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FcR Reécepteur a fraction constant des immunoglobulines
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HDM House dust mite, extraits d’acariens
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IL Interleukine
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Mean fluorescence intensity, moyenne d’intensité de fluorescence
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Mononuclear phagocyte system, systéeme phagocytaire mononucléé
Macrophage tissulaire

Normalized enrichment score
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Pentatraxin 3, pentatraxine 3
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Resident tissue macrophage, macrophage tissulaire résident
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Side scatter, diffusion latérale
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Récepteur de cellule T
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Th2
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TLR
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YFP

T auxiliaire de type

T auxiliaire de type 2

T auxiliaire de type 17

Toll-like receptor, récepteur Toll-like

T régulateur

t-distributed stochastic neighbor embedding
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Summary

Résumé

Les macrophages résidant dans les tissus font partie intégrante des organes des mammiféres et
peuvent accomplir diverses taches dans le développement, I’homéostasie, I’inflammation ou encore la
réparation tissulaire. Au sein des poumons, les macrophages non-alvéolaires, appelés macrophages
interstitiels (MIs), contribuent de maniére importante a 1’homéostasie pulmonaire et a la prévention de
désordres a médiation immune tels que 1’asthme, mais restent peu caractérisés. Dans cette étude, nous
avons analysé 3596 cellules mononucléées du tissu pulmonaire de la souris, exprimant le récepteur Fc
de haute affinité pour les immunoglobulines gamma (Fcgrl, ou CD64), par séquencage d’ARN sur
cellules individuelles (single-cell RNA-sequencing, SCRNA-seq). Nous avons identifié deux sous-
populations de MlIs phénotypiquement distinctes, a savoir les populations CD206* et CD206", ainsi
qu’une population discréte de monocytes CD64"CD16.2" jusqu’a présent inconnue. Des expériences de
destinée cellulaire (fate-mapping) supportent que les deux sous-populations de Mls possédent une durée
de vie importante et sont lentement remplacés par des monocytes chez I’adulte, la population de Mls
CD206* présentant un plus haut potentiel d’auto-maintenance par comparaison aux Mls CD206". Les
MIs CD206" possédent une taille plus importante, sont principalement localisés dans I’interstitium
bronchique et produisent de hauts niveaux de cytokines et chimiokines immuno-régulatrices, telles que
I’interleukine (IL)-10. Par comparaison, les Mls CD206 peuplent préférentiellement 1’interstitium
alvéolaire et possédent des caractéristiques de cellules présentatrices d’antigénes. De plus, nous
fournissons des indications suggérant que les monocytes CD64*CD16.2* dérivent de monocytes
patrouilleurs Ly-6C' intravasculaires qui subissent une reprogrammation transcriptomique extensive
lors de leur entrée dans le tissu pulmonaire, afin de devenir des précurseurs locaux des Mls CD206.
Cette étude étend notre connaissance de la diversité des Mls pulmonaires, et révele une nouvelle voie
ontogénique impliquée dans le développement d’une sous-population de Mls, constituant une étape
importante dans 1’élaboration d’approches ciblées dans des conditions impliquant les (dys)fonctions des
Mls.



Summary

Summary

Resident tissue macrophages constitute an integral part of mammalian tissues and can fulfill
various tasks during development, homeostasis, inflammation and repair. In the lung, non-alveolar
macrophages, called interstitial macrophages (IM), importantly contribute to lung homeostasis and the
prevention of immune-mediated disorders such as asthma but remain little characterized. In this study,
we analyzed 3,596 mouse lung tissue mononuclear cells expressing the high affinity immunoglobulin
gamma Fc receptor (Fcgrl, or CD64) by single-cell RNA-sequencing (scRNA-seq). We identified two
phenotypically distinct subpopulations of 1M, i.e. CD206" and CD206" populations, as well as an as-yet
unknown discrete population of extravasating CD64*CD16.2* monocytes. Fate-mapping experiments
supported that both IM subsets had an extended lifespan and were slowly replaced by monocytes in
adults, with CD206" IM exhibiting an increased self-maintenance potential as compared to CD206" IM.
CD206" IM are larger, are mainly found in the bronchial interstitium and constitutively produce high
levels of immuno-regulatory cytokines and chemokines, including interleukin (IL)-10. Conversely,
CD206" IM preferentially populate the alveolar interstitium and exhibit features of antigen-presenting
cells. In addition, we provide evidence that CD64*CD16.2* monocytes arise from intravascular Ly-6C'"
patrolling monocytes that underwent an extensive specification program upon entering the lung tissue
to become local precursors of CD206" IM. This study expands our knowledge about the complexity of
lung IM and reveals a novel ontogenic pathway for one IM subset, an important step towards the

elaboration of targeted approaches for conditions implicating IM (dys)functions.
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Préambule général

Le poumon est un organe dont le réle principal est d’assurer les échanges gazeux vitaux entre
le compartiment sanguin et les espaces alvéolaires, et donc 1’air qui y circule en permanence. Les
muqueuses respiratoires sont donc constamment exposées a divers composants aéroportés auxquels elles
doivent faire face, qu’il s’agisse de micro-organismes, de substances irritantes, de polluants, d’antigénes
inoffensifs, etc. Le réseau capillaire pulmonaire est le plus irrigué de 1’organisme, rendant également le
poumon particuliérement sensible aux 1ésions d’origine sanguine (par exemple a des infections par des
micro-organismes ou parasites sanguins, aux embolies ou au développement de métastases). Le systeme
immunitaire pulmonaire, impliqué dans les différentes phases de I’inflammation mais aussi dans la
réparation tissulaire, est donc confronté en permanence a une série d’événements auxquels il doit
répondre, sans compromettre la fonction respiratoire. Le systeme immunitaire joue donc un réle pivot
important dans le développement ou non d’une réponse immune. Cette réponse est la plupart du temps
désirée et bénéfique, et permet par exemple de débarrasser 1’organe de micro-organismes pathogenes,
ou encore de soutenir la réparation tissulaire consécutive a une lésion. Dans certaines situations
néanmoins, le systéme immunitaire est responsable d’une réponse aberrante et délétére, par exemple a
I’encontre d’antigénes inoffensifS exogénes ou endogenes, ou encore en exercant des fonctions

protumorales favorisant le développement de tumeurs.

Parmi les acteurs du systéme immunitaire pulmonaire, on distingue d’une part le compartiment
non-leucocytaire, composé majoritairement des cellules épithéliales, et d’autre part le compartiment
leucocytaire, lui-méme constitué des cellules lymphoides, des granulocytes et du systeme phagocytaire
mononucléé. Parmi les leucocytes résidents, les macrophages représentent le type cellulaire le plus
représenté dans le poumon sain. Les macrophages pulmonaires sont décrits depuis plusieurs décennies,
mais le développement de techniques permettant la dissection précise des populations de macrophages
dans différents organes et 1’étude de leur origine et implication fonctionnelle a amplifié 1’intérét porté
par la communauté scientifique a ces cellules particulierement plastiques et impliquées dans
I’homéostasie, le développement, I’inflammation et la réparation tissulaires. Au sein du poumon, on
distingue les macrophages alvéolaires (MAS) qui résident dans les voies aériennes, des macrophages
interstitiels (Mls). De par leur isolation aisée dans le liquide de lavage broncho-alvéolaire ou le sputum,
les MAs représentent les macrophages pulmonaires les plus étudiés, et participent activement au retrait
des particules ou micro-organismes étrangers et a la clairance des protéines du surfactant. Les Mls, quant
a eux, restent encore a ce jour peu etudiés. Néanmoins, il apparait que ces cellules sont impliquées dans
les défenses pulmonaires et le maintien de I’homéostasie tissulaire. De plus, de récentes études suggerent
que ces macrophages représentent une population hétérogéne, englobant plusieurs sous-populations
distinctes. Face a I’intérét croissant pour les MIs, notre objectif au sein de ce travail est d’étudier de
maniere non biaisée I’hétérogénéité des MIs dans le poumon de la souris adulte, et de caractériser chaque

sous-population en terme de phénotype, d’origine, de localisation et de fonctions.
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Chapitre 1 Introduction

1. Lesystéme phagocytaire mononucléé pulmonaire: discrimination phénotypique, ontogénique

et spatiale

Proposé par Ralph van Furth et collégues afin de regrouper des cellules présentant des similarités
en termes de morphologie, de fonction et d’origine, le systéme phagocytaire mononucléé (mononuclear
phagocyte system, MPS) comprend originellement les promonocytes et leurs précurseurs au sein de la
moelle osseuse, lesquels se différencient en monocytes qui circulent dans le compartiment sanguin et
qui pénetrent le tissu pour devenir des macrophages (van Furth et al., 1972). 1l a plus tard été proposé
que les cellules dendritiques (dendritic cells, DCs) intégrent le MPS étant donné leur capacité de
phagocytose et les similitudes ontogéniques et phénotypiques que ces cellules peuvent partager avec les
macrophages (Guilliams et al., 2014; Hume, 2008; Hume et al., 2002). Dans cette section, nous
introduirons les caractéristiques phénotypiques, ontogéniques et spatiales permettant de discriminer les

différents composants du MPS au sein du poumon.

1.1 Macrophages pulmonaires

Les macrophages tissulaires sont présents dans la majorité des organes et accomplissent des
fonctions spécifiques du tissu dans lequel ils résident, en participant au développement, a I’homéostasie,
a ’inflammation ou a la réparation tissulaire (Davies et al., 2013; Epelman et al., 2014a; Okabe et
Medzhitov, 2016). Dans ce travail, nous nous focaliserons sur les propriétés des macrophages
pulmonaires. Nous introduirons dans cette section les concepts de macrophages alvéolaires et
interstitiels pulmonaires, et décrirons leurs caractéristiques morphologiques, phénotypiques et spatiales.
Leurs particularités ontogéniques, fonctionnelles et leur hétérogénéité seront détaillées dans les sections

2, 3 et 4 ci-dessous respectivement.

1.1.1 Apercu historique: de la découverte des macrophages pulmonaires a leur

dichotomisation.

Au sein des poumons de patients atteints de sténose mitrale, Rudolf Virchow observa en 1847
des cellules alvéolaires contenant des pigments sanguins (Bertalanffy, 1964; Virchow, 1847). Plus tard,
les « cellules a poussiéres » ont été décrites comme des cellules alvéolaires incorporant des particules
de poussiéres inhalées (Bertalanffy, 1964; von Jns, 1876). Ces cellules phagocytaires alvéolaires,
appelées par la suite « macrophages alvéolaires » (MAs), forment la population de macrophages
pulmonaires la plus étudiée, et ce grace a leur facilité d’isolation dans le liquide de lavage broncho-
alvéolaire (LLBA).
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En paralléle, les « cellules septales », phagocytes observés par Melvin Kaplan et collegues en
1950 représentent le premier exemple de macrophages non-alvéolaires, localisés dans la paroi alvéolaire
des poumons de la souris (Kaplan et al., 1950). La théorie proposee au début des années 70 par Ralph
van Furth et Zanvil Cohn impliquait que, comme pour tout macrophage, les MAs provenaient de
précurseurs myéloides, se différenciant en monocytes qui circulent dans le sang et se spécialisent en
macrophages au sein des alvéoles (van Furth et Cohn, 1968). Ceci supposait alors I’existence d’un stade
intermédiaire de maturation de MAs, localisé¢ dans I’interstitium pulmonaire, entre le compartiment
sanguin et les voies aériennes. En 1972, les « cellules interstitielles » identifiées dans des cultures
d’explants pulmonaires murins furent proposées comme étant des précurseurs de MAs (Bowden et
Adamson, 1972), et restérent des années considérées uniquement comme un état de transition entre les
monocytes sanguins et les macrophages des espaces alvéolaires (Blussé van Oud Alblas et al., 1981;
Landsman et Jung, 2007).

Le développement de méthodes d’isolation des macrophages pulmonaires employant des
traitements mécaniques et enzymatiques a permis, chez les rongeurs, d’établir une comparaison entre
les MAs, récupérés dans le LLBA, et les macrophages non-alvéolaires ou tissulaires (MTs), bien que
ces derniers soient contaminés par des MASs résiduels (van oud Alblas et van Furth, 1979; Holt et al.,
1985). Alors que MAs et MTs partagent des caractéristiques classiques de macrophages comme la
capacité de phagocytose et I’expression de récepteurs des fractions constantes des immunoglobulines
(FcR), ces traits sont néanmoins plus discrets chez les MTs par comparaison aux MAs (Bilyk et al.,
1988; Chandler et al., 1986; Franke-Ullmann et al., 1996; Johansson et al., 1997; Lagranderie et al.,
2003). De nombreuses autres différences ont été observées entre les MTs et MAs. Chez la souris, les
MTs présentent un pourcentage plus élevé de cellules exprimant le récepteur de la protéine du
complément C3 ou Mac-1, une intégrine composee d’une chaine 2 et du cluster de différenciation
(CD)11b (van oud Alblas et van Furth, 1979; Bilyk et al., 1988), une production plus importante de
métabolites de 1’acide arachidonique (leucotriéne C4 et prostacycline) apres phagocytose (Rouzer et al.,
1982) et une plus grande aptitude a 1’étalement lorsqu’elles sont exposées a du plasma (Bilyk et al.,
1988). Chez le rat, les MTs montrent une activité peroxydase plus importante (Drath et al., 1982), une
expression plus élevée du complexe majeur d’histocompatibilité de classe 2 (major histocompatibility
complex class 1l, MHC-II) (Steinmller et al., 2000) et de plus nombreux filopodes (Brody et al., 1992).
Apres stimulation ex vivo aux lipopolysaccharides (LPS), des composés de la paroi des bactéries Gram
négatif, les MAs présentent une activité cytotoxique et antimicrobienne plus élevée par rapport aux MTs
qui, de leur coté, sécrétent plus d’interleukine (IL)-1 et d’IL-6 chez le rat (Steinmuller et al., 2000) et
chez la souris ou ils soutiennent la prolifération de lymphocytes spléniques activés par un facteur

mitogéne (Franke-Ullmann et al., 1996).
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Malgré ces différences morphologiques, phénotypiques et fonctionnelles, de nombreux
scientifiques considéraient les MTs comme faisant partie du processus de transition entre les monocytes
et les MAs (Blussé van Oud Alblas et al., 1981; Bowden et Adamson, 1972; Franke-Ullmann et al.,
1996; Landsman et Jung, 2007). Toutefois, d’autres auteurs ont émis la possibilité que les MTs
pulmonaires, aussi appelés macrophages interstitiels pulmonaires (MIs), représentent une population
distincte et entierement compétente (Johansson et al., 1997; Laskin et al., 2001; Steinmuller et al., 2000),
un concept qui est de nos jours bien accepté dans le domaine (Guilliams et al., 2013a; Byrne et al., 2016;
Tan et Krasnow, 2016).

1.1.2 Caractéristiques morphologiques et phénotypiques des macrophages pulmonaires

La plupart des études mentionnées ci-dessus ont été réalisées ex vivo et ont défini les MTs
comme étant les cellules récoltées au sein des poumons digérés enzymatiquement, et adhérentes
lorsqu’elles sont remises en culture. Cette technique ne permet évidemment pas une isolation spécifique
des Mls, et les cellules étudiées devaient probablement étre contaminées par des quantités variables
d’autres cellules mononucléées, comme des MAs résiduels (malgré des lavages broncho-alvéolaires
préalables (Crowell et al., 1992; Johansson et al., 1997; Kobzik et al., 1988; Lehnert et al., 1985)), des
c¢DCs ou des monocytes (Jakubzick et al., 2013; Sabatel et al., 2017). De plus, considérant que les
macrophages subissent des modifications morphologiques et phénotypiques rapides une fois extraits de
leur microenvironnement naturel et cultivés ex vivo (Okabe et Medzhitov, 2016), les conclusions tenues

sur des Mls cultivés sous ces conditions doivent étre interprétées avec précaution.

Robert Sebring et Bruce Lehnert furent a notre connaissance les premiers & combiner une
technique basée sur I’affinité des FcR avec la cytométrie en flux afin d’isoler les Mls de rats, et les
identifierent morphologiquement comme étant plus petits, présentant une surface plus lisse et un noyau
plus irrégulier contenant davantage d’hétérochromatine par comparaison aux MAs (Sebring et Lehnert,
1992). Chez la souris, des études plus récentes ont montré que les Mls fraichement isolés contiennent
un noyau plus irrégulier et de nombreuses vacuoles dans leur cytoplasme, alors que les MAs présentent
une taille plus élevée (Sabatel et al., 2017) et des pseudopodes plus importants (Misharin et al., 2013).
Ces données sont cohérentes avec celles observées chez 1’humain, ou les MIs apparaissent comme étant
plus hétérogenes et plus petits que les MAs (Fathi et al., 2001; Hoppstadter et al., 2010; Dewhurst et al.,
2017).

L’accés a des technologies permettant 1’analyse de suspensions de cellules fraichement
récoltées, comme la cytométrie multiparamétrique, en flux ou de masse, a significativement amélioré la
caractérisation phénotypique des cellules immunes pulmonaires (Becher et al., 2014; Gibbings et al.,
2017; Guilliams et al., 2013a; Jakubzick et al., 201 es 3; Misharin et al., 2013; Sabatel et al., 2017).

10



Chapitre 1 Introduction

Chez la souris a I’état basal, les MIs et MAs partagent I’expression de marqueurs généralement exprimés
par les macrophages comme le CD64 et la tyrosine kinase transmembranaire MerTK, mais différent de
par I’expression de différents marqueurs : les MAs sont identifiés comme des cellules autofluorescentes
SiglecF*CD11c*CD11b CX3CR1, et expriment en outre EAR2 et CSF2Rb, alors que les Mls sont
définis comme des cellules non-autofluorescentes SiglecF-CD11c*"CD11b*CX3CR1* (Cohen et al.,
2018; Gibbings et al., 2017; Misharin et al., 2013; Sabatel et al., 2017). Les MAs sont par ailleurs 10
fois plus abondants que les MIs au sein d’une suspension cellulaire obtenue aprés digestion enzymatique
et mécanique des poumons de souris adultes a 1’état basal (Sabatel et al., 2017). Dans un contexte
inflammatoire, la sélection des MIs comme mentionnée ci-dessus peut englober des sous-types
inflammatoires de monocytes ou de cellules dérivées de monocytes. Néanmoins, les Mls sont distincts
de par leur faible expression du marqueur de surface Ly-6C, exprimé par les monocytes classiques (voir
section 1.2). Chez I’humain, plusieurs études identifient des marqueurs permettant de discriminer les
Mls des autres populations de monocytes et de macrophages. Les MAs et monocytes peuvent étre définis
comme des cellules hautement autofluorescentes SSCMNCD169"CD206", et non-autofluorescentes
SSC’CD169°CD206'CD14*CD16""M respectivement, alors que des cellules identifiées comme étant
HLA-DR*CD169"°CD206™, présentant une taille intermédiaire entre celle des monocytes et des MAs,

pourraient correspondre aux MIs humains (Bharat et al., 2016; Desch et al., 2016; Yu et al., 2016).

1.1.3 Localisation tissulaire des macrophages pulmonaires

A I’état basal, les MIs sont considérés comme étant des macrophages pulmonaires non-
alvéolaires et sont dés lors virtuellement absents dans les voies respiratoires, alors que les MAs
regroupent les macrophages présents dans la lumiéres des voies respiratoires et des alvéoles. Toutefois,
a ce jour, les informations relatives a la localisation exacte des Mls au sein du tissu pulmonaire sont peu
nombreuses et reposent principalement sur 1’analyse de marquages immunohistochimiques ou
immunofluorescents a 1’aide de marqueurs de macrophages peu spécifiques (Bedoret et al., 2009;
Gibbings et al., 2017). A I’aide d’un marquage immunohistochimique des protéines F4/80 et CD11c,
Denis Bedoret et collégues identifiérent au sein de D’interstitium pulmonaire murin des cellules
F4/80*CD11c, définis comme étant des Mls, alors que les MAs, identifiés comme étant F4/80*CD11c",
étaient principalement localisés dans la lumiére des alvéoles (Bedoret et al., 2009). Plus récemment,
Sophie Gibbings et collégues ont réalisé un marquage de MerTK sur des sections de poumons de souris
reportrice Cx3cr1®, permettant la visualisation de MIs MerTK*CX3CR1* dans I’interstitium
bronchique, proches des vaisseaux lymphatiques, mais pas dans le parenchyme pulmonaire (Gibbings
et al., 2017), alors que d’autres études suggérent que les MIs peuvent peupler I’interstitium du
parenchyme chez la souris adulte (Rodero et al., 2015; Tan and Krasnow, 2016). Notons que dans 1’étude

de Sophie Gibbings et collaborateurs, aucune cellule MerTK*CX3CR1" n’a été observé a la surface
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pleurale ou dans les vaisseaux sanguins (Gibbings et al., 2017). En effet, & ce jour, les macrophages
pulmonaires intravasculaires ne sont pas décrits a 1’état basal dans plusieurs espéces, dont la souris, le
rat et les primates (Staub, 1994), bien qu’ils puissent étre recrutés dans les vaisseaux pulmonaires aprés
une ligature du canal biliaire chez le rat (Gill et al., 2008). Au sein de notre laboratoire, nous avons
montré que I’injection intraveineuse (i.v.) de liposomes contenant du clodronate, lesquels déplétent
efficacement les phagocytes du compartiment sanguin, n’a aucun impact sur le nombre total de Mls
(Sabatel et al., 2017). De plus, dans le cadre d’expériences de marquage in vivo par injection i.v. d’un
anticorps couplé a un fluorochrome dirigé contre le marqueur pan-leucocytaire CD45, les Mls ne sont
pas significativement marqués par les anticorps ayant circulé dans le compartiment sanguin, a I’inverse
d’une majorité des monocytes (Sabatel et al., 2017), supportant que les Mls a 1’état basal ne sont
effectivement pas associés aux vaisseaux sanguins mais sont réellement situés dans le tissu pulmonaire,
dans les espaces péri-bronchiques (Chakarov et al., 2019; Gibbings et al., 2017), mais aussi
potentiellement au sein du parenchyme pulmonaire (Rodero et al., 2015; Tan et Krasnow, 2016). La
guantification de I’association des MIs avec des zones ou des structures particuliéres du poumon n’est
cependant pas systématique et permettra a I’avenir de préciser la localisation exacte des MlIs au sein des

poumons.

1.2 Monocytes pulmonaires

Chez la souris, on distingue deux populations majeures de monocytes : les monocytes dits
« classiques » et « patrouilleurs », correspondant aux monocytes CD14*CD16™ et CD14™CD16*
respectivement chez I’humain (Passlick et al., 1989; Geissmann et al., 2003; Cros et al., 2010; Ginhoux
et Jung, 2014). Ces deux populations partagent 1’expression de F4/80, CD11b et CD115 (CSF1R)
(Geissmann et al., 2003; Hettinger et al., 2013; Mildner et al., 2017; Yona et al., 2013).

Les monocytes classiques, ou Ly-6C", sont identifiés comme des cellules CCR2*CX3CR1™Ly-
6C" dérivent du progéniteur commun aux monocytes et aux cellules dendritiques (MDP) et du
progéniteur commun aux monocytes (cMoP) dans la moelle osseuse, et quittent la moelle pour entrer
dans la circulation sanguine par un mécanisme dépendant du CCR2 (Geissmann et al., 2003; Ginhoux
et Jung, 2014; Hettinger et al., 2013; Serbina et Pamer, 2006). Notons que ce modele classique
hiérarchique est récemment remis en question, étant donné que des modéles proposent un engagement
dans la lignée monocytaire dés le stade de cellules souches hématopoiétiques (HSCs), et un continuum
de différenciation de ces cellules plutét qu’un processus séquentiel nécessitant des précurseurs
pluripotents intermédiaires (Guilliams et al., 2018), voire suggérent une contribution du progéniteur
granulocytaire-monocytaire (GMP) sans I’intervention du MDP pour la différenciation de monocytes,
et ce de maniere plus importante aprés exposition au LPS (Yafiez et al., 2017). Les monocytes classiques

circulants sont préférentiellement recrutés au niveau des sites inflammatoires (Geissmann et al., 2003)
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et sont capables de repeupler plusieurs compartiment de phagocytes mononucléés a 1’état basal, par
exemple les macrophages du cceur (Epelman et al., 2014b; Molawi et al., 2014), du derme
(Tamoutounour et al., 2013), de la lamina propria intestinale (Bain et al., 2014), du pancréas (Calderon
et al., 2015) et une sous-population de macrophages du péritoine (Bain et al., 2016; Kim et al., 2016).

Survie
dépendante de:
« NR4A1
« CSFIR
« CX3CR1

/ - surveillance.de la | |Réparation de | cellule
DC dérivéede | Verslessites s”'fajett'f]f"l’a'e lendothélium | endothéliale
monocyte inflammatoires Gelelin= L=l endommagée

Figure Introduction 1 Les monocytes classiques et patrouilleurs de la souris. Cette figure illustre les différences

en termes d’origine, de développement, de phénotype et de fonction entre les monocytes classiques Ly-6C" et les
monocytes patrouilleurs Ly-6C' de la souris, comme discutées dans la section 1.2. cMoP, progéniteur commun aux
monocytes ; DC, cellule dendritique ; GMP, progéniteur granulocytaire-monocytaire; HSC, cellule souche
hématopoiétique ; MDP, progéniteur commun aux monocytes et aux cellules dendritiques. Figure adaptée de (Ginhoux

et Jung, 2014)

Les monocytes patrouilleurs, ou Ly-6C', sont caractérisés comme des cellules CCR2
CX3CR1"Ly-6C" qui adhérent et rampent a la surface luminale de 1’endothélium, notamment via
I’interaction de leurs intégrines LFA-1, Mac-1 (composées d’une chaine 2 et du CD11a ou du CD11b
respectivement), VLA4 et du CX3CR1, avec leurs ligands exprimés par les cellules endothéliales
(Auffray et al., 2007; Buscher et al., 2017; Geissmann et al., 2003; Ginhoux et Jung, 2014). lls
phagocytent des microparticules attachées a la surface des cellules endothéliales et, en cas de dommage
ou de nécrose de I’endothélium, ingérent les débris cellulaires et orchestrent la réparation tissulaire
(Carlin et al., 2013). Les monocytes patrouilleurs ont en outre une demi-vie de circulation plus élevée

que les monocytes circulants, a savoir environ 5 jours contre 20 heures, respectivement (Geissmann et
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al., 2003; Tacke et al., 2006; Yona et al., 2013). A I’état basal, les monocytes patrouilleurs se
différencient au départ de monocytes classiques, probablement au sein du compartiment sanguin
(Ginhoux et Jung, 2014; Hettinger et al., 2013; Yona et al., 2013; Sunderkoétter et al., 2004; Varol et al.,
2007), par un mécanisme dépendant des facteurs de transcriptions C/EBPJ (Mildner et al., 2017) et
NR4A1, ce dernier étant en outre important pour leur survie (Hanna et al., 2011), a I’instar de CX3CRI1
(Landsman et al., 2009) (voir Figure Introduction 1). En accord avec cette théorie, une population de
monocyte Ly-6C'™ est également décrite, arborant un profil transcriptomique partageant des similitudes
avec les monocytes Ly-6C" et les Ly-6C'" (Mildner et al., 2017; Sunderkotter et al., 2004). Bien que ce
continuum de différenciation soit bien décrit, il n’est pas exclu que les monocytes Ly-6C"° dérivent
directement du cMoP dans la moelle osseuse (Ginhoux et Jung, 2014). En effet, s’ils provenaient
uniquement des monocytes Ly-6C" qui dépendent de CCR2 pour leur sortie de la moelle osseuse
(Serbina et Pamer, 2006), le nombre de monocytes Ly-6C"° devrait étre réduit chez des souris déficientes
pour CCR2 (Ccr2™"), ce qui n’est pas complétement le cas (Carlin et al., 2013; Yona et al., 2013). D’un
autre coté, la dépendance des monocytes Ly-6C" au CCR2 n’est pas absolue. En effet la rate, qui
représente un site d’hématopoiese secondaire extra-médullaire chez la souris adulte (Kiel et Morrison,
2008) et qui contient des progéniteurs comme le MDP et le cMoP qui se différencient en monocytes
(Hettinger et al., 2013), constitue un réservoir de monocytes Ly-6C" et Ly-6C'"°, qui présentent un profil
transcriptomique similaire aux monocytes sanguins Ly-6C" et Ly-6C" respectivement, qui sont présents
en nombres sensiblement identiques chez des souris Ccr2” et des contrdles sauvages, et sont donc
CCR2-indépendants (Swirski et al., 2009).

Dans le poumon également, comme antérieurement suggéré par Claudia Jakubzick et collegues
(Jakubzick et al., 2013), Catherine Sabatel et ses collaborateurs ont décrit 1’existence d’une population
de monocytes Ly-6C" tissulaires CCR2-indépendants qui possédent un profil transcriptomique
identique aux monocytes classiques du sang (Sabatel et al., 2017). Au sein des poumons de souris
sauvages préalablement perfusés au PBS, ces monocytes tissulaires CCR2-indépendants constituent
environ 40% des monocytes Ly-6C" (Sabatel et al., 2017). 1l est intéressant de noter que dans cette
étude, une fraction (i.e. environ 20%) des monocytes Ly-6C" semble également tissulaire, laquelle est
CCR2-indépendante.

1.3 Cellules dendritiques

Au sein du poumon de la souris a I’état basal, on distingue 3 sous-types de DCs : les DCs
conventionnelles CD103* ou de type 1 (cDC1s), CD11b* ou de type 2 (cDC2s) et une population
mineure de DCs plasmacytoides (pDCs) (Guilliams et al., 2014). Les pDCs, identifiées comme des
cellules CD11c*F4/80°CX3CR1-CD11b'"SiglecH*, sont importantes pour I’immunité antivirale de par

leur production d’interférons de type I au cours d’infections virales, alors que les cDCs produisent
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davantage de cytokines et chimiokines et sont des cellules présentatrices d’antigénes (CPAs)
professionnelles qui échantillonnent le tissu, migrent vers les ganglions drainants afin d’activer et
polariser des lymphocytes T naifs en lymphocyte T effecteurs ou régulateurs (Guilliams et al., 2013b;
Lambrecht et Hammad, 2009). En particulier, les cDC1s sont identifiées comme des cellules
CD11c*MHC-1I"F4/80"°CX3CR1'CD11b'°CD103*, sont localisées au sein de I’épithélium des voies
respiratoires et émettent des dendrites vers la lumiére des voies aériennes, et sont impliqués dans la
présentation croisée d’antigénes exogenes aux lymphocytes T cytotoxiques (Guilliams et al., 2013b;
Lambrecht et Hammad, 2009). Les c¢cDC2s sont quant a elles caractérisées comme des cellules
CD11c*MHC-1I*F4/80™CX3CR1™CD103"°CD11b™, sont localisées dans la lamina propria du tractus
respiratoire, et sont responsables de I’initiation d’une réponse des lymphocytes T auxiliaires de type 2
(Th2) spécifiques d’un antigéne, lesquels orchestrent notamment le développement d’une réponse a
I’encontre des helminthes, ou d’une inflammation allergique des voies aériennes chez les souris
exposées a un allergéne et du LPS (Eisenbarth et al., 2002; Guilliams et al., 2013b; Hammad et al., 2009;
Lambrecht et Hammad, 2009; Mesnil et al., 2012; Plantinga et al., 2013). Les DCs possedent une origine
distincte des macrophages et des monocytes. L’origine des pDCs est controversée puisqu’elles
dériveraient soit d’un précurseur commun aux cellules dendritiques (CDP), en aval du MDP, générant
des pré-pDCs (lesquels se différencient en pDCs au sein de la moelle osseuse), soit de pré-pDCs dérivant
du précurseur lymphoide commun (Dress et al., 2019; Sichien et al., 2017). Les cDCs dérivent quant a
elles du CDP qui génére des pré-cDCs qui expriment le facteur de transcription Zbtb46, conservé au
sein de leur descendance (Satpathy et al., 2012), quittent la moelle, circulent via le sang et colonisent le
tissu ou ils se différencient en cDCs matures (Sichien et al., 2017). La différenciation in vitro de DCs
dérivées de la moelle osseuse (bone marrow-derived DCs, BMDCs) en présence de GM-CSF (ou CSF2)
constitue un outil généré afin de modéliser la fonction des DCs. En effet, le transfert intratrachéal (i.t.)
de BMDCs stimulées au préalable par un antigéne et du LPS permet la sensibilisation allergique des
souris a cet allergene, et le développement d’allergie respiratoire suite a une provocation allergénique
(Bedoret et al., 2009; Lambrecht et al., 2000). Nous référons a 1’utilisation de ce mode¢le dans 1’étude de
la fonction des Mls a la section 3.1.3.

2. Origine et maintenance des macrophages pulmonaires

Le modele linéaire proposé par van Furth et Cohn en 1968 suggérait que les macrophages
provenaient nécessairement de monocytes circulants, eux-mémes dérivants de précurseurs myéloides
(van Furth et Cohn, 1968). Notons que ces auteurs fondaient leurs conclusions sur 1’analyse de souris
irradiées, ce qui ne refléte pas les conditions homéostatiques mais plutdt un contexte d’inflammation
extréme induite par des dommages tissulaires. Ce modéle a d’ailleurs par la suite été fortement remis en

question, de par 1’observation notamment de macrophages proliférant localement (Sawyer et al., 1982;
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Parwaresch et Wacker, 1984; Czernielewski et Demarchez, 1987), et de la présence de macrophages
dans le sac vitellin avant méme la survenue de I’hématopoiese primaire (Naito et al., 1989, 1996; Palis
et al., 1999). Aujourd’hui, il est accepté que de nombreux macrophages résidant dans le tissu, en
conditions basales, proviennent de la différenciation de précurseurs embryonnaires qui colonisent les
tissus avant la naissance et persistent a 1’dge adulte, avec une contribution mineure ou inexistante des
monocytes circulants (Guilliams et al., 2013a; Ginhoux et al., 2010; Schulz et al., 2012; Hashimoto et
al., 2013; Yona et al., 2013; Gomez Perdiguero et al., 2015; Sheng et al., 2015; Ensan et al., 2016). Ces
précurseurs, générés en trois vagues successives, comprennent d’abord des progéniteurs primitifs du sac
vitellin, générés dés le 7°™ jour de développement embryonnaire (E7.0) ; des progéniteurs érythro-
myéloides (EMPs) du sac vitellin ensuite a partir de E8.0, lesquels migrent vers le foie feetal dés la
circulation sanguine établie, a partir de E8.5; et enfin des HSCs générées par I’épithélium hémogénique
de D’embryon dés EI10.5, lesquelles colonisent également le foie feetal qui devient 1’organe
hématopoiétique majeur dés E12.5 (Epelman et al., 2014a; Ginhoux et Guilliams, 2016; Guilliams et
Scott, 2017). Les exceptions connues a la régle établie ci-dessus concernent les macrophages du derme
(Tamoutounour et al., 2013), de 1a lamina propria de I’intestin (Bain et al., 2014), du cceur (Epelman et
al., 2014b) et du pancréas (Calderon et al., 2015), qui nécessitent un constant processus de
réapprovisionnement et de différenciation a partir de monocytes circulants pour leur maintenance a ’état
basal (voir Figure Introduction 2). En revanche, dans de nombreux organes en conditions
inflammatoires, des monocytes circulants peuvent étre recrutés dans les tissus Iésés et se différencient
en macrophages, contribuant a la réponse inflammatoire ou au repeuplement des macrophages résidants
altérés (Ginhoux et al., 2016; Guilliams et al., 2014).
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Figure Introduction 2 Origine embryonnaire et myéloide des macrophages résidents chez la souris, telle
qu’exposée dans la section 2. HSC, cellule souche hématopoiétique ; Macs, macrophages ; EMP, progéniteur érythro-
myéloide. Figure inspirée de (Ginhoux et Guilliams, 2016; Ginhoux et al., 2016) et créée selon le style graphique de
Nature Reviews Immunology.
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Dans cette section, nous nous focaliserons sur les indices permettant de définir 1’origine des
macrophages pulmonaires, et plus particuliérement des macrophages interstitiels. A ces fins, nous
introduirons au préalable les techniques qui ont permis ’é¢tude de I’ontogénie des macrophages

pulmonaires dans les différentes études auxquelles nous nous référerons.

2.1 Outils d’étude de I’origine des macrophages pulmonaires

Nous décrirons trois catégories d’outils utilisés dans 1’étude de 1’origine des macrophages :
I’emploi d’abord de souris transgéniques permettant d’établir une cartographie de la destinée cellulaire

ou fate-mapping, de parabioses ensuite, et enfin de greffes de moelle chimérique.

Le ciblage d’un type cellulaire repose fréquemment sur ’activité d’une Cre-recombinase (Cre)
exprimée sous le contréle du promoteur d’un géne ici symbolisé « X », spécifique de la lignée a cibler.
Dans certains cas, la Cre est fusionnée a un domaine de liaison du ligand (LBD) du récepteur humain
de I’cestrogene, et peut étre activée au moment désiré par un traitement au tamoxiféne (TAM), un ligand
du LBD (Metzger et al., 1995). Ce type de Cre inductible est symbolisé CreER. Au sein de la progéniture
issue du croisement de souris X< ou X°"ER avec des souris reportrices Rosa26-LSL-fluo (chez lesquelles
le locus Rosa26, exprimé de maniere ubiquitaire, contient une cassette STOP flanquée de deux sites
loxP (LSL), précédant et empéchant I’expression d’un géne codant pour une protéine fluorescente),
aprés traitement au TAM dans le cas des croisements impliquant la CrefR, I’expression du géne X
conduira a la recombinaison des sites 10xP par la Cre, la délétion de la cassette STOP et ainsi I’expression
du traceur fluorescent (Epelman et al., 2014a; Lavin et al., 2015) (voir Figure Introduction 3). Par
exemple, I’utilisation de souris gestantes Runx1°"ER Rosa26-LSL-TdTomato traitées au TAM permet
de suivre au sein de leur progéniture les cellules dérivées du sac vitellin, étant donné que Runxl est
exprimé uniquement par les cellules hématopoiétiques primitives du sac vitellin, entre E7 et E8
(Samokhvalov et al., 2007; Tan et Krasnow, 2016). Au sein des souris $100a4°".Rosa26-LSL-EYFP,
toutes les cellules dérivées des monocytes du foie feetal ou des HSCs de la moelle osseuse sont
constitutivement fluorescentes (Hashimoto et al., 2013; Hoeffel et al., 2015). Chez [I’adulte,
I’augmentation du nombre de cellules fluorescentes au sein d’ une population au cours du temps suggere
donc une contribution de précurseurs dérivés des HSCs pour leur maintien (Chakarov et al., 2019;
Hashimoto et al., 2013).
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Sans expression de Cre (souris sans construction X“¢, promoteur inactif,...)
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Figure Introduction 3 Mécanisme de recombinaison induite par une Cre-recombinase constitutive (moitié
gauche) ou inductible par un traitement au tamoxiféne (moitié droite), comme exposé a la section 2.1. Cre, Cre-
recombinase ; Cre®R, Cre-recombinase inductible ; Fluo, géne codant pour la protéine fluorescente FLUO ; T,
tamoxiféne.

Un second outil est le recours aux études de parabiose qui consistent en 1’association
chirurgicale de deux animaux, appelés parabiontes, dans le but de joindre leurs systémes circulatoires et
ainsi permettre le trafic de précurseurs circulants d’un individu a I’autre. Cette technique permet
notamment d’étudier le remplacement d’une population cellulaire par des précurseurs circulants, sans
recourir a la déplétion préalable de cette population, et donc dans un contexte relativement
physiologique (Epelman et al., 2014a; Ginhoux et Jung, 2014). Lors de I’association d’un partenaire
sauvage a un partenaire transgénique (déficient pour un géne, exprimant un allotype différent du CD45,
un traceur fluorescent, etc.), les précurseurs circulants comprennent des cellules dérivées des deux

partenaires génétiquement différents et sont dits « chimériques » (Epelman et al., 2014a).

Enfin, le troisiéme outil est la greffe de moelle chimérique, autrement dit d’un mélange de
cellules de moelle provenant de souris génétiquement différentes (généralement de par I’alléle a ou b du
géne Ptprc qu’elles portent, codant pour le CD45.1 ou le CD45.2 respectivement), consécutive a une
irradiation sublétale ou 1étale de 1’animal, permettant respectivement 1’élimination partielle ou totale des
macrophages, des autres leucocytes et des HSCs, et 1’étude de leur repeuplement (Epelman et al., 2014a;
Hashimoto et al., 2013).
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2.2 Origine embryonnaire des macrophages pulmonaires

Chez la souris a 1’état basal, les MAs proviennent de monocytes dérivant du foie feetal qui
colonisent la lumiére des voies aériennes dans les deux premiéres semaines suivant la naissance
(Guilliams et al., 2013a). Des expériences de parabiose et de fate-mapping ont en outre permis de
montrer que ces macrophages se maintiennent sans contribution majeure de monocytes sanguins chez
I’adulte (Guilliams et al., 2013a; Hashimoto et al., 2013), a I’instar de nombreux autres macrophages
tissulaires d’origine embryonnaire (Ensan et al., 2016; Ginhoux et al., 2010; Gomez Perdiguero et al.,
2015; Hashimoto et al., 2013; Schulz et al., 2012; Sheng et al., 2015; Yona et al., 2013). Néanmoins,
cette image est certainement plus complexe au sein d’un organisme soumis, tout au long de sa vie, a
divers épisodes inflammatoires, au cours desquels les monocytes peuvent contribuer a long terme a la
maintenance, voire au remplacement de ces macrophages (Guilliams and Scott, 2017; Machiels et al.,
2017; Scott et al., 2016).

L’origine des MIs est, quant a elle, moins documentée et semble plus compliquée. En 2016,
Serena Tan et Mark Krasnow ont étudié le développement des macrophages pulmonaires en se basant
sur leur expression de plusieurs marqueurs et le tragage génétique de lignées dérivées de I’embryon (Tan
et Krasnow, 2016). L’utilisation de souris transgéniques Runx1°tR Rosa-LSL-TdTomato leur a permis
de mettre en évidence une sous-population de pré-macrophages F4/80* dérivés du sac vitellin qui
colonisent le poumon de fagon homogeéne a partir de E10.5, et persisteraient en tant que MIs « primitifs »
au sein des poumons de la souris adulte, préférentiellement dans les espaces sous-mésothéliaux et
périvasculaires, alors que les MIs du parenchyme pulmonaire disparaissent rapidement aprés la
naissance au profit d’un afflux postnatal de Mls dérivés de précurseurs circulants (voir section 2.3 ci-

dessous) (Tan et Krasnow, 2016).

2.3 Contribution myéloide dans la maintenance des macrophages pulmonaires

A D’état basal, la plupart des macrophages d’origine embryonnaire, comme les MAs, les
macrophages de la microglie au sein du systéme nerveux central ou les macrophages hépatiques (aussi
appelés cellules de Kipffer), peuvent s’auto-maintenir sans contribution majeure des monocytes
circulants chez la souris (Ginhoux et Guilliams, 2016; Gomez Perdiguero et al., 2015; Guilliams et al.,
2013a; Hashimoto et al., 2013; Yona et al., 2013). L’origine des MIs est quant a elle plus complexe.
Une étude de fate-mapping sur des souris S100a4°.Rosa-LSL-EYFP (voir section 2.1), permettant de
rendre fluorescentes les cellules dérivées des monocytes du foie feetal ou des HSCs, a permis de montrer
une accumulation de cellules fluorescentes au sein des Mls durant les 20 premiéres semaines de vie,
suggérant une contribution de précurseurs circulants dans le maintien des Mls, contrairement aux MAs

(Chakarov et al., 2019). Par ailleurs, des études de parabiose ont confirmé que les Mls se maintiennent
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via une contribution, au moins partielle, de monocytes circulants (Chakarov et al., 2019; Sabatel et al.,
2017; Tan et Krasnow, 2016). Aprés avoir associé durant 6 mois des souris sauvages avec des souris
Ccr27, les poumons du partenaire Ccr2”- ont été analysés et, selon les études, 12 a 35% des MIs (contre
moins d’1% des MAs) provenaient du donneur sauvage, démontrant que des précurseurs circulants
peuvent participer au maintien des MIs a 1’état basal, contrairement aux MAs (Chakarov et al., 2019;
Sabatel et al., 2017). Ces résultats sont contradictoires par rapport a ceux initialement observés par
Jakubzick et collégues (Jakubzick et al., 2013), mais confortent les résultats préliminaires publiés
ensuite par Tan et Krasnow qui observent eux aussi la contribution de précurseurs circulants a la
génération de Mls dans le parenchyme alvéolaire (Tan et Krasnow, 2016). Le pourcentage relativement
faible de MlIs de I’héte Ccr2”- remplacés par des cellules dérivées de précurseurs circulants du donneur

sauvage dans ces études suggere deux hypotheses, qui ne sont pas incompatibles.

Dans une premiere hypothese, les Mls des souris hotes Ccr2”- sont remplacés, au moins
partiellement, au départ de précurseurs du donneur mais aussi de 1’h6te de maniére CCR2-indépendante,
a I’instar par exemple des lymphocytes B du sang qui sont dérivés a 40-50% du donneur sauvage, et
connus comme circulant de maniére CCR2-indépendante (Chakarov et al., 2019; Sabatel et al., 2017).
Cet apport de monocytes de 1’hdte n’est alors pas détectable, et le pourcentage de cellules dérivés du
donneur ne refléte pas la contribution monocytaire totale au maintien des Mls. En cohérence avec cette
hypothése, les MIs sont présents en nombre similaires chez des souris sauvages ou Ccr2”- de 6 a 10
semaines, et une diminution partielle des Mls a été observée chez des Ccr2” agées d’un an, par
comparaison aux souris sauvages du méme age (Sabatel et al., 2017). De plus, dans un modele de greffe
de moelle chimérique apres irradiation, la niche des MlIs est repeuplée d’abord par des précurseurs
CCR2-dépendants 56 jours apreés la greffe, mais est maintenue a long terme par une contribution de
précurseurs CCR2-indépendants, au vu de 1’enrichissement en Mls dérivant de cellules Ccr2” observé

84 jours apres la greffe (Sabatel et al., 2017).

La seconde hypothése est qu’une fraction de MlIs est maintenue via une contribution de cellules
circulantes, alors qu’une seconde fraction présente une durée de vie plus importante et/ou est capable
de s’auto-renouveler au sein du tissu. Cette idée est par ailleurs supportée par 1’étude de Sophie Gibbings
et collégues, identifiant au sein des poumons de la souris a 1’état basal trois sous-populations de Mls
(voir section 4.1), dont une présente un turnover plus élevé et un repeuplement par des précurseurs

circulants plus rapide par comparaison aux deux autres sous-populations (Gibbings et al., 2017).

Ces résultats sont donc cohérents avec 1’idée que les Mls dérivent au moins partiellement du sac
vitellin et du foie feetal, et sont maintenus par la contribution de précurseurs circulants, probablement
monocytaires, a un rythme plus ou moins éleve selon la sous-population concernée. Néanmoins, 1’étude

de I’origine des MIs reste complexe et requiert encore davantage d’intérét.

20



Chapitre 1 Introduction

2.4 Différenciation de précurseurs circulants en macrophages au sein du tissu pulmonaire

L’origine mixte des MIs est en ligne avec le concept actuel supposant que la plupart des
macrophages tissulaires de I’humain adulte dérivent de précurseurs hématopoiétiques, qui colonisent les
différentes niches altérées au cours des épisodes inflammatoires rencontrés au long de la vie (Guilliams
et Scott, 2017). A cet effet, les monocytes circulants sont instruits par des facteurs spécifiques du tissu
concerné qui induisent la différenciation des monocytes, en adaptant leur profil transcriptomique qui
définira 1’identité des macrophages tissulaires néoformés. Par exemple, le traitement a la toxine
diphtérique de souris Clec4f-DTR, au sein desquelles I’expression du récepteur de la toxine diphtérique
(DTR) est conditionnée par 1’activité du promoteur du géne Clec4f particulierement exprimé par les
cellules de Kipffer, a permis de dépléter spécifiquement ces macrophages et d’observer que des
monocytes circulants dérivés de la moelle osseuse sont capables de repeupler cette niche, présentent un
phénotype et un profil transcriptomique trés similaire aux cellules de Kipffer d’origine, et sont capables
de s’auto-renouveler dans le tissu (Scott et al., 2016), une propriété jusqu’alors reconnue comme étant
restreinte aux macrophages dérivés de précurseurs embryonnaires (Gentek et al., 2014). Au sein des
poumons, des macrophages dérivés du sac vitellin, des monocytes du foie feetal et des monocytes dérivés
de la moelle osseuse transférés par instillation intranasale a des souriceaux Csf2rb™, dépourvus de MAs,
peuvent repeupler les espaces alvéolaires, acquérir un profil transcriptomique et des capacités
fonctionnelles similaires aux MAs d’origine embryonnaire, et s’auto-maintenir (van de Laar et al.,
2016), comme suggéré par un autre groupe (Takata et al., 2017). Ces données expérimentales supportent
la théorie actuelle proposant que ’identité des macrophages tissulaires est davantage définie par
I’intégration de signaux dérivés du microenvironnement, ou niche, que par leur origine, supposant donc
que divers précurseurs sont capables d’exprimer sous ces conditions un programme de différenciation
et un profil transcriptomique et €pigénétique spécifiques d’une population précise de macrophages
tissulaires (Guilliams et Scott, 2017; van de Laar et al., 2016; Lavin et al., 2014; Scott et al., 2016;
Takata et al., 2017), bien que I’expression de certains génes liés a I’origine des précurseurs puisse étre
conservée (Gibbings et al., 2015), ce qui est particuliérement observé lors de la recolonisation des tissus
par des précurseurs hématopoiétiques consécutive a une irradiation létale (Bruttger et al., 2015; Lavin
etal., 2014).

La différenciation des macrophages est contr6lée par divers régulateurs de la transcription :
d’une part des régulateurs principaux de la lignée de macrophages, et d’autre part des facteurs de
transcription induits par des signaux spécifiques du tissu concerné (Okabe et Medzhitov, 2016). Dans la
premiere catégorie hiérarchique sont decrits des facteurs de transcription tels que PU.1, ainsi que
C/EBPa, C/EBP, etc. qui contrdlent I’expression d’ensembles de génes, ou modules transcriptionnels,
communs & tous les macrophages, en se liant a des séquences amplificatrices de la transcription, et

facilitant alors 1’acces d’autres facteurs de transcription aux promoteurs de génes spécifiques des

21



Chapitre 1 Introduction

macrophages (Gautier et al., 2012; Glass, 2015; Gosselin et al., 2014; Lavin et al., 2015; Lawrence et
Natoli, 2011). PU.1 est un facteur de transcription particulierement décrit et important pour la
différenciation des macrophages, illustré par 1’absence absolue de macrophages (mais aussi de
lymphocytes B) chez des souris présentant une mutation homozygote du gene codant pour PU.1
(McKercher et al., 1996; Scott et al., 1994). Son expression, et par conséquent du module
transcriptionnel qu’il contrdle, est maintenue par I’activation du CSF1R par ses ligands, typiquement le
M-CSF et I’'TL-34 (Gosselin et al., 2014; Mossadegh-Keller et al., 2013). Le second niveau de hiérarchie
comprend les facteurs de transcriptions induits par 1’intégration des signaux délivrés par le tissu
concerné, comme par exemple GATAG, induit par ’acide rétinoique dans les macrophages péritonéaux
(Gosselin et al., 2014; Okabe et Medzhitov, 2014), ou PPARY, induit par le CSF2 dans les macrophages
alvéolaires au cours de leur développement périnatal (Schneider et al., 2014). Néanmoins, les facteurs
tissulaires et régulateurs de la transcription impliqués dans la différenciation des MIs restent jusqu’a ce
jour inconnus, bien qu’ils représentent de potentielles cibles thérapeutiques dans des contextes

impliguant les fonctions et/ou dysfonctions de ces macrophages.

3. Spécialisations fonctionnelles des macrophages pulmonaires

Les macrophages sont historiqguement connus pour leurs réles en tant que cellules immunitaires
innées. En effet, leur capacité de phagocytose, mise en évidence par les travaux d’Elie Metchnikoff a la
fin du 19°™ siécle, est importante pour la défense de 1’organisme contre ’invasion de pathogénes, mais
aussi pour des fonctions « ménagéres », comme 1’élimination des cellules apoptotiques ou le remodelage
de la matrice extra-cellulaire (Epelman et al., 2014a; Gordon, 2016; Okabe et Medzhitov, 2016). Il est
aujourd’hui reconnu qu’au-dela de leur capacité de phagocytose, les macrophages sont impliqués dans
divers processus biologiques, comme le développement, le maintien de I’homéostasie et la réparation
tissulaires (Epelman et al., 2014a; Okabe et Medzhitov, 2016).

Dans cette section, nous décrirons les spécialisations fonctionnelles des macrophages
pulmonaires, avec une emphase particuliere sur les fonctions connues ou suggérées des macrophages

interstitiels.
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3.1 Macrophages interstitiels

3.1.1 Capacité de phagocytose: clearance et défense du tissu pulmonaire

A P’instar des MAs, les Mls sont des cellules phagocytaires (A-Gonzalez et al., 2017; Bedoret
et al., 2009; Chandler et al., 1986; Fathi et al., 2001; Franke-Ullmann et al., 1996; Gibbings et al., 2017;
Johansson et al., 1997), et pourraient dés lors étre considérés comme des cellules « ménageéres »
débarrassant I’interstitium pulmonaire d’agents pathogenes, de cellules endommagées par une agression
extérieure ou suite a leur apoptose, contribuant a la défense de 1’héte et a I’homéostasie tissulaire (A-
Gonzalez et al., 2017; Gordon, 2016). Noelia A-Gonzales et collegues ont étudié un systéme de
parabiose joignant une souris sauvage CD45.1 a une souris transgénique CD45.2 dont les cellules
expriment la protéine fluorescente dsRed, permettant d’étudier a 1’état basal la capture de leucocytes
circulants fluorescents qui infiltrent le tissu (mais pas 1’espace alvéolaire), par les macrophages
tissulaires du partenaire sauvage (A-Gonzalez et al., 2017). Les Mls représentent, MAs exclus, la
population pulmonaire manifestant la plus grande capacité de phagocytose, laquelle varie selon le
rythme circadien avec un pic au début de la phase active de la souris. Néanmoins, la fraction de cellules
phagocytaire est moindre au sein des Mls que des macrophages des autres organes analysés (i.e. moelle
o0sseuse, rate, intestin et foie). Par ailleurs, il a également été montré in vivo que les Mls sont capables
de phagocyter des particules microbiennes (i.e. des bioparticules d’Escherichia coli fluorescentes)
instillées par voie intranasale (Gibbings et al., 2017), suggérant que ces macrophages peuvent agir

comme une seconde ligne de défense a I’encontre des pathogénes véhiculés par voie aérienne.
3.1.2 Capacité de présentation d’antigénes

Les macrophages, a I’instar des DCs et des lymphocytes B, sont généralement considérés
comme des CPAs professionnelles (Schuijs et al., 2019). Etant donné leur capacité de phagocytose (A-
Gonzalez et al., 2017; Bedoret et al., 2009; Chandler et al., 1986; Fathi et al., 2001; Franke-Ullmann et
al., 1996; Gibbings et al., 2017; Johansson et al., 1997) et leur expression du MHC-II (Sabatel et al.,
2017; Misharin et al., 2013; Hoppstédter et al., 2010; Gibbings et al., 2017; Bedoret et al., 2009; Fathi
et al., 2001; Kawano et al., 2016; Ferrari-Lacraz et al., 2001), il est donc également probable que les

MIs possedent une capacité de présentation d’antigénes.

Une récente étude a utilisé un systeme de coculture de lymphocytes T CD4* de souris
transgéniques OT-11.Ragl” (chez lesquelles les cellules T CD4* expriment un récepteur de cellule T
(TCR) spécifique d’un peptide de 1’ovalbumine (OVA) présenté par le MHC-II) marqués au
carboxyfluorescein diacétate succinimidyl ester (CFSE) avec des CPAs (i.e. des MAs, des Mls, ou des
DCs) de souris sauvages en présence d’OVA, afin d’évaluer la capacité de présentation de cet antigéne

par les différentes cellules étudiées (Chakarov et al., 2019). En effet, aprés 3 jours de coculture, la
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prolifération des lymphocytes T spécifiques de 'OV A, évaluée par la dilution de leur contenu en CFSE,
témoigne de la présentation préalable de I’antigéne par les CPAs via le MHC-1I a ces lymphocytes T
(Chakarov et al., 2019). Tls ont montré que, contrairement aux MAs qui n’expriment pas le MHC-II, les
MIs sont capables d’induire 1’activation et la prolifération des lymphocytes T, mais néanmoins dans une
moindre mesure par comparaison aux DCs (Chakarov et al., 2019). Il est intéressant de souligner que
dans ce systeme de coculture, un sous-type de Ml (i.e. Lyve-1°MHC-II", voir section 4.1) présente une
capacité supérieure aux DCs a induire des lymphocytes T régulateurs (Treg) activés (Chakarov et al.,
2019), suggérant un potentiel réle immuno-régulateur des Mls a la fronti¢re entre I’immunité innée et

I’immunité adaptative.

3.1.3 Maintien de ’homéostasie pulmonaire dans un contexte allergique

La plupart des études fonctionnelles réalisées sur les Mls se sont focalisées sur leurs potentielles
propriétés immuno-régulatrices. Les MIs murins et humains expriment de I’'IL-10 a 1’état basal, alors
que les MAs, cDC2s et monocytes pulmonaires n’expriment pas ou treés peu cette cytokine immuno-
régulatrice, détectée soit dans le surnageant des macrophages en culture, soit par margquage
intracellulaire, ou encore grace a ’utilisation de souris reportrices (Sabatel et al., 2017; Bedoret et al.,
2009; Kawano et al., 2016; Hoppstadter et al., 2010; Toussaint et al., 2013; Nie et al., 2017). Par
exemple, chez la souris reportrice 1L-10-B-lactamase (ITIB), les cellules expriment une enzyme [3-
lactamase spécifiqguement sous le contréle du promoteur du géne 1110 (Bouabe et al., 2011). Les cellules
sont incubées avec un substrat fluorescent, le CCF4-AM qui émet une lumiére verte aprés excitation par
un laser violet au cours de I’analyse au cytométre en flux, mais qui, une fois clivé par la B-lactamase,
émet une lumiére bleue dont I’intensité permet de quantifier la transcription du géne 1110. L’expression
d’IL-10 par les MIs augmente en réponse a des stimuli environnementaux, comme 1’exposition a du
LPS (Hoppstadter et al., 2010; Sabatel et al., 2017), des dinucléotides CpG non-méthylés (CpG) (Sabatel
et al., 2017), ou des extraits d’acariens (house dust mite, HDM) (Kawano et al., 2016; Toussaint et al.,
2013). Etant donné que la muqueuse pulmonaire est constamment exposée a une grande variété
d’allergénes et de molécules immunostimulantes, notre laboratoire a postulé que les Mls pourraient
contribuer au maintien de 1’homéostasie pulmonaire en altérant la fonction des cDCs qui sont
responsables de la sensibilisation allergique et du développement d’inflammation allergique des voies

aériennes (Bedoret et al., 2009; Sabatel et al., 2017; Toussaint et al., 2013).

En utilisant un systeme de coculture de Mls avec des BMDCs prétraitées a ’OVA et au LPS, il
a été montré que les Mls perturbent la capacité de maturation et de migration des BMDCs vers le
ganglion drainant et I’induction subséquente des caractéristiques de I’allergie respiratoire, une fois les
BMDCs instillées dans la trachée de souris receveuses (Bedoret et al., 2009; Toussaint et al., 2013).

L’utilisation de MIs provenant de souris donneuses transgéniques a en outre permis de montrer que
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I’inhibition des BMDCs est dépendante du récepteur Toll-like (Toll-like receptor, TLR)-4 (i.e. le
principal récepteur du LPS), du facteur de transcription HIF1a et de I’IL-10 (Bedoret et al., 2009;
Toussaint et al., 2013). In vivo, I’injection intra-péritonéale d’anticorps déplétants dirigés contre le
marqueur F4/80 induit une déplétion des MIs, mais pas des MAs, et augmente 1’activation des DCs et
le développement d’allergie respiratoire lorsque les souris sont exposées a de faibles doses d’allergene
et de LPS, auxquelles les souris ne répondent normalement pas (Bedoret et al., 2009), supportant
I’importance des MIs dans le maintien de I’homéostasie pulmonaire. Il est a noter que dans ces premicres
études, les MIs isolés et cocultivés englobaient également d’autres types cellulaires F4/80*CD11c
comme des monocytes pulmonaires et des éosinophiles (Mesnil et al., 2016; Sabatel et al., 2017).
Néanmoins, les MIs comme identifiés actuellement sont les seuls a exprimer de I’'TL-10, et leur capacité
a inhiber les fonctions des DCs a par ailleurs été confirmée ultérieurement (Mesnil et al., 2016; Sabatel
etal., 2017).

Au-dela du controle de I’asthme allergique chez la souris, les MIs peuvent étre impliqués dans
le controle d’autres phénotypes de 1’asthme. En effet, Hideo Kawano et collégues ont suggéré que les
Mls contribuent a la prévention de I’inflammation neutrophilique des voies respiratoires dépendante de
la réponse de lymphocytes T auxiliaires de type 17 (Th17), par des mécanismes médiés par 1’'IL-10
(Kawano et al., 2016). Ces auteurs ont utilis¢é un modé¢le d’asthme neutrophilique basé sur des
instillations de HDM chez des souris 11107, augmentant significativement le nombre de neutrophiles
dans le LLBA, I’inflammation pulmonaire neutrophilique et I’expression de cytokines associées aux
réponses Thl7, par rapport aux souris sauvages exposées au HDM (Kawano et al., 2016). Dans ce
modele, le transfert de MIs WT par instillation intranasale aux souris 11107 avant la sensibilisation au
HDM méne a une diminution de I’inflammation neutrophilique, de la production de mucus et de la

production de I’IL-13 et de cytokines Th17 (Kawano et al., 2016).

La sensibilité des MIs a une exposition au LPS et aux CpG, deux dérivés microbiens
omniprésents dans I’environnement (Braun-Fahrlander et al., 2002; Roy et al., 2003), rappelle
I’« hypothése de I’hygiéne » qui postule qu’une exposition réduite aux microbes environnementaux ou
a leurs dérivés, en conséquence de I’augmentation du niveau d’hygiéne dans le mode de vie actuel,
augmente la susceptibilité & développer de I’asthme allergique (von Mutius, 2016; Strachan, 1989).
Cette théorie pourrait expliquer I’importante augmentation de la prévalence de cette maladie au cours
des derniéres décennies (Eder et al., 2006). En concordance avec cette théorie, I’exposition de souris ou
d’humains a des CpG microbiens semble réduire le risque de sensibilisation allergique (Beeh et al.,
2013; Broide et al., 1998; Creticos et al., 2006; Kline et al., 2002; Krieg, 2012; Sur et al., 1999),
suggérant un effet protecteur des CpG a 1’encontre du développement d’allergie respiratoire. Dans des
modeles murins, une instillation intranasale de CpG induit I’amplification du nombre de Mls via leur

différenciation au départ de monocytes pulmonaires ou du réservoir splénique, par un mécanisme
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indépendant du CCR2 (Sabatel et al., 2017). Ces Mls CpG-induits présentent un phénotype différent
des MIs a 1’état basal, produisent de plus grandes quantités d’IL-10, et leur transfert avant la
sensibilisation ou la provocation allergénique récapitule 1’effet protecteur des CpG a ’encontre du
développement d’allergie respiratoire (Sabatel et al., 2017). Cet effet protecteur n’est en outre pas
observé aprés un transfert de Mls de souris 11107 traitées aux CpG, démontrant 1’importance de cette

cytokine dans le maintien de I’homéostasie pulmonaire (Sabatel et al., 2017).

3.2 Macrophages alvéolaires

En conditions homéostatiques, une des fonctions majeures des MAs consiste en la clairance des
protéines et des lipides du surfactant, afin de prévenir leur accumulation et le développement d’une
protéinose alvéolaire (Dranoff et al., 1994; Trapnell et Whitsett, 2002). L’axe impliquant le GM-CSF,
ses récepteurs (i.e. CSF2Ra et CSF2RDb) et le récepteur nucléaire PPARY, est largement impliqué dans
ce processus (Schneider et al., 2014; Suzuki et al., 2014).

De par leur localisation particuliére, les MAs sont constamment exposés a des particules et
agents microbiens inoffensifs face auxquels ils ne répondent pas. En effet, afin de limiter les réponses
inflammatoires non-désirées et de ne pas compromettre les échanges gazeux, les MAs sont maintenus
dans un état quiescent via I’intégration de signaux apportés par le contact avec le CD200 et le complexe
avP6-TGFp des cellules épithéliales alvéolaires et bronchiques, mais aussi par des médiateurs solubles
comme 1’IL-10 et les protéines de surfactant (SP)-A et SP-D (Garbi et Lambrecht, 2017; Hussell et Bell,
2014). Ces macrophages possedent en outre une faible capacité de présentation d’antigénes et de
costimulation, induisant davantage une anergie des lymphocytes T que leur activation in vitro
(Blumenthal et al., 2001; Hussell et Bell, 2014). Les MAs contribuent également, via leur production de
TGFp et d’acide rétinoique, a la génération de lymphocytes Treg (CD4"Foxp3*) in vitro (Coleman et
al., 2013; Soroosh et al., 2013) et in vivo (Soroosh et al., 2013), et le transfert de MAs stimulés a ’OVA
ex Vvivo avant la sensibilisation a cet allergéne permet de réduire I’inflammation pulmonaire a la suite
d’une provocation allergénique, par comparaison a un transfert de MAs non stimulés a ’OVA (Soroosh
et al., 2013), suggérant qu’ils peuvent contribuer au développement d’une tolérance envers des
allergénes dans un contexte non-inflammatoire. En revanche, apres la sensibilisation, dans un contexte
inflammatoire établi, les MAs participent & la réponse inflammatoire médiée par les DCs (Lauzon-Joset
etal., 2014), et 1a déplétion des MAs n’influence en outre pas le nombre de lymphocytes Tregs (Zastona
etal., 2014). Cette dualité illustre que le contexte dans lequel les MAs se trouvent balance et définit leur

potentiel fonctionnel.

Les MAs sont situés en premiére ligne lors de ’invasion d’agents pathogenes par voie aérienne,

et constituent dés lors aussi une ligne de défense importante a I’encontre des agressions extérieures
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(Garbi et Lambrecht, 2017). En effet, les dérivés microbiens sont reconnus par les nombreux TLRs des
MAs qui, en s’activant, contrebalancent les signaux inhibant les MAs, et induisent alors une
augmentation de leur activité phagocytaire ainsi que de la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires,
afin d’augmenter la clearance de 1’agent pathogeéne (Hussell et Bell, 2014). La capture des pathogénes
permet non seulement de réduire leur charge pulmonaire, mais limite aussi leur acquisition par les DCs,
et donc leur dissémination et le développement d’une réponse inflammatoire adaptative a leur encontre
(Guilliams et al., 2013b). En effet, la déplétion des MAs avant une infection par le virus influenza A ou
le virus respiratoire syncytial augmente la charge virale pulmonaire, la mortalité, et réduit la production
d’interférons de type 1 qui exercent un role antiviral et dont les MAs sont les principaux producteurs au
cours d’une infection virale (Guilliams et al., 2013b; Reed et al., 2008; Tumpey et al., 2005). En cas
d’infection bactérienne, 1’absence des MAs mene également & une aggravation de I’inflammation
pulmonaire, bien que dans le cas particulier d’une infection a Mycobaterium tuberculosis, les MAs sont
incapables de tuer ces bactéries intracellulaires et participent dés lors a leur survie et au développement
de la maladie qui engage le pronostic vital des animaux infectés (Guilliams et al., 2013b; Leemans et
al., 2001).

4. Hétérogénéité des macrophages interstitiels

Les Mls étaient étudiés jusqu’a peu comme une population homogéne, et référaient a I’ensemble
des macrophages pulmonaires non-alvéolaires, lesquels sont de plus en plus envisagés comme
constituant une population hétérogene. La plupart des études réalisées jusqu’alors reflétaient davantage
une signature globale des MIs et sous-estimaient 1’existence de potentielles sous-populations qui
pourraient présenter leur propre identité en terme de phénotype, de localisation, d’origine et de fonction.
Dans cette section, nous synthétiserons les connaissances actuelles sur I’hétérogénéité des Mls a 1’état
basal, et leur plasticité en conditions stimulées. Nous terminerons enfin par une introduction a la
technique de séquengage d’ARN de cellules individuelles, qui constitue actuellement la méthode de

choix dans I’évaluation non biaisée de I’hétérogénéité d’un ensemble cellulaire.

4.1 Hétérogénéité des macrophages interstitiels a I’état basal

L’existence de sous-populations de MIs a initialement été proposée chez le rat par David
Chandler et collégues en 1986 (Chandler et al., 1986) et lors d’études ultérieures (Chandler et Brannen,
1990; Chandler et al., 1988), fondant leurs observations sur le fractionnement d’un gradient de densité.
Les fractions de densité plus faible présentent des capacités fonctionnelles plus évidentes (i.e.
opsonisation et phagocytose médiées par le FCR, production de prostaglandines et de thromboxanes,

capacité de migration suite a un stimulus chimiotactique) par comparaison aux fractions de plus haute
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densité (Chandler et Brannen, 1990; Chandler et al., 1986, 1988). Toutefois, il est difficile de savoir si
les différences observées doivent étre attribuées a une réelle hétérogénéité des Mls, ou a la
contamination de la fraction de plus haute densité par des granulocytes, comme rapporté dans leur
premiére publication (Chandler et al., 1986).

Néanmaoins, plusieurs études récentes ont fourni des données indiquant que les Mls représentent
une population hétérogéne au sein du poumon a 1’état basal. En effet, Sophie Gibbings et collégues ont
décrit I’existence de trois sous-populations de Mls, sur base de leur expression relative du CD11c et du
MHC-II, distinguant les MIs CD11c°MHC-1I" (IM1), CD11c°MHC-II" (IM2) et CD11c*MHC-IIM
(IM3) (Gibbhings et al., 2017). Phénotypiquement, les IM1 et IM2 expriment des niveaux plus élevés de
CD206, Lyve-1 et CD169 que les IM3, qui eux montrent une expression plus élevée du CD11c et de
CCR2 (Gibbings et al., 2017). Fonctionnellement, les IM1 et IM2 montrent une plus grande capacité
que les IM3 a phagocyter des bioparticules d’Escherichia coli ou du zymosane A (Gibbings et al., 2017).
En outre, des expériences de parabiose et de transfert de moelle osseuse chimérique ont permis de
montrer que les IM3 présentent un turnover plus rapide par rapport aux IM1 et IM2 (Gibbings et al.,
2017). Tl est a noter qu’a ce stade, les IM1 et IM2 sont trés similaires et pourraient représenter deux états
d’activation d’un méme type cellulaire. De plus, la distinction des sous-populations repose sur 1’analyse

subjective d’un nombre restreint de marqueurs.

En 2019, Svetoslav Chakarov et collégues ont utilisé le séquengage d’ARN de cellules
individuelles afin d’analyser de maniére non biaisée un nombre limité de MIs, et ont identifié deux sous-
populations de Mls dans le poumon, différents notamment de par I’expression de molécules du MHC-
Il (Chakarov et al., 2019). Les MIs MHC-II" et MHC-II" ont par la suite été triés et soumis a un
séquengage d’ARN en « bulk », révélant 1837 génes différentiellement exprimés entre ces deux sous-
populations, nommées Lyve-1°MHC-11" et Lyve-1"MHC-I1'"° (Chakarov et al., 2019). Cette dichotomie
est par ailleurs observée au sein des macrophages de nombreux autres organes, incluant le ceeur, la peau
et la graisse viscérale (Chakarov et al., 2019). Ces auteurs suggerent que les Mls Lyve-1°MHC-11"
expriment de plus hauts niveau de CX3CR1, CD44, CLEC7A et CD72 au niveau protéique, seraient
davantage localisés pres des fibres nerveuses, possedent une plus grande capacité de présentation
d’antigéne et d’induction de lymphocytes Treg dans un modéle de coculture (Chakarov et al., 2019)
(voir section 3.1.1). Les Mls Lyve-1"MHC-11'"® expriment quant a eux davantage de CD36, CD38,
CD88, CD169, CD206 et MAFB au niveau protéique, présentent une taille plus importante, sont
localisés a proximité des vaisseaux sanguins et expriment de plus hauts niveaux d’IL-10, évalués grace
a I’analyse de souris reportrices ITIB (Chakarov et al., 2019). Grace & un modele de déplétion spécifique
de la sous-population Lyve-1"MHC-II", les auteurs suggérent que cette sous-population participe au
maintien de 1’intégrité des vaisseaux sanguins et réduit I’inflammation et le développement de fibrose

pulmonaire conséquente a une instillation intranasale de bléomycine (Chakarov et al., 2019).
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Ces résultats mettent en évidence la diversité potentielle des MIs murins a 1’état basal. 1l tres
probable que la situation se complexifie lorsque les poumons sont exposés a des signaux de stress,

comme dans le cadre de dommages tissulaires, d’inflammation ou d’infection.

4.2 Plasticité des macrophages interstitiels

En conditions stimulées, les MIs sont capables d’adapter leur phénotype et leur fonction afin de
répondre aux besoins du tissu pulmonaire, et d’autre part, des monocytes inflammatoires peuvent
également étre recrutés dans le poumon et acquérir des caractéristiques de Mls. A ce titre, Hideo Kawano
et collegues ont montré chez la souris que le nombre de MIs produisant de 1’IL-10 augmente suite a une
provocation allergénique au HDM (Kawano et al., 2016). De plus, notre laboratoire a décrit qu’une
instillation intranasale de LPS, de CpG ou d’autres ligands de TLRs induit une augmentation du nombre
de Mls, ainsi qu’une modification substantielle de leur phénotype, alors qu’aucune modification du
nombre de MIs n’a été observée lors d’une exposition au virus Influenza A ou a Streptococcus
pneumoniae (Sabatel et al., 2017). L’impact fonctionnel de ces modifications a précédemment été
discuté dans la section 3.1.2. Jessica Hoppstadter et collegues ont montré que les Mls isolés de biopsies
humaines et cultivés in vitro sécrétent davantage d’IL-6, d’IL-10 et d’antagoniste au récepteur de 1’IL-
1 (IL-1Ra) que les MAs, en conditions basales ou aprés une stimulation au LPS (Hoppstéadter et al.,
2010). Au niveau transcriptomique, ’expression d’ll10 est en outre plus importante aprés une
stimulation au LPS ou a I’ADN de certaines bactéries par comparaison a 1’état basal, cohérent avec les
observations réalisées chez la souris, alors que les MAs sécrétent davantage de cytokines pro-
inflammatoires (i.e. IL-1p, IFN-y, IL12p40 et 1L12p70) aprés une stimulation au LPS (Hoppstadter et
al., 2010).

Si I’amplification de MlIs fortement immunorégulateurs est favorisée par une exposition a des
composants microbiens, le microbiome des voies aériennes pourrait potentiellement influencer le
développement et la fonction des Mls. Si aucune différence n’a pu étre observée en comparant
I’expression d’IL-10 par les Mls de souris exemptes de germes (dites « germ-free ») ou hébergées en
animalerie exempte de pathogenes spécifiques (SPF) (Kawano et al., 2016), il n’est néanmoins pas exclu
que la quantité ou la qualité des composants du microbiome local puisse moduler le potentiel
immunorégulateur des MlIs, comme il I’a par exemple été proposé pour les macrophages régulateurs de

la lamina propria intestinale (Kim et al., 2018).

Les Mls sont certes sensibles aux dérivés microbiens, mais également aux dommages tissulaires
et a I’hypoxie (Florentin et al., 2018; Misharin et al., 2013; Pugliese et al., 2017). En effet, trois jours
aprés le début d’un modéle de lésion pulmonaire aigu€ basé sur une instillation intratrachéale de

bléomycine, les Mls sont plus nombreux, et expriment de plus hauts niveaux de marqueurs de
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macrophages classiquement activés (i.e. CD40, CD80, CD86) par rapport aux MlIs a I’état basal (Aran
etal., 2019; Misharin et al., 2013). Dans ce modéle, la déplétion du compartiment CX3CR1* réduit non
seulement le nombre de macrophages induits, mais également I’accumulation de fibroblastes et de
collagéne dans les poumons, suggérant un role pro-fibrotique des Mls recrutés (Aran et al., 2019).
Toutefois, aux stades avancés de remodelage tissulaires chez la souris, le nombre de Mls et leur
phénotype redeviennent comparables & ceux observés initialement (Misharin et al., 2013). Dans un
contexte d’hypoxie, utilisé¢ dans 1’étude de I’hypertension pulmonaire, une expansion des Mls dans les
espaces péri-bronchiques/péri-vasculaires est observée chez la souris (Florentin et al., 2018; Pugliese et
al., 2017) et chez I’humain (Florentin et al., 2018). Ces Mls induits proviennent du recrutement et de la
différenciation de monocytes circulants, expriment de faibles niveaux de MHC-II (Florentin et al.,
2018), subissent, comme les MAs, une reprogrammation transcriptomique spécifique de 1’hypoxie, puis
acquierent progressivement un profil transcriptomique anti-inflammatoire (Pugliese et al., 2017),
cohérent avec 1’observation que le facteur induit par I’hypoxie (HIF)la favorise D’activité
immunorégulatrice des Mls dans un contexte allergique (Toussaint et al., 2013). Enfin, les Mls isolés a
partir des marges saines de biopsies humaines prélevées lors d’une résection de carcinome pulmonaire
produisent de plus hauts niveaux de métalloprotéase matricielle (MMP)-1, MMP-9 et d’un inhibiteur de
MMPs (i.e. TIMP-1) lorsqu’ils sont mis en contact avec des membranes de lymphocytes T stimulés,
suggérant une possible contribution des MIs humains dans la régulation du remodelage tissulaire suite

a une inflammation (Ferrari-Lacraz et al., 2001).

4.3 Leséquencage d’ARN de cellules individuelles comme outil d’étude de ’hétérogénéité des

macrophages

L’évaluation de I’hétérogénéité des Mls était jusqu’il y a peu menée en utilisant un nombre
limité de marqueurs de surface, sélectionnés de maniere subjective (Gibbings et al., 2017). Le
développement de méthodes permettant d’analyser sans biais une population a 1’échelle unicellulaire a
offert au monde de I'immunologie une alternative a la méthode classique de dissection des
compartiments cellulaires, et I’opportunité de réexaminer la composition de nombreuses populations
cellulaires. A ce titre, le séquencage d’ARN de cellules individuelles, ou single-cell RNA-sequencing
(scRNA-seq), est aujourd’hui une méthode bien établie qui fournit, pour chaque cellule analysée, un
instantané de la présence et de la quantité d’ARN messager (ARNm) a un moment donné (Giladi et
Amit, 2017; Lavin et al., 2015; Neu et al., 2017).

Une des méthodes permettant d’analyser simultanément un grand nombre de cellules
préalablement triées est celle de SCRNA-seq en gouttelettes, ou droplet-based. Cette technique repose
sur 1’élaboration de gel beads in emulsion (GEMs), a savoir des gouttes en émulsion dans I’huile

contenant chacune une seule bille fonctionnalisée ou gel bead, une seule cellule, et divers réactifs.
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Chaque gel bead comporte a sa surface une multitude d’oligonucléotides, chacun comportant plusieurs
séquences : une séquence appelée « code-barres », propre a chaque bille ; une séquence d’identification
moléculaire unique (unique molecular identifier, UMI) différente entre chaque oligonucléotide d’une
méme bille, permettant de distinguer les différents transcrits d’'un méme géne ; et une séquence
constituée de désoxythymidines, appelée « amorce poly(dT) ». Une fois au sein de la GEM, la cellule
est lysée, les transcrits polyadénylés qu’elle contenait se lient aux amorces poly(dT) de la gel bead, la
transcription inverse s’initie et chaque molécule d’ADN complémentaire (ADNC) générée contient alors
ses identifiants (son code-barres et son UMI). Ensuite, 1’émulsion est rompue et les étapes suivantes (i.e.
I’amplification, la génération de la librairie et le séquengage) sont donc réalisées sur le mélange de tous
les ADNCcs obtenus. Les données obtenues sont traitées afin de générer une matrice géne/code-barres
indiquant, pour chaque cellule/code-barres, le nombre de transcrits/UMIs pour chagque géne détecté
(Zheng et al., 2017). Ces données sont alors utilisées afin d’observer des regroupements, ou clusters, de
cellules partageant un transcriptomique similaire, et possédant potentiellement une identité singuliére,
en termes de phénotype, d’origine, de localisation et de fonctions (Giladi et Amit, 2017; Neu et al.,
2017) (voir Figure Introduction 4). En dressant une liste de genes différentiellement exprimés entre ces
différents clusters, il est alors possible de déterminer les génes caractéristiques de chaque sous-
population identifiée, mais aussi de comparer ces listes a une base de données, par exemple celle du
consortium Gene Ontology, reprenant pour divers processus biologiques une liste de génes déterminée,
et d’ainsi identifier statistiquement un enrichissement de génes impliqués dans un ou plusieurs processus
biologique(s) particulier(s).
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Read 1 Code-barres UMI Amorce
poly(dT)

- AL AR
°..ﬁ>. 0. . 90; -> 0 O — —}/\:\\,211"—\\14

©0 il | Tarereion gl [\ et BEIROND
fonctS:I:aslisées .T.. HL‘EIE G;:jzic;in Lyse cellulaire ADNc YADNe
fgelbeads CE‘!”’LJES (GEW) Construction de la
+ réactifs librairie + séquengage

Analyses bioinformatiques

e G ’
R — [ Gene 3
- L >

—— Demultiplexage, Gone 7 o
G Analyse -

Reads de alignement des Gene 9 — T

G 10
séquencage reads, filtrage, Matrice Résultats
comptage des UMI .
gene/code-barres

Figure Introduction 4 Schématisation du procédé expérimental du sSCRNA-seq, comme exposé dans la section
4.3 ADNc, ADN complémentaire ; UMI, unique molecular identifier, identifiant moléculaire unique.
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Les données de séquencage offrent donc 1’ opportunité de définir une image statique des cellules
isolées a un instant donné. Néanmoins, elles renferment d’autres informations plus dynamiques, & savoir
le rapport entre les transcrits épissés et non-épissés pour chaque géne détecté, permettant aussi de prédire
1’état futur des cellules analysées. En effet, lorsque ces cellules sont en cours de développement ou de
différenciation, une augmentation du rythme de la transcription résulte en une accumulation rapide
d’ARNm non-€pissés, suivie d’une augmentation des quantités d’ARNm épissés, jusqu’a ce qu’un
nouvel équilibre soit atteint (La Manno et al., 2018). La balance entre les niveaux d’ARN épissés et non-
épissés permet de calculer la vélocité d’ARN, ou RNA velocity, qui représente la dérivée par rapport au
temps de I’abondance d’ARNmM non-épisseé, et constitue un indicateur prédictif de I’abondance d’ARNm
mature, et donc de 1’état futur de la cellule analysée (La Manno et al., 2018). Ces données permettent
donc de réaliser une inférence de trajectoire, c’est-a-dire de conférer un ordre temporel a ces cellules,
de modéliser une trajectoire de développement et de prédire le devenir d’une cellule dans les heures qui
suivent leur analyse (La Manno et al., 2018; Neu et al., 2017; Street et al., 2018).

Le scRNA-seq en gouttelettes est la méthode que nous avons choisi d’utiliser dans ce travail
afin de disséquer de maniére non-supervisée I’hétérogénéité des macrophages pulmonaires, et

particuliérement des Mls.
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Au sein du compartiment phagocytaire mononucléé du poumon, les macrophages interstitiels
représentent une population relativement peu étudiée, et le plus souvent investiguée comme une
population homogéne. Toutefois, de plus en plus d’évidences montrent que cette population est
hétérogene et comprend, selon les auteurs, deux ou trois sous-populations de Mls (Chakarov et al., 2019;
Gibbings et al., 2017). Une compréhension fine et non biaisée de ces cellules, impliquées notamment
dans I’homéostasie pulmonaire et la prévention de désordres allergiques tels que 1’asthme, constitue une
étape essentielle non seulement dans 1’étude a haute résolution de I’impact de ces macrophages dans
diverses situations physiologiques et pathologiques, mais aussi a long terme dans le développement de
thérapies ciblant uniquement une sous-population particuliére de ces macrophages dans des situations

ou leurs fonctions sont altérées ou potentialisées.

L’objectif premier de ce travail est d’évaluer, de maniére non biaisée, 1’hétérogénéité des Mls
par scRNA-seq afin de rendre compte d’éventuels clusters de macrophages aux profils
transcriptomiques distincts. Par ailleurs, I’analyse d’un grand nombre de MIs, qui représentent une
population relativement peu abondante, permet potentiellement I’identification de sous-populations
particuliérement rares. Ensuite, nous analyserons ces données transcriptomiques afin de définir la
signature particuliére a chaque sous-population, et par la suite choisir des marqueurs de surface
spécifiques permettant de valider (ou non) I’existence de ces sous-populations phénotypiquement
distinctes in vivo. La capacité a détecter ces sous-populations par immunofluorescence nous permettra
ensuite, en combinaison aux données de scCRNA-seq, d’attribuer des caractéristiques spécifiques a
chaque sous-population, en termes de phénotype, de localisation, d’origine et de fonction a 1’état basal.
Enfin, nous évaluerons a travers une analyse cinétique 1’impact d’une exposition locale a des derivés

microbiens sur le nombre et le phénotype de ces sous-populations de Mls.

Les résultats générés dans cette étude font 1’objet d’une publication en tant qu’article de

recherche original dans Nature Communications.
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Abstract

Resident tissue macrophages (RTM) can fulfill various tasks during development, homeostasis,
inflammation and repair. In the lung, non-alveolar RTM, called interstitial macrophages (IM),
importantly contribute to tissue homeostasis but remain little characterized. Using single-cell RNA-
sequencing (scRNA-seq), we identify two phenotypically distinct subpopulations of long-lived
monocyte-derived IM, i.e. CD206* and CD206" IM, as well as a discrete population of extravasating
CD64*CD16.2* monocytes. CD206" IM are large, self-maintaining peribronchial RTM that
constitutively produce high levels of immuno-regulatory cytokines and chemokines. Conversely,
CD206" IM preferentially populate the alveolar interstitium and exhibit features of antigen-presenting
cells. In addition, we provide evidence that CD64*CD16.2* monocytes arise from intravascular Ly-6C'"
patrolling monocytes that enter the tissue at steady-state to become local precursors of CD206" IM. This
study expands our knowledge about the complexity of lung IM and reveals an ontogenic pathway for

one IM subset, an important step for elaborating future macrophage-targeted therapies
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Introduction

Resident tissue macrophages (RTM) are present in most mammalian tissues. Historically known
for their roles in host defense and clearance of dead cells, RTM are now recognized as an integral part
of the tissues in which they reside, where they can contribute to a wide range of physiological and
pathological processes (Epelman et al., 2014a; Ginhoux and Guilliams, 2016; Okabe and Medzhitov,
2016).

RTM populations are very heterogeneous, phenotypically and functionally (Epelman et al.,
2014a; Ginhoux and Guilliams, 2016; Okabe and Medzhitov, 2016) and the tissue of residence is thought
to be a major driver of such diversity (Guilliams and Scott, 2017; Lavin et al., 2014). According to the
niche model, RTM are imprinted by niche-derived tissue-instructive signals that trigger expression of
specific differentiation programs, thus tailoring a particular identity, i.e., a phenotypic and functional
specialization that fulfills the functional needs of a given tissue (Guilliams and Scott, 2017). Supporting
this, recent mouse studies have shown that distinct precursors had the potential to give rise to the same
particular RTM population when the niche is empty (Guilliams and Scott, 2017; van de Laar etal., 2016;
Scott et al., 2016; Takata et al., 2017).

In mice, the well-known alveolar macrophages (AM) differentiate from fetal monocytes, are
maintained by self-renewal and are specialized in removal and recycling of surfactant molecules
(Guilliams et al., 2013c; Hussell and Bell, 2014; Schneider et al., 2014). Besides AM, non-alveolar
tissue macrophages, i.e., the interstitial macrophages (IM), have been shown to contribute to lung
immune homeostasis by spontaneously producing the immunosuppressive cytokine IL-10 and
preventing the development of aberrant type 2 immune responses against inhaled allergens (Bedoret et
al., 2009; Kawano et al., 2016; Liegeois et al., 2018; Schyns et al., 2018). In addition, they may
substantially contribute to the reduced risk of asthma in a microbe-rich environment (i.e., the so-called
'hygiene hypothesis' (von Mutius, 2016; Strachan, 1989)). Indeed, we have reported that exposure to
bacterial unmethylated CpG-DNA (CpG) expands tolerogenic IM from monocyte precursors, thereby
conferring robust protection against allergic asthma (Sabatel et al., 2017). IL-10-producing IM have also
been described in humans (Hoppstadter et al., 2010), and clinical evidence suggests that they may be

functionally impaired in asthmatic patients (Draijer et al., 2017).

Despite their functional relevance, IM were long merely investigated as a bulk population
(Bedoret et al., 2009; Liegeois et al., 2018; Sabatel et al., 2017; Schyns et al., 2018). In 2017, Gibbings
et al. have proposed the existence of three phenotypically distinct IM populations in the steady-state

lung based on the differential expression of MHC-11 and CD11c (Gibbings et al., 2017). More recently,
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Chakarov and colleagues identified two conserved monocyte-derived IM subpopulations across tissues,
in mice and humans (Chakarov et al., 2019). In the mouse lung, they characterized nerve-associated
Lyve-1°MHC-II" and blood vessel-associated Lyve-1"MHC-1I'" monocyte-derived IM subsets,
supporting that the lung IM pool is heterogeneous and encompasses distinct populations carrying their

own identity.

Here, we analyze >3,000 lung tissue mononuclear cells expressing the high affinity
immunoglobulin gamma Fc receptor (Fcgrl, CD64) by droplet-based single-cell RNA-sequencing
(scRNA-seq) in adult mice. Our study independently confirms the existence of two main subpopulations
of lung IM (Chakarov et al., 2019) and further expands our knowledge about their origin, half-life,
localization, functional properties and dynamics upon local exposure to microbial products. Moreover,
we uncover a discrete population of extravascular NR4A1-dependent monocytes transitioning from
intravascular Ly-6C" patrolling monocytes towards a specific subset of IM. These results contribute to
a better appreciation of the diversity of the lung mononuclear phagocyte system (MPS), an important

step toward greater precision and effectiveness of macrophage-targeted therapies.

40



Chapitre 3 Section expérimentale

Results

Two subsets of IM and monocytes populate the mouse lung

To map mouse lung tissue macrophages (i.e., lung IM) in naive C57BL/6 female wild-type (WT)
mice, we performed scRNA-seq using the 10x Genomics platform (Zheng et al., 2017). Lung IM were
defined as singlet mononuclear cell-enriched CD45* non-autofluorescent SSC'°F4/80*CD11c Ly-
6C'°CD64" cells (Sabatel et al., 2017) (Fig. 1a, and Supplementary Table 1). Exclusion of lung-resident
F4/80*Siglec-F* eosinophils (Mesnil et al., 2016) based on side scatter (SSC) was efficient and resulted
in minimal loss of IM (Supplementary Fig. 1). In a first experiment, 10-week-old mice were used and a
total of 1,715 IM, together with 199 AM, were analyzed (Fig. 1b, and Supplementary Fig. 2). In addition,
a second scRNA-seq experiment was performed through an independent platform using older mice (i.e.,
6-month-old) coming from a different animal facility, and 1,682 IM were analyzed (Fig. 1b, and
Supplementary Fig. 2).

Non-linear dimensional reduction (t-distributed stochastic neighbor embedding [t-SNE]) and
graph-based clustering of single cells merged from both experiments identified 4 transcriptionally
distinct clusters of monocytes/macrophages (Fig. 1c, and Supplementary Fig. 3a, b) (Cohen et al., 2018;
Scott et al., 2018). Cluster 3 represented AM (Supplementary Fig. 3c, d) (Schneider et al., 2014), and
Clusters 1, 2 and 4 were distributed in the same proportions in both experiments and were characterized
by higher expression of Cx3crl1, Mafb, Cd14 and Cd74, as compared to AM (Supplementary Fig. 3c, d),

supporting the contention that it comprised lung tissue IM.

Clusters 1, 2 and 4 exhibited unique transcriptional signatures (Supplementary Fig. 4a, b),
including upregulation of transcripts encoding proteins detectable by flow cytometry: MHC-Il-related
transcripts (e.g., H2-Ebl, H2-Abl, Cd74) in Cluster 1; transcripts encoding macrophage mannose
receptor (Mrcl, encoding CD206), the scavenger receptor Cd163, folate receptor beta precursor (Folr2)
and lymphatic endothelium hyaluronan receptor-1 (Lyvel) in Cluster 2; and transcripts encoding
angiotensin converting enzyme (Ace) and low affinity immunoglobulin gamma Fc region receptor 1V

(Fcgr4, encoding CD16.2) in Cluster 4 (Fig. 1d, and Supplementary Fig. 4c).

Using antibodies directed against CD206 and CD16.2, we showed that expression of these
markers was mutually exclusive within CD64" IM and 3 subpopulations were identified: a minor
population of CD16.2*CD206 cells, which co-expressed ACE and corresponded to Cluster 4 (dark blue
cells, defined as [CD64*]CD16.2" [monocytes] hereafter, Fig. 1, e-h); CD16.2°CD206" cells, in which a
fraction uniquely expressed Lyve-1 and FOLR2, and corresponding to Cluster 2 (orange cells, defined
as CD206" [IM] hereafter, Fig. 1, e-h); and CD16.2°CD206" cells, which were expressing significantly
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Fig. 1 SCRNA-seq analysis of CD64* mononuclear cells in lungs of naive C57BL/6 WT mice. a Gating strategy
used for FACS sorting prior to SCRNA-seq experiments. b Experimental pipeline of sScRNA-seq experiments. ¢ t-SNE
plots depicting the CD64-expressing cells analyzed by scRNA-seq. n indicates the number of cells analyzed after
quality control and filtering. d Dot plots showing average expression of the indicated genes and percentages of cells
expressing the genes within each cluster. Examples of transcripts significantly differentially regulated (Pag<107)
between Cluster 4, 2 or 1 vs. the 2 other clusters are depicted. e Representative contour plot of CD16.2 and CD206
expression within CD64* IM, whose quantification is shown in (f). f Percentage of each mononuclear phagocyte subset
among CD64* bulk IM, assessed by flow cytometry. Stacked bars represent individual mice, and the % of cells per
cluster as identified by scRNA-seq (right bar). g Numbers of each mononuclear phagocyte subset within the steady-
state lung. Stacked bars represent individual mice. h Representative contour plot of the indicated markers within CD64*
IM. Numbers indicate the percentage of cells within the respective gates. The plots are representative of one of 6
individual mice analyzed, each of them giving similar results. i Representative histograms of surface MHC-II
expression within each mononuclear phagocyte subset, whose quantification is shown in (j). j Quantification of MHC-
Il MFI. f,g Data show individual mice and are pooled from 3 independent experiments (n=12). j Data show mean +
s.e.m. and are pooled from 2 independent experiments, each symbol representing individual mice (n=6). P values were
calculated using non-parametric f,g Friedman or j Mann-Whitney tests for pairwise comparisons. * P<0.05; ™ P<10-
2" P<1073; ™™ P<10. Source data are provided as a Source Data File. AM, alveolar macrophage; Exp, experiment;
GEM, gel bead in emulsion; 1M, interstitial macrophage (sorted in bulk, as shown in a); MFI, Mean Fluorescence
Intensity; Mo, monocyte; RT, reverse transcription

higher levels of MHC-I11 as compared to the other subsets and corresponded to Cluster 1 (light
blue cells, defined as CD206" [IM] hereafter, Fig. 1, e-j). Of note, CD206 and CD206* subsets largely
overlapped with Lyve-1°"MHC-1I"" and Lyve-1"MHC-II" IM subsets described by Chakarov et al.
(Chakarov et al., 2019), as well as with ‘IM3’ and ‘IM1/IM2’ subsets described by Gibbings et al.,
respectively (Supplementary Fig. 5).

Morphologically, CD206* IM uniquely displayed vacuoles in their cytoplasm and a larger size
as compared to CD206™ IM and CD64*CD16.2* cells (Fig. 2a, b). Immunostaining against Lamp-1, a
lysosomal marker, suggested that the vacuoles seen in CD206" IM were lysosomes (Fig. 2c, and
Supplementary Fig. 6). Phenotypically, CD206" IM expressed higher levels of CX3CR1, and CD206*
IM expressed higher levels of the macrophage-associated markers MerTK and CD68 as compared to
the 2 other subpopulations (Fig. 2c, and Supplementary Fig. 6). Moreover, CD64*CD16.2" cells
expressed higher levels of CD11b and CD115 and lower levels of MerTK as compared to both 1M
subsets (Fig. 2c, and Supplementary Fig. 6), consistent with the idea that CD64"CD16.2* cells were

monocytes.

Next, we injected fluorescent-conjugated anti-CD45 antibodies intravenously (i.v.) to label
intravascular leukocytes before the sacrifice (Fig. 2d). AM, CD206* and CD206  IM were only
marginally stained by such antibodies (Fig. 2e, ), confirming that these cells were mainly extravascular.
Nearly all patrolling Ly-6C'° monocytes and a majority of classical Ly-6C" monocytes were labeled, as
expected, and confirming the existence of tissue-associated Ly-6C" monocytes (Fig. 2e, f) (Jakubzick
et al., 2013; Sabatel et al., 2017). However, the percentage of CD64"CD16.2" monocytes that were

stained with the anti-CD45 in vivo exhibited a high variability and was significantly lower than the one
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Fig. 2 Morphology, phenotype, tissue association and phagocytic abilities of lung CD64* subpopulations. a
Representative photograph of the indicated FACS-sorted populations. b Quantification of the size of cells presented as
violin plots (height: cell area, width: abundance of cells) and individual dots representing single cells. ¢ Quantification
of expression of the indicated markers as compared to control cells. d Experimental outline for panels (e, f). e
Representative contour plots showing binding of anti-CD45 in vivo vs. anti-CD45 ex vivo antibodies on the indicated
cell populations. Numbers indicate the percentage of double-positive cells. f Percentage of cells positive for anti-CD45
in vivo and ex vivo stainings within the indicated populations. g Experimental outline for panel (h). h Percentage of E.
coli bioparticle-positive cells 3 h after i.v. or i.t. administration. Data show (b) individual cells pooled from 3
independent sorting experiments (CD16.2*, CD206*, CD206°, AM: n=16, 77, 75, 72, respectively), or (c, f, h) mean +
s.e.m., as well as individual mice (c, n=4-5; f, n=12; h, n=5-8/group), and are pooled from 2 independent experiments.
P-values were calculated using (c,f) non-parametric Mann-Whitney tests for pairwise comparisons or (h) a linear mixed
model on log(y+1)-transformed values with Tukey's post hoc test. * P<0.05; */”* P<10%; ™" P<1073; ™ P<10; ns, not
significant Empty circles compare % of E. coli* cells after i.t. injection in CD206* vs. CD206" IM subsets. Source data

are provided as a Source Data file. i.t., intratracheal; i.v., intravenous; MFI, Mean Fluorescence Intensity. Scale bar =
10 pm
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of patrolling Ly-6C"° monocytes (Fig. 2e, f), suggesting that a substantial fraction of
CD64*CD16.2* monocytes was truly located in the lung tissue.

We also sought to test the ability of each subpopulation to engulf large particles (i.e. E. coli
bioparticles conjugated with a pH-sensitive dye), i.e. a functional hallmark of macrophages (Fig. 29).
Like AM, CD64*CD16.2" monocytes, CD206* and CD206™ IM were able to phagocyte airborne and
blood-borne particles, with significantly higher percentages of cells when particles were injected i.t. as
compared to i.v. (Fig. 2h). After i.t. injection, percentages of fluorescent CD206* IM were significantly
higher than those of CD206™ IM, which might indicate a preferential localization around the airways
(Fig. 2h).

So far, our data suggest that, in addition to dendritic cells (DCs) and tissue Ly-6C" classical
monocytes (Jakubzick et al., 2013; Sabatel et al., 2017), the lung MPS comprises 3 subpopulations of
Ly-6C'°CD64* mononuclear phagocytes, namely CD206* IM, CD206  IM and non-classical
CD647CD16.2" monocytes.

IM subsets are long-lived, unlike NR4A1-dependent monocytes

While previous studies have provided evidence that IM were monocyte-derived cells in adults
(Chakarov et al., 2019; Gibbings et al., 2017; Sabatel et al., 2017; Tan and Krasnow, 2016), they did not
exclude the possibility that part of the IM compartment may be self-maintaining in the tissue. To assess
the half-life of the IM subpopulations, we used the tamoxifen(TAM)-inducible Cx3cr1°*tR™ Rosa26-
LSL-YFP fate-mapping mouse model (Yonaetal., 2013), and TAM-injected Cx3cr1¢ER™ Rosa26-LSL-
YFP mice were longitudinally evaluated for yellow fluorescent protein (YFP) labeling in lung
mononuclear phagocytes (Fig. 3a). Two weeks after injection, YFP* cells were uniquely found among
CD64* subpopulations and Ly-6C'" patrolling monocytes, while YFP was virtually absent in lung Ly-
6C" classical monocytes or DCs (Fig. 3b, ¢, and Supplementary Fig. 7). Of note, the majority of CD206*
and CD206" IM subpopulations were YFP*. However, less than 20% of the CD64"CD16.2" subset was
YFP*, similarly to what was observed in Ly-6C'" patrolling monocytes (Fig. 3b, c). In addition,
CD647CD16.2" cells were all replaced by YFP- monocytes at week 9 (Fig. 3b, c). Nine and 28 weeks
after TAM treatment, the percentages of YFP*CD206" and YFP*CD206™ IM remained high and were
not significantly different to those observed 2 weeks post-injection (Fig. 3b, ¢), supporting that both IM
subsets could self-maintain in adults. However, percentages of YFP*CD206* and YFP*CD206" cells
were significantly decreased at week 52 as compared to week 2, confirming that both subpopulations
were slowly replaced by YFP- monocytes over time (Fig. 3b, c). Interestingly, more than half of the

YFP* labeling present at week 2 was still detected 50 weeks later in CD206" 1M, as opposed to less than
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24 % in CD206" IM (Fig. 3b, c). In addition, levels of the proliferation marker Ki-67 were significantly
greater in CD206" IM as compared to CD206™ IM and AM (Fig. 3d), suggesting that CD206" IM can

proliferate and have an increased self-maintenance potential as compared to CD206" IM.

We have previously shown that bulk IM numbers were not significantly affected in 6-10 week-
old Ccr2” or Nrdal’ mice (Sabatel et al., 2017), whose numbers of blood classical Ly-6C" and
patrolling Ly-6C'° monocytes are impaired, respectively (Hanna et al., 2011; Serbina and Pamer, 2006)
(Supplementary Fig. 8). While numbers of CD206* and CD206° IM were similar in WT, Ccr2” and
Nr4al” mice (Fig. 3e, f), numbers of CD64*CD16.2* monocytes were significantly reduced in Nr4al™
mice as compared to WT mice (Fig. 3e, f), like those of Ly-6C'° monocytes, demonstrating that
CD64*CD16.2* monocytes depend on NR4AL for their presence in the lung.

The similarities between CD64*CD16.2* monocytes and intravascular Ly-6C' patrolling
monocytes (i.e., half-life, dependence on NR4A1 and surface phenotype [Supplementary Figs. 9a, b])
supported the possibility that CD64*CD16.2* monocytes actually derive from Ly-6C'" patrolling
monocytes, but express CD64 and are partly extravascular. If they enter the tissue, CD64*CD16.2*
monocytes should be imprinted by tissue-instructive signals and, hence, exhibit a transcriptomic profile
that is distinct from the one of intravascular Ly-6C' patrolling monocytes. Hence, we compared CD64-
Ly-6C'" patrolling monocytes (Supplementary Figs. 9c-e) with CD64*CD16.2* monocytes by sScCRNA-
seq and found that they segregated in separated clusters (Supplementary Figure 9f). Moreover, we found
that many of the most upregulated transcripts in CD64*CD16.2* monocytes (Supplementary Figs. 9g-i)
were also found to be significantly upregulated in IM as compared to AM (see Supplementary Fig. 3d).
These data support the notion that CD64*CD16.2* monocytes can be distinguished from Ly-6C'"
patrolling monocytes by their expression of tissue-specific IM-related genes, likely as a result of tissue-

derived imprinting.

Altogether, our data identified two main subsets of long-lived monocyte-derived IM, with
CD206" IM exhibiting a greater half-life than CD206 IM, as well as short-lived NR4A1-dependent
CD647CD16.2" monocytes.
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3 times, 48h apart. Mice were analyzed for YFP expression 2, 9, 28, and 52 weeks later. b Representative histograms
of YFP expression within the indicated populations. Numbers indicate the percentage of YFP* cells, as quantified in
(c). ¢ Percentage of YFP* cells within the indicated populations, assessed by flow cytometry. d Percentages of Ki-67*
cells in the indicated populations. e, f Absolute numbers of the indicated cell populations in the lungs of e Ccr2” or f
Nr4al’ and control WT mice. c-f Data show mean + s.e.m., as well as individual mice in (d-f) (c, n= 10; d, n= 4; e-f,
n=9-12) and are pooled from 2 to 3 independent experiments. P-values were calculated using (c) a two-way ANOVA
with Tukey's post hoc test, d non-parametric Mann-Whitney test for pairwise comparisons or e, f a two-tailed unpaired
Student's t test. °/* P<0.05; ™ P<10%; ™" P<1073;""" P<10; ns, not significant. In ¢ the empty circle compares CD206*
and CD206" IM at week 52. Source data are provided as a Source Data file. s.c., subcutaneous; TAM, tamoxifen

47



Chapitre 3 Section expérimentale

Bronchial interstitium Alveolar interstitium

Spatial distribution of cells (%)

CD16.2*

Blood vessels staining

0 50

Il Bronchial interstitium
Alveolar interstitium

Nerves staining




Chapitre 3 Section expérimentale

Fig. 4 Localization of lung CD64*CD16.2* monocytes, CD206* IM and CD206" IM subpopulations a Confocal
microscopy pictures of lung sections from Cx3cr1CFP/GFP mice (CX3CRL1 [green]; CD68 [red]; DAPI [blue]; CD16.2,
MHC-1I or CD206 [white]). CD64*CD16.2* monocytes, CD206* IM and CD206™ IM were identified as
CX3CR1*CD68*CD16.2*, CX3CR1*CD68*CD206* and CX3CR1*CD68*MHC-II*cells, respectively. Asterisks
indicate CX3CR1CD68* AM; plain or empty arrows indicate CX3CR1*CD68* cells expressing or not the marker of
interest (i.e., CD16.2, CD206 or MHC-I1), respectively. b Preferential distribution of the indicated populations in the
peribronchial/perivascular area vs. the alveolar parenchyma. ¢,d Lung sections of C57BL/6 WT mice were analyzed:
CD68 [red]; c CD31 or d Tubb3 [white]; DAPI [blue]; MHC-II, CD206 or CD16.2 [green]). CD206* IM, CD206" IM
and CD64*CD16.2* monocytes were identified as CD68*CD206*, CD68*MHC-II* and CD68*CD16.2* cells,
respectively. b Data show mean * s.e.m. and are pooled from 2 independent batches of mice (n= 4-6). P-values were
calculated using a Kruskal-Wallis test, and pairwise comparisons were estimated using Mann-Whitney tests. ™, P<10-
2: ns, not significant. Source data are provided as a Source Data file. Scale bars = (a) 100 um; (c,d) 50 um

CD206" and CD206" IM preferentially populate distinct niches

To assess the preferential localization of the two IM subpopulations and of CD64*CD16.2*
monocytes, we used confocal microscopy. Lung sections of Cx3cr1¢F mice were stained with
antibodies directed against GFP, CD68 (as a macrophage marker) and either CD206, MHC-II or
CD16.2. Of note, we observed only a minor fraction of CD68* cells expressing simultaneously CD206
and MHC-I11 using a combined anti-CD206 and anti-MHC-II staining (Supplementary Fig. 10). Hence,
CX3CR1*CD68*CD206*, CX3CR1*CD68*MHC-II* and CX3CR1*CD68*CD16.2* triple-positive cells
were quantified in multiple sections and fields to evaluate the spatial distribution of CD206* IM, CD206
IM and CD64*CD16.2* monocytes, respectively (Fig. 4a, b). On the one hand, we found that CD206*
IM were preferentially found in the bronchial interstitium, whereas CD206" IM and CD64CD16.2*
monocytes were mainly located in the alveolar interstitium (Fig. 4a, b). On the other hand, since
Chakarov et al. reported that peribronchial Lyve-1°MHC-II" and Lyve-1"MHC-II' IM subsets were
mainly associated with nerves and blood vessels, respectively (Chakarov et al., 2019), we used
antibodies against CD31 and Tubb3 to stain nerves and endothelial cells. While CD206" IM were
associated with blood vessels (Fig. 4c), the preferential localization of peribronchial CD206" IM next to
nerves was, however, less obvious, which is likely due to the close association of blood vessels and

nerves in the peribronchial areas of the lung (Fig. 4d).

These data support that the two IM subpopulations are found in distinct micro-anatomical

niches, which may dictate specific functional specializations.
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CD206* and CD206" IM exhibit distinct functional properties

Next, we performed Gene Ontology (GO) enrichment analyses to gain insights into the
functional properties of CD64*CD16.2* monocytes and IM subpopulations. First, comparison between
CD64*CD16.2* monocytes and IM subsets revealed an enrichment, in CD64*CD16.2* monocytes, in
transcripts involved in leukocyte cell-cell adhesion, integrin-mediated signaling pathway, positive
regulation of cytoskeleton organization and myeloid leukocyte migration (Table 1, Supplementary Fig.
11 and Supplementary Table 2), supporting the possibility that CD64*CD16.2* monocytes may be
actively extravasating in the lung tissue. Second, we found that the upregulated transcripts in CD206*
IM were enriched for processes related to the positive regulation of leukocyte chemotaxis, response to
wounding and receptor-mediated endocytosis, consistent with their phenotype and lysosomal vacuoles
(Table 1, Supplementary Fig. 11 and Supplementary Table 2). Third, CD206  IM had increased
expression of transcripts associated with antigen processing and presentation, regulation of T cell

activation and defense response (Table 1, Supplementary Fig. 11 and Supplementary Table 2).

To complement these MRNA data at the protein level, we performed a proteome profiling on
the supernatants of FACS-sorted CD206" and CD206" IM (Fig. 5a, b). CD206" IM were characterized
by an elevated chemokine secretory profile (e.g., CXCL11, CXCL10, CXCL9, CXCL2, CCL12), a
higher secretion of immunoregulatory cytokines (IL-10, IL1-Ra) and factors regulating cell growth and
differentiation, such as leukemia inhibitory factor (LIF), amphiregulin (AREG), or IL-7 (Fig. 5a, b).
Conversely, CD206™ IM secreted larger amounts of Pentraxin 3 (PTX3), secreted in response to
inflammatory signals and facilitating pathogen recognition (Garlanda et al., 2005), the p40 subunit of
the type 1 helper T cell (Thl)-differentiating cytokine IL-12, and the B and T lymphocyte
chemoattractant CXCL13 and CCLJ5, respectively (Fig. 5a, b). GO analysis also showed that both IM
subsets expressed high levels of genes implicated in the cellular response to LPS as compared to
CD64*CD16.2* monocytes (Table 1, Supplementary Fig. 11 and Supplementary Table 2). Of note, ex
vivo LPS stimulation potentiated the secretion of chemokines and immunoregulatory cytokines in
CD206* IM, and of PTX3, 1L12p40 and CCL5 in CD206" IM (Fig. 5a, b).

At steady-state, we and others have shown that, upon engagement of Toll like receptor (TLR)4
(i.e., the main receptor for LPS) and the adaptor molecule MYD88, bulk IM could fulfill important
tolerogenic tasks by inhibiting DC functions via IL-10-dependent mechanisms, thus preventing
development of asthma in animal models (Bedoret et al., 2009; Sabatel et al., 2017). Proteome profiler
data supported that CD206" IM were the main IL-10-secreting cells (Fig. 5a, b). To validate these
findings, we assessed IL-10 expression in lung monocyte/macrophage populations from IL-10-f-
lactamase reporter ITIB mice (Bouabe et al., 2011) (Fig. 5c, d). First, we observed that AM, Ly-6C"
classical and Ly-6C" patrolling monocytes exhibited low percentages of IL-10" cells (Fig. 5c, d).

Second, we found that the percentage of CD206" IM expressing I1L-10 was significantly higher than the
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one of CD206IM (Fig. 5¢, d). Third, we showed that the percentage of IL10*CD64*CD16.2" monocytes
was significantly higher than the one of 1L-10" patrolling Ly-6C'"° monocytes (Fig. 5c, d), pointing out

another notable difference between CD64*CD16.2" and patrolling monocytes.

Altogether, our data support that, in addition to their distinct phenotype and localization, IM
subpopulations are characterized by unique functional properties. CD206* IM exhibit a prominent
tolerogenic and chemokine secretory profile, whereas CD206" IM have a typical antigen-presenting cell
profile. Besides IM subsets, a fraction of CD64*CD16.2* monocytes also express IL-10, a functional
hallmark of lung IM (Bedoret et al., 2009; Hoppstadter et al., 2010; Kawano et al., 2016; Sabatel et al.,
2017).

Exposure to TLR ligands differentially modulates IM subsets

We reported previously that local instillation of TLR ligands such as Pam3CSK4, LPS and CpG
(i.e., TLR1/2, TLR4 and TLR9 ligands, respectively) promoted an expansion of bulk IM (Sabatel et al.,
2017). Here we exposed mice to Pam3CSK4, LPS and CpG and performed time-course analysis of IM
subsets (Fig. 5e). Pam3CSK4 and LPS induced similar dynamic changes, characterized by transient
increases in numbers of CD647CD16.2* cells followed by a subsequent expansion of CD206" IM (Fig.
5f, g). LPS also significantly increased numbers of CD206* IM at day 3 as compared to baseline (Fig.
5f). After CpG treatment, the profile was drastically different as compared to LPS or Pam3CSK4, with
a more robust and sustained increase in numbers of CD64*CD16.2" cells, reaching a peak at day 7, and
agradual increase in numbers of CD206° IM peaking at day 14 (Fig. 5f, g). Of note, increases in numbers
of CD206" cells were associated with a drop in global MHC-11 expression by those cells (days 3-7, Fig.
5h). Conversely, MHC-I11 expression of CD647CD16.2" cells gradually increased from day 5 to day 14,
regardless of the treatment. (Fig. 5h). Twenty-eight days after treatment, MHC-I1 expression was equal
or even higher than day 0 in each subset, regardless of the treatment (Fig. 5h). Functionally, CpG was
by far the most potent stimulus in triggering IL-10* IM, which was restricted to the CD64*CD16.2*
compartment (Fig. 5i).
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Fig. 5 Functional properties of IM subpopulations at steady-state and dynamic regulation after airway exposure
to microbial products. a Experimental outline for (b). FACS-sorted IM subpopulations were cultured ex vivo overnight
with or without LPS, and supernatants were subjected to proteome profiling. b Heatmap depicting the relative
abundance of the indicated molecules in the supernatants of non-stimulated (NS) or LPS-stimulated (LPS) lung IM
subpopulations. Data represent the mean and are representative of one of 2 independent sorting experiments. ¢
Representative contour plots showing steady-state 1L-10 expression as assessed by detection of 450 nm fluorescence
(blue fluorescent product of the cleaved CCF4 substrate) in CCF4-loaded cells isolated from IL-10-3-lactamase reporter
ITIB or WT control mice. Numbers indicate % of 1L-10* cells within the cell populations, as quantified in (d). d
Percentages of IL-10* cells in the indicated populations. e Experimental outline for panels (f-i). f Kinetic analysis of
numbers of each mononuclear phagocyte subset after i.t. instillation of Pam3CSK4, LPS and CpG. g Representative
contour plot of CD16.2 and CD206 expression within CD64* IM from control (Day 0), and Pam3CSK4-, LPS- and
CpG-injected mice 7 days after treatment. h Kinetic analysis of MHC-II expression within the indicated populations
after Pam3CSK4, LPS or CpG treatment. i Numbers of 1L-10* cells within the indicated subpopulations 7 days after
treatment. d,f,h,i. Data show mean * s.e.m., as well as individual mice in (d,i), and are pooled from 2 independent
experiments (d, n=9; f,h, n=5-6/time point; i, n=3-5). P-values were calculated using d,i non-parametric Mann-Whitney
tests for pairwise comparisons or f,h two-way ANOVA with Tukey’s post hoc tests. ", P<0.05; ™, P<10%; ™, P<1073;
e P<104; ns, not significant. In f, empty circles compare numbers of CD206* IM 3 days after LPS vs. day O.
Source data are provided as a Source Data file. i.t., intratracheal

] ] Specific Fold
Cluster Biological Process Reference Expected ) P-value
genes enrichment
Defense response 1296 7.09 33 4.65 7.62E-10
) Regulation of T cell activation 297 1.63 14 8.61 1.40E-05
Antigen processing and presentation 95 0.52 9 17.31 4.76E-05
(CD206)
Cellular response to
) ) 197 1.08 11 10.20 1.65E-04
lipopolysaccharide
Receptor-mediated endocytosis 130 1.07 12 11.25 1.76E-05
Response to wounding 331 2.72 15 5.52 1.46E-03
2 Positive regulation of leukocyte
) 85 0.70 8 11.47 8.04E-03
(CD206%) | chemotaxis
Cellular response to
) ) 197 1.62 11 6.80 9.98E-03
lipopolysaccharide
Leukocyte cell-cell adhesion 48 1.02 12 28.22 2.81E-05
Integrin-mediated signaling
73 1.55 13 8.38 2.20E-04
4 pathway
(CD16.2%) | Positive regulation of cytoskeleton
o 206 4.38 19 4.34 2.41E-03
organization
Myeloid leukocyte migration 117 2.49 13 5.23 2.88 E-02

Table 1 Gene Ontology analysis of the transcriptomic profiles of IM subpopulations. ‘Reference’ indicates the
number of genes in the gene set, ‘Expected’ the average number of genes expected to be present if there is no
enrichment, and ‘Specific genes’ the number of genes from the gene set that are upregulated in the indicated Cluster.
P-values were calculated using a two-tailed Mann-Whitney U test with Benjamini-Hochberg False Discovery Rate
correction
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Fig. 6 RNA velocity and trajectory analyses of lung monocyte and IM subpopulations in steady-state C57BL/6
WT mice. a t-SNE plot depicting the merged scRNA-seq data of lung CD64-expressing cells (see Fig. 1c), Ly-6C'"
patrolling monocytes (see Supplementary Fig. 9) and Ly-6C" classical monocytes (see Supplementary Fig. 12). b
Prevalent patterns of RNA velocities substantiated by arrows and visualized on the same t-SNE plot as shown in (a).
Right panel shows a higher magnification of the area depicted by a black dashed line in the left panel (see single cell
velocities in Supplementary Fig. 13). ¢ Violin plot showing quantification of single cell relative 2D velocities in the
indicated cell (sub)populations, as presented in Supplementary Fig. 13. d Visualization of single-step transition
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probabilities from Ly-6C' patrolling monocytes (left), Ly-6C" classical monocytes (middle) or CD64*CD16.2*
monocytes (right) to neighboring cells. Ellipses represent 95% confidence. e,f Slingshot analysis of Ly-6C'° patrolling
monocytes, CD64*CD16.2* monocytes and neighboring CD206" IM. e Suggested pseudo-time trajectory from Ly-6C'°
patrolling monocytes to CD206 IM. Ellipses represent 80% confidence. f Heatmap depicting gene expression profiles
of Ly-6C" patrolling monocytes, CD64*CD16.2* monocytes and neighboring CD206" IM ordered according to
Slingshot pseudo-time trajectory. Left color bars indicate annotation by cell type

RNA velocity identifies local precursors of CD206" IM

To gain insights into cell fate decisions, we applied RNA velocity analysis (La Manno et al.,
2018) to our scRNA-seq datasets, i.e. IM subsets, AM, CD64*CD16.2* monocytes, Ly-6C" patrolling
and Ly-6C" classical monocytes (Supplementary Fig. 12). RNA velocity utilizes the balance between
unspliced and spliced MRNAS to estimate the transition probability of individual cells (La Manno et al.,
2018). Velocities, substantiated by arrows, can easily be projected on the t-SNE plot representing the
merged scRNA-seq datasets on the basis of the similarity between the extrapolated state of a single cell
and the static state of other cells in the local neighborhood (Fig. 6a,b, and Supplementary Fig. 13b).
Confirming the idea that both IM subsets arise from independent lineages (Chakarov et al., 2019), RNA
velocities of CD206 and CD206* IM suggested that both IM subpopulations were relatively stable and
independent from each other, as no clear transition could be observed from one subpopulation to the
other (Fig. 6b, and Supplementary Fig. 14).

Interestingly, RNA velocities of CD64*CD16.2* monocytes were significantly higher than those
of Ly-6C'" patrolling monocytes or CD206" IM, supporting their dynamic transition state, and were
pointing towards CD206" IM (Fig. 6b, c). Moreover, transition probability analysis of Ly-6C' patrolling
and CD64*CD16.2* monocytes suggested that they could give rise to CD64*CD16.2* monocytes and
CD206" IM, respectively (Fig. 6d), supporting that CD64*CD16.2* monocytes are mobilizable, on a
timescale of hours (La Manno et al., 2018), to become CD206" IM. Using Slingshot package for pseudo-
time inference analysis (Street et al., 2018), we found a continuum from Ly-6C'° monocytes towards
CD206" IM, with CD64*CD16.2" monocytes as an intermediate state (Fig. 6e). Among the gene
expression changes driving such transition, we observed a downregulation of a patrolling monocyte
signature (e.g., Cebpb, encoding the transcription factor C/EBPp, essential for Ly-6C'° monocyte
survival (Mildner et al., 2017), Plac8, Treml4, Ace [see Supplementary Figs. 9g, h]) concomitantly to
an upregulation of many previously identified IM-related transcripts, including MHC-II-related

transcripts (see Supplementary Figs. 3d and 9h, i) (Fig. 6f).
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NR4A1-dependent monocytes can differentiate into CD206° IM

Finally, we sought to validate our computational-based conclusions in vivo. First, we generated
bone marrow (BM) competitive CD45.1/2 chimeras engrafted with CD45.1* WT and CD45.2* Nr4al™
BM cells (Fig. 7a). Six weeks after reconstitution, >85% of blood Ly-6C'" patrolling monocytes were
of CD45.1" WT origin, whereas less than 25% of NR4AL-independent B lymphocytes and neutrophils
were of CD45.1* WT origin (Fig. 7b). After 14 weeks, repopulated lung AM and both IM subsets
displayed a chimerism similar to NR4Al-independent cells, confirming that such niches were
repopulated by CCR2-dependent classical monocytes after lethal irradiation (Fig. 7b) (Sabatel et al.,
2017). Nevertheless, there was a significant enrichment, in repopulated CD64*CD16.2* monocytes, in
cells of CD45.1" WT origin as compared to NR4A1-independent cells (Fig. 7b), supporting the idea that
even in such extreme conditions, Ly-6C'" patrolling monocytes substantially contributed to the pool of
CD64*CD16.2* monocytes. Second, we performed i.v. adoptive transfers of blood donor CD45.1/2* Ly-
6C" classical and Ly-6C' patrolling monocytes into naive CD45.2* recipient hosts and analyzed the
percentages of donor cells in Ly-6C" patrolling monocytes, CD64*CD16.2* monocytes and CD206" IM
7 days later (Fig. 7c). Transfer of Ly-6C'° monocytes, unlike that of Ly-6C" monocytes, resulted in a
significant increase in the percentages of donor Ly-6C' monocytes in the lung vasculature as compared
to non-transferred mice (Fig. 7d). While donor cells were hardly detectable in CD64*CD16.2*
monocytes, there was a trend towards an increase in percentages of donor cells in CD206° IM when mice
were transferred with Ly-6C'° monocytes, but not with Ly-6C" monocytes (Fig. 7d).

In order to boost IM expansion, we injected CpG, which resulted in a drastic increase in numbers
of CD64*CD16.2* cells (Fig. 5f, g). To our surprise, we were not able to assess the chimerism of CpG-
injected WT:Nr4al” BM mixed chimeras, since they died following CpG administration, suggesting
that NR4A1-dependent BM cells were needed to counteract CpG-induced toxicity (Fig. 7e). Of note,
we reported a similar death in CpG-injected 1110”7 mice (Fig. 7e) (Sabatel et al., 2017), supporting the
hypothesis that CpG-induced IL-10-producing IM counteract the toxicity of CpG, and, as a corollary,
that NR4A1-dependent cells could be precursors of CpG-induced IM. We injected WT, Nr4al”, Ccr2-
»and 11207~ mice with CpG and found that, while WT and Ccr2”- mice all survived upon CpG injection,
survival of Nr4al” and 11107 mice was significantly decreased as compared to WT mice, and all
surviving mice had to be euthanized after 3-6 days due to excessive weight loss (Fig. 7e). This was
associated with an altered profile of CD64* IM on the Ly-6C/CD64 plot and the abnormal presence of
Ly-6C*CD64" inflammatory monocytes in Nr4al” and 11107 mice 3 days after CpG (Fig. 7f).

Together, our data support the notion that, at steady-state, Ly-6C' patrolling monocytes can
enter the lung tissue to differentiate into CD206™ IM via an intermediate CD64*CD16.2" state. After
CpG, NR4AL1 and IL-10 are needed to counteract CpG toxicity, probably through the expansion of IL-

10-producing macrophages from NR4A1-dependent precursors.
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Fig. 7 Patrolling monocyte-derived NR4A1-dependent CD16.2* monocytes are local precursors of CD206™ IM. a
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Material and methods

Mice

C57BL/6J WT mice were purchased from Janvier Laboratories. Ccr2”, Nrdal™, 11107, WT
CD45.1 and Cx3cr1CFP/eFP (B6.129P-Cx3cr1™"/J) mice under the C57/BL6J background were
purchased from the Jackson Laboratory (Cat. # 004999, 006187, 002251, 002014 and 005582,
respectively). CD45.1/2* were obtained by crossing CD45.1" with CD45.2* mice. 1L-10-B-lactamase
reporter (ITIB) C57BL/6 mice were described elsewhere (Bouabe et al., 2011). Cx3cr1¢ER™ Rosa26-
LSL-YFP C57BL/6 mice were kindly provided by Pr. G. Boeckxstaens (KU Leuven, Belgium).
Cx3cr1C™ERT2 mice were originally obtained from Steffen Jung, Weizmann Institute of Science (Yona
et al., 2013), and Rosa26-LSL-YFP mice were originally obtained from Daniel Richardson, University
College London and are described elsewhere (Srinivas et al., 2001). All mice were housed and bred in
institutional SPF facilities at the GIGA Institute (Liége University, Belgium) and were used at 7-11
weeks of age, unless otherwise indicated. Cx3cr1®®tR72 Rosa26-LSL-YFP mice were bred and
maintained at KU Leuven (Belgium). All animals and experimental procedures, except experiments
involving Cx3cr1®™ER™ Rosa26-LSL-YFP mice were reviewed and approved by the Institutional Animal
Care and Use Committee of the University of Liege. Fate-mapping experiments were approved by the
Animal Care and Animal Experiments Committee of the Medical Faculty of the KU Leuven. The "Guide
for the Care and Use of Laboratory Animals”, prepared by the Institute of Laboratory Animal Resources,
National Research Council, and published by the National Academy Press, as well as European and

local legislations, were followed carefully.

Reagents and antibodies

A complete list of the reagents and antibodies used in this study can be found in the
Supplementary Table 3.

Lung single cell isolation, stainings and flow cytometry

To obtain single-lung-cell suspensions, lungs were extensively perfused with 3 ml of HBSS
(Lonza) through the right ventricle, cut into small pieces with razor blades, and digested for 1 h at 37°C
in HBSS containing 5% v/v of FBS (Gibco), 1 mg.ml* collagenase A (Roche) and 0.05 mg.ml™* DNase
I (Roche). After 45 min of digestion, the suspension was flushed using a 18G needle to dissociate

aggregates. PBS (Gibco) containing 10 mM of EDTA (Merck Millipore) was added to stop the digestion
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process. The suspension was then filtered and enriched in mononuclear cells by using a density gradient

(Percoll from GE Healthcare) and harvesting cells from the 1.080:1.038 g.ml* interface.

Staining reactions were performed at 4°C in FACS buffer (PBS containing 50% v/v of Brilliant
Stain Buffer [BD Pharmingen], 2.5 mg.ml* of BSA [Sigma], 0.5 mg.ml? of sodium azide [Acros
Organics]) with 2% v/v of Fc block (BD Pharmingen) to reduce non-specific binding. Cell phenotyping
was performed on a FACSLSRFortessa (BD Biosciences). Cell sorting was performed on a
FACSArialll (BD Biosciences) using the nozzle 85 at a rate allowing minimum 85% of efficiency. The
purity of sorted cells was consistently above 95% for every samples. Results were analyzed using
FlowJo V10 (Tree Star Inc.). Normalized MFI represents MFI for each sample with the mean of control
cells MFI subtracted.

Anti-mouse CD68, Lamp-1 and Ki-67 intracellular staining was performed by resuspending
extracellular-stained cells in 500 pl of Fixation Buffer (Biolegend) for 40 min at room temperature (RT).
Cells were then washed twice with 1 ml of permeabilization buffer (Thermo Fisher Scientific). Cells
were stained for intracellular protein in 100 pl of fixation/permeabilization buffer (Thermo Fisher
Scientific) with 2% v/v of Fc block (BD Pharmingen) for 30 min at RT.

For experiments involving ex vivo cultures and morphology assessment, cell suspensions were
enriched by a magnetic-activated cell sorting (MACS) using anti-mouse CD11b microbeads (Miltenyi
Biotec) according to manufacturer’s protocol, instead of the density gradient method. The negative

fraction was also collected for the staining of AM.

Lung cell numbers were counted after whole lung digestion and mononuclear cell enrichment.
The numbers of cells within each population were determined according to the gating strategy shown in

Fig. la.

Lung single cell preparation for ScRNA-seq

Lung tissue CD64-expressing cells were FACS-sorted as singlet mononuclear cell-enriched
CD45* non-autofluorescent SSC'°F4/80*CD11c’Ly-6C°CD64* cells as shown in Fig. 1a. In the first
replicate experiment, IM were isolated from lung single-cell suspensions pooled from three 10-week-
old C57BL/6 female WT mice. In parallel, AM were FACS-sorted as singlet mononuclear cell-enriched
CD45*CD11c" autoflurorescent cells and were spiked in as controls at a ratio of 1:10. Such experiment
was performed at KU Leuven (Belgium), while the second replicate was performed by independent
experimenters through an independent pipeline using a pool of 6-month-old C57BL/6 female WT mice

that were maintained in a different animal facility at the GIGA Institute (Liége University, Belgium).

59



Chapitre 3 Section expérimentale

The 10x Genomics platform (Single Cell 3” Solution) was used for scRNA-seq, and sequencing was
performed at the Genomics Platform of the GIGA Institute (Liége University, Belgium) for both
experiments. For scRNA-seq analysis of lung Ly-6C° and Ly-6C" monocytes, lung
CDA45'F4/80*CD11c’Ly-6C°CD64" cells and CD45'F4/80*CD11c’Ly-6C"CD64 cells were FACS-
sorted, respectively. For each sample, an aliquot of Trypan blue-treated cells was examined under the
microscope for counting, viability and aggregate assessment following FACS sorting. Viability was
above 80% for all samples and no aggregate were observed. Cell preparations were centrifuged at 1,503
RCF for 4 minutes and pellets were resuspended in calcium- and magnesium-free PBS containing 0.4
mg.ml* of UltraPure BSA (Thermo Fisher Scientific).

Sequencing libraries were generated by using the Chromium™ Single Cell 3° Reagent Kits v2
(10x Genomics) following manufacturer’s instructions. GEM-RT was performed in a Veriti® 96-Well
Thermal Cycler (Thermo Fisher Scientific). After RT, GEMs were broken and the cDNAs were cleaned
up with DynaBeads MyOne Silane beads (Thermo Fisher Scientific). cDNAs were then amplified in a
Veriti® 96-Well Thermal Cycler. According to the expected cell recovery (based on a 60% recovery of
total loaded cells), number of amplification cycles was set to 12. Amplified cDNA products were
cleaned up using SPRIselect Reagent kit (Beckman Coulter), after what purified cDNAs were quality
controlled and quantified using an Agilent High Sensitivity DNA Kit (Agilent) on a 2100 Bioanalyser
(Agilent). Illumina’s PS5, P7 and Read2 primers, as well as Sample Index were then added to generate
sequencing libraries following Chromium™ Single Cell 3’ Reagent Kits v2 protocol. Steps were as
follows: (1) enzymatic fragmentation, end repair and A-tailing, (2) Double Sided Size Selection using
SPRIselect reagent, (3) adaptor ligation, (4) post ligation cleanup with SPRIselect reagent, (5) Sample
index PCR (number of cycles set to 14) and (6) Double Sided Size Selection using SPRIselect reagent.
The barcoded sequencing libraries were quality controlled using an Agilent High Sensitivity DNA kit
on a 2100 Bioanalyser and quantified by quantitative PCR (KAPA Biosystems Library Quantification

Kit for lllumina platforms).

Sequencing libraries were loaded at 1.4 pM on an Illumina NextSeg500 with NextSeq 500/550
Mid Output v2 kit (150 cycles) (lllumina) using the following read lengths: 26 bp for Readl (16 bp
Barcode + 10 bp Randomer), 8 bp for Sample Index and 58 bp for Read2. Cell Ranger software (v1.2.0)
(10x Genomics) was used to demultiplex Illumina BCL files to FASTQ files (cellranger mkfastq), to
perform alignment (to mouse GRCm38/mm10 genome), filtering, UMI counting and to produce gene —

barcode matrices (cellranger count).
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Analysis of scRNA-seq samples

Analyses used R Bioconductor (Gentleman et al., 2004) (version 3.4.2), and the R package
Seurat (Macosko et al., 2015) (version 2.3.4).

Briefly, for analysis of lung CD64-expressing mononuclear phagocytes, we first performed a
quality control analysis and selected cells for further analysis in each replicate. Cells with a minimum
of 200 and a maximum of 2,500 detected genes were included, and cells with more than 5% of
mitochondrial genes were excluded (Supplementary Fig. 2). In addition, only genes detected in at least
3 cells were included. Gene counts were normalized by using a global-scaling method that normalizes
the gene expression measurements for each cell by the total expression, multiplies it by 10,000 and log-
transforms the result. The FindVariableGenes function was used to calculate highly variable genes with
the x.low.cutoff, x.high.cutoff and y.cutoff parameters set to 0.0125, 3 and 0.5, respectively. Cell-cell
variation in the number of detected unique molecular identifiers (UMI) was regressed out using the
ScaleData function. To analyze both replicates simultaneously, we used the MergeSeurat function,
creating a new object with the resulting combined data matrices and appending a given identifier to each
cell name depending on which original object the cell comes from. Linear dimensional reduction was
performed on the scaled data using the RunPCA function. To identify the number of statistically
significant principal components (PC) to include for subsequent analyses, we used the JackStraw
function, which implements a resampling test inspired by the JackStraw procedure (Macosko et al.,
2015). Alternatively, we used the PCEIbowPlot function, looked at a plot of the standard deviations of
the PC and determined our cutoff where there is an elbow on the graph, located at ~PC8. PC 1:8 were
thus used in the subsequent analyses. We also performed analyses including lower and higher numbers
of PC (1:6 to 1:12) and did not find any substantial differences in the results obtained.

The cells were clustered via the FindClusters function. Several cluster resolutions were tested,
and the resolution of 0.2 was chosen, since higher resolutions created additional subdivisions or clusters
containing singlets, which were considered not biologically relevant. To visualize the data, non-linear
dimensional reduction was used, and t-SNE plots were created by using the RunTSNE function, with
the number of dimensions to use set to 8 (PC 1:8). To eliminate a potential contamination with cells
outside the MPS, data were subset using the SubsetData function in order to only keep cell clusters

expressing detectable levels of the Csflr gene.

Differential expression (DE) analysis between clusters was performed using the FindMarkers
function, which uses a likelihood ratio test based on zero-inflated data to identify positive and negative
markers of a single cluster compared to some or all other clusters. Only DE genes with an adjusted P-
value <102 were retained. To compare Cluster 3 (i.e., AM) with Clusters 1, 2 and 4 (i.e., tissue CD64-

expressing cells), lists of the significantly DE genes between Cluster 3 and Clusters 1, 2 and 4 were
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generated. To compare the clusters of lung tissue CD64-expressing cells (i.e., Clusters 1, 2 and 4) with
each other, lists of the significantly DE genes between Cluster 1 and Clusters 2 and 4, Cluster 2 and
Clusters 1 and 4, or Cluster 4 and Clusters 1 and 2 were generated. Based on these lists of DE genes,
Gene ontology analyses were performed using the Gene Ontology Consortium website
(http://geneontology.org/) referring to the GO Ontology database released on 2018/12/01.

To visualize specific marker expression, the DotPlot function was used to show average
expression of the genes and percentage of cells expressing the indicated genes within each cluster.
Alternatively, the FeaturePlot or DoHeatmap functions were used to show specific gene expression

across single cells.

For subsequent analyses, a similar procedure as described above was used with minor
adaptations. For analysis of lung Ly-6C'" and Ly-6C" monocytes, cells with a maximum of 3,000
detected genes were included, PC 1:8 were used and a resolution of 0.1 is shown for the cell clustering
depicted in Supplementary Figs. 9d and 12. To compare Ly-6C" patrolling and lung CD64*CD16.2*
monocytes, data of original Cluster 4 (i.e., CD64*CD16.2* monocytes) were subset from the dataset of
lung CD64-expressing mononuclear phagocytes and merged with the data of Ly-6C'° monocytes. PC
1:8 and a resolution of 0.3 were used for the cell clustering and subsequent analyses depicted in Fig. 6,

Supplementary Figs. 13 and 144, b.

For the graphical representation of RNA velocities, a Seurat object encompassing lung CD64-
expressing mononuclear phagocytes, Ly-6C' patrolling monocytes and Ly-6C" classical monocytes
was created and the corresponding t-SNE plot (PC 1:8) was used as shown in Fig. 6, Supplementary
Figs. 13 and 14a, b.

Transcriptomic comparison of lung IM subsets

To compare CD206™ and CD206" IM subsets with Lyvel"MHCII" and Lyvel°*MHCII" IM subsets
reported in Chakarov et al. (Chakarov et al., 2019), we generated CD206™ and CD206* IM signatures (i.e.,

upregulated genes in CD2067* vs. CD206*" IM, respectively) based on our sScRNA-seq data. Briefly, in order

to be comparable between two analyses, numbers of genes within the CD206° and CD206" IM signatures
should be similar to those of Lyvel"MHCII"® and Lyvel®MHCII" IM signatures. Using the FindMarkers
function (Seurat package (Butler et al., 2018)), we selected genes with a log fold change threshold of 0.1, and

that are expressed in more than 10% of cells. The Venn diagram was generated with a publicly available online

tool (http://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/Venn/). Gene Set Enrichment Analysis (GSEA) was
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performed to analyze enrichment of published Lyvel"MHCII" and Lyvel° MHCII" IM signatures (Chakarov
et al., 2019) in CD206™ and CD206* IM (see below).

To compare CD206™ and CD206" IM subsets with the IM1, IM2 and IM3 populations reported in
Gibbings et al. (Gibhings et al., 2017), data of expression counts were downloaded from Gene Expression
Omnibus database (accession GSE94135) and analyzed with DESeq2 package (Love et al., 2014) for
differential expression analysis, hierarchical clustering and PCA analysis. As a high similarity was found
between IM1 and IM2 signatures, we generated an IM1&IM2 shared signature (634 genes) and an IM3
signature (97 genes), which were used as gene sets in the GSEA analysis described below.

For GSEA, in order to analyze enrichment of published signatures in our scRNA-seq data, the
normalized counts were used as expression datasets in GSEA. Briefly, genes were ranked based on their
expression in CD206* and CD206~ macrophages by Signal2Noise method. Normalized Enrichment Score
(NES), FDR and nominal p-value were calculated with 100 permutations between samples from different
phenotypes.

Cytologic examination

Cytologic examination of FACS-sorted populations was performed on cytospin preparations
stained with Hemacolor® (Merck, Cat. 111955, 111956, 111957). Sections were examined with a

FSX100 microscope (Olympus) and size comparisons were performed using Image J software (NIH).

In vivo labelling of vascular leukocytes

Lightly isoflurane anesthetized C57BL/6J WT mice were injected i.v. with 300uL of PBS, or
with 0.5 pg of mouse APC-conjugated anti-mouse CD45.2 antibodies in 300 ul PBS. The antibodies
were allowed to circulate for 3 minutes prior to euthanasia in order to label all leukocytes present in the
vascular compartment. Lungs were harvested without perfusion and were processed for flow cytometry

analysis.

Assessment of phagocytic activity

Lightly isoflurane anesthetized C57BL/6J WT mice were injected i.t. or i.v. with 6.108
pHrodo™ Green E. coli BioParticules™ (Thermo Fisher Scientific, Cat. P35366) in 100 pl and 200 pl
of PBS respectively. Lungs were harvested 3 hours later for cell isolation, staining and flow cytometry

analysis.
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Fate-mapping of lung CX3CR1" cells

The induction of Cre recombinase to trace CX3CR1* cells was performed as described
elsewhere (De Schepper et al., 2018). Briefly, 4 week-old Cx3cr1¢®ER™2 Rosa26-LSL-YFP mice were
treated three times subcutaneously with 4 mg TAM (Sigma, Cat. T5648) per 30 g body weight dissolved
in corn oil (Sigma, Cat. C8267), 48 h apart. The mice were sacrificed after 2, 9, 28 and 52 weeks, and
lungs were processed for flow cytometry analysis. Lungs from untreated Cx3cr1¢"ER™2 Rosa26-LSL-

YFP mice were used as negative control.

Immunostainings and confocal microscopy analyses

Freshly collected lungs from C57BL/6J WT and Cx3cr1®*”/"" mice were embedded and frozen
in OCT compound (Q Path Freeze gel, VWR), and then cut in 10 um cryosections. Tissue sections were
then fixed in 4% paraformaldehyde for 10 min at RT, permeabilized in 0.5% v/v of Triton-X100 (Sigma)
for 2 min at RT and blocked in PBS containing 2% v/v of BSA and 2% of goat serum (Sigma) for 1
hour at RT. Sections were first stained with a rat anti-mouse CD68 (dilution 1:100) for 2 hours at RT,
then with an AF568-conjugated goat anti-rat antibody (dilution 1:1000) for 2 hours at RT. For samples
isolated from Cx3cr1CF/CFP mice, sections were then stained overnight at 4°C with AF488-conjugated
antibodies against GFP (dilution 1:200) and AF647-conjugated antibodies against CD16.2 (1:20),
CD206 (1:100) or MHC-II (1:50). For samples isolated from WT mice, sections were then stained
overnight at 4°C with AF647-conjugated antibodies against CD31 (1:200) or Tubb3 (1:100), and
AF488-conjugated antibodies against CD16.2, CD206 or MHC-II. For assessment of MHC-II and
CD206 co-expression, WT sections were simultaneously stained with antibodies against MHC-I11 and
CD206. Cell nuclei were counterstained with 4,6-diamidino-2-phenylindole (DAPI, Biolegend) for 5
min at RT. Sections were mounted with Prolong Diamond Antifade Mountant (Thermo Fisher) and
stored for at least 5 hours at RT. Samples were rinsed 3 times in PBS between each of the above-
mentioned steps. Images were acquired on a Zeiss LSM 880 confocal microscope (Zeiss) and analyzed
using the ZEN 2.3 software (Zeiss).

Spatial distribution was quantified by analyzing, for each sample, 5 or 10 fields (magnification
20x) containing at least one CX3CR1*CD68" cell in the peribronchial/perivascular area or the alveolar
parenchyma, respectively. For each sample, the mean of the numbers of CX3CR1"CD68"CD206*,
CX3CR1"CD68*MHC-II* and CX3CR1*CD68"CD16.2* cells per field was used to calculate the spatial
distribution of these cells. Double positivity for CD206 and MHC-II was quantified by analyzing, for
each sample, 5 fields (magnification 20x) in peribronchial/perivascular and alveolar parenchymal areas
containing at least one CD68*CD206" or CD68*MHC-II* cell. For each sample, the numbers of
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CD68*CD206*, CD68*"MHC-II* cells and CD68*CD206*MHC-II* cells were used to calculate the
percentage of CD206/MHC-II double positive cells.

Proteome profiler assay

CD206  and CD206* IM subpopulations were FACS-sorted from naive C57BL/6J WT mice and
5.10* cells were cultured in an F-bottom 96-well plate during 16 hours in 100 pl of RPMI with L-
glutamine (Lonza) supplemented with 10% v/v FBS, 1% v/v MEM non-essential amino acids (Gibco),
1 mM sodium pyruvate (GE Healtcare), 50 U.ml* penicillin/streptomycin (Gibco), 0.05 mM 2-
mercaptoethanol (Gibco), with or without 10 ng.ml* of LPS (Sigma). For each experimental condition,
supernatants were tested for the presence of cytokines and chemokines using a proteome profiler mouse
XL cytokine array (R&D Systems), according to manufacturer instructions. Results were visualized
using a ImageQuant LAS 4000 (GE Healthcare) and analyzed using ImageJ software. Results are
expressed as Z-scores for each analyte ([individual value — analyte mean] per analyte standard

deviation).

Assessment of 1L-10 expression in ITIB mice

The assessment of IL-10 expression using IL-10-p-lactamase reporter ITIB mice (Bouabe et al.,
2011), lung cells from IL-10-p-lactamase reporter ITIB and control WT mice were resuspended in a
CCF4-AM (Thermo Fisher Scientific, Cat. K1028)-containing solution supplemented with probenecid
(Thermo Fisher Scientific, Cat. P36400) prepared according to manufacturer’s instructions, and
incubated 90 minutes at 29°C. CCF4-loaded cells were then classically stained and analyzed by flow

cytometry. CCF4-loaded cells from C57BL/6J WT mice were used as negative controls.

Predictive analyses of sScRNA-seq

RNA velocities in single cells were estimated with RNA velocity (http://velocyto.org) (La
Manno et al., 2018). Briefly, spliced and non-spliced transcripts counts were calculated from CellRanger
output using Python command line tool velocyto with default run10x subcommand. Genes with
minimum average expression of 0.5 (for spliced transcripts) or 0.05 (for non-spliced transcripts) within
at least one cell cluster were filtered before velocity estimation. RNA velocities were estimated using
20 k-nearest neighbors (NN) in slope calculating smoothing, and fit quantile of 0.02. RNA velocities
were then visualized using correlation-based transition probability matrix within the kNN graph, with

same cluster labels and embedding as in Fig. 6a.
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To compare RNA velocity across subsets of Ly-6C' patrolling monocytes, CD64*CD16.2*
monocytes and CD206™ IM, the relative distance from the cell position in the 2D-tSNE plot to the
projected position (i.e., effective length of arrows displayed in Supplementary Fig. 13b) was used to
illustrate the RNA velocity of each cell.

Cell fate decision estimation

Cell fate decision was represented by RNA-velocity-based single-step transition probabilities
from starting cells to neighboring cells. To illustrate cell fate decision probabilities of all cells in a given
subset (i.e., the starting subset), the total transition probability (TPn) to neighboring cells n was
calculated as the sum of all transition probabilities (TPin) of single cells in the given subset (containing

j cells), and corrected by the number of cells:
j .
._, TPin
TPn = ==L
For illustration, transition possibility of each cell position was indicated by a color gradient
while an ellipse marked the starting subset of interest with 95% confidence on the cell positions in the

subset.

Trajectory analyses

For trajectory analyses, the previously published package Slingshot (Street et al., 2018) was
used. Briefly, Slingshot uses pre-existing clustering information to calculate development trajectory and
pseudo-time of each cell in the development trajectory. To analyze the differentiation trajectory from
Ly-6C'" patrolling monocytes to CD206 IM subpopulation, we reanalyzed the data sets shown in Fig.
6a with Seurat using higher resolution (i.e., 2.5), and the 5 clusters covering Ly-6C" patrolling
monocytes, CD64*CD16.2" monocytes and neighboring CD206° IM were used for Slingshot analysis.
For clarity purposes, the original t-SNE embedding of Fig. 6a was retained to illustrate cell positions in
Fig. 6e and the ellipses with 80% confidence were drawn to illustrate their cluster belonging shown in
Fig. 6a using the same colors. To find the temporally expressed genes through trajectory, we used the
method suggested in the Slingshot package to regress genes on the pseudo-time variable using a general-
additive model. Expression of the top 100 genes on p-value was showed in a heatmap across all cells in

selected subsets.
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White blood cell isolation

To obtain single-blood-cell suspensions, blood was collected in a tube containing 500uL of PBS
(Gibco) containing 100 mM of EDTA (Merck Millipore) and red blood cells were lysed by adding
distilled water containing 150 mM of ammonium chlorure (VWR) and 10 mM of potassium bicarbonate
(Sigma). Cells were then centrifuged, resuspended in FACS buffer and stained as described for lung

cells in the respective section above.

Bone marrow mixed chimeras

Eighteen-week-old CD45.1/2+ WT mice were lethally irradiated with two doses of 6 Gy 3 hours
apart. Two hours after the second irradiation, these mice were injected i.v. with 2 x 10 bone marrow
(BM) cells consisting of a 1:1 mix of BM cells obtained from CD45.1* WT and CD45.2* Nr4al” mice.
From the day before irradiation, mice were treated for 4 weeks with 0.05 mg.ml* of enrofloxacin
(Baytril, Bayer). Chimerism was assessed by flow cytometry in the blood and the lung 6 and 14 weeks
after irradiation, respectively. In the blood, B lymphocytes, Ly-6C' monocytes, Ly-6C" monocytes and
neutrophils, were defined as CD45" CD11bLy-6G'CD19*, CD45'CD11b*Ly-6G CD115*Ly-6C",
CD45*CD11b*Ly-6G CD115*Ly-6C* and CD45*CD11b* Ly-6G* cells, respectively.

Monocyte adoptive transfers

Blood cells of CD45.1/2* mice were collected and stained for FACS sorting of Ly-6C" and Ly-
6C"° monocytes, defined as CD45*CD11b*CD115*Ly-6C* and CD45'CD11b*CD115*Ly-6C* cells,
respectively. These cells were then transferred to CD45.2* WT recipient mice by injecting 10° Ly-6C"
or Ly-6C'° monocytes i.v. into each mouse. Lungs were harvested 7 days later for cell isolation, staining

and flow cytometry analysis.

Intratracheal instillations of TLR ligands

Lightly isoflurane anesthetized C57BL/6J WT mice were injected i.t. with Pam3CSK4, LPS or
CpG (25 ug, 10 ug and 50 pg, respectively) in 50 ul of PBS. Lungs were harvested 1, 3, 5, 7, 14 or 28
days later for cell isolation, staining and flow cytometry analyses. C57BL/6J WT, Ccr2”, Nr4al™, and
11107 and WT Nr4al” 1:1 BM mixed chimeras mice were injected i.t. with 50 pg of CpG in 50 pl of
PBS. The survival of these mice was assessed and lungs from WT, Nr4al” and 11107 mice were

harvested 3 days later for flow cytometry analysis. ITIB mice were injected i.t. with 50 pg of CpG in 50
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pl of PBS and their lungs were harvested 7 days later for cell isolation, staining and IL-10 production

analysis by flow cytometry.

Statistical analysis

Data from independent experiments were pooled for analysis in each data panel, unless
otherwise indicated. Statistical analyses were performed using Prism 7 (GraphPad Software), SAS
(version 9.3) and R bioconductor (Gentleman et al., 2004) (version 3.4.2). Data were presented as mean
* s.e.m., as well as individual values, unless otherwise indicated. We considered a P-value lower than
0.05 as significant. *, P<0.05; ™, P<10?, ™, P<10%; ™, P<10* ns, not significant. Details about the
statistical tests used can be found in the respective Figure legends. Details about the analysis of SCRNA-

seq data can be found in the respective sections above.

Reporting summary

Further information on research design is available in the Nature Research Reporting Summary
linked to this article.

Data availability

The scRNA-seq data provided in this manuscript have been deposited in the ArrayExpress
database at EMBL-EBI (https://www.ebi.ac.uk/arrayexpress/experiments/E-MTAB-7678) under
accession number E-MTAB-7678. The source data underlying Figs 1f, g and j; 2b, c, f and h; 3c-f; 4b;
5d, f, handi; and 7b, d and e and Supplementary Figs. 7c; 8 b and d; 9b; and 10 are provided as a Source

Data file, as mentioned in the respective Figure legends.
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Supplementary Figure 1 Validation of the gating strategy used to delineate AM and IM subsets (see Fig. 1). a
Siglec-F staining was used to confirm that eosinophils were efficiently excluded without substantial loss of CD64* IM.
Representative contour plots of the indicated markers are shown for (top) SSCM-excluded cells or (bottom) SSC" cells.
Numbers indicate the percentage of cells within the indicated gate. b FSC/SSC back-gating of AM, CD64* IM (as
shown in Fig. 1a) and IM subsets (as shown in Fig. 1e).
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Supplementary Figure 2 Homogeneity in the numbers of detected genes and UMIs, and low percentage of
mitochondrial genes within the independent replicates analyzed by scRNA-seq in Figure 1. (a,b) Gene numbers (left),
Unique Molecular Identifiers (UMI) numbers (middle) and percentage of mitochondrial genes (right) detected in single
cells from the indicated groups (a) before and (b) after selection and filtering, presented as violin plots (height: gene
numbers [left], UMI numbers [middle] and % Mitochondrial genes [right]; width: abundance of cells) and individual
dots representing individual cells. Exp, experiment.
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Supplementary Figure 3 The lung CD64* cells analyzed by scRNA-seq were identified as

monocytes/macrophages. a t-SNE plot depicting the cell clusters analyzed by scRNA-seq in Figure 1. b Dot plots
showing average expression of genes within each cluster. We ruled out any contamination by non-immune cells,
lymphoid cells, neutrophils or dendritic cells (DC) and confirmed a high expression of prototypical markers of the
MPS, such as Cd14, Ctsb, Irf8 and KIf4 (Cohen et al., 2018; Scott et al., 2018). ¢ Volcano plot representation of the
differentially expressed genes between Clusters 1, 2 and 4 (i.e., non-alveolar CD64* cells) and Cluster 3 (i.e., AM).
Genes with an adjusted P value (Pagj) <102 and a biological FC >2 are colored in red. A total of 1,332 genes were
differentially expressed between Cluster 3 (AM) and Clusters 1, 2 and 4 (Pag<10?). d Dot plots showing average
expression of genes within each cluster. Examples of genes differentially regulated (Pagj<10-?) between non-alveolar
CD64* cells and AM are depicted. Cluster 3 was characterized by high expression of Itgax (encoding CD11c), Csf2rb,
Earl, Ear2, thus representing AM (Schneider et al., 2014). AM, alveolar macrophage; FC, fold change.
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Supplementary Figure 4 Single cell expression of cluster-related genes. a t-SNE plot depicting the cell clusters
analyzed by scRNA-seq in Figure 1. b Heatmap depicting the single-cell expression of the 50 most upregulated genes
across identified clusters shown in the t-SNE plot in a. Inserts indicate the name of individual genes. ¢ t-SNE plot

showing single cell expression of the genes depicted in Fig. 1d.
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Comparison of CD206 and CD206* IM with
Lyve-1°MHC-II" and Lyve-1"MHC-II° IM

(Ckaravol et al., Science 363 (6432), (2019))

Common CD206" / Lyve-1"MHC-II° (295)

Common CD206 / Lyve-1°MHC-II"" (245)

®
a CD206 IM Lyve-1°MHC-1I" IM b ® Unique CD206" (442)
signature signature ® Unique CD206 (289)
®
L N ]
o
CD206' IM Lyve-1"MHC-II° IM " °
signature signature 200
L ]
2
w ®
2
S
a °
ob?' °
© 100
0
2 1 0 1
Log, fold-change
c Signature: Lyve-1°MHC-II"' IM Signature: Lyve-1"MHC-11° IM

NES: 2.71
FDR < 0.001

—
CD206' IM

etz (negatively correlated)
000 7500 10000 12500 15000
Rank in Ordered Dataset

[ Enrichment profile — Hits Ranking metric scores |

NES: -2.87
FDR < 0.001

(7 T

PR A

Sl CD206" IM |

dere2 (nagatively comeiated)
7500 10000 12300 15,000
Rank in Ordered Dataset

[ Envichment profile — Hits Ranking metric scores

i 0 500 500

Comparison of CD206" and CD206" IM with

Signature: IM3

NES: 2.05
FDR < 0.001

B 1 TN

i
028 o
QRco0e M | -
g x| CD206" IM
i'“‘, R R e T
Rank in Ordered Dataset

[==Ennichment profile — His Ranking metric scores|

AM_repC
AM_repA
AM_repB
IM3_repB
IM3_repA
IM3_repC
IM1_repA
IM1_repB
IM1_repC
IM2_repA
IM2_repB
IM2_repC

IM1, IM2 & IM3 (Gibbings et al., Am J Resp Cell

Mol Biol 57, 66-76 (2017))

e
° @ Am
Q@ m
150 101 8
Ly @ M
g )
8 ° @ m3
2
100 S
=
0
&
g
50 =10 -
°
0 =20 -
(<)
-75 =50 =25 0 25

PC1: 86% variance

Signature: IM1/IM2

NES: -2.54
FDR < 0.001

vely correlateds

s co 1

|
]
i

CDZOG’-I;\?
<0s0| T —,

o 2800 5000 750 10000 12500 15,000
Rank in Ordered Dataset

[ profile — Hits

-0

Seorss]

77



Chapitre 3 Section expérimentale

Supplementary Figure 5 Transcriptomic comparison of CD206* and CD206  IM subsets with previously
described IM subsets. (a-c) Comparison between CD206* and CD206" IM with Lyve1l"MHCII" and Lyvel°MHCIIM
IM (Chakarov et al., 2019) a Venn Diagram detailed overlap of DE genes between all 4 IM subpopulations. b Volcano
plot representation of the genes belonging to the CD206* and CD206 IM signatures and discriminated between
‘common’ Vs. ‘unique’ as compared with Lyvel""MHCII' and Lyvel°®MHCII" M signatures (Chakarov et al., 2019),
respectively. ¢ GSEA plots showing comparisons between CD206* and CD206- IM profiles and Lyvel"MHCII" and
Lyvel®MHC-1I" IM signatures (Chakarov et al., 2019). (d-f) Comparisons between CD206* and CD206" IM with IM1,
2 and 3 (Gibbings et al., 2017). d Unsupervised hierarchical clustering of biological replicates of AM, IM1, 2 and 3. e
Two-dimensional PCA comparing AM, IM1, 2 and 3. Percentages indicate the variability explained by each component
f GSEA plots showing comparisons between CD206* and CD206" IM profiles with IM1/2 and IM3 signatures
(Gibbings et al., 2017). DE, differentially expressed; FDR, false discovery rate; GSEA, Gene Set Enrichment Analysis,
normalized enrichment score; NES, normalized enrichment score; PC(A), Principal Component (Analysis).
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Supplementary Figure 6 Immunophenotyping of lung CD16.2* monocytes and IM subpopulations.
Representative histograms of the indicated markers are shown, whose quantification is provided in Fig. 2c. Cx3cr1*'*
or isotype-stained cells were used as controls.
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Supplementary Figure 7 Virtual absence of YFP labeling in Ly-6C" classical monocytes and lung DC 2 weeks
after TAM exposure in Cx3cr1¢®ERT2 Rosa26-LSL-YFP mice. a Experimental outline for panels b,c. Briefly, at 4 weeks
of age, Cx3cri1CERT2 Rosa26-LSL-YFP mice were treated with TAM s.c. 3 times, 48h apart. Mice were analyzed for
YFP expression 2, 9, 28 and 52 weeks later. b Representative histograms of YFP expression within the indicated
populations (also see Supplementary Table 1 for gating strategies). Numbers indicate the percentage of YFP* cells, as
quantified in c. c Percentage of YFP* cells within the indicated populations, assessed by flow cytometry. Data show
mean + s.e.m. and are pooled from 2 independent experiments (n=10). Source data are provided as a Source Data file.
DC, dendritic cell; s.c., subcutaneous; TAM, tamoxifen.
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Supplementary Figure 8 Numbers of lung Ly-6C" and Ly-6C' monocytes in Ccr2”-, Nra41”- and WT control
mice. (a,c) Representative dot plots of Ly-6C and CD64 expression gated on mononuclear cell-enriched singlet CD45*
non-autofluorescent F4/80*CD11c"SSC" cells and discriminating lung Ly-6C" classical, Ly-6C'° patrolling monocytes
and bulk IM in (a) Ccr2”, (c) Nr4al” and corresponding control mice. (b,d) Absolute numbers of the indicated cell
populations in the lungs of (b) Ccr2” or (d) Nrdal” and control WT mice. Data show mean + s.e.m., as well as
individual mice (n=7-10/group), and are pooled from 2-3 independent experiments. P values were calculated using a
two-tailed unpaired Student's t test. Source data are provided as a Source Data file ™, P<10?; ™, P<1073. ns, not
significant.
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Supplementary Figure 9 Similarities and differences between lung CD64*CD16.2* and Ly- 6C'" patrolling
monocytes. (a,b) CX3CR1 and CD16.2 expression on lung CD64*CD16.2* monocytes, Ly-6C" classical and Ly-6C'
patrolling monocytes. a Representative histograms of the indicated markers. Cx3cr1** or isotype-stained cells were
used as controls. b Quantification of expression of the indicated markers as compared to control cells. Data show mean
* s.e.m., as well as individual mice (n=2-4/group). P values were calculated using a two-way ANOVA with Tukey's
post hoc test. (c-e) ScRNA-seq analysis of lung Ly-6C'° patrolling monocytes. ¢ Gene numbers (left), Unique Molecular
Identifiers (UMI) numbers (middle) and percentage of mitochondrial genes (right) detected in single cells from each
cluster after selection and filtering, presented as violin plots (height: gene numbers [left], UMI numbers [middle] and
% Mitochondrial genes [right]; width: abundance of cells) and individual dots representing individual cells. d t-SNE
plot depicting the single cells analyzed by scRNA-seq. e Dot plots showing average expression of the genes
characteristic of the indicated cell types within each cluster. (f-i) Comparison of lung CD64*CD16.2* monocytes and
Ly-6C' patrolling monocytes by scRNA-seq. f From left to right: t-SNE plot from the merged conditions, from
CD64*CD16.2* monocytes (i.e., Cluster 4 of Fig. 1c) or from Ly-6C'" patrolling monocytes are shown. n indicates the
number of cells analyzed after quality control and filtering. g Heatmap depicting the single-cell expression of the most
upregulated genes within each cluster. Inserts indicate the name of individual genes. h Dot plots showing average
expression of genes within each cluster. Cluster 2 expressed high levels of the classical monocyte markers Ly6c2 and
Ccr2 when compared to Clusters 1 and 3, which were both characterized by a greater expression of Fcgr4, Ace and
Treml4, supporting that Cluster 3 comprised Ly-6C'> monocytes that recently arose from Ly-6C" classical monocytes
and retained mRNA expression of Ly6c2 and Ccr2. i Volcano plot representation of the differentially expressed genes
between Cluster 1 (i.e., 'mature’ Ly-6C'" patrolling monocytes) and Cluster 3 (i.e., CD64*CD16.2* monocytes) are
shown. Genes with a Paj<102 and a biological FC >2 are colored in red. Inserts indicate the names of individual genes.
*, P<0.05; ns, not significant. MFI, Mean Fluorescence Intensity.
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Supplementary Figure 10 Evaluation of MHC-11*CD206* double-positive cells in high-resolution confocal
microscopy pictures of lung sections. Lung sections of C57BL/6 WT mice were assessed for the presence of MHC-
11"CD206* double-positive cells. Bar graph shows the % of CD206*MHC-1I-, CD206-MHC-I1* and CD206*MHC-I11*
IM among counted cells. Data shown mean + s.e.m., as well as individual analyzed mice (n=4).
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Supplementary Figure 11 Functional properties of CD206* and CD206  IM subsets and CD64*CD16.2*
monocytes based on scRNA-seq and Gene Ontology (GO) analyses. Dot plots showing average expression of the
indicated genes and percentage of cells expressing the genes within each cluster. Examples of genes involved in the
biological responses shown in Table 1 are shown.
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Supplementary Figure 12 scRNA-seq analysis of lung Ly-6C" classical monocytes (also see Supplementary
Table 1 for gating strategies). a Gene numbers (left), Unique Molecular Identifiers (UMI) numbers (middle) and
percentage of mitochondrial genes (right) detected in single cells after selection and filtering, presented as violin plots
(height: gene numbers [left], UMI numbers [middle] and % Mitochondrial genes [right]; width: abundance of cells)
and individual dots representing individual cells. b t-SNE plot depicting the single cells analyzed by scRNA-seq. ¢ Dot
plots showing average expression of the indicated genes and the percentage of cells expressing such genes,
characteristic of the indicated cell types.
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Supplementary Figure 13 RNA velocity analysis of lung IM and monocyte subpopulations in steady-state
C57BL/6 WT mice. a t-SNE plots depicting the merged scRNA-seq data of lung CD64-expressing cells (see Fig. 1c,
encompassing AM, CD206° IM, CD206* IM, CD64*CD16.2* monocytes), Ly-6C' patrolling monocytes (see
Supplementary Figure 9) and Ly-6C" classical monocytes (see Supplementary Figure 12). Each individual
(sub)population is highlighted separately. b Single cell RNA velocities, predictive of the extrapolated future states, are
substantiated by arrows and embedded on the t-SNE plot shown in Fig. 6a.
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Supplementary Figure 14 RNA velocity analysis of lung IM subsets in steady-state C57BL/6 WT mice:
transition probabilities. a t-SNE plot depicting the merged scRNA-seq data of lung CD64-expressing cells (see Fig.
1c), Ly-6C' patrolling monocytes (see Supplementary Fig. 9) and Ly-6C" classical monocytes (see Supplementary
Fig. 12). b Prevalent patterns of RNA velocities are substantiated by arrows and visualized on the same t-SNE plot as
shown in (a). Single cell velocities are shown in Supplementary Figure 13b. ¢ Visualization of single-step transition
probabilities from CD206* cells (left) or CD206" cells (right) to neighboring cells. Ellipses represent 95% confidence.
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Supplementary tables

(Sub)population name Phenotype assessed by flow cytometry
IM singlet mononuclear cell-enriched CD45* non-autofluorescent SSC'° F4/80*
CD11c Ly-6C" CD64*
CD16.2* singlet mononuclear cell-enriched CD45* non-autofluorescent SSC' F4/80*
' CD11c Ly-6C" CD64* CD16.2*
CD206* singlet mononuclear cell-enriched CD45* non-autofluorescent SSC'° F4/80*
CD11c Ly-6C' CD64* CD206"
CD206: singlet mononuclear cell-enriched CD45* non-autofluorescent SSC' F4/80*
CD11c Ly-6C' CD64* CD16.2° CD206"
AM singlet mononuclear cell-enriched CD45* autofluorescent CD11c"
Ly-6C" Mo singlet mononuclear cell-enriched CD45* non-autofluorescent SSC F4/80*
CD11c Ly-6C" CD64
Ly-6C° Mo singlet mononuclear cell-enriched CD45* non-autofluorescent SSC'° F4/80*
CD11c Ly-6C' CD64
DC singlet mononuclear cell-enriched CD45" non-autofluorescent SSC F4/80
CD11c"

Supplementary Table 1 Flow cytometry phenotype of the lung mononuclear phagocyte populations

investigated in this study.
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Cluster GO Term Biological Process Genes
G0:0006952 defense response Cerl2; H2-Aa; Mpegl; Cd44; Actgl; Cxcl2;
Capg; Ccr2; Cxcll6; Clecdn ; Serpinel; Cd74;
Ptgs2 ; Axl; Ccl22 ; Lgals3 ; Ptafr; Tnfaip8 ; H2-
Ebl; ll1b; Ly86; Cotll; Itgax; Cd14 ; Slamf7;
Anxal; Vim; NIrp3; Acp5; TIr2; lllrn; H2-Abl ;
Lspl
1 G0:0050863 regulation of T cell | H2-Aa; Cd44; Sdc4; Ccr2; H2-DMa; Tnfsf9 ;
activation Cd74 ; Lgals3; Il1b; Tnfsfi3b; Anxal; NIrp3;
Cd83 ; H2-Abl
G0:0019882 antigen processing and | H2-Aa ; H2-DMb2 ; H2-DMa ; Cd74 ; H2-Eb1l ; H2-
presentation M2 ; H2-DMb1 ; Ctss ; H2-Abl
G0:0071222 cellular response  to | Cxcl2; Cxcll6; Serpinel; Tnip3; Axl; Nfkbl;
lipopolysaccharide I11b ; Cd14 ; Vim ; Nlrp3 ; ll1rn
G0:0006898 receptor-mediated Folr2 ; Epsl5; Cltc ; Cd36 ; Apoe ; Msrl ; Ap2a2 ;
endocytosis Siglech ; Dab2 ; Mrcl ; Clta ; Lrp6
G0:0009611 response to wounding Hmox1; P2ryl2; Zfp36l1; Zfp36; Ccl2; Pf4;
Thhd ; Jun ; Hbegf; F13al; Gas6 ; Sulf2 ; Ninjl;
2 Clec10a; Igfl
G0:0002690 positive  regulation of | Cxcl13; Ccl2 ; Ccrl ; Pla2g7 ; C3arl ; Lgmn ; Ccl4 ;
leukocyte chemotaxis Gas6
G0:0071222 cellular response  to | Abcal; 1110 ; Cxcl13; Zfp36 ; Ccl2 ; Cd36 ; Ly96 ;
lipopolysaccharide Pf4 ; Ccll12 ; Mrcl ; Arid5a
G0:0007159 leukocyte cell-cell | Itgad ; Ptprc; Itgal ; Rac2; Syk; Stk10; lllb;
adhesion Itgb2 ; Semadd ; Spn ; Itgh7 ; Msn
G0:0007229 integrin-mediated Itgad ; Fgr ; Itgal ; Syk ; Ptk2b ; Itgh2 ; Rhoa ; TIn1 ;
signaling pathway Tyrobp ; Fcerlg ; Itgh7 ; Fyb ; Zyx
4 GO0:0051495 positive  regulation of | Pfnl; Arpc3; Arpc2; Cd47; Pam3kl; Stapl;
cytoskeleton organization | Rps3; Cdc42ep3; Ptk2b; Flna; ArhgeflOl;
Cdc42ep2 ; Evl; Rhoa; Cdknlb; Gda; Arpclb;
Arpc5 ; Hek
G0:0097529 myeloid leukocyte | Rps19 ; Statbb ; Cd47; Syk; l17ra; 1l1b; Ccl6;
migration Itgh2 ; Treml ; Trem3 ; Fcerlg ; Rpll3a ; Gpr35

Supplementary Table 2 GO enrichment analysis of IM-related clusters: significantly enriched genes involved

in each biological process.
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Reagent | Source | Cat. number
Antibodies and secondary reagents

Mouse anti-mouse CD45.2, V500, clone 104 BD Pharmingen 562129
Mouse anti-mouse CD45.2, PE-Cy7, clone 104 BD Pharmingen 560696
Mouse anti-mouse CD45.2, APC, clone 104 BD Pharmingen 558702
Mouse anti-mouse CD45.1, APC, clone A20 BD Pharmingen 558701

Rat anti-mouse F4/80, PE, clone BM8 Sony Biotechnology 1215550
Rat anti-mouse F4/80, BV605, clone BM8 Biolegend 123133
Hamster anti-mouse CD11c, APC-Cy7, clone HL3 BD Pharmingen 561241

Rat anti-mouse Ly-6C, PerCP-Cy5.5, clone AL-21 BD Pharmingen 560525
Mouse anti-mouse CD64, BV421, clone X54-5/7.1 Sony Biotechnology 1296545
Mouse anti-mouse CD64 a and b, PE, clone XB54-5/7.1.1 BD Pharmingen 558455
Armenian Hamster anti-mouse CD16.2, AF647, clone 9E9 Biolegend 149526
Armenian Hamster anti-mouse CD16.2, AF488, clone 9E9 Biolegend 149523

Rat anti-mouse CD206, AF488, clone C068C2 Biolegend 141710

Rat anti-mouse CD206, AF647, clone C068C2 Biolegend 141712

Rat anti-mouse CD206, PE-Cy7, clone C068C2 Biolegend 141719
Mouse anti-mouse 1-Ab, AF647, clone AF6-120.1 Biolegend 116412
Mouse anti-mouse 1-Ab, AF488, clone AF6-120.1 Biolegend 116410
Mouse anti-mouse 1-Ab, PE-Cy7, clone AF6-120.1 Biolegend 116420
Rat anti-mouse ACE, AF647, clone 230214 R&D Systems FAB15131R
Rabbit anti-mouse/human FOLR2, purified, polyclonal Biorbyt 0rh35326
Rat anti-mouse CD107a (LAMP-1), PE, clone 1D4B BD Pharmingen 558661

Rat anti-mouse CD11b, PE-Cy7, clone M1/70 BD Pharmingen 552850
Rat anti-mouse CD11b, V450, clone M1/70 BD Pharmingen 560455
Rat anti-mouse CD115, biotin, clone AFS98 Thermo Fisher Scientific 13-1152-82
Rat anti-mouse CD115, APC, clone AFS98 Thermo Fisher Scientific 17-1152-82
Goat anti-mouse MerTK, biotin, polyclonal R&D Systems BAF591
Rat anti-mouse CD68, PE-Cy7, clone FA-11 Biolegend 137015
Rat anti-mouse CD68, purified, clone FA-11 Biorad MCA1957GA
Rat anti-mouse Ly-6G, PE-Cy7, clone 1A8 BD Pharmingen 560601
Rat anti-mouse CD19, APC-Cy7, clone 1D3 BD Pharmingen 557655
Rat anti-mouse Siglec-F, PE, clone E50-2440 BD Pharmingen 552126
Rat anti-mouse Ki-67, PE, clone 16A8 Biolegend 657406
Rabbit anti-GFP, AF488, polyclonal Thermo Fisher Scientific A21311
Rat anti-mouse CD31, AF647, clone MEC13.3 Biolegend 102515
Rat anti-mouse Lyve-1, eFluor660, clone ALY7 Thermo Fisher Scientific 5016437
Mouse anti-mouse TUBB3, AF647, clone AAL10 Biolegend 657406

Rat anti-mouse/human CD11b microbeads Miltenyi Biotec 130-049-601
Donkey anti-rabbit IgG, AF647, clone Poly4064 Biolegend 406414
Goat anti-rat 1gG, AF568, polyclonal Thermo Fisher Scientific Al11077
Streptavidin, PE-Cy7 BD Pharmingen 557598
Isotypes

Rat IgG2a k, biotin, clone R35-95 BD Pharmingen 553928
Rat IgG2a k, PE, clone eBR2a Thermo Fisher Scientific 12-432181
Rat 1gG2b «k, PE-Cy7, clone RTK4530 Biolegend 400617

Rat 1gG2a , PE-Cy7, clone RTK 2758 Biolegend 400521
Armenian Hamster 19G, AF647, clone HTK888 Biolegend 400924
Goat IgG, biotin, polyclonal R&D Systems BAF108
Media, chemicals and other reagents

Calcium- and magnesium-free PBS Gibco 14190-094
HBSS with Phenol Red Lonza BE10-508F
RPMI with L-glutamine Lonza BE12-702F
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Fetal Bovine Serum Gibco 10270-098
Goat serum Sigma G9023
Collagenase A Roche 10103586001
DNase | Roche 11284932001
EDTA Merck Millipore 1084181000
Bovine Serum Albumin Sigma AT7906
UltraPure Bovine Serum Albumin Thermo Fisher Scientific AM2616
Sodium azide Acros Organics 190385000
Mouse Fc block (purified rat anti-mouse CD16/CD32) BD Pharmingen 553142
Brilliant Stain Buffer BD Pharmingen 563794
Fixation Buffer Biolegend 420801
Foxp3/Transcription Factor Staining Buffer Set Thermo Fisher Scientific 00-5523-00
CCF4-AM Thermo Fisher Scientific K1028
Probenecid Thermo Fisher Scientific P36400
Ammonium chlorure VWR 21236267
Potassium bicarbonate Sigma 60338
Percoll GE Healthcare 17089101
Hemacolor Solution 1 — fixing solution Merck 111955
Hemacolor Solution 2 — colour reagent red Merck 111956
Hemacolor Solution 3 — colour reagent blue Merck 111957
2-mercaptoethanol Gibco 31350-010
MEM NEAA Gibco 11140-035
Sodium pyruvate GE Healthcare SH30239.01
Penicillin/streptomycin Gibco 15070-063
Proteome profiler mouse XL cytokine array R&D Systems ARY028

Q Path Freeze gel VWR 07111247
Triton X-100 Sigma 93443
DAPI Biolegend 422801
Lipopolysaccharides from E.coli O55:B5 Sigma L4524
pHrodo™ Green E.coli BioParticules™ Thermo Fisher Scientific P35366
CpG-DNA, Mouse Hycult Biotech HC4033
PAM3CSK4 InvivoGen tlr-pms
Tamoxifen Sigma T5648

Corn oil Sigma C8267
DynaBeads MyOne Silane Thermo Fisher Scientific 37002D
SPRIselect Reagent Beckman Coulter B23317
Agilent High Sensitivity DNA Kit Agilent 5067-4626

Supplementary Table 3 List of reagents and antibodies used in this study.
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Figure Discussion 1 Résumé graphique des conclusions concernant la caractérisation des sous-populations de
macrophages interstitiels (MIs) et leurs précurseurs locaux chez la souris adulte. Deux sous-populations de Mls
coexistent au sein du poumon. Les MIs CD206" peuplent préférentiellement I’interstitium bronchique, présentent de
nombreuses vacuoles dans leur cytoplasme, sont plus larges, présentent un plus haut potentiel d’auto-maintenance et
sécretent davantage de cytokines et chimiokines immuno-régulatrices (dont I’'TL-10) par comparaison aux Mls CD206
, qui sont localisés principalement dans le parenchyme alvéolaire, expriment de plus haut niveaux de MHC-II et sont
plus rapidement remplacés par des cellules dérivées de monocytes. A ce titre, notre modéle suggére que la population
discréte de monocytes CD64*CD16.2* dérive de monocytes patrouilleurs qui quittent le compartiment sanguin et
entrent dans le tissu ou ils subissent des modifications de leur profil transcriptomique, phénotypique, et fonctionnel, et
constituent des précurseurs de Mls CD206". Figure créée selon le style graphique de Nature Reviews Immunology tel
que dans (Hussell et Bell, 2014).
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Au travers de cette étude, nous avons mis en évidence la diversité des phagocytes mononucléés
CD64* du poumon de la souris. Deux expériences indépendantes de SCRNA-seq ont révélé la présence
de trois sous-populations de cellules, clairement distinctes des macrophages alvéolaires, et dont
I’existence a ultérieurement été validée in vivo par cytométrie en flux. En effet, nous avons identifié au
sein des Mls une petite fraction de cellules CD206'CD16.2*(ACE"), correspondant a un cluster
exprimant de hauts niveaux de Fcgr4 (codant pour le CD16.2) et Ace ; une population CD206"CD16.2°
(FOLR2*) correspondant au cluster caractérisé par une surexpression de Mrcl (codant pour le CD206)
et Folr2 ; et enfin des cellules CD206°CD16.2" exprimant de hauts niveaux de MHC-II, correspondant
au cluster riche en expression de molécules du MHC-II (i.e. H2-Ebl, H2-Abl, H2-Aa, Cd74). La
population de cellules CD206'CD16.2" présente plutdt des caractéristiques de monocytes, qui sont
néanmoins distincts des monocytes classiques Ly-6C" et patrouilleurs Ly-6C"° du poumon, et sont
appelés monocytes CD64*CD16.2*. Les deux sous-populations majeures CD206*CD16.2" et CD206
CD16.2" sont constituées de macrophages interstitiels a proprement parler, qui sont appelés Mls CD206*
et CD206" respectivement, et dont I’identité confirme les résultats publiés récemment par Svetoslav
Chakarov et ses collaborateurs (Chakarov et al., 2019). Nos résultats apportent néanmoins des données
supplémentaires concernant la maintenance et la localisation de ces populations a 1’état basal, ainsi que
leur régulation complexe et spécifique dans un contexte inflammatoire. De plus, nous avons découvert
une nouvelle voie de développement de macrophages tissulaires, provenant de monocytes patrouilleurs
qui migrent a travers 1’endothélium, deviennent des monocytes CD64*CD16.2* et subissent un
remodelage de leur identité transcriptomique pour devenir des Mls CD206°. Nos conclusions sont

résumeées graphiguement dans la Figure Discussion 1 ci-contre.

Au sein de cette section, nous discuterons successivement :

- la mise en évidence de deux populations majeures de Mls a 1’état basal, a la lumiére des données
publiées par d’autres groupes d’études ;

- lalocalisation des sous-populations de Mls et des monocytes CD64*CD16.2*;

- la dualité fonctionnelle des sous-populations de Mls a 1’état basal et en conditions inflammatoire,
mise en relation avec d'autres populations de macrophages CD206" et CD206" de I’organisme murin ;

- les caractéristiques ontogéniques et la maintenance des sous-populations de Mls, ainsi que la mise
en évidence de monocytes CD64*CD16.2* comme précurseurs de Mls CD206";

- latransposition potentielle de nos données a I’humain, selon la littérature disponible a ce jour.

L’évaluation non biaisée de 1’hétérogénéité du compartiment CD64* du poumon de la souris a
conduit a la visualisation de deux clusters majeurs de macrophages et d’une population mineure de
cellules présentant davantage un phénotype monocytaire. La mise & disposition publique des données
de séquencage relatives aux études de Sophie Gibbings et collégues (Gibbings et al., 2017) et du groupe

de Svetoslav Chakarov (Chakarov et al., 2019) nous a permis de comparer ces données avec celles
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générées dans notre étude et de confirmer que la population de Mls CD206" est largement similaire aux
populations « IM1/IM2 » et « Lyve-1"MHC-11" » de ces deux groupes, tandis que les MIs CD206
apparaissent similaires aux macrophages « IM3 » et « Lyve-1°"MHC-II" ». A I’instar des MIs « Lyve-
1MMHC-11" » et « IM1/IM2 », les MIs CD206" présentent une taille plus importante, expriment le
CD206 et Lyve-1, produisent davantage d’IL-10 et montrent une meilleure capacité de capture de
particules instillées par voie aérienne, par comparaison aux autres sous-populations (Chakarov et al.,
2019; Gibbings et al., 2017). Les Mls CD206", quant a eux, sont plus petits, n’expriment pas Lyve-1
mais de plus haut niveaux de MHC-II et de CX3CR1, et présentent un turnover plus élevé par
comparaison aux autres Mls, rejoignant les caractéristiques des Mls « IM3 » et « Lyve-1°MHC-1I" »
(Chakarov et al., 2019; Gibbings et al., 2017). La distinction de deux sous-populations majeures de Mls
est par ailleurs renforcée par le fait que ces similitudes transcriptomiques et phénotypiques aient été
observées malgré des méthodologies expérimentales différentes. En effet, dans la premiére étude, le
groupe de Sophie Gibbings a identifié 3 sous-populations de MlIs sur base de I’expression différentielle
de deux marqueurs de surface (i.e. CD11c et MHC-II) sélectionnés de facon empirique, et les analyses
transcriptomiques proviennent de données de séquengage de ces sous-populations triées par FACS
(Gibbings et al., 2017). Notons que ces sous-populations ont été triées sur base de leur expression du
CD206 et du MHC-II, menant potentiellement a I’analyse de cellules qui ne correspondent pas aux
populations identifiées initialement. La stratégie de sélection des sous-populations de Mls pour la suite
de leurs expériences n’est par ailleurs pas clairement indiquée. Notons que le regroupement hiérarchique
non-supervisé et ’analyse en composantes principales des échantillons séquencés dans cette étude
montrent que les sous-populations IM1 et IM2 partagent un transcriptome fortement similaire. De plus,
phénotypiquement, seule I’intensité d’expression du MHC-II distingue ces deux sous-populations, et
fonctionnellement, seuls les IM3 different en terme de capacité de phagocytose in vivo et de rapidité de
turnover par comparaison aux deux autres sous-populations, supportant que les populations IM1 et M2
ne sont pas clairement distinctes et forment probablement une seule sous-population de Mls. Svetoslav
Chakarov et ses collaborateurs ont quant a eux identifié par SSRNA-seq deux sous-populations de Mls,
distinctes de par leur expression du MHC-II. Les analyses transcriptomiques ont ensuite été effectuées
sur les données de séquencage en bulk des deux sous-populations de MIs, MHC-II" et MHC-II*,
préalablement triées par FACS (Chakarov et al., 2019). Pour certaines expériences ultérieures, la
distinction des deux sous-populations a été réalisée sur base de leur expression différentielle de
CX3CRL1. Notons également que les trois études comparées adoptent une stratégie de sélection des Mls
différente. Si de nombreuses différences techniques sont donc & constater, rappelant que nos
comparaisons doivent toujours €tre interprétées avec précautions, elles n’empéchent pas la convergence
de ces études indépendantes vers un message général commun, révélant 1’existence de deux Sous-

populations majeures de MIs aux caractéristiques phénotypiques et fonctionnelles distinctes.
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Les premieres études évoquant les Mls utilisent une classification simple des macrophages
pulmonaires, basée sur leur présence dans la lumiére ou a I’extérieur des alvéoles. Néanmoins, il est
apparait aujourd’hui essentiel de prendre en compte la complexité de 1’architecture pulmonaire et
d’évaluer la localisation des MIs en analysant les différents compartiments anatomiques du poumon,
étant donné que les signaux du microenvironnement peuvent déterminer le programme transcriptomique
et dés lors le destin et la fonction des macrophages tissulaires (Okabe et Medzhitov, 2016). Notons que
ces différences sont a prendre en compte lors de I’interprétation des résultats obtenus au départ d’espéces
différentes, a 1’organisation histologique spécifique. La question de la localisation des Mls et de leurs
relations spatiales et temporelles avec leur microenvironnement et les acteurs qui le constituent (i.e. les
cellules épithéliales des voies aériennes ou des alvéoles, les cellules stromales, endothéliales,
immunitaires, etc.) reste jusqu’a ce jour controversée et nourrie de peu de données quantitatives (Bedoret
etal., 2009; Chakarov et al., 2019; Gibbings et al., 2017). Néanmoins, la découverte de différentes sous-
populations de MlIs est cohérente avec I’hypothése qu’elles puissent résider au sein de niches
anatomiques différentes. En 2009, notre laboratoire décrit la présence de Mls F4/80*CD11c dans le
parenchyme alvéolaire, confirmée ensuite par I’observation de Mls CX3CR1" dans ces zones par un
autre groupe (Rodero et al., 2015). A contrario, Sophie Gibbings et collegues proposent quant & eux, sur
base de I’évaluation de la co-expression de MerTK et de CX3CR1, que les Mls sont présents uniquement
dans les espaces péri-bronchiques, mais pas dans le parenchyme alvéolaire. Notre étude montre la
présence de Mls a la fois dans les espaces péri-bronchiques et dans le parenchyme alvéolaire, et révele
de maniére quantitative la localisation préférentielle des Mls CD206* et CD206™ dans I’interstitium
bronchique et alvéolaire, respectivement. Au niveau des zones péri-bronchiques, Chakarov et
collaborateurs ont proposé que les Mls Lyve-1"MHC-II"* et Lyve-1°MHC-II"" sont associés aux
vaisseaux sanguins et aux nerfs, respectivement (Chakarov et al., 2019). Néanmoins, les conditions
expérimentales utilisées permettent difficilement d’avoir une image non biaisée de 1’association réelle
des sous-populations de MIs avec les structures étudiées. Au cours de notre étude, la localisation
préférentielle des MIs CD206" dans I’interstitium péri-bronchique les prédispose & une association avec
les faisceaux nerveux et les larges vaisseaux sanguins, lesquels courent le long des voies respiratoires.
Les Mls CD206" sont, dans leur majorité, associés davantage aux vaisseaux de plus petit calibre, présents
dans D’interstitium alvéolaire. Néanmoins, les quelques MIs CD206™ présents dans les espaces péri-

bronchiques sont, ipso facto, également présents a proximité des nerfs et des larges vaisseaux sanguins.

A c6té des deux sous-populations majeures de Mls, lesquelles sont exclusivement
extravasculaires et résident dans le tissu, les monocytes CD64*CD16.2* apparaissent comme étant
partiellement intravasculaires et sont principalement localisés au sein de I’interstitium alvéolaire. En
utilisant des souris reportrices, Rodero et collegues ont précédemment décrit une population de
monocytes localisés a I’interface entre les capillaires pulmonaires et les espaces alvéolaires (Rodero et

al., 2015). Ces monocytes partagent des caractéristiques de monocytes patrouilleurs, mais se distinguent
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de par un coefficient de mobilité plus faible que les monocytes patrouilleurs, mais similaire a celui des
MIs CX3CR1" (Rodero et al., 2015), ce qui est cohérent avec nos observations. Au vu de la complexité
et des régulations dynamiques du réseau des monocytes et des macrophages pulmonaires, de plus amples
recherches et 1’utilisation combinée d’outils transgéniques et de technologies d’imagerie innovantes
seront donc nécessaires afin de connaitre la distribution spatio-temporelle précise des sous-populations

de Mis et leur association avec les structures environnantes in vivo.

La distinction des deux sous-populations majeures de MIs s’accompagne également de
différences fonctionnelles. En effet, nous avons découvert que les MIs CD206* a 1’état basal présentent
dans leur cytoplasme de nombreuses vacuoles, probablement des lysosomes, ainsi qu’un potentiel de
phagocytose plus important par comparaison aux MIs CD206", ce qui est cohérent avec les résultats de
Noelia A-Gonzales et collégues qui montrent que les macrophages du compartiment phagocytaire des
intestins et de la moelle osseuse expriment de plus hauts niveaux de CD206 au niveau transcriptomique
et protéique que les macrophages non-phagocytaires (A-Gonzalez et al., 2017). Dans les intestins et
dans la moelle osseuse, les cellules identifiées comme étant phagocytaires ou CD206" expriment de
plus hauts niveaux de CD163 au niveau transcriptomicue que les cellules non-phagocytaires et CD206'"
respectivement (A-Gonzalez et al., 2017), a I’instar des MIs CD206" pulmonaires. Les Mls CD206*
possédent en outre une capacité a secréter des cytokines et chimiokines immuno-régulatrices, y compris
de I’'IL-10, comme proposé par Svetoslav Chakarov et collegues (Chakarov et al., 2019). Leur
localisation, leur capacité a produire de I’'IL-10 et les précédents travaux réalisés au sein de notre
laboratoire suggérent que cette sous-population est responsable de 1’inhibition des cDC2s, localisées
dans la lamina propria des voies respiratoires (Guilliams et al., 2013b; Lambrecht et Hammad, 2009),
et donc de la prévention du développement d’asthme allergique (Bedoret et al., 2009; Sabatel et al.,
2017). Les analyses transcriptomiques indiquent par ailleurs que ces macrophages peuvent étre
impliqués dans la réponse aux Iésions, ce qui est cohérent avec le role décrit des Mls Lyve-1"MHC-I1"
dans la régulation de I’inflammation et de la fibrose induites par un dommage tissulaire (Chakarov et
al., 2019), et suggére que ces cellules peuvent également étre impliquée dans le remaniement de la
matrice extracellulaire et le remodelage des bronches lors de maladies inflammatoires chroniques des
voies respiratoires. Un objectif de notre laboratoire concerne le développement d’outils transgéniques
permettant la déplétion spécifique des Mls, afin de pouvoir évaluer précisément leur implication dans
ces différents phénoménes. Les Mls CD206" présentent, quant a eux, un profil typique de CPAs, a
linstar des MIs Lyve-1°MHC-1I"' qui potentialisent davantage la prolifération des lymphocytes T
spécifiques d’un antigéne, et I’induction de lymphocytes Treg, par comparaison aux Mls Lyve-1"MHC-
[ (Chakarov et al., 2019). Ces résultats générés in vitro conduisent a une réflexion quant a leur potentiel
réle in vivo. En effet, le siege de I’instruction des lymphocytes T naifs est le ganglion lymphatique
drainant, vers lequel les DCs matures migrent aprés avoir capturé un antigene. Il serait intéressant de

savoir si ces cellules sont capables, elles aussi, de migrer vers le ganglion, et alors comprendre si elles
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exercent un role redondant avec les DCs, ou si au contraire elles restent au sein de ’interstitium
pulmonaire, ou elles pourraient par exemple jouer un rdle dans la réactivation de lymphocytes T
mémoires, lesquels nécessitent de moindres signaux antigéniques et de costimulation par comparaison

aux lymphocytes T naifs (MaclLeod et al., 2010).

Nous savons que la fonction immuno-régulatrice des MlIs est potentialisée apres 1’exposition
des souris a des CpG, et que I’instillation intranasale de divers ligands de TLR modifie le nombre de
Mils (Sabatel et al., 2017). Dans cette étude, nous avons élargi la fenétre temporelle et augmenté la
résolution de I’analyse des nombres de MIs au sein de chaque sous-population aprés une exposition par
voie aérienne a trois ligands de TLR différents, révélant la complexité du compartiment monocytaire-
macrophagique dans un contexte inflammatoire. De maniére générale, les Mls CD206" et les monocytes
CD64*CD16.2* sont davantage affectés par les traitements appliqués que les MIs CD206". L’exposition
aux LPS et CpG, qui augmentent tous deux le nombre de MIs mais par des mécanismes dépendants et
indépendants du CCR2 respectivement, présentent des dynamiques de populations différentes. En effet,
le traitement au LPS méne a I’expansion des 2 sous-populations de MIs et des monocytes
CD647CD16.2" 3 jours apres ’injection, mais surtout des MIs CD206" 7 jours aprés 1’injection. Les
CpG, quant a eux, amplifient de maniére spectaculaire le nombre de monocytes CD64*CD16.2" qui
constituent alors la source principale d’IL-10 sept jours aprés I’injection. Ce pic de cellules
CD64*CD16.2" est ensuite suivi d’une augmentation des MIs CD206  observée 14 jours apres
I’injection. Il est fort probable que I’identité des MIs telle que caractérisée a 1’état basal soit
profondément modifiée dans un contexte inflammatoire, et dés lors que leur distinction sur base de
I’expression du CD206 et du CD16.2 ne soit plus appropriée. Nous avons notamment remarqué une
diminution de I’expression du MHC-II par les cellules CD206" aprés chaque traitement, reflétant
potentiellement un afflux de monocytes MHC-11' au sein de cette fenétre de sélection, lesquels peuvent
participer a la génération de cellules CD206"MHC-11" 14 jours aprés I’injection lorsque I’expression du
MHC-I1I retourne a des niveaux identiques, voire augmentés par rapport au jour 0. L’utilisation de
méthodes étudiant davantage de paramétres aprées stimulation, comme le scRNA-seq, la cytométrie
spectrale ou de masse, permettra a I’avenir de complémenter nos résultats. Néanmoins, 1’association de
nos données avec des consequences fonctionnelles in vivo, telles que la protection conférée par les Mls
induits par les CpG précédemment décrite (Sabatel et al., 2017), est d’ores et déja intéressante. De plus,
il serait intéressant d’investiguer les modifications dynamiques de ces populations lors d’une exposition
chronique a des dérivés microbiens, et d’analyser I’impact d’une modification de la flore commensale
sur le potentiel fonctionnel de ces différentes cellules. Dans les conditions testées, nous n’avons pas pu
observer une augmentation durable du nombre de MIs CD206". 1l est néanmoins suggéré que la fonction
de ces cellules se révéle dans un modéle de fibrose induite par des dommages tissulaires (Chakarov et

al., 2019), ouvrant les perspectives d’études de ces cellules dans des contextes non-microbiens, par
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exemple de réparation tissulaire, d’exposition a des composants de ’air ambiant (la fumée de tabac,

1’0zone, les particules de diesel,...) ou d’ immunité anti-tumorale.

A ce titre, dans des modéles tumoraux, d’adénocarcinomes mammaires ou de carcinomes
pulmonaires, deux types de macrophages associés aux tumeurs (MATS) et dérivés de monocytes ont été
décrits au sein de la tumeur : d’une part des macrophages MHC-1I" | et d’autre part des macrophages
MHC-I11'"° qui expriment davantage Mrc1 (codant pour CD206), Cd163, Lyvel, Stabl et 1110 au niveau
transcriptomique et CD206 au niveau protéique (Movahedi et al., 2010), a I’instar des MIs CD206*
(Figure S4 et données non-montrées), reflétant de maniére intéressante la dualité CD206* / CD206",
présente dans différents types de tumeurs, au sein de différents organes. En outre, ces MATs MHC-11"°
résident principalement dans les zones hypoxiques (Movahedi et al., 2010), ce qui est cohérent avec
I’expansion dans I’interstitium péri-bronchique de MIs MHC-11' dérivés de monocytes dans un modéle
murin d’hypoxie (Florentin et al., 2018), et possedent un potentiel pro-angiogénique important
(Movahedi et al., 2010), favorisant hypothétiquement le développement tumoral. A I’état basal
également, 1’expression différentielle du CD206 permet de distinguer dans d’autres organes que le
poumon deux populations de macrophages. C’est notamment le cas dans 1’intestin et la moelle osseuse
ou I’on peut distinguer un compartiment de macrophages phagocytaires CD206" (exprimant au niveau
transcriptomique de plus hauts niveaux de Cd163) d’un compartiment non-phagocytaire CD206" (A-
Gonzalez et al., 2017).

A propos de la maintenance des sous-populations de Mls a I’état basal, notre étude, celle de
Sophie Gibbings et de Svetoslav Chakarov convergent vers 1’idée que ces sous-populations sont
lentement remplacées par des cellules dérivées de monocytes chez la souris adulte (Chakarov et al.,
2019; Gibbings et al., 2017). Ici, nous avons mis en évidence que les MIs CD206* possédent un potentiel
d’auto-maintenance plus élevé que les Mls CD206". L’origine embryonnaire de ces sous-populations
reste a investiguer formellement, bien que nous ayons observé que les deux sous-populations majeures
de Mls, ainsi que les monocytes CD64*CD16.2", sont présents chez les souriceaux nouveau-nés, deux
jours aprés leur naissance (voir Figure Discussion 2). Serena Tan et Mark Krasnow ont identifié une
sous-population de pré-macrophages dérivés du sac vitellin qui persisteraient en tant que Mls
« primitifs » au sein des espaces sous-mésothéliaux et péerivasculaires des poumons de la souris adultes
(Tan et Krasnow, 2016), lesquels pourraient correspondre aux MIs CD206*, préférentiellement localisés
dans les espaces péri-bronchiques / péri-vasculaires. Dans cette méme étude, les Mls appelés
« définitifs », dérivant de précurseurs circulants dés la naissance, peuplent davantage le parenchyme
pulmonaire (Tan et Krasnow, 2016), a I’instar des MIs CD206". Récemment, Merav Cohen et
collaborateurs ont identifié, par sScRNA-seq, 3 clusters de macrophages dans le poumon de la souris
adulte, dont un cluster (appelé « macrophage | ») exprime de hauts niveaux de Cx3crl, Clqga et C1lgb

par rapport aux deux autres populations de macrophages (« macrophage Il-111 »), lesquelles expriment
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davantage Ear2, Pparg et Itgax (codant pour le CD11c) (Cohen et al., 2018), suggérant que les
macrophages | et 11-111 représentent des Mls et des MAs respectivement, au vu de la signature identifiée
dans notre travail (voir Figure S3). Il est intéressant de noter que durant le développement embryonnaire,
les macrophages | représentent prés de 50% des cellules myéloides & E12.5, suggérant que les Mls
peuvent étre originaires du sac vitellin comme proposé précédemment (Tan et Krasnow, 2016) ; puis
diminuent des E16.5 au profit des macrophages Il puis des macrophages 11, qui dérivent des monocytes
du foie feetal. Néanmoins, la résolution de ces analyses ne permettent malheureusement pas de savoir a

ce stade si ce phénoméne concerne préférentiellement une sous-population particuliére de Mis.
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Figure Discussion 2 Evolution temporelle des nombres et proportions des sous-populations de Mis et des
monocytes CD64*CD16.2* aprés la naissance. a Nombres de monocytes CD64* CD16.2* (CD16.2%), de Mls CD206*
(CD206%), de MIs CD206" (CD206°) et de MAs et b proportions de chaque sous-population parmi les cellules non-
alvéolaires CD64", au sein des poumons de souris C57BL/6 sacrifiées 2 jours, 7 jours et 8 semaines apreés leur naissance.
(a,b) Les données sont représentatives de deux expériences indépendantes et montrent la moyenne * s.e.m, chaque
symbole représentant une souris individuelle (n=6-11 souris/condition). Les résultats statistiques ont été obtenus a
’aide d’analyses de variance (a panel de droite) a un facteur (one-way ANOVA) ou (a panel de gauche, b) a deux
facteurs (two-way ANOVA), suivies de post-tests de Tuckey. ™, P<103; ™™, P<10#; ns, non-significatif. MAs,
macrophages alvéolaires; Mls, macrophages interstitiels.

A c6té des sous-populations de Mls, nous avons identifié une population mineure de monocytes
CD64*CD16.2* NR4A1-dépendants. Ces monocytes sont phénotypiquement distincts des monocytes
pulmonaires tissulaires Ly-6C" qui sont quant a eux NR4A1-indépendants, expriment Ly-6C mais pas
ou peu CX3CR1, CD64 (Jakubzick et al., 2013; Sabatel et al., 2017) et CD16.2, contrairement aux
monocytes CD64*CD16.2". Leur localisation dans I’interstitium alvéolaire, leur phénotype, leur profil
transcriptomique, les analyses d’inférence de trajectoire et les données obtenues dans les expériences de
chimeres et de transferts adoptifs de monocytes supportent la notion que ces monocytes CD64*CD16.2*
dérivent de monocytes patrouilleurs Ly-6C'" et représentent un état intermédiaire de leur différenciation
en Mls CD206°. Premierement, les monocytes CD64*CD16.2* et les Mls CD206* peuplent
préférentiellement la méme niche anatomique, a savoir I’interstitium alvéolaire. Deuxiémement, les
monocytes CD64*CD16.2* partagent des similarités évidentes avec les monocytes patrouilleurs, a savoir
le niveau d’expression de différents marqueurs de surface (i.e. CX3CR1, CD16.2, Ly-6C), la demi-vie
et la dépendance a NR4AL. Troisiemement, contrairement aux monocytes patrouilleurs Ly-6C', les
monocytes CD64*CD16.2" ont la particularité d’étre partiellement extravasculaires, d’exprimer CD64

et de produire de I’IL-10 a 1’état basal, une caractéristique restreinte aux Mls (Bedoret et al., 2009;

97



Chapitre 4 Discussion - Perspectives

Kawano et al., 2016; Sabatel et al., 2017). Quatriémement, au niveau transcriptomique, les monocytes
CD64*CD16.2* expriment de plus haut niveaux de différents genes caractéristiques des MlIs par
comparaison aux monocytes patrouilleurs, suggérant que le profil transcriptomique de ces cellules est
fagonné par I’intégration de signaux spécifiques du tissu. Cinquiémement, les analyses de vélocité
d’ARN révelent un état dynamique de transition de ces cellules, caractérisé par leur haute probabilité a
rejoindre le cluster des MIs CD206™ endéans les heures suivant I’analyse (La Manno et al., 2018).
Sixiemement, la reconstitution des monocytes CD64*CD16.2* apres irradiation létale apparait comme
étant au moins partiellement NR4A1-dépendante, supportant que ces cellules dérivent de monocytes
patrouilleurs Ly-6C". Septiemement, nous avons détecté au sein des monocytes CD64*CD16.2*, et dans
une moindre mesure au sein des Mls CD206, une faible proportion de cellules dérivées de monocytes
Ly-6C' sanguins transférés 7 jours avant I’analyse. Dans Ces expériences, réalisées a 1’état basal, la
détection de cellules dérivées des fragiles monocytes transférés est néanmoins trés difficile. Enfin, le
profil d’expansion des Mls induits par une exposition des voies aériennes aux CpG est altéré au sein des
souris déficientes pour Nr4al. Chez les souris Nr4al”, I’instillation de CpG, généralement bien tolérée
par les souris sauvages ou Ccr2”, favorise la mort de I’animal, un phénoméne également observé chez
les souris 11107, suggérant que la production d’IL-10 et la fonction de cellules dépendantes de NR4A1
sont essentielles pour contrer la toxicité des CpG. Or, aprés une injection de CpG a des souris sauvages,
le nombre de cellules CD64*CD16.2*, dont une majorité produit de 1’TL-10, augmente fortement dés 3
jours, avec un pic a 7 jours apreés injection, suivi d’une augmentation des MIs CD206", suggérant que
ces cellules jouent un réle protecteur important a I’encontre de 1’inflammation induite par 1’exposition
aux CpG. La séquence d’expansion du nombre de MIs CD206™ précédée d’une augmentation du nombre
de cellules CD64*CD16.2* est également observée consécutivement a une injection de LPS, ce qui peut
étre cohérent avec le continuum de différenciation des monocytes CD64*CD16.2* en Mls CD206
suggéré a 1’état basal. Il n’est néanmoins pas exclu que les monocytes CD64*CD16.2" puissent aussi
étre a ’origine des MIs CD206" et que les monocytes classiques puissent aussi se différencier en Mls
CD206* ou CD206". En effet, le nombre de MIs n’est pas affecté chez des souris Nr4al’ et Ccr2”, dont
les nombres de monocytes patrouilleurs Ly-6C" et classiques Ly-6C" sont diminués respectivement. A
la lumiere des analyses d’inférence de trajectoire, il est possible que les deux types de monocytes
représentent des sources redondantes dans le développement des deux sous-populations de Mls, ce qui
est cohérent avec 1’idée que différents précurseurs peuvent participer au repeuplement d’une niche
particuliére (Guilliams et Scott, 2017; van de Laar et al., 2016; Takata et al., 2017). La génération
d’outils déficients en monocytes classiques et patrouilleurs, tels que des souris Ccr2”Nr4al”

potentiellement, permettrait a 1’avenir de tester cette hypothése.

A notre connaissance, le développement de macrophages tissulaires au départ de monocytes
patrouilleurs a 1’état basal n’a, jusqu’a ce jour, pas encore été décrit. Aprés un traumatisme ou une

exposition a une substance irritante dans le derme, au cours d’une infection a Listeria monocytogenes
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dans le péritoine, une étude décrit ’extravasation de monocytes patrouilleurs (CX3CR1*Grl’) qui
adoptent un programme de différenciation et un profil transcriptomique typique de macrophages
(Auffray et al., 2007). Au niveau du poumon a I’état basal, il a été suggéré que les monocytes
patrouilleurs peuvent constituer des précurseurs de DCs CD11b* (Jakubzick et al., 2008), mais pas de
MAs (Landsman et al., 2007). Des expériences de transfert adoptif de monocytes ont permis de montrer
gue contrairement aux monocytes classiques, les monocytes patrouilleurs CX3CR1*Gr1" sont capables
de participer au repeuplement non seulement des DCs CD11b*, mais aussi des MAs suite a une déplétion
de ces cellules consécutive a I’injection de toxine diphtérique a des souris CD11¢-DTR, ou suite & une
exposition de souris sauvages au LPS (Landsman et al., 2007). Ces données appuient donc 1’hypothése
que les monocytes patrouilleurs peuvent constituer les précurseurs d’autres phagocytes mononucléés du
poumon, a 1’état basal ou en conditions stimulées. Certains auteurs proposent méme que les monocytes
patrouilleurs représentent des macrophages différenciés intravasculaires (Ginhoux et Jung, 2014), idée
par ailleurs appuyée par I’expression plus importante de marqueurs de macrophages tissulaires (Apoe,
CD36) au niveau transcriptomique par les monocytes patrouilleurs Ly-6C'°, par comparaison aux
monocytes classiques Ly-6C" dans le sang (Mildner et al., 2017). Le potentiel de développement de
monocytes patrouilleurs en macrophages tissulaires est donc possible, et a ce titre notre étude se révele
donc étre une étape supplémentaire dans la compréhension de la fonction de cellules dérivées de

monocytes patrouilleurs et leur implication dans le développement de Mls.

La comparaison de nos données avec la situation a 1’état basal dans 1’organisme humain est
compliquée par I’accés limité a des échantillons provenant d’individus sains. L’utilisation des marges
saines collectées lors de la résection de tumeurs pulmonaires représente dés lors une alternative pour
explorer la biologie des macrophages tissulaires pulmonaires. Svetoslav Chakarov et collégues ont
identifié, dans les données de scCRNA-seq obtenues a partir de cellules des marges saines de tumeurs
pulmonaires, une fraction substantielle de macrophages partageant la signature spécifique des Mls Lyve-
1MMHC-11" et Lyve-1"MHC-11" de la souris, a savoir 1003 et 784 cellules respectivement sur un total
de 3873 macrophages analysés (Chakarov et al., 2019). Néanmoins, le phénotypage par cytométrie en
flux de ces macrophages, identifiés comme étant CD45*CD11b*CD14*CD16", ne permet pas clairement
de distinguer les deux populations de macrophages, mais révéle toutefois une fraction de cellules
exprimant de plus hauts niveaux de CD206, de CD163 et de CD169 (Chakarov et al., 2019). Jennifer
Dewhurst et collaborateurs ont récemment caractérisé les macrophages pulmonaires de patients
souffrant de bronchopneumopathie chronique obstructive (BPCO) (Dewhurst et al., 2017). Dans ce
rapport, les Mls peuvent étre divisés en deux sous-populations : une population de macrophages
présentant une taille plus grande et exprimant de plus hauts niveaux de CD206, et une population de
macrophages plus petits, plus abondants, potentiellement dérivés de monocytes, et exprimant davantage
HLA-DR, CD14, CD36 et CD38 et des génes pro-inflammatoires par comparaison aux autres

macrophages (Dewhurst et al., 2017). L’évident paralléle avec les sous-populations de MIs murins
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décrites dans notre travail est trés intéressant, et encourage la mise en relation de nos découvertes avec
la biologie humaine. Il est par exemple tentant de transposer la particularité spatiale des Mls CD206* et
CD206" chez la souris a une implication potentielle de ces macrophages dans des maladies humaines,
connues pour se développer dans des zones particuliéres des poumons. D une part, les espaces peri-
bronchiques, enrichis en Mls CD206" chez le souris, correspondent aux zones touchées par des maladies
des voies respiratoires, telle que ’asthme ou la BPCO (Locksley, 2010; Hogg, 2004). A ce titre, dans
I’interstitium bronchique des patients asthmatiques, le nombre de macrophages produisant de 1’TL-10,
et exprimant également CD206 selon les auteurs, est réduit par rapport aux sujets sains, au profit d’une
augmentation de Mls CD206*(IL10") (Draijer et al., 2017). Dans cette étude, le traitement aux
corticostéroides inhalés permet de rétablir au moins partiellement le nombre de Mls (CD206%)IL10* qui
est corrélé a une meilleure fonction respiratoire, suggérant que chez les patients asthmatiques, le nombre
de MIs CD206* augmente alors qu’ils n’exercent plus leur fonction protectrice, leur capacité a produire
de I’IL-10 étant compromise. D’autre part, I’insterstitium alvéolaire, qui abrite chez la souris davantage
de Mls CD206, est quant a lui davantage Iésé durant le développement de maladies interstitielles, telles
que la fibrose pulmonaire idiopathique ou la sarcoidose pulmonaire (Antoniou et al., 2014). A ce titre,
une expansion de macrophages CD68*MAFB*, probablement des Mls est observée chez des patients
atteints de fibrose pulmonaire idiopathique, et les données de séquencage obtenues dans un modeéle
murin de fibrose induite a la bléomycine montrent que ces Mls, par comparaison aux MAs, expriment
de plus hauts niveaux de nombreux génes de la signature des MIs identifiée a 1’état basal dans ce travail
(H2-Aa, H2-Abl, Clga, Clgb, Clqc, Cx3crl, Mafb, Aifl, Socs3,...), mais aussi de plusieurs géenes
davantage exprimé par les Mls CD206™ (H2-Aa, H2-Ab1, Ccr2, l11b, Cxcl16, Mmp12, S100a4, S100a6,
Mgl2, Pbld1) (Fig. S3 et données non-montrées) (Aran et al., 2019). Néanmoins, la contribution exacte
des sous-populations de Mls dans ce phénoméne reste inconnue. La mise en relation de la fonction des
sous-populations de Mls chez I’humain dans le développement ou le contréle de ces maladies constitue

un fascinant domaine de recherche qui reste donc a investiguer.

Notre travail constitue une base intéressante dans I’étude extensive de la biologie des sous-
populations de Mls. La caractérisation des programmes transcriptionnels et des signaux instructifs
dérivés du tissu fagonnant I’identité des sous-populations, ainsi que la fonction de ces cellules dans le
maintien de I’homéostasie et durant le développement de diverses maladies pulmonaires, restent a
étudier. Le développement d’outils transgéniques permettant la détection, 1’altération et/ou la déplétion
spécifique de ces sous-populations peuvent constituer une aide précieuse afin de répondre a ces
différentes questions. Ces données constituent potentiellement le point de départ dans le développement
d’approches thérapeutiques ciblées a I’encontre des maladies inflammatoires pulmonaires, permettant
d’affecter ou de potentialiser une sous-population particuliére de Mls tout en épargnant les autres types

cellulaires.
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