons de patients qui ne sont
pas atteints de MICI.

Nous avons aussi séquenceé des patients a Nantes, pour lesquels une fraction enrichie
en MNP a été analysée, en plus des cellules totales de la lamina propria, avec pour
objectif d’obtenir plus d’'informations sur les populations de MNP. La stratégie de tri
cellulaire pour capturer les MNP a été de trier parmi les cellules vivantes celles
marquées par le CD45*, marqueur des leucocytes mais négatives pour CD326
(EpCAM), pour exclure les cellules épithéliales, CD66b pour exclure les granulocytes
et CD3, CD19 pour exclure les LT et LB. Au sein de ces cellules, celles exprimant
HLA-DR ont été triées (Figure 18).
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Figure 18. Stratégie de tri par cytométrie en flux.

Des biopsies prélevées sur des pieces de résections chirurgicales d’iléons inflammatoires de
patients atteints de maladie de Crohn ont été préparées pour générer des suspensions
unicellulaires, de cellules de la lamina propria (A) a partir desquelles ont été triées les cellules
totales, excluant les débris et cellules épithéliales (B), et les MNP (C).

En comparant les proportions de cellules au sein des MNP entre les échantillons triés
et non triés (Figure 19A), on a retrouvé une grande similarité, qui s’est aussi vu au
niveau transcriptomique avec des valeurs d’expressions comparables. Le tri cellulaire
et 'enrichissement des fractions de MNP n’a donc pas altéré la distribution ni les profils
d’expression des génes sur nos cellules d’intérét. De cette maniére, nous avons un
jeu de données plus riche de ces populations de MNP, |a ou pour les autres patients
séquences, ces cellules ne représentaient en moyenne que 10 a 20 % du total des
cellules capturées.
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La précédente étude de notre équipe (Jerome C. Martin et al. 2019) avait déja identifié
une ségrégation des macrophages inflammatoires autour de deux programmes anti-
corrélés, 'un contenant de nombreux génes de monocytes classiques du sang, et
I'autre exprimant des génes de macrophages matures.

Pour explorer ces données et faire les analyses primaires, j’ai utilisé I'outil scDissector
(https://github.com/effiken/scDissector) développé lors de la précédente étude de
notre équipe. Cet outil permet d’inclure les différents patients et de grouper les cellules
en clusters pour pouvoir projeter ensuite les cellules de nouveaux patients sur un
modeéle prédéfini. Le contrdle qualité est effectué par un premier tri des cellules ne
gardant que celles dont le nombre d’'UMI est compris entre 800 et 25000, le
pourcentage de genes mitochondriaux inférieur a 25% et de génes épithéliaux d’1%.
L’intégration et la comparaison des patients dans cet outil reposent sur 2 principes. Le
premier est une correction du bruit de fond, qui correspond a une contamination par
des transcrits d’autres cellules détectées artificiellement dans la cellule observée. La
corrélation entre le profil transcriptomique de I'échantillon, le nombre d’'UMI de la
cellule et son niveau de bruit de fond permet de déterminer la probabilité d’observer
chaque géne en tant que bruit de fond et de corriger I'expression de chaque cellule
avec cette information, de maniere indépendante par échantillon (Paul et al. 2015). Le
second principe repose sur un sous-échantillonnage du nombre d’UMI par cellule (par
exemple 2000 UMIs par cellule), afin d’avoir une distribution semblable entre cellules
sans passer par une normalisation classique.

A partir de la cohorte plus large que jai analysée, et notamment grace aux deux
échantillons enrichis en MNP, jai pu définir plus finement la composition en
macrophages, en les décrivant en 4 populations (Figure 19B). On y trouve deux
groupes de macrophages, avec d'un c6té des cellules exprimant une signature
‘immature”, plus proche des monocytes circulants du sang, avec VCAN, S7100A8,
S100A9, et d’'un autre cété, des cellules exprimant une signature de macrophages
“‘matures”, avec les chaines du systéme du complément (C1TQA, C1QB ...) pour la
clairance apoptotique ou MAFB, le facteur de transcription qui régule la différentiation
des macrophages vers un programme anti-inflammatoire (Figure 19D). Parmi les
macrophages inflammatoires, deux profils principaux se dégagent, les Macs1 qui sont
présents dans tous les patients, et les Macs2, enrichis dans les patients ayant un
score GIMATS élevé (Figure 19B). Ces Macs2 expriment fortement TNF et IL1B, et
pourraient étre a l'origine de I'accumulation excessive de TNFa dans les tissus
(Friedrich, Pohin, et Powrie 2019). Pour les macrophages matures, les Macs4 sont
majoritaires dans les échantillons sains ou non inflammés mais deviennent trés
minoritaires dans les cas les plus séveres de MICI. Les Macs3 par contre sont une
nouvelle population spécifique a un petit sous-groupe de patients GIMATS"9", et sont
caractérisés par un enrichissement en génes de métalloprotéases MMP9 et MMP12.
Ces métalloprotéases n’étaient par le passé que décrites pour leur réle de dégradation
de la matrice extra-cellulaire (MEC) et donc pour un réle de remodelage et de maintien
des tissus (Dufour et al. 2018), mais elles ont aussi été décrites comme pro-fibrotique
dans certains organes (H. Zhao et al. 2013). La comparaison du transcriptome des
cellules Macs3 comparées aux autres macrophages a l'aide du package DESeq2
(Love, Huber, et Anders 2014) a montré un groupe de génes différentiels spécifiques
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a ces cellules (Figure 19C) dont APOE et APOC1, qui jouent un réle dans le
métabolisme des lipides (Fuior et Gafencu 2019) et donc participent a la phagocytose
mais aussi CCL18, déja décrit comme sécrété par les macrophages dérivés de
monocytes dans les tissus adipeux, et qui induirait une différenciation vers un
phénotype plus mature des macrophages (Schraufstatter et al. 2012).
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Figure 19. Composition cellulaire et moléculaire des macrophages intestinaux.
A) Comparaison appariée de la composition du compartiment MNP entre échantillon total et
échantillon de MNP triés par FACS chez 2 patients. B) Distribution des sous-types de
macrophages (I = lleum, C = Colon, Inf = Inflammatoire, Ninf = Non inflammatoire). C)
Expression des génes marqueurs par cluster. L’expression est normalisée en log2(1+nombre
d’UMI), a partir d’'un sous-échantillonnage de 2000 transcrits par cellules représentées. D)
Volcano plot des génes les plus différentiellement exprimés en utilisant la méthode de
DESeq2 pour comparer les Macs3 aux autres macrophages. Un Fold Change positif indique
que le gene est enrichi dans les cellules du cluster Macs3.

L’observation de cette hétérogénéité de profils cellulaires dans les MNP m’a amené a
me questionner sur les mécanismes fonctionnels et régulatoires qui contrélent
I'organisation de ce compartiment cellulaire chez les patients GIMATShigh,

Afin de mieux comprendre l'origine de ces sous-types cellulaires, notamment savoir si
les Macs3 pouvaient étre différenciés depuis des macrophages résidents ou s’ils
étaient dérivés de monocytes classiques du sang, jai intégré au modéle Supergut 8
échantillons de sang périphérique provenant de patients déja présents dans le modéle
avec des échantillons de tissus inflammés. Le rationnel derriére cette inclusion est
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gu’en ne prenant que les macrophages issus des tissus, il est difficile d’interpréter les
différences transcriptomiques liées uniquement a l'infiltration des monocytes dans le
tissu, et celles liees a I'environnement inflammatoire et les interactions avec les
cellules cibles. On a donc dans nos PBMC le moyen d’établir un profil de monocyte
que I'on comparera aux profils de macrophages. A partir de 13, jai sélectionné le sous-
ensemble comprenant les MNP et les monocytes et jai cherché a identifier des
modules de génes pour décrire les programmes en jeu. On définit les modules de
génes comme des groupes de génes fortement co-exprimés, en supposant que leurs
similitudes de profil ne sont pas dues au hasard mais proviennent d’'une régulation
commune ou d’un processus biologique commun. Ces modules peuvent donc ressortir
comme étant spécifiques a une lignée cellulaire ou a un cluster, mais de fagon plus
intéressante, ils permettent aussi d’identifier des voies et programmes cellulaires
partagés entre différentes cellules. Dans mon analyse, jai d’abord sélectionné les
genes les plus variables pour réduire le poids des calculs et m’affranchir des génes
peu exprimés ou peu variables qui formeraient des modules incohérents
biologiquement. Cette sélection repose sur la relation entre la moyenne d’expression
(log-transformée pour réduire I'impact des valeurs élevées) et la variance des génes,
le tout suivant une régression locale dite de LOESS (locally estimated scatterplot
smoothing) pour s’adapter a 'augmentation naturelle de la variance pour les génes
les plus exprimés. De cette maniére jidentifie les génes les plus variables de mon jeu
de donnée et potentiellement pertinents dans la caractérisation des processus
biologiques. J'ai ensuite calculé le score de corrélation (de Pearson) d’expression
gene-géne entre tous les patients et appliqué un clustering hiérarchique pour
regrouper les génes les plus corrélés entre eux. On détermine ensuite un nombre de
modules pour savoir ou couper le dendrogramme hiérarchique, en essayant d’obtenir
un nombre de modules suffisamment haut pour éviter de grouper des génes qui
n‘auraient pas de rapports entre eux, mais pas trop élevé non plus pour éviter les
modules ne contenant qu’un ou deux génes. Pour cette analyse j'ai sélectionné 374
génes variables distribués en 30 modules (Annexe 1). Parmi ces modules, deux
modules signatures sont ressortis. Le Module 3 est caractérisé comme une signature
de macrophages matures car il comprend les génes de chaines du complément
(C1QA, C1QB, C1QC), FOLR2 qui est un marqueur de macrophages résidents
(Samaniego et al. 2020), STAB7 un marqueur de résidence acquis durant
I'organogenése (Mass et al. 2016) ou encore MRC1 (CD206). A I'opposé, on trouve
le Module 14 qui lui contient des génes fortement liés a une signature de monocytes
classiques circulants, avec le marqueur de lignée CD14, le géne LYZ du lysozyme et
les génes de fixation du calcium S700A8 et ST00A9 connues pour étre abondantes
dans les monocytes. J'ai ensuite projeté les cellules en utilisant ces deux signatures
comme axes pour décrire les macrophages et monocytes (Figure 20 A, B). Parmi les
monocytes du sang, on confirme que la signature mature (Module 3) n’est pas
exprimée, tandis que le niveau de signature de monocyte (Module 14) 'est, et surtout
enrichi dans les monocytes classiques. Chez les macrophages de lintestin en
revanche, I'expression des signatures differe dans chaque cluster. La signature de
macrophage est faiblement exprimée dans les Macs1 et Macs2, et anti-corrélée a la
signature de monocyte. Les Macs3 et Macs4 sont eux enrichis en signature de
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macrophage mais n’expriment pas la signature monocyte. || semble donc que nos
populations de macrophages inflammatoires sont un mélange de cellules fraichement
infiltrées et de macrophages immatures. En validation supplémentaire, les cellules
dendritiques capturées sont négatives aux deux signatures.

Pour identifier ensuite les modules intéressants dans I'organisation des MNP, le score
d’expression de chaque module est projeté en gardant la distribution selon les deux
signatures précédentes (Figure 20 C, D). Le module 4 est caractérisé par une
expression quasi exclusive au cluster de Macs 3 et comprend les génes
précédemment identifiéss comme spécifiques a cette population, avec les
métalloprotéases MMP9, MMP12 associées au remodelage de la matrice
extracellulaire et a la fibrose, les génes associés au métabolisme des lipides (APOE,
APOCT1) et a la réponse au stress oxydatif (APOE). Ce module contient aussi les
genes de cathepsine B, C, D et L, qui sont des protéases retrouvées dans les
lysosomes. Ces enzymes dégradent les protéines de maniére non spécifiques et leur
surexpression a déja été décrite dans les macrophages des patients MICI (Menzel et
al. 2006) avec pour conséquence une dégradation accrue des tissus riches en
élastine. A terme ces macrophages participeraient par cette voie aux atteintes des
muqueuses en condition pathologique chronique. Ces Macs 3 semblent donc partager
a la fois des fonctions bénéfiques pour les tissus et d’autres plus pro-inflammatoires,
qui pourraient étre liés a une stimulation chronique excessive qui déréguleraient leurs
fonctions (Vogel et al. 2022).
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Figure 20. Projection des sous-types de MNP de la cohorte SuperGut

A) Projection des 4 sous-types de monocytes identifiés dans les échantillons de PBMC inclus
dans la cohorte SuperGut. B) Projection des 4 sous-types de macrophages identifiés dans les
échantillons de tissus inclus dans la cohorte SuperGut. C) A partir de la projection précédente,
le score du module 4 est marqué par un gradient de couleur, bleu=module non exprimé,
rouge=module fortement enrichi. D) Distribution des scores des 4 modules inflammatoires a
travers les sous-types de macrophages.
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Quatre modules (18, 22, 23, 26, voir Table 2) sont ressortis enrichis dans les deux
clusters de macrophages inflammatoires, révélant des programmes inflammatoires
exprimés difféeremment selon les profils cellulaires.

On observe que la signature inflammatoire classiquement associée aux macrophages
inflammatoires dans leur ensemble est ici découpée parmi les modules et présentent
des profils d’expression différents. Les chimiokines et TNF sont exprimés par le
module 18, qui est spécifique a notre cluster de Macs2, le géne de I'lL-1B est exprimé
dans le module 22 qui est enrichi dans la majorité des macrophages inflammatoires.
L’expression de NLRP3 dans le module 23 révéle une potentielle activation de
linflammasome localisée dans les macrophages inflammatoires dont la signature
monocyte est la plus forte, et donc probablement infiltrés récemment. Enfin, dans le
module 26, on retrouve CXCL1, IL6, et IL23, qui sont exprimés dans les Macs 2 avec
un score de macrophage mature le plus faible. On a donc par cette analyse une
stratégie pour explorer plus finement I'expression des programmes moléculaires qui
va plus loin que les définitions phénotypiques classiques. Cela souligne aussi que la
caractérisation des cellules nécessite des outils plus adaptés a cette granularité, et
c'est 'une des raisons pour laquelle jai utilisé la méthode des Metacells par la suite.

Gene composition of the 4 inflammatory modules

ABL2, PTGS2, PLEK, CCL20, NFKBIZ, CXCL8, CXCL3, CXCL2, NFKB1, SERPINBY, TNF,
Mod18 | TNFAIP3, AC058791.1, INSIG1, NR4A3, BCL2A1, LITAF, KDM6B, CCL3, CCL4, CCL3L3,
CCL4L2, ICAM1, MIR155HG

G0S2, IL1B, EREG, ELL2, IER3, VEGFA, SLC16A10, SOD2, TIMP1, SRGN, MMP19, PHLDAL1,

Mod22 | NpKBIA. THBS1, PLAUR

NLRP3. SLC11A1, NAMPT, SAT1, SLC25A37, Cllorf6, NEAT1, SLC2A3, YBX3, VMPI,
Mod23 g

CEBPB
Modzg | TF1A, TLIRN, TNFATPG, PTX3, CXCLI, SLC39AS, TNIP3, MIR3945HG, IL6, INHBA, GK,

HSPAS, CD44, PPIF, IL23A, Cl5o0rfd8, AQP9, SERPINB2

Gene composition of the Macs 3-specific module

FUCAL, FCER1G, FCGR3A, GLUL, GPNMB, CTSB, CTSL, CTSD, MS4A7, CTSC, MMP12,
Mod4 | CD63, RNASE1L, LGALS2, MT2A, MT1G, MT1X, VMO1, CCL18, MMP9, CFD, ACP5, APOE,
APOC1, HMOX1

Table 2. Liste des génes impliqués dans les modules d’intérét.

Les différents programmes moléculaires identifiés sur la base de corrélations
d’expression, suggérent que les genes les définissant pourraient participer de
mécanismes de régulation similaires, partageant I'implication commune de facteurs
de transcription (FT). En I'absence de données épigénétiques sur notre jeu de
données, il est néanmoins possible d’utiliser des outils permettant estimer les FT les
plus probablement impliqués. C’est notamment le cas du package RcisTarget (Aibar
et al. 2017), qui utilise une liste de génes qu’on lui fournit pour identifier les motifs de
fixation des FT sur-représentés. La recherche de motifs s’effectue autour du site
d’initiation de la transcription (TSS) a 'aide d’'un des deux répertoires de RcisTarget :
celui proximal des motifs retrouvés jusqu’a une distance en paire de bases de 500bp
en amont du TSS des génes, et celui plus distal couvrant les 20kb autour du TSS (soit
10kb de chaque c6té). En croisant la liste de géne et tous les motifs retrouvés proches
des TSS de ces génes, on identifie les motifs les plus enrichis pour le module, que
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'on annote ensuite avec les FT qui se fixent a ces motifs (Figure 21). Une derniere
étape va réattribuer a chaque FT identifié les génes cibles candidats parmi ceux de la
liste de génes dans le cas ou ils ont un site de fixation a ce FT.

Les FT associés a la signature monocyte (Module 14) signatures sont CEBPA et
CEBPB, deux FT importants dans le développement des lignées myéloides et pour la
signature macrophage (Module 3), c’estle FT SPI/1 (PU.1) qui est le plus enrichi. PU.1
est un FT exprimé durant la différentiation en macrophage (Medzhitov et Horng 2009).
Dans le module 18, les FT les plus enrichis correspondent a trois génes codants des
sous-unités de NF-kB : REL (Rel-c), RELA (p65) et NFKB1 (p50/p105). La voie NF-
KB est importante dans I'activité immunitaire des macrophages et c-Rel participe
fortement a la transcription d’/L12B (IL-12p40) (Dorrington et Fraser 2019), ce qui est
cohérent avec le fait de retrouver cette signature dans les Macs2 inflammatoires
enrichis dans les patients GIMATS"9" sachant que les patients Crohn ont une sur-
expression d’IL-12p40.

Associés au Module 22, on retrouve CEBPB et CEBPA, similairement a la signature
de monocyte, et étant donné que le Module 22 est exprimé dans la majorité des Macs1
et 2, on a probablement la une voie assez générale d’induction de l'inflammation.
Enfin, le module 4 spécifique aux macrophages Macs 3 présente un enrichissement
de SREBF1 (Figure 21), codant pour SREBP1 qui est effectivement décrit comme
régulateur de génes liés au métabolisme des lipides et du cholestérol et pourrait jouer
un réle dans la résolution via la production d’acides gras anti-inflammatoires (Oishi et
al. 2017)

A) Motifs found around B) Scoring motifs based on C) Enriched Transcription
genesin Module 4 genesrank for the given Motifs factor
motif Most enriched
APOE " T T T Transcription factor for
—_— TCoTGAT Module 4 genes:
LIPA (SREBF1) T TOAT SREBF1 SREBF1
P g ® AccCACCr HIVEP2 Most associated genes to
MMP9 $59- the Transcription Factor:
2 § . crcCACA RELA
CAPG =0 APOCT, APOE,
o‘ m‘on zn'no 30‘00 JU‘OD sn‘on CTSD' CAPG

4 Gene =
20kb 20kb Rank

Figure 21. Résumé de I’analyse d’enrichissement de motifs avec RcisTarget

A) Sélection des motifs de fixation des FT en amont et aval des TSS de génes appartenant
au module d’intérét. B) Calcul du score d’enrichissement de chaque motif. C) Classement des
motifs les plus enrichis et de leur FT associé

Une fois ces premiers résultats acquis, I'objectif suivant a été d’augmenter 'échelle
de I'étude, pour chercher a intégrer le plus grand nombre de cas possibles et couvrir
une plus grande diversité de cas. Cependant la quantité de données a été un facteur
limitant dans le choix de la méthode puisque I'outil scDissector ne permet pas de
charger un trop grand nombre de cellules en simultané.
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J'ai alors utilisé la méthode des Metacells (Ben-Kiki et al. 2022, 2) comme décrit
précédemment pour réduire la charge de calcul et surtout tenter d’obtenir des profils
transcriptomiques plus précis. Etant donné que I'on repart de données brutes non
corrigées et sans sous-échantillonnage, le batch effect observé entre tous les patients
inclus ne permet pas de conduire des analyses directement.

Pour réduire les différences liées entre les différents patients et les différents
laboratoires, il a été nécessaire d’identifier les cellules contaminantes ainsi que les
génes induisant la plus grande variabilité. Cette premiere étude se restreint a
I'inclusion de patients des centres de Nantes et de Mount Sinai a notre disposition.
Comme dans une analyse en scRNA-seq classique, jai d’'abord exclu les cellules
basées sur le pourcentage de genes mitochondriaux, car au-dessus de 20% de génes
mitochondriaux, on estime que la qualité ne sera pas suffisante ou que les transcrits
captés proviennent de cellules en apoptose. On exclut aussi les cellules exprimant
plus de 10% de transcrits de génes d'hémoglobine (HBB, HBA1, HBAZ2) qui sont soit
issus d’'une hématie, soit d’'un doublet entre un érythrocyte et une autre cellule. Les
cellules épithéliales ont ensuite été identifiees et exclues puisque l'analyse se
concentre sur les cellules stromales et immunitaires des tissus intestinaux, et que la
digestion des cellules endommage fortement les cellules épithéliales. Pour identifier
les cellules épithéliales, la liste de génes utilisée provient de Martin et al. (2019), et
les cellules exprimant plus de 10% de ces génes sont exclues de 'analyse. Liste de
génes épithéliaux : PLA2G2A, CLCA1, REG4, S100A14, ITLN1, ELF3, PIGR,
EPCAM, REG1B, REG1A, REG3A, FABP1, RBP2, SST, FABP2, SPINK1, FABPS6,
AGR2, AGR3, CLDN3, CLDN4, DEFA6, DEFA5, SPINK4, ALDOB, LCN2, MUC2,
KRT8, KRT18, TSPANS, OLFM4, GPX2, IFI27, PHGR1, MT1G, CLDN7, KRT19,
FXYD3, LGALS4, FCGBP, TFF3, TFF1.

Suite a la sélection des cellules d’intérét, I'objet obtenu montre un effet de batch
important puisque les cellules des patients se distribuent dans des clusters de
metacells indépendants entre les deux centres d’étude au lieu d’étre regroupées
ensembles (Figure 22A). Il est donc nécessaire d’identifier les variations
transcriptomiques liées aux différences techniques et biologiques non pertinentes
entre les échantillons dans notre étude. Ces variations peuvent étre ignorées lors de
l'intégration des cellules pour former les metacells, en fournissant une liste de génes
a ignorer a I'étape du calcul des graphes. Ce processus de nettoyage permettra
d’améliorer la qualité des metacells sans pour autant perdre [linformation
transcriptomique pour les étapes suivantes.

Parmi les genes que je détecte comme étant bruyants ou spécifiques aux patients, et
donc causant un biais d’origine biologique mais problématique pour I'intégration des
différents patients, il y a en premier lieu MALAT1 et NEAT1, deux ARNs longs non
codants (ARNInc) abondamment exprimés dans les cellules qui bien que déja décrits
dans des pathologies comme le cancer (X. Zhang, Hamblin, et Yin 2017, 1) sont ici
beaucoup trop variables entre patients pour étre intéressants a garder dans la
construction des metacells. Le géne XIST est aussi exclu de la construction puisque
c’est un ARNInc associé a l'inactivation de I'un des deux chromosomes X chez les
femmes, et donc exclusivement exprimé chez nos patientes femmes. J'ai aussi exclu
de la construction des metacells le gene JCHAIN (exprimé par les plasmocytes) et les
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génes HLA de classe | et Il. En plus de ces génes on ajoute la liste comprenant
DUSP10, CSRNP1, IRF1, HSP90AB1, DNAJA1, TUBB4B, DDIT4, RGCC, SOCS1,
UBB, PMAIP1, SERTAD1, MYADM, HSPA6, HSPE1, HSPA1A, HSPA1B, BAGS3,
HSPH1, HSP90AA1, DNAJB1, PIK3R3, qui sont des génes précédemment identifiés
comme “bruyants”, liés au stress et inégalement capturés entre patients (Jerome C.
Martin et al. 2019). Avec cette sélection, j'ai construit un nouveau modéle de Metacell,
et recalculé la distribution en 100 clusters. Néanmoins, la distribution des metacells
dans cet objet se trouvait fortement enrichie en clusters correspondants aux
plasmocytes (plus de 50%) alors qu'ils représentent moins d’'un quart du nombre de
metacells totaux. Aprés analyse des génes différentiels, il est apparu que les génes
codant les chaines variable et constantes des Ig introduisaient une forte variabilité, ils
ont donc été exclus pour retrouver une distribution plus représentative du nombre de
metacells dans chaque lignées (Figure 22B). Malgré une distribution corrigée des
types cellulaires, les cellules provenant des 2 laboratoires ne s’intégrent pas ensemble
pour former les metacells, et ce biais est le plus fort puisqu’il ressort en tant que 1ére
composante principale dans la PCA avec une séparation claire des cellules venant du
centre de Nantes et de celles du Mount Sinai (Figure 22C).

Aprés ce constat, jai intégré des patients du centre de Mount Sinai qui avaient été
préparés avec le méme kit V3 de 10X Genomics et exploré I'expression des génes en
séparant les patients selon l'origine et le kit utilisé. Le résultat montre une différence
d’expression uniquement due a la version du kit utilisé puisque les quelques patients
V3 de Mount Sinai affichaient des profils d’expression similaires aux patients de
Nantes fait en V3. Cependant, malgré ce biais, I'objet metacell créé aprés toutes mes
corrections montre une distribution plus homogene des cellules au sein des metacells.
L'objet final du modéle Supergut en Metacells a permis d’intégrer 189401 cellules
provenant de 43 patients en 1685 metacells représentatives de I'hétérogénéité
cellulaire des tissus intestinaux. Au regard de la distribution des metacells, a I'origine,
on observe que plus de 600 de ces metacells étaient constitués uniquement de
cellules V2 (n=357) ou de cellules V3 (n=254), tandis qu’aprés I'affinage du calcul des
metacells, moins de 70 metacells le sont (Figure 22D). Toutefois, la différence de
distribution des génes capturés selon la version du kit expérimental utilisé est une
variable qu’il sera nécessaire de corriger lors de I'analyse secondaire pour garantir
des comparaisons équilibrées.

Une fois le modeéle Supergut en Metacells établi, je I'ai enrichi en intégrant un jeu de
données publique (Friedrich, Pohin, et Powrie 2019) comprenant 5 échantillons
contrbles, 8 échantillons de tissus inflammés en RCH, et 4 échantillons de tissu en
zone non inflammée en RCH. Avec l'intégration de nouveaux patients séquencés en
local, le modele actuel contient les échantillons de 64 patients : 7 du centre nantais,
40 du centre de Mount Sinai et 17 de données publiques.
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Figure 22. Identification des biais influengant la construction des metacells.

A) Distribution des cellules entre les clusters de metacells selon leur échantillon d’origine.
Basé sur le premier modéle de Metacells sans exclusion de génes. B) Proportions de chaque
lignée cellulaire parmi les 100 clusters identifiés par Metacells avant (1) et aprés (2) exclusion
des génes liés aux Ig. La barre de gauche indique la proportion de patients venant des centres
de Nantes ou New York, le graphique central représente le nombre de cellules par cluster et
le groupement a droite résume les lignées présentes dans ces clusters C) PCA plot des
cellules annotées comme LT CD8* dans le dataset supergut. D) Distribution cumulée du
nombre de metacells selon la proportion de cellules provenant d’une expérience avec le kit
V3 qui les constituent, avant la correction (gauche), et aprés correction (droite).

La construction du modele désormais appelé “Ultragut” par la méthode Metacell suit
le méme déroulé que le modéle précédent et sera amené a s’enrichir avec des
nouveaux patients (Figure 23). L’objet Ultragut a été subdivisé pour garder d’'un coté
les cellules stromales et de I'autre les MNP qui sont nos deux populations d’intérét.
Sur le groupe des metacells de MNP, jai effectué une recherche de 150 modules
basée sur I'expression des metacells (la liste est en Annexe 1). Parmi ces modules
on retrouve nos deux modules signature (le module 14 est la signature de macrophage
mature, le module 24 est la signature de monocyte).
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Figure 23. Sommaire du pipeline d’analyse final appliqué aux cohortes de MICI

La caractérisation de ce modéle “Ultragut” est encore en cours, mais cette analyse
m’a permis de coder mon propre outil d’exploration des données de Metacell pour
faciliter la comparaison des modules et de leur distribution en s’affranchissant d’une
définition des clusters trop rigides (Figure 24).
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Figure 24. Heatmap de I’enrichissement relatif des modules par metacells

A) Dans cette heatmap, chaque colonne représente un metacell de MNP et chaque ligne
représente I'expression relative d’'un des 150 modules de génes. Les metacells sont triees
selon leur profil d’enrichissement en module par clustering hiérarchique. B) Ratio de cellules
provenant d’échantillons de PBMC par metacell suivi du ratio selon le phénotype. Rouge =
100% de cellules constituant le metacell, Bleu = 0% C) Heatmap d’expression de marqueurs
spécifiques aux différentes sous-populations de MNP.
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En paralléle, j'ai aussi regardé I'association du module GIMATS et la réponse au
traitement anti-IL12/23p40 a partir de données de microarray sur des biopsies de
colon dans des patients RCH. Les précédents travaux de mon équipe s’étaient
intéressés au réle des cytokines IL-17A et IL-22 dans la rectocolite. Ces deux
cytokines ont un rdle protecteur de la barriére intestinale a 'homéostasie en induisant
'expression de peptides anti-microbiens, en stimulant la prolifération de cellules
épithéliales et par la production des protéines des jonctions serrées (Valeri et
Raffatellu 2016). Suite a la reconnaissance de pathogénes, les DC et macrophages
seécretent I'lL-23 qui va induire 'immunité de type 3 : les cellules Th17 et les ILC3 ont
un récepteur a I'lL-23 (IL-23R) et vont sécréter de I'lL-17A et IL-22 en réponse.
Cependant, dans les MICI il a aussi été démontré que la voie IL-23/IL-17 pouvait
entrainer 'augmentation de la sécrétion de cytokine pro-inflammatoires (Schmitt,
Neurath, et Atreya 2021) et IL-22 seul ou en combinaison avec I'lL-17A, participe aussi
a linflammation en induisant un stress du réticulum endoplasmique des cellules
épithéliales et leur apoptose (Powell et al. 2020). Bien que le blocage de 'lL23 ou de
son récepteur aient montré une rémission dans une partie de patients atteints de MICI
(Feagan et al. 2016; Sands et al. 2017; Sands, Sandborn, et al. 2019), le blocage seul
de la voie IL17 aggrave la sévérité de la maladie (Hueber et al. 2012; Targan et al.
2016) et I'effet du blocage de I'lL-22 seul n’a pas encore été montré cliniquement. On
notera aussi que durant les MICI, un inhibiteur de I'lL-22, I'lL-22BP (pour Binding
protein), est enrichi dans la muqueuse intestinale et diminue les fonctions protectrices
de I'lL-22 (J. C. Martin et al. 2016).

Pour tenter de suivre 'action de I'lL-17 et I'lL-22 dans I'intestin, mon équipe a utilisé
des biopsies de colon pour observer les différences induites par la stimulation par IL-
17 seul, IL-22 seul ou la combinaison de I'lL-17 et IL-22 (Figure 25 A). L’expression
des génes a ensuite été observée en RNA-seq. On a observé que les cytokines seules
n'induisent que peu de différences transcriptomiques (3 et 31 génes différentiels pour
la stimulation par IL-22 et IL-17 respectivement), tandis que la combinaison des deux
induit une synergie et nous permet d’établir une signature IL-17/IL-22 de 131 génes
(Figure 25 B). Les génes induits dans cette signature sont des génes participant au
fonctionnement de la barriére épithéliale (induction de peptides anti-microbiens,
chimiokines, métabolisme oxydatif...).

Pour voir I'effet de cette signature dans les patients atteints de MICI, jai utilisé les
données de microarray de la cohorte UNIFI (Argmann et al. 2022) contenant le
séquencgage de biopsies de colon de 550 patients divisés en 18 volontaires sains, 186
patients RCH ayant regu un placebo et 364 patients RCH ayant regu de l'ustekinumab.
L’étude de I'expression des génes de la signature IL17/IL22 montre une stratification
des patients, avec une partie des patients qui est enrichie dans cette signature
(Figure 25 C) mais ne semble pas étre enrichie dans un sous-type de patients
particuliers.
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Figure 25. Association des signatures IL17/IL22 et GIMATS dans la cohorte
UNIFI de patients RCH.
A) Schéma de la préparation des biopsies de colon pour la stimulation ex-vivo par des

cytokines, suivi d’'un microarray pour identifier les génes exprimés différentiellement.
B) Résultats d’analyse de génes différentiels entre les biopsies stimulées et la condition

contréle. Pvalue < 0.05.

C) Heatmap des valeurs relatives de microarray des génes constituant la signature IL17/IL22.
Les patients (en colonnes, n=532) sont ordonnés par clustering hiérarchique.
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Pour vérifier ¢a, jai comparé les distributions des patients répondeurs ou non en
fonction de la signature IL17/IL22 (Figure 26 A). Le test ne releve pas de différence
dans la distribution, et donc pas d’association entre cette signature et la réponse au
traitement.
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Figure 26. Association des signatures IL17/IL22 et GIMATS dans les cohortes
RISK, UNITI-II et UNIFI.

Distribution cumulée du score 1L17/22 (gauche) ou GIMATS (centre) dans les répondeurs et
non répondeurs. Corrélation entre le score GIMATS et le score IL17/IL22 (droite)

A) Cohorte UNIFI : Les non-répondeurs ont un score GIMATS plus élevé. Corrélation des
deux scores : r>=0.009

A) Cohorte UNITI-Il : Les non-répondeurs ont un score IL17/IL22 et GIMATS plus élevé.
Corrélation des deux scores : r*=0.486

A) Cohorte RISK : Les non-répondeurs ont un score IL17/IL22 et GIMATS plus élevé.
Corrélation des deux scores : r2=0.279
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Cependant avec le score de génes enrichis dans la signature GIMATSM9" on observe
une différence (Kolmogrov-Smirnov D = 0.35; p < 0.0001), le test est significatif donc
les patients en rémission et ceux qui ne répondent pas suivent une distribution
différente, la réponse GIMATS est associée a la résistance a I'ustekinumab dans la
RCH. J’ai étendu mon analyse a deux cohortes de patients Crohn a atteinte iléale, la
cohorte RISK (Haberman et al. 2014) testant I'effet de I'anti-TNF, et la cohorte UNIT-
Il (Feagan et al. 2016) testant I'effet de I'ustekinumab. J’ai pu a nouveau observer que
les génes de la signature IL17/IL22 étaient bien corrélés entre eux et étaient enrichis
differemment entre patients. Dans la cohorte RISK, les signatures IL17/IL22 et
GIMATS sont peu corrélées (r*=0.279) mais toutes deux ressortent significativement
associées a une reésistance au traitement anti-TNF (Figure 26 C). Dans la cohorte
UNITI-II, les deux signatures sont corrélées (r’=0.475) mais seule la signature
GIMATS est associée a la résistance a I'ustekinumab (Figure 26 B).

On a donc deux signatures corrélées dans la maladie de Crohn, mais pas dans la
RCH, et leurs différences d’association avec une résistance aux traitements montre
un fonctionnement distinct entre I'inflammation chronique iléale et celle du colon.

3) Projets annexes

Durant ma thése j’ai pu mettre a disposition mes compétences d’analyse de données
de séquencage a haut débit au profit de divers projets.

Projet Abidi (Abidi et al. 2020, Annexe 4): J'ai effectué les analyses primaires et
secondaires sur les données de scRNA-seq d'ILC de rat afin d’identifier les
populations présentes et les marqueurs d’intérét pour valider les résultats
expérimentaux

Projet Roquilly : J'ai participé a I'analyse primaire de scRNA-seq et la caractérisation
des populations de cellules immunitaires présentes dans les poumons de souris sur
plusieurs jours suivant une septicémie

Projet Chapelle : J'ai participé a l'analyse primaire des échantillons de cancers
gastriques séquencés en scRNA-seq, en plus d’un réle de conseil sur la suite de
I'analyse bio-informatique.

Projet Fantou : (Fantou et al. 2022) : J'ai participé aux analyses de RNA-seq et de
statistiques sur les données cliniques. Le projet aboutira a un second papier, qui est
en cours de rédaction et pour lequel jai montré les résultats sur la signature IL17/I1L22
et son association a la MC et la RCH dans différentes cohortes et son association aux
traitements.
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Discussion

L’arrivée de la premiére machine d’encapsulation a haut débit pour produire des
expériences de scRNA-seq capables d’atteindre des milliers de cellules concordait
avec les débuts de mon projet. J'ai été I'un des tout premiers utilisateurs a Nantes a
appliquer cette technique pour en faire bénéficier un projet médical concret et je me
suis donc formé en continu pendant ces trois ans sur les bonnes pratiques d’analyse.
Cette technique est récente et évolue en continu, j’ai donc suivi en paralléle de mes
recherches I'évolution des méthodes, qu’elles couvrent la préparation des cellules, le
contréle qualité, l'identification des cellules, ou des analyses secondaires comme la
recherche de différences entre échantillons et la facon d’intégrer ses données. J'ai
appliqué dans mes travaux mes propres solutions ou recherché les outils les plus
adaptés aux différents usages du scRNA-seq pour tenter de répondre au mieux aux
questions biologiques de mes deux projets principaux.

Partie Transplantation

Dans la transplantation rénale, la survenue d’un rejet chronique est souvent associée
a une prise en charge trop tardive qui ne permet plus de ralentir son évolution, que ¢a
soit di a 'espacement du suivi sur le long terme ou a cause d’un rejet infraclinique qui
n‘a pas été détecté par le suivi au long terme. Le rejet infraclinique n’a pas de
répercussions sur la fonction rénale (les niveaux de créatinine sont stables) mais une
dégradation des tissus peut étre observée en histologie. Dans ces cas, le traitement
ne peut pas étre adapté a temps pour améliorer la survie du greffon. Les rejets de
greffe sont associés a une infiltration monocytaire et lymphocytaire et nous avons
donc choisi une approche exploratoire des cellules immunitaires circulantes pour
tenter de déterminer si les signaux a l'origine de cette infiltration étaient détectables
dans le sang. Dans mon travail sur une cohorte rétrospective de patients transplantés,
c’est la recherche d’'une signature dans le sang a des fins de prévention qui m’a
conduit a identifier le module de génes ALARM associé au rejet et par extension, a
inflammation des tissus, aussi retrouvée dans diverses maladies immunitaires.

Pour caractériser une population cellulaire, il est crucial de définir I'hnétérogénéité
cellulaire présente et dans notre cas, nous cherchons des différences de distribution
des types cellulaires ou de profils transcriptomiques au sein du compartiment des
PBMC inter- et intra-patient, au cours du temps. Cependant, il faut garder a I'esprit
qu’il existe déja une certaine variabilité au niveau basal, que ¢a soit des différences
inter-individuelles par leur historique immunitaire ou méme pour un méme individu au
cours du temps (Kashima et al. 2022). J’ai alors mis en place un “pipeline” d’analyse
commencgant par la préparation des échantillons et I'optimisation de I'expérience de
scRNA-seq. A la suite du séquencage, jeffectue les différentes étapes de
démultiplexage et de contréle qualité pour garantir la fiabilité des données, puis
I'intégration des données et 'annotation précédemment manuelle et désormais semi-
supervisée pour avoir une annotation des cellules consistante entre les échantillons.

106


https://www.zotero.org/google-docs/?CZfdmz

Et enfin jai appliqué differentes méthodes pour décortiquer les profils
transcriptomiques.

Dans le premier groupe de patients que nous avions analysé avant la survenue du
COVID-19 pour la mise au point de notre étude (et qui n’est pas montré dans le
papier), 'analyse de I'hétérogénéité cellulaire est ce qui nous a empéché de les
intégrer. En effet, la fraction des monocytes était quasiment absente dans nos
données de scRNA-seq et en conflit avec les numérations cellulaires cliniques des
mémes patients. Cela souligne d’ailleurs I'une des problématiques soulevées avec la
technique : comment peut-on étre sir que nos observations correspondent a la réalité
? De nombreuses étapes peuvent en effet altérer le résultat : la dissociation dans le
cas de tissus, la décongélation, et dans notre cas la technique d’élimination des
cellules mortes. Nous sommes donc passé a un tri cellulaire en cytométrie de flux pour
I'élimination des cellules mortes des échantillons de notre deuxiéme cohorte, et nous
avons pu montrer en comparant nos résultats aux numérations cellulaires cliniques
que de cette maniére I'hétérogénéité compléte des PBMCs était capturée en scRNA-
seq. L’étude de cet atlas des cellules immunitaires circulantes au cours du temps et a
travers les conditions, en incluant des échantillons dABMR, TCMR et de patients
stables, nous a permis de décrire plus en détail la composition cellulaire des différents
patients. Nous avons montré que les variations de proportions cellulaires entre
conditions et au cours du temps étaient minimes et ne permettent pas d’associer une
réorganisation cellulaire a la progression du rejet dans les PBMCs de patients
transplantés. Pour mieux comprendre I'organisation moléculaire, nous avons analysé
les variations d’expression entre conditions et au cours du temps. Plusieurs génes
différentiels sont sortis de I'analyse et parmi les plus différentiels le géne CD69, un
marqueur d’activation précoce des lymphocytes T et de rétention dans les tissus
(Ziegler, Ramsdell, et Alderson 1994; Werfel, Boeker, et Kapp 1997; J.-E. Turner et
al. 2018), que I'on retrouve enrichi a 'émergence des rejets et qui diminue avec le
temps. Ce marqueur nous intéresse puisqu’il a déja été décrit lors d’inflammations
chroniques (Afeltra et al. 1993) et enrichi dans le cas de rejet de greffe (Schowengerdt
et al. 2000; Posselt et al. 2003). Pour mieux comprendre les voies moléculaires
associées, nous avons effectué une analyse de module en paralléle sur les 3 groupes
d’expériences qui ont révéelé 9 modules communs dont le module ALARM. Parmi ces
9 modules, 5 d’entre eux sont exclusifs a un type cellulaire, et 3 autres sont exprimés
dans des types cellulaires proches (sous-types de lymphocytes T ou sous-types de
monocytes). Cette spécificité de programmes d’identité semble liée au fait que parmi
la diversité de cellules trouvée dans les PBMCs, les génes coexprimés dans un type
cellulaire spécifique sont plus conservés et donc plus facilement détectés en analyse
de modules. Le dernier module n’est pas restreint a un type cellulaire mais a été
retrouvé dans la plupart des PBMCs et majoritairement exprimé dans les cellules T,
NK et B. Certains des modules spécifiques a des types cellulaires sont toutefois
enrichis au cours du temps dont deux modules de monocytes, et le module de NK,
révélant une potentielle activation de ces cellules. Le module ALARM est cependant
le seul module que I'on peut définir comme module “d’activité” en opposition aux
modules “d’identité” (Kotliar et al. 2019). Le module ALARM contient le géne CD69
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mais aussi un enrichissement en genes codant pour des facteurs de transcription,
comme les génes JUN et FOS qui constituent des sous unités du facteur de
transcription AP-1 ainsi que REL, une sous unité de NFkB. Or il a déja été décrit que
CD69 est sous le controle de AP-1 et NFkB (Lopez-Cabrera et al. 1995; Castellanos
et al. 1997). L'augmentation de la protéine CD69 en surface des lymphocytes T a
précédemment été montrée dans les cas de rejets aigu de cceur (Schowengerdt et al.
2000) et de reins (Posselt et al. 2003), et suppose un réle dans l'activation des LT
impliqués dans le rejet et leur rétention dans les tissus. Le module ALARM contient
en plus le gene codant pour le récepteur a chimiokines CXCR4, exprimé par les LT et
les monocytes, qui a été décrit dans les lésions ischémiques comme participant a la
migration des leucocytes vers le tissu inflammé via la chimiokine CXCL12, son seul
ligand. De plus, un taux plus élevé de CXCL12 a aussi été observé dans les biopsies
en cas de rejets de rein chroniques (Hoffmann et al. 2006) et sachant qu’un gradient
de CXCL12 participe a la chimiotaxie des cellules exprimant le CXCR4 (Britton,
Poznansky, et Reeves 2021), CXCL12 participerait donc a I'attraction des cellules
immunitaires dans les tissus inflammés du greffon. L'analyse des ontologies
fonctionnelles a partir des génes du module montrent que son activité est structurée
autour de I'expression de génes, en partie influencée par I'enrichissement en facteurs
de transcriptions, avec des fonctions de transcription, de traitement de 'ARN et
d’ubiquitination.

L’hypothése d’'un recrutement de ces cellules activées vers les tissus du greffon est
étayée par les données de tissus humain et du modéle de rejet de greffe chez le porc
gue nous avons analysé. L’analyse transcriptomique des génes du module ALARM
ont démontré un enrichissement significatif dans les tissus de greffons rejetés
compareés aux greffons stables de notre modéle de rejet aigu chez le porc. |l apparait
aussi une augmentation des monocytes et une diminution des lymphocytes dans le
sang, ainsi qu’une forte diminution du module ALARM dans les cellules circulantes
restantes apres le jour 2. Associé a l'infiltration des tissus par des lymphocytes que
'on a pu observer sur les biopsies lors du rejet, ces résultats semblent suggérer que
les cellules exprimant le module ALARM sont préférentiellement recrutées dans les
tissus inflammeés.

En support des données des PBMC sur le modéle de rejet chez le porc, nous avons
cherché a récupérer les cellules immunitaires présentes dans les fragments de rein
prélevés le jour du rejet, avec un fragment du rein sain et un fragment du rein
transplanté en cours de rejet aigu. Cependant, la rareté des cellules immunitaires dans
un tissu sain, et le processus de digestion des tissus et d’isolement des cellules
d’intérét ne m’a pas permis de réaliser une expérience de scRNA-seq comparative
entre tissus sains et en rejet, malgré les tentatives d’optimisation de la méthode. Nous
avons alors utilisé deux jeux de données publics (Reeve et al., s. d.; Callemeyn et al.
2020) de microarray sur des biopsies de patients transplantés du rein, encourant un
rejet ou non. Nous avons montré un enrichissement de notre module ALARM,
notamment d'une partie des génes le constituant dont CD69 et CXCR4 décrits
précédemment, dans les échantillons de TCMR et ABMR issus de ces jeux de
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données. Ces résultats corroborent I'hypothése d’une infiltration préférentielle de
cellules enrichies en ce module. Afin d’identifier des pistes de signaux participant a ce
recrutement cellulaire, nous avons conduit une analyse des ligands exprimés dans les
tissus inflammés et des récepteurs exprimés par les PBMCs, a partir de laquelle nous
avons identifié une forte association du couple CXCL12-CXCR4. CXCL12 semble
donc jouer un role similaire a son réle de homing décrit dans la moelle osseuse (Moll
et Ransohoff 2010; Yellowley 2013) et dans les tissus cancéreux (Burger et Kipps
2006) et permettrait le recrutement spécifique des cellules CXCR4+ et par extension,
enrichies en module ALARM.

En partant de I'observation d’un enrichissement du module ALARM dans les cellules
circulantes en cas de rejet, nous avons émis I’hypothése que ce module pourrait étre
retrouvé dans d’autres pathologies impliquant les PBMCs. Pour vérifier cette
hypothése, nous avons analysé deux jeux de données. Le premier contient des
patients sains stimulés avec de I'endotoxine (aussi connue sous le nom de LPS pour
lipopolysaccharides) en intra-veineuse pour simuler un sepsis et provoquer un
syndrome de réponse inflammatoire systémique (SIRS) et le second comporte des
patients atteints ou non du COVID, a différent niveaux de sévérité. La stimulation par
le LPS induit une diminution rapide (en 90 min) du taux de cellules enrichies au module
ALARM dans le sang. Dans la cohorte de patients COVID, le module ALARM était
diminué de maniére corrélée a la sévérité. |l est intéressant de noter que nos résultats
montrent une exception chez les patients asymptomatiques pour qui le module est
globalement augmenté, mais dont I'enrichissement n’est en réalité associé qu’aux
lymphocytes puisque le module est diminué dans les monocytes. Ces résultats
montrent que le module de génes que I'on a identifi€ comme enrichi dans les cellules
immunitaires circulantes participant a la réponse immunitaire durant le rejet de greffe
de rein est aussi retrouvé dans différentes conditions inflammatoires. La proportion de
cellules enrichies en module ALARM dans le sang varierait avec la condition et la
sévérité de la pathologie.

Partie MICI

Dans mon second projet, nous nous sommes intéressés a la réorganisation cellulaire
de la lamina propria a la suite d’'une réponse inflammatoire dans les MICI.
L’identification de la signature GIMATS dans les précédents travaux de mon équipe
avait permis une premiére stratification des patients en deux groupes.
L’enrichissement en signature GIMATS est associée a une résistance accrue aux
traitements aux anti-TNF, méme dans des patients d’apparence clinique homogéne.
Cependant cette stratification a haute résolution ne couvre qu’un nombre réduit de
patients et l'intégration de nouveaux patients m’a permis de couvrir de plus nombreux
cas de MICI.

Des échantillons additionnels d’iléon de patients atteints de la MC ayant des degrés
divers d’atteinte endoscopique ont été inclus, ainsi que des échantillons de colon
venant de patients avec une RCH puisque la pathogénie est proche, bien qu’il reste
important de distinguer les différences qui ménent a I'un ou l'autre. Les MNP ont été
décrit dans I'étude précédente de notre équipe comme acteurs importants de
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'organisation cellulaire en réponse aux infections, nous avons donc réalisé un
enrichissement de ces populations et effectué le scRNA-seq sur ces échantillons. Par
comparaison avec des échantillons appariés non enrichis, nous avons montré que
I'enrichissement en MNP n’impactait pas la distribution des cellules capturées, nileurs
profils d’expression, et permet donc d’étudier avec plus de précision les programmes
moléculaires qui expliquent leur hétérogenéité.

L’implémentation de I'algorithme Metacells au probléme des MICI a nécessité une
longue période de mise en place et de réglage des difféerents paramétres pour
s’assurer une intégration des données optimisée. La difficulté la plus importante que
jai rencontré dans l'analyse de ces données est due aux biais techniques et
biologiques. A travers des étapes d’affinage successives, jai été capable d’identifier
les différents obstacles a lintégration de nos données. Les variations inter-
individuelles des génes liés aux immunoglobulines et aux chaines du CMH induisaient
une forte variabilité des profils de plasmocytes qui impacte la sélection des metacells
et des clusters. La population observée de cellules immunitaires et de cellules
épithéliale est un panel large de profils transcriptomique, et il a fallu réduire le poids
des plasmocytes pour avoir une représentativité eéquilibrée des différentes
populations. J'ai ensuite observé qu’un biais majeur entre les échantillons des deux
laboratoires se rapportait en fait a une différence dans la chimie des réactifs utilisés
pour la capture et 'amplification des transcrits en scRNA-seq. En effet, la distribution
des génes differe, avec un taux de capture de transcrits et un nombre de génes
détectés plus élevé en v3 que dans la version précédente (Yamawaki et al. 2021).
J’ai pu répondre a certaines limites de la technique de scRNA-seq en utilisant des
outils adaptés. L’application d’'un calcul de metacells a partir de notre jeu de données
apporte une sensibilité accrue dans la définition des programmes moléculaires tout en
réduisant les contraintes liées a l'importante quantité de données. La résolution
permise par le scRNA-seq et I'intégration en metacells permet de découper la réponse
inflammatoire des macrophages, la ou les études précédentes se contentaient de
définir une réponse unique comprenant les différentes cytokines inflammatoires
comme TNFa, IL-1B, IL-6, IL-12 et IL-23 (Bain et Mowat 2014). J'ai pu montrer que
I'expression de ces cytokines peut étre regroupée en plusieurs modules de génes co-
exprimés dont les profils d’expression ne se chevauchent que partiellement : certains
ne sont exprimées que dans les monocytes fraichement infiltrés tandis que d’autres
sont retrouvés uniformément parmi les macrophages inflammatoires.

En condition normale, les macrophages résidents ont un role de phagocytes et de
maintien de [I'homéostasie. Cependant, lors d'une inflammation, d’autres
macrophages entrent en jeu, des macrophages dérivés des monocytes, qui sont
recrutés du sang. Une partie de ces macrophages, que I'on avait appelé Macs2 dans
la premiére analyse, est spécifique aux patients pour qui on retrouve une activation
stromale associée. On retrouve en effet dans les mémes patients les cellules
endothéliales ACKR1+ et les Fibroblastes inflammatoires (Annexe 3). Cette présence
complémentaire est cohérente avec le module inflammatoire spécifiquement exprimé
par les Macs2 (le module 18) qui contient les genes codant les chimiokines CXCL2,
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CXCL3 et CXCLS8, qui sont des chimiokines décrites dans le recrutement des
neutrophiles, et que les protéines d’ACKR1 des cellules endothéliales présentent
CXCL2 pour faciliter la transmigration des neutrophiles vers la lamina propria (Girbl et
al. 2018).

La description détaillée des MNP a mis en évidence une population rare que I'on
retrouve enrichi chez une faible fraction des patients GIMATSM9", que I'on identifie par
“Macs3”. Leur profil transcriptomique suggeéere une fonction qui semble étre a double
tranchant. Ces cellules expriment un programme pro-résolutif impliqué dans la
réparation des lésions de la barriere, et dans la phagocytose a I'homéostasie mais en
condition pathologique chronique, la surexpression de métalloprotéase semble en
contrepartie favoriser la dégradation de la matrice extra cellulaire et provoquerait une
fibrose irréversible des tissus, qui est la complication principale dans la maladie de
Crohn. Il serait pertinent de trouver comment pousser ces cellules a garder un profil
pro-résolutif et si leur induction dans d’autres cas de MICI permettrait d’assurer une
meilleure résolution de lI'inflammation.

Les macrophages résidents de la muqueuse intestinale proviennent en premier lieu
de précurseurs embryonnaires qui colonisent le tissu et se maintiennent a I'age adulte
(Ginhoux et Guilliams 2016; De Schepper et al. 2018), puis a I'age adulte, les
monocytes circulants sont recrutés pour garder un nombre constant de macrophages
dans les tissus (Bain et al. 2014; Ginhoux et Guilliams 2016). C’est ce qu’on semble
voir ici avec les macrophages immatures, fraichement infiltrés, et un spectre de
différenciation vers des profils plus matures, comme Macs 3 qui en plus exprime un
programme phagocytique fort, et de nombreux génes impliqués dans le remodelage
tissulaire. Cela laisse penser que les macrophages inflammatoires persistants chez
les patients réfractaires aux traitements de base peuvent jouer un réle dans la fibrose
par I'expression de MMP qui participent au remodelage de la matrice extra cellulaire,
la fibrose étant une des complications fréquentes des MIClIs. Il serait aussi intéressant
d’analyser si ces cellules communiquent avec les fibroblastes et si elles encourageant
la fibrose par ce moyen aussi. De plus, I'analyse en modules a permis de révéler une
grande diversité de programmes inflammatoires exprimés différemment au sein des
macrophages inflammatoires, et traduit les différences de réponses des patients. On
s’éloigne de la polarisation simpliste M1/M2 des macrophages qui était la norme il y a
quelgues années mais les avancées récentes, notamment la description plus précise
des programmes cellulaires grace au scRNA-seq, a permis d’établir un spectre plus
large de macrophages caractéristiques comme vu ici.

A partir de ces signatures je pourrais tester dans la cohorte qui est maintenant large
et diversifiée leur association avec les différents paramétres cliniques, qu’ils soient
accessoires a notre étude (age, sexe, origine, pathologies additionnelles, ...) ou
d’intérét comme la sévérité de la maladie ou l'efficacité des traitements promulgués.
Ce premier pas dans la description des communications cellulaires des MNP devra
s’accompagner d'une étude des cellules stromales pour comprendre les
communications potentielles qui ont lieu dans un méme sous-groupe de patient.
L’étude des MNP qui semblent jouer un role central dans I'organisation de la réponse
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immunitaire, pourrait soulever de nouvelles pistes pour traiter les patients chez qui les
traitements qui ciblent en majorité les réponses lymphocytaires ont échoué. De plus,
une meilleure compréhension des mécanismes moléculaires en jeu permettrait de
mieux adapter le traitement en fonction du profil du patient.

En perspective sur le plus long terme, nous souhaitons appliquer une méthode de
transcriptomique spatiale afin d’identifier la localisation de chaque cellule et mieux
caractériser les communications cellulaires dans la muqueuse. Pour tester nos
hypothéses sur les programmes identifiés et les facteurs de transcription, nous
envisageons de faire une analyse en MultiOme (10X Genomics) pour capturer en
paralléle I'information transcriptomique et épigénétique. La caractérisation détaillée
des MNP devrait aussi nous permettre d’identifier des marqueurs pour le tri en
cytométrie, ainsi que des cibles moléculaires pour la différenciation et I'induction de
signaux in vitro avec pour objectif de prendre des monocytes de patients Crohn qui
semblent incapables d’effectuer leur role de nettoyage et de résolution et essayer de
leur induire ces programmes a nouveau.
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Annexes

Annexe 1 : Liste des 150 modules identifiés dans le modéle supergut
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Mod_51
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Mod_53
Mad_54
Mod_55
Med_S6
Mod_57
Med_58
Mod_53

ALBASE08 7 ALI33246 5, TNFRSF14-A51 PLPP3,CSFL ADAMTSLA

AS1,DYSFTETS,GEELTBCIDT, TAGAR,ALS56417 3 APSZ1,ENF3 16,5LC 25413, ACO0T032. 1, TMEML40,N SMAF, ACOTS209.1,5LC45A4,LIN CO2645,ZN F438,PLAU, STX3,AC023157.3,RESFLV PS 18,
CLCNT ACO99489. 1, DNAH1T,FAM2104 EPGS,GDF15,CD22 LINCO2154

HES4,GBF5,GCLM, IVNS148P, IFIHL, BCLE,DOXE0L,SGTE,ERE IN, ACO24199. 1 EDN 1,5TEAP4 EGR3 NB N, RALGDS,PPIF IN PPSA,CAMEKK2, M CTF2,N 48 FLV PS04, SCARF1, CPD, TRIM25,AC0155912.3
PGS, TNFSF14,FPR2,BXE40514.2, HELZ2 LIMK2 AFDLE

TNFRSF18,TNFRSF4RAB13,SLAMFS, TGFA, CXCLS CXCL10,CXCLILALO2 1578, 1,ETVT TRST 1,CAVL IL2RA, ARIDSE, ANKRD22,CLECEA,CY P2 781, CSRP2 BATF, IL27 VMO LALOX 158, C170 55, REF
X3, FSTL2,TNFREFEE, MIR 502HE

IM182,DFF& EPHA2 ATP1342 LINCO1226, TUT4 LIN CO2812, PPM 1) PFKFB2, OPN3 Z8T B18,5MC 6,AC007381. 1, BCL11A COBLLL,SCNSACHPF, ITM 2C HIGDA MANF SIDT1EPHE 1, CCDC50,0C14
D25TARDS-

AS1,MZB1,CXXC5,TXN DCS NOTCH4, FTCRA KLC4 PTKT RU NX2,ALOS6565.1,CAR D11,COCATL, NMES AEB P1MDFI C,CREB 3L2 PNOC, ACD23590. 1ZFAT SIT1,TPM 2, TMEM 88, UGCE, AL133756.1,
SUSDA,STREF,STEGALN AC4,CLICS, FUTT LRRC26,BLNK, CCOC186,IRF7,SCT,EPSBLZ, NU CB2,CYB56 143, VEGFS, PP R 148, PRP1R148-451 TM 75F2,GRAMD1E,5T3GA L4, CLEC AC PCED1E-
AS1,ATE101,7DHHC17,C120r75 ALOKSAP PCDHS,GASE,GZMB PLEKHD L, ACO0S846. 1 TCL1A CYP45A1 PLDA, FAM304 SN RPN SNHG 14 M AP 14, MYO1E SCAMPS, CIB2 TNFRSFI7 GGA2 SEFTIN
1,CCDC185,LRRC36,5MPD3, SERFINFL TRAFS, ABH D15, PHE, TEX2, MAP 2K SM IM5,SETBR1,TCF4,TMIGD2,CD320,AC003764.7, NI BAN 3, FUZ, 5FI8 LILRAS, LAMPS, ASIP, SLA2,TOX2 LI ME L AP YF
EL1,DERLS,GPMEE,MAGE DL CXCRS

MMP238,FLNB, SEL1L3 S0X4,CO2AP TSPANLS, BLK,POLE SEPHSL N UTM2B-AS1, TP531 11, NECTIN L5LC1544, EGLN S MNATL SLC 1243 NEKE LDLRAD CHAFLA, MYBLZ IL3RA
NADK,CUXLARID2A CYTHS

RNF207,TNFSF4, HIST 1H2AC HISTIH2B) HIST 1H3H,GN 611,005 LINCO1146, TOB1 TRFMA

GPR153,HEPD, MTHFR LIN CO1355,LOR, TNNT 2,HSD1181-AS L EDARADD SLC 545, TRABD2A, TTN-

A51,78TB38 PDGFRA, HOPX, ARHGAP 10, LI NCO2362,5LC2 2423 ADTRP U BD,A FDN EFDR 1 TFPI2 BX255923.2, AL162350.1,DNM 1, DEFFL, ARHGAP22 AN K3, TSPAN 15 ADAM 12, DDB 2, PACSLTLCD
5 WNTSE,COK2,LINCO2384, NAA2S TRAFD, BICDLL ABCC4 L2 1R COLI7,COYL2 ENG 3,SPECC 1, MAP3K 14 SNX 11, ALPK2 ZNF250, MIA AI005632. 2, APOBECIH CBXT JADE3 ATPL1C

ACOT7 56015MIM14SEFTINILZNFE27,TIFAZ,REFIN L, PSIP1 LINCO2357

KLHL21,UBR4,RLFSEC228 MAP4K4,CCDCS3,RY BF,LPCAT L ACO10353.3 SEC24A, CRE BRF, CPEB 4, RABGEFL CDEZ,SLC4343 M AML2 R AB2 1 NU P53 LIN COOS41 DENN D44 FLCN MLLTE SPAGS,
MAFGADNF2

TNFRSFS,NIBANLNABF1,ARAF2 ANXASSYNPO2STRIPZ,CO274 SLCA4A1 PALM2-AKAF2 R ABSB TRIP10,ADORAZA

ERRFI 1, PDPN, TM4SF1,SUCNR 1,CXCL1,CXCLE,MY 0 10,AKAP12, ACO03630 4, COKNZ B, MMP 10, MMP1,CASPS ACO15871 7, AC106028 4 DNAAFL,CCL2, CCLE KCNN4 TIAML
GPR157,MARCKSL1,GADD45A,51PR1,LADL, NUAKZ M BOATZ LY 75, LINCO1857 MR EG,RAMP1,5T 3GALE, CD200, POGLUT 1,MELL,SI14H2,LAM P2, MAF3K13 LI MCH1,GRSF1,CCNG2, TMEM150C,D
APPLIL15,ANKRD238 KIF2A STESIALSYN PO,ANXAS,T REMLL PLEKHEL, FSCNL,ACHE, TMEM 1764,A0C1,N UB1, PSD2 SLCO SA1,ZBT 810, PDCDALE2,CCL1S NMRKL, RASSFA, HIAFY2 SWAFTO, PR
RG4,RAB30,BCL2L14,ARNTL2, TUBALC SOCS2 KDM 28 TBC1D4,SPPL2A,IL32, TVP234, NDE1,AC025401.3,CCL22 CCRT, L3M BTLA TH FRSF114 HMSDLC YB 54, EBI3, CD70, NCCRPL, PUR RELE, INSM
1,ADORA2A-AS1,UPE1,US2317.1,CALF2,RABSA

REF7,AGTRAF,CDA, MTMR11,510045 5100412, 510045 MN DA M ARC1,ACOS6657. L EI F4E 3, FBXLS, 35T 1, TMEM 154 VN N2, CREBS,CD36,5M ARCDZ,TMEM7 1 MEGFS,NU P214 FCN1, KCNE S, LB
D4 MEST1,N FE2,LTA4H,RNASE2, RAB27A, I TGAM,CES1 ASGR1,AETN, AC011472.2,RAB3D, TMEM 31V STM 1, TNNT 1IL17RA ALO34357.3

CENPS,CLSPN,COC20,CHS 18, ASPM,U BE T CEN FF,RRM 2,5602 SMC4,BAN K1,CEN PE,MAD2L1,CCN A2, CENFU,CENPK, CCN B1,DHFR FTTG 1 HMMR, GM NN, HIST 1H4C, KIFC 1 CENPWW FBXOS,RPA
3,ATAD2,5MC2WDR34 DWINT, COKLDN AICS KIF11 HELLS MKIGT,CC DC 34 MS44 L, H2AFK R ADS1AP L, TMEM 106C,TEXS0,COKNS N USAP 1, WORTE,CON B2, PCLAF, FANCI PRCLSHCBFLCOTLA
URKB,TOP242RCALTKLBIRCS, TYMS, UHRFLASFIB,CDTS4, FCNA TPX2 UBE2C, VPREB3, CEN FM,GTSEL

AL021155.5,00F2L, AC245014.3,AC235799.2,A0009404. 1, ZDBF2 |KZFZ, FEXW 11 TRIM 73,F AL, ZN FE91,ARI D38, LINCO2 207 SDR42E2 TMEML07 CTCL | GLONS, SPAGS 793241 1,ALOS1595.3
TNFRSFE,FCGRIASHISAS, MAPKAPKS, HKZ, GR KE LFN G PILRA,ZNF703,CDH23 TCF7L2, CDKN 1C ACDI055S, 1,BIN2, 0AS1,CALMLA,CDTSE,PEC AML, ACOS4805. 1 SLCDASR 1 ADERE], RRAS, LILRAL
JPLAGLZ,SMIM25

PROM2,ETVZ KDMSE LS, ANTHR 2 HMGCS 1 MALTL PTPN 1 ALO21707.6

AL450958.2 AC253572.2,50RL1, NU DT 4 WDFY2, LINCO2 256, RFLNE ACDO7552.4

PADIZ,LCK,CD2,LAX L LINCO1S71 LBH,CD2A LINCO1943, CHN 1,C028 CTLAS PASK,TRAT 1 TIGIT,SPIN K2,CXCL13,SPARCLL, HPED,AC 114577.1,C5F2, CFB, FOXP4, TREC L TRECL,TRECZ RARRES2,C
LU TCIM SPOCK2,CAVINZ, CD3E £ D30, CO36,C027 ACO92821 3 KLRB 1 IFNG,CLLU10S, TRAC, BCL118, IGHGR, IGHM, RASGRPL ROR A NMB, TPSB2, CCLS, ACO25048.4,C 07, MIAT I TM24 SH2D 14
FADI4,F5 AL445524.1,CYPIB 1, VCAN,CD14,V NN, FTGER 2, CRISPLD2, PLCBL,CY 8B

PLA2G2D,CTSK, FCGR28 CHIZL1,HSDA181,FN 1,5LC9B2 SPARC, LPL,CA2 MMP 12,8 HLHE 41, AND1,A CO20656. 1, TM EM 2558 CCL13,CCL1E,5I GLECS, HAMP, MMPS
ECE1B3GNTZTNIPLADAMIS,0FT N, DENNDSAALG27171.2, FURIN SBNO2,5LC543

C104,C106,C108,FUCALSDC3, TMIGDS, ADORAS,SHE, EPHXL MERTK TMEMS7,5LC404 1 IDH L, SREAPS, ITGAS, STAB 1, FRMO4B, TEB5,ABCCS, PDEFC ANKH SELEN O FCHO 2 ME 1 ADGREE,FD
K4,CTTNBP2, MSR1,GFRA2 ADAMDECLWWPLENG, FRMD4ACKCL12 LIPA AP2AD LYVE L MS4A44 FOLR2 SLCO 281, CD163L1 AZM | GF1,CMKLR1,5LCT AS SLC3B4E,SPRED L, GATM, HEX A MAF, P
LXDC1,LGALSIBP,C0209,PLD3 AXL LILRBS,PLTP GPR34,VSIGS

103, RAB42 LMNAB 3GNT7 RB P1,GFX3, TREM2,GPNM B, FABPS, FABP4, ATPEVOD2,5C0,CD59,C08 TSC2 201, RN ASE 1L, 0TOA N UPR1,FAM 204, ACPS, ACOS2065. 1, APOE, APDCL APOC 2 HSD17814,
TCEALS,BEXS,ACO04556.3

CLIC4,GBR3,DYR K, PEAPLSGPPZ SLCTALL ELOVLT, FIMLTMEM217 AL355304.1 ACD02456. 1 KDM 74

DT MFHAS1,AC033837.1,LRF12, TIPZ, MSANTDS € 1101756 CLC F1, ACO05280.1 ABHDATC HS3ST3B1 AC005224.2,55TR2, R BEPE MIR 155HE, ZFK, STK2E

RUNYZLMNB1RALA SNHG1S

STMN1,PARPLMCMT,KIF208,TNN 12, CDK2AP2 PEBPL,SNRN F25 N MES

PAFAH2,CCDC1E-AS1,81 N1 ZDHHC4,GEH,PTEDS ALI35525.1,5VIF,TMEM108,P2R Y5,G5EC, ST14 PCEDB, TMEM 13, MLEC, APEX 1 KCTDS,SPNS2,ACO05726.5,HOXB2,CU EDC 1, MIF4GD,
SEC11C,PLVAP,MAPSK1,TASF1 B CAS4 BIK, Chorf21

UBXN11,IFI5,IFI44 QPCT,CSTA CHST 12 FAM2008, 1002, ZNF4ET, NACC2, NRGN AC139752. 1 HAL CARS2 RN ASE4, SLC2444 PSTRIPL MSREL SULT1AL NLRP12,RAEL MAPIKTCL
SYTL1,C1or162, ARHEAP30 RES1E,TRAF2IFS, CNIHS ACDOSS50. 1,AC147067. 1, POLIM2, HACD4 HHEX, CALHM2,C 110rf21, TSPAN3Z,RIN 1, TR C1D10C TESC,CSK, CPPEDY, TRPP2 ZDHHCL DFEPZ,|
CAM2,CD300C, RAB 37 C D200LF, 51PR4,ICAM3 LRR C25,PO U2F2,C200 F27,RES15, AATEC, CFR, NHSL2

FGR,NCFL RXRA DENNDI0,CASPL CLEC124,PYGLSERFINAL OSCARLILRAS

PTAFR,FCER2A ADM,CLEC4E MLKLPRNP

AL350012.1 ADCY2,RANS P2 PRPIRIB,RALGAPAL PLC G2 USP35 TNFSFS, TSIX

CCDC288,TSTDL,DCARS N AVL,CEPES GCSAM, VOPPL TSPAN 33, PLGRKT, 53N, PTGES2 SIN HCAF, RHOF, ARPPLI,MMD CLPTM1,TOM M34,ASMT L P2RY10,CLIC2

RINF198,MTF1,GBPZ FAM1028, SLAMFL, LAMB3,RHOU ACO7S753.2 ILIRN MAF3K20,AGFG 1 EAFLTMEM152,GK5 S6MS2, TN IF3 M IR3345HG, LUCATL ERGICL PPARD,C D109, DSE, UPPLKDMT
A TNFRSF10D,GPAT TRPS1,TNFSFL5,ZBTE 43 N IBANZ LIPN,SLC2AS, GPRCSA EMP1, GFRE4,0 ASLFLT1,ACOD L, DNAC3- DT, PN F, ACO25580.2 ANPEP CHSY 1 MI R2E2ZHE LRG1,R IN2 ACSLA
SH3D21,AC092503. 1,AC104655.4 ACOTI305.3 SATEL-

ASLGPRIN3,PHACTRLAL109615.2 AL355851.1 AL4S5604. 1, TMEM 273 ATG2A DDIT 3 CYSLTR 2, SET DB2 ACO04817.3 V ASH1,APOBR ACO050593.2, HIC 1 ACOS1271. 1 MR C2,GZF1,CASS4 LINCOO
£28,AL1185156.1,5CMLL

L5M 10,CCDC12,C0N D3, SH2D3C, CAT, RASGRPL, 5PN, ACO04687. 1, COKNZD

CSF2R,CCR1,ACOT2022.2,5100R, HER C5,VN N2, DOKEE, IFI T2 LIN CO1001, BAT F2,APSE1, BN G2 PLEKHO 2 XAFL, MCOLNL, FRARZ, RALGAPAZ, KCN 1S
ZC3H128,MFSD2ANOT CHZNLE, NB PF1%,SLAMFT, ABL2 KMO FOSL2 LR 15H3BPS SKILRASGEF1B,TET2 RAPGEF2 ZFYVELS TNFAI F3 HIVEPZ, PURB, ACO16831.7 ACO1683 1.1, AZIN1-
AS1,ABCALARLSEZMZ1,NCRILEL, AC124795. 1 FNDC3A,SAV MAPKE KDMEB,CYE5D, DOTLICAMLSAC

RRAGC,RHOH,CYSTM1,ZNF232 TRIBLHELR

SLC241MARCHS,STIGALZ CSF2RE

ARMH1,CCRZ,ARHGAR24,EMB,CCDCES, CIorf 133, C 160754 SYNGRL

FLK3,MXD,IRAK2, CCRL2, FNDC38,B3GN TS, LIRAF, CXCLE,TLR 2,ACSL1,ARHGA P26,T REM 1 VEGFA PNPLAS, DO CK4,5LC25A37 CSGALN ACTZ, ITFRIF,SLC1142 | RAKS, SUSDE AQ P, MEFY,DCUNL
D3 TEAX KCN 12, FCAR ETS2,TOMY,GK LONRF3

BTBD19,NOTCHZN LA, L10,T NFAIPE,SEST D1, CCL20,FTX3,USTD2, AGPAT4, CCDCT 1L, LYSK N CS1, FOSLL ZC3H12C,GALNTE,IL23A THAPZ, PHLDAL G182,M PHO SPHE SPAGS, SLC16AE, ACD15802.6
JSERFINB2,SCN 1B,HAS1 AL121259.4 PLCXDL, MIR 222HG

GPX7,0DC1,AFF2,P2RY 14,P3H2,DANCR, DCK,N REP FZ03,SNHET, PAXX DHTKD1,SLC38A1, MY LEE,C120r45,IDH3A,A DERES,CBFAZ TS, ACAP L GNGT LIN CO1684,0 FOL,SLC3AT
LRPS,CEP3SO,CERSE,CALCRL, RFTN 1, MAP4,C BLE,LRCH3,CEPL35,RUFYS MO B18, BTN 242,EN PP4 WAKMARZ, AUTS2 ZEB1 SHIPX D24 SMN DC1,DUSPS, U VRAG, RABSE, ATPEVDAZ N4BP2LL LR R
K1ZC3HTA CHD3ACO08105.3, DSE2,FAM 1184

TACSTD2VCAML,GSTM4,LINCO1357, TSPAN2,C 1arf54,AIM2,C 1o F21,RABTE, FKB P1B, PLCD4, XCR1,CLNK CAMK2D, DB N1,TMEM144 ENPP1,ACO05162 3, TOK LRRCC,SHTNL,CONDL,CADM,
CLECSA,CLECLA PAWR,SNX22 LI NCD2206,K F15B

N FIA,WLS,NPL KLHDCSE, F1341 TSPAN 4 ACP2,TIMP2,DNASEZ

AK4,CHCL3,CHOLZSPPLSLCI5AE LINCD0243 DLLLTWISTNE, I TGRS, ILE, GSDME TRGC L, INHBA CLECSA HEY1,50C2 PHLDA2, BCAT 1 LIN CO0246,C 150748 CEMIP, KIFC 3, CCL2,C0L4, COLILLCCL
412,C5F3,TEM2,GGT5,ALO31550.1

PDE4B,PFKFB3 ZNF257 SOC53, MAFF

DNAIB4, RGS16,HK2 PDKL, NS, COCPLALAS] AN KRDST ARRDCS HIPAILZFAN D24, HSPB 1 SER FINEL HILFDA, DEFB1,C TN NALL,IERSL, PFAHAL BN IP3 SERPINH1,CHORDC1,FKBR4, F2RXT ERO1
A HIFLA-AS3,SNAPCL, HSPAZ DN AJA4,STARDS RRAD SPAGS-AS1,C 170067 SH2D3A

AC103591.3,CEP170,EML4 KDM3A, KANSLILFEMICN DRGL AL354733.3, PCNX1,IMIDE, PLEKHE2, A UNX1 Z93930.2 PIGA

IFI44L,RI POR2,0A52, TN FSF13

MCOLN2,AN KR D36C,ANKRD35 BCL2L1 1 TMEM354 TENT4A, CLINTL ACOSE731 1, PDE 74, ATFTI F,GRASP,CDK 17, FB RSLL BRCAZ, ARHGEFT, ICOSLE FIM2

GBP1,6052 NEURLS, IGHG2,IGHGL,05MGK-ITLAC112496.1

GBP4,RASGR P2 CFLAR-AS1TPRAL NFKBIE,PROMI STHA TGIFL,BCL2

FNBPAL,RES13,ILISR1,SHIBPS, HIFK SPON 2,5TAPL HIST 1H1C, HISTAHID, HISTAHAD, KON K17, TEC1D32, MYB AKR1C3 SEC614 2, FXY D2, COH, COKSR1, UBES,AL113508.1

F3ZNFE57, POE4DIF,ILGR PTGS2, NLRP3,IL1A| L18,PLD1 ATP1343 LIN CO0234 EREG, PROME,ELL2 M IR3142HG, SER FIN 85P1IER3 TNF, SLC16A 10,AC007384. L LINCO2E05,NRIF3 AMPD3, AL133
330.1,EHDY,0LR 1 ITGAS, DR AM1 P2RX4 SIPALLYIL4R, AC243323.4,5PHK1 PLAUR SDC4 B4GALTS,SLCO 441
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DPYD,C90rf72,TLE4, TLR4,CHST 15,LRP1,DUSPG,ATP2B1-AS1 ACO05280.2 SECTML, KCNEI
GSTM3,COL3ALIGFBPS,HRH1, HS3ST 1,FAM 134, CXCL 14, MYLIP NEUL,CD24, COL1A2, CALDLRNF122, TPS3INPL,C1S,LUM,DCN,MMPZ,CCL1LCOLIAL RCAN L COL 18A1,COLEA2 A4GALT,DDX3

¥

RHOC,RABGAP1L,PRADCL SRDSA, FAM 153CP,TMEM134,UNC 119 NACA2 AP2A L MAGEDZ, EIF1AY

TTF2,STKL7A,ACO16405.1 SOLE, ETS1,SLCA1A2 TUBBE, ATFS JL2RG

ACPE,RSAD2,CXCR2,PROK2,AC099343 3 ACO84871 1 AL035530.2 AC083862.3,IFIT2, ERLIN IFITM 1, AC 136475 5,LIN C02422 HCAR2, HCAR 3 KATNBL1 ZNF429 Z8P1
NBPF14XRN1,RBICCTASPH PHF20L 1, PIK3AP, SPATAT3 MAPZK3 MX2

FCGRIATFEC,PLIN2,CIAR1 RAB20YPEL2

HIST2H2AA4 KMT2E-AS1,SYNE2 EIF4A3

C10rfS6,PSEN2,PDCL3 EGOT,INF366,ACOT 13,BAG2,RCLL, NR6AL NET1, MDK,PLEKHAS TMEM1208 FLT3 PN MA 1 RASGRFL,ACO15871. 1 MYH1L VAC 14 |ZUMO4
TNFAIPEL2,CAMKLP2RY13,5CIMP,ABI3,CDI00A, CD33

TCHH, IL6R-AS1,DUSP2 PTGERS HOMER 1,ACO08771.1,LINCO1010,INSIG1, FGFR1,L PXN ATF7IP2 SLC264 11, GLA
S100A13,CDB4,FMNL2, BMP2K PLAGLLGADD45G, AL162414 1 EMP2 /GF BP4

ARHGEF2,ZNF281,JMY STIGALLKCNQLOT,TMCC3,SNN, NPIPB4, TTYH2 JAG1

CD1D,LY86,RAB32,CLECAA

AL138899 1,AC092809 2,CNRIPLCLECAF, RN D3, ETVS REGS12, CRHBP, LTCAS, AKR1B1,GFI 18 MAC ORIS, RHOBTB1 EGR2,ZNF503, 118, SCN4B, GRIP1 STON2, QPRT,CLEC10A ACE, AC1 24283 1 FCE
R2,CLEC11AHIFO,TTTY 14

CD1A,CD1C,CD1B.CDIE FCERLACD207,CACNA2ZD3 GPAT3 ENHO,C190r33

SLAMFS,PAPOLG, HESL,ZNF 141 RHOBTE3 GM24 GCLC,SASHL FAM20C TTYH3,AHR, KLF3, TMEM236, MRCL L18BP,CD163,CPM,SDS, AC109630. 1 SLCABAT ZFHN3 C SAR2, FPR 3 SIGLEC 1 ITSNL
PEAL5,TUBB2A,C60rT223 ACOOTS91.2 MSC-AST, MSC FS DL, SLC 142,1S620,LYPD3, PTGIR, RIPOR3

LY, TARBP1, LINCO0342,AC092683.1 ARLAC, GNL3, DIPKZA, FAMS 3CMAN 1A1, DN AJBS,CLNS BCLTA, EIF2AK4,DDX27,USP1LCLENS
AL592295 5 AL136987.1,CACNB4,ACO06230. 1, ZDHHCL4, ARL4A, HONAS, GAL3ST4 DN AICS B EN PP2 ACO67930.8,ADI RF,CH25H, PRAP1 APOC 3, APOAL LOH12CR2, PKP2,STX2, RAMP2, FOXRED2
OLFML2B RGLLMITF,SLC 143,02, PLA2GT,SMPDL3A GIMAPS SGPLKC NMALC DELNRIH3 SERPINGLTCN2

CREGL,TMEM176B

ATPIB 1 MIR181AIHG HAVCR 2, NRARP AVPILMETTLLS

SLC19A2,SLCAAT, TFRC,SHIPKD2B, DAPK, ITPR2 SRGAPLLACCL, FMN 1,TRPM2

SELLPLP2

RGS1,TPDS2PTMS

AL136454.1BATF3 ARFSZDHHC 12,CLNS1A HSH2D APOBEC3G,UPK3A

DENND1B,DST, AR HGAPS MY EF2,0MD

PPP1R15B, TR53BP2, ARLEE, TSC 2202 STARD4 AGO2,2FC3H1 NCOR2, GPR132, NFATS, MED13 SMAD7,PDE4A, BCLY
RAB29,STIGALS,TBCLDS,COMMD2,GTF2E2,GRHPR CBWDS SESN3 LINC00173,SPG11, TRADD, ZNF 296 R ASSF2

SRGAP2,ANKRD2S,SATS 1, AREG SPRY1,GFODL,REVIL SYTLI HIPK2,UBASHIB CCND2,INSR

MAPKAPK2, 06T

CR1,LRRK2, ARHGEF40,C MTM2

TRAFS,LPP,NSUN7.TRIO,CRYBGLFAM538 GOLGASA GOLGASB, WDRS8,CCDC 144A,AC0053 32 4,AC100786.1
ATF3,SLCSALNR4AZEPBA1L2 SGKI, ADAM28,ZNF331

VASH2,LPIN1,INPP4A,LINCO1215,RUBCN, CENPC,GAB 1,MCC, IRF4,CDYL, MDN 1 AH11,GLCC 11 ENTPD7 FADSLFC HSD2,C EP126,HYOU 1,COR O1C,ZNF10,AL355075.4,5LC 25429, FAM214A, RASD
1,CBY4 CTDP1,SLCISEL MED26,ZNFS06 ACTN, RRBPL PMEPAL TSPYL2

CAPN2,TUBA4A LINCO1506,IFITLIFITS, C150rf39,0L1G1

LYST BLVRAMTSS1,CDCA2EP4

GPR1378 SPREDZ,NRP2,C D80 ILTR,DUSP4, 1DO1,1DO2,SLCEA 12, HAPLN NECTIN,IL4I 1, EBF4 CST7,CD40

ERO1B,CHML SLC20A1,GOLGB 1,GNAL2 LINC-PINT FMNL3, BANP ERN1

LINCOO299 R APGEF4,PLKZZNF165,IL23RAZ,L S MEML, GEM,ACY 3 £ D63, AC005480. 1| GHA2,| GHG4, IGHAL, IGHG3 AC0 18362, 1PIF1ALDOC,C EACAM 1,MYL9 S1008 TN FRSF13C
RHOB,SNX18 TENTSA,CITED2 ABCC 3,CEBPA HMOX1 SH3BPL

PTRHD1,MZT2A HMGAL PONZ,CKS2,5USD3 POLIMA,IDH2, DCTPPL, NMEL

CRIMLNGLY1ZNRF2,KAN K1, SNHGS,GNALS

EIF2A4K2,DDX60,ERV3-1,SAMDS, SAMDAL, 0AS3,LINCO0221

CDC42EP3,SLC11A1, HPSE,FOLR3 CLECAD,CKAPS,CD300E, MCEMPL,FPR1 LI LRB3,CD93 APDBEC3A

RHOQ, TGAV ZSWIME,GSAP, CEMIP2 OTU D1, PAPSS2 C DC42E P2, MMP19,0MXL2,SLCA3A2 EMILIN EPB4113 ADGRE2
PELI1,ATXN1,RNF144B, DENN D3 SLC15A3

AAKIL,SLC12A7,ILEST SERINCS, KIF138, DAPK1- T NSUNE,GAS2L3,SLCSB1,AC135050.3 PDGFB

GNLY,CD8B,CAVIN2 FGFB P2, IGFBFT, PF4, PPBF,GZMK,GZMA GMPR, MYC, O LFM1, PRKCCr

AS1,PRF1,CTSW ACREP,KLRF1,KLR DL KLRK1 IGFBPE, TRDC,GEMH CKB MATK NKG7, D1 TUBB 1 GP1BE, IL2RB
ARIDSA,KBTBDS,NR4A3,CREM NR4AL GPR 183

LINCO2611,DAB2, ARHGAPLE NRPLLGMN FN3K

IL1R2,HBEGF NEDDS,GAB ARAPLLPSTPI P2, AC015819.2, SNAI 1

GCC2,AP183,63BP2,RABLIFIPL UPF2, GAB PB1-ASL CIITA CBXS SEPTING

MIR4435-2HG SYNJ2, ADAMS VDR, ACTN1

MARCO,CYP27AL, NRGLFBPL,CATSPERLASGR2

HNMT C D302, PID 1GASK18,EGR LAOAH AL DH1A L KCTD12, IGSF6

DPP4,BTLA TLR10,PLPP1, HDACS, CPNE3, PTK2, WDFY4 RUBCNL,DAPK2, SER PINF2

GPRI55,CSFLR, FGL2, MS4AT, LPARE ADAP2,SI GLEC 10,MAFB,NCF4

TFPI BHLHE40,EDEM1, GOLGAS ALCAM, N4BP2,HIVEPL, SNX, LINCO05 13 ACO16831.5,2C3HAV L, ZHN2 RAPGEFL, FAM 1078, ETV6,INTSE, N PI PBS,ABCAS, NFKEID
STAT4,BASPL,EZH2 NFKB2 ANKLE2 STATSA, GRAMD1A,BTG3,PIM3

AC114760 2,INPPSD NHLRC3 MIS188 P1,AL627171 1 ILF3-DT LINCOOGSS

SPATSIL DNASE1L3 PRMTY ELMO LENTPDA, ITGB7 NFATC2

GPBAR1,CX3CR L TNFSFI0,LINCO2432,GIMAP7,GIMAPS,GIMAP2, GIMAP1, DOK2,SLC7A7,CFD, PRAML,C190rF38 LY L1 STX10,LILRA2
ACSL3 PDE4D,PTK2B,TUT7 NFIL3 FGD4,VPS37B, THBS1 ACO37198.1, SNHG25, METRNLCSARL

AC104809.2,CHST2, MXD3,SCGB3A L, PPP1R17 FTP4A3, PHF19,NEURL, TAGLN,MEG3, LINCO2345 TIPIN MSLN DEDD2 PPMIN U SP 18, RGL4
IQSEC1,PAGL, BLT1D1,MXL

NUP210,LIMD1,CYFIP2 PIK3CG,UNCI3BL S ELPLG, DHRST, P2RX1,RNF 126, 5L C44A2 ADA

ABHDS,SAPI0SLA ZBTB16,IRS2IDR2 SIGLECI2

LZTFL1ATPEAL CASC 15, HIST1H2BD,DDAH2,PLAATI, ACO26359.3,C 120157 PRH1,DLEU 1 PPPIR 144 A1B6

LINCOO&77 RECE SEPHS2

ROBO1,GPR17LKIT.CCRE,EHFLAG,DBNDD2

FILIP1L,USP53,PALLD,SESN 1IFRDLWASHC2A,CHKA, PERL

TIPARP, FNI P2, AGAP3 SFMBT2, PHLDB 1, AC0906 17. 10, SEMAGB, LDLR, NRIP1

KLHLG AFF4,PPP1R10,BTAFLIOSD1

MAGEF1,PARM1,CCSER1, PKIB,CDH17,CCDC26, TCTN3, NDR G2, NUBPL,ASB 2, TMEMS7, LGALS2

FAM434 HISTIH1E HIST1H2BG,AL121044. 1, TB,AL591115.1 PGM2L1, FKB P11, GIHCG, ATP 104, GAMT SIGLECE, BEX2,FHLL, USPEY
AC24560 5,FYTTD1,PPMIK,DAAMISEMATA PRP1R 168

KLF3,GPRES

SCARB2,TGFBI,UTRN,LAIR

PLACS,MRPL 36,GAPT,MEF2C N HPZ,RNFS SDHAF2,DCPS SIVALUBLT, CARHSP 1, ITGAE SMARCB LCYSLTR1
MGST2,0TULINLMPEG1, RNASES

CCDC152, TNFRSF21,LINCO0S96,ZDHHC21, PRYL2A LILRB4

NAIPCLECTA,KLF2,PIK3IP1

LHFPL2 SMIM3,IGF2R, BAGAL TL, SLCTAS,NPCL

ADRB2,SLC246,GCHL,ICAMA4, LILRB2 LILRBL

RNF145,CD83 COKN 14 RIPK2,TRAFL,BIRC2 USP12,CYTH1 SAMSN 1

CPVL,EVLKCNKS,FAM 1104

MYO1G,CHST?

CTSL,MMP14,PMP22

NDST2,ELK3, TRMT6,THED
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Annexe 2 - Metadata de la cohorte SuperGut

Sample | Disease | Origin Tissue Status ch;rg?;w Location subset

69 co | SU9€ | jEuM | Involved V1 misinai total cells
resection

128 co | Suga | yieuM | Involved V2 misinai total cells
resection

138 co | S¥9€d 1 jEuM | involved V2 misinai total cells
resection

158 co | Sugicd | yeum | Involved V2 misinai total cells
resection

181 co | SU9€d 1 EuM | Involved V2 misinai total cells
resection

187 co | S¥9€ | EuM | Involved V2 misinai total cells
resection

190 co | SU9€d 1 jEuM | Involved V2 misinai total cells
resection

193 co | Sugicd | yEum | Involved V2 misinai total cells
resection

196 co | SU9€d 1 EuM | Involved V2 misinai total cells
resection

198 uc Biopsies COLON Involved \ mtsinai total cells

200 uc Biopsies COLON Involved V2 mtsinai total cells

202 uc Biopsies COLON Involved V2 mtsinai total cells

204 CTRL Biopsies COLON CONTROL V2 mtsinai total cells

206 CTRL Biopsies COLON CONTROL V2 misinai total cells

209 co | Sugicd | yeum | Involved V2 misinai total cells
resection

210 CD Biopsies ILEUM Involved V2 mtsinai total cells

212 CD Biopsies COLON Involved V2 mtsinai total cells

214 uc Biopsies ILEUM Uninvolved V2 mtsinai total cells

216 uc Biopsies ILEUM Uninvolved V2 misinai total cells

217 uc Biopsies ILEUM Uninvolved V2 misinai total cells

218 CTRL Biopsies ILEUM CONTROL V2 misinai total cells

219 CTRL Biopsies COLON CONTROL V2 misinai total cells

220 CTRL Biopsies ILEUM CONTROL V2 misinai total cells

221 CTRL Biopsies COLON CONTROL V2 misinai total cells

222 CD Biopsies COLON Involved V2 misinai total cells

223 CcD Biopsies ILEUM Involved V2 misinai total cells

228 CD Biopsies COLON Involved V2 mtsinai total cells

229 CD Biopsies ILEUM Involved V2 mtsinai total cells

231 CD Biopsies ILEUM Involved V2 mtsinai total cells

232 CD Biopsies COLON Involved V2 mtsinai total cells

237 CTRL Biopsies COLON CONTROL V3 mtsinai total cells

238 uc Biopsies COLON Involved V3 mtsinai total cells

ni co | Sugicd | yiegm | involved V3 nantes total cells
resection

n2 CD 5urg|9a| ILEUM Involved V3 nantes mnp_stromal
resection

n3 co | S¥9€d 1 EuM | Involved V3 nantes total cells
resection

n4 CD Surgu;al ILEUM Involved V3 nantes mnp
resection

né co | Swgicd | yiegm | involved V3 nantes total cells
resection

n7 co | Sugea | yiEuM | Involved V3 nantes total cells
resection

n13 CD Biopsies ILEUM Involved V3 nantes total cells

n14 co | Sugla | yieuM | Involved V3 nantes total cells
resection

n17 co | Sugiea |y eum | involved V3 nantes total cells
resection

n18 CD Surgu;al ILEUM Involved V3 nantes mnp
resection
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Annexe 3 - Distribution des compartiments de cellules myéloides et
stromales dans la cohorte SuperGut
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Annexe 4 - Characterization of Rat ILCs Reveals ILC2 as the Dominant
Intestinal Subset

(Front Immunol. 2020 Feb 19;11:255. doi: 10.3389/fimmu.2020.00255)
Ahmed Abidi, Thomas Laurent, Gaélle Bériou, Laurence Bouchet-Delbos, Cynthia Fourgeux , Cédric
Louvet , Raja Triki-Marrakchi , Jeremie Poschmann , Régis Josien, Jérdbme Martin
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Développement de nouvelles approches pour I'analyse des interactions cellulaires dans les

maladies immunitaires

Mots clés : Immunologie - single cell RNAseq - Bioinformatique - Greffe de rein - Maladie de Crohn

Résumé : Le développement des technologies
de séquencage a ouvert la voie vers la
caractérisation des mécanismes immuno-
pathologiques en atteignant la précision des
cellules uniques. L’application de ce type
d’analyses transcriptomiques a des échantillons
de cellules circulantes provenant de receveur
de greffe de rein nous a permis de suivre de
maniére longitudinale les dynamiques post-

transplantation des différentes populations
immunitaires. Nous avons mis en avant
'émergence dune signature d’activation

précoce préférentiellement exprimée par les
cellules immunitaires des patients qui subissent
un rejet de greffe par la suite. Cette signature
semble indiquer un recrutement favorisé de
lymphocytes T et monocytes via 'axe CXCR4-
CXCL12 qui participerait a la détérioration des
tissus menant au rejet.

Dans le second projet, [lapplication du
séquencage en cellule unique a permis
d’étudier les programmes moléculaires en jeu
au sein des tissus d’iléons de patients atteints
de la maladie de Crohn. Par l'adaptation de
lalgorithme de Metacell combinée a une
analyse de modules de génes sur notre jeu de
données, il a été possible d’identifier avec
précision une hétérogénéité de profils au sein
des macrophages avec la présence de
signatures inflammatoires et pro-fibrotiques
enrichies chez les patients ne répondant pas
au traitement clinique d’anti-TNFa actuel. Ces
résultats proposent de nouvelles pistes de
compréhension pour expliquer les différences
de réponses de patients et permettent
d’envisager de nouveaux traitements plus
adaptées pour cibler les programmes
moléculaires actives chez les patients non-
répondeurs.

Development of new approaches to the analysis of cellular interactions in immune diseases

Keywords: Immunology - single cell RNAseq - Bioinformatics - Kidney graft - Crohn’s disease

Abstract: The development of sequencing
technologies has paved the way for the
characterisation of immuno-pathological
mechanisms by achieving single-cell precision.
The application of this type of transcriptomic
analysis to samples of circulating cells from
kidney transplant recipients has enabled us to
follow the post-transplantation dynamics of
multiple immune populations longitudinally. We
highlighted the emergence of an early activation
signature preferentially expressed by the
immune cells of patients who subsequently
undergo graft rejection. This signature seems to
indicate a preferential recruitment of T
lymphocytes and monocytes via the CXCR4-
CXCL12 axis, which is thought to contribute to
tissue damage leading to rejection.

In the second project, the application of single-
cell sequencing allowed us to study the
molecular programs at play within the ileum
tissues of Crohn's disease patients. By
adapting the Metacell algorithm, combined with
gene module analysis on our dataset, it was
possible to accurately identify heterogeneous
profiles within macrophages, with the presence
of enriched inflammatory and pro-fibrotic
signatures in patients not responding to current
clinical anti-TNFa treatment. These results
offer new ways of understanding the
differences in patient responses and allow us
to envisage new treatments that are better
adapted to targeting the molecular programs
active in non-responder patients.



