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RÉSUMÉ

Le séquençage de l’ARN de cellule unique a permis de mieux comprendre le trans-
criptome sur le plan cellulaire. Puisque cette méthode génère beaucoup de don-
nées, il y a eu un développement de plusieurs méthodes d’analyses sous forme
d’outils. Cependant, ils sont trop spécialisés et ils ne sont pas complètement au-
tomatisés. De plus, ils requièrent d’avoir des compétences en programmation afin
d’adapter leur code ainsi que leurs paramètres. Enfin, les données produites ne
sont pas toujours sauvegardées dans un format qui est compatible entre les outils
ainsi que pour l’interprétation des résultats. Afin de résoudre ces problèmes, nous
proposons une méthode d’analyse sous une forme de flux de travail. L’objectif
de notre méthode est de rendre les analyses plus accessibles pour les biologistes
et les bio-informaticiens. Nous avons implémenté plusieurs solutions qui incluent
l’automatisation de toutes les étapes d’analyses et de transferts de données entre
les outils, de l’utilisation de paramètres, ainsi que la sauvegarde automatique des
résultats pertinents. Nous avons testé l’efficacité de notre méthode sur un jeu de
données de cellules provenant de tissus intestinaux de souris Holstein, un modèle
murin utilisé pour la maladie d’Hirschsprung. Notre flux de travail a permis de
détecter et d’isoler les différents types de cellules d’intérêt, telles que des cellules
gliales et neuronales. Il a aussi décelé des phénomènes biologiques, tels que l’in-
flammation, la différenciation, la transdifférenciation, ainsi que la prolifération
cellulaire. Le principal avantage de notre flux de travail est que nous avons intégré
tous les outils nécessaires afin d’effectuer toutes les étapes essentielles d’analyses.
Ces dernières peuvent être exécutées successivement de manière automatisée et
reproductible. De plus, nous avons aussi implémenté l’option d’exécuter les outils
individuellement, ainsi que des paramètres personnalisables.

Mots clés : bio-informatique, flux de travail, maladie d’Hirschsprung, outils, sé-
quençage de l’ARN de cellule unique



INTRODUCTION

0.1 Mise en contexte

Le développement de la méthode de séquençage de l’ARN de cellule unique a per-

mis de mieux comprendre les phénomènes qui sont impliqués dans la transcription

chez les cellules et de les classifier en fonction de leurs caractéristiques, telles que

leur expression génétique. Cela a aussi mené au développement de nouveaux ou-

tils permettant de mieux interpréter les résultats générés. Chacun des outils pour

l’analyse de ces types de données utilise des méthodes différentes afin d’inter-

préter les résultats et, dans certains cas, ils pourraient mener à des conclusions

complémentaires ou divergentes.

0.2 Problématique et motivation

L’une des principales problématiques de ces outils est qu’ils sont souvent trop

spécialisés dans certaines étapes des analyses de données issues du séquençage de

l’ARN de cellule unique. De plus, la plupart d’entre eux ne sont pas adaptés pour

faire des analyses de manière intuitive pour les utilisateurs qui ne travailleraient

pas dans le domaine de la bio-informatique. Ces derniers doivent souvent investir

du temps pour apprendre la programmation et demander de l’aide à un bio-

informaticien pour traiter leurs résultats, ce qui peut prendre plus de temps avant

de pouvoir les interpréter. De plus, le code de ces outils n’est souvent pas adapté

afin qu’ils soient automatisés et reproductibles.

Cela a mené à la création de ce projet de recherche afin d’implémenter un flux de

travail qui intègre plusieurs outils permettant de suivre toutes les étapes essen-

tielles d’analyses de données issues du séquençage de l’ARN de cellule unique de

manière plus simplifiée, automatique et efficace tout en étant reproductible.
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0.3 Présentation du projet de recherche

Notre flux de travail a été développé avec le flux de travail Script of Script (Wang

et Peng, 2019) dans un bloc-notes Jupyter (Kluyver et al., 2016). Cet environne-

ment a pour particularité d’être polyglotte et il peut inclure plusieurs langages

de programmation qui seront nécessaires pour utiliser le flux de travail tels que

Python, R et Bash (Peng et al., 2018) (Wang et Peng, 2019). Il comprend l’utili-

sation d’outils populaires, tels que Cell Ranger (Zheng et al., 2017), Seurat (Hao

et al., 2021) et Monocle 3 (Cao et al., 2019). Il inclut aussi les versions R des outils

d’annotations des types de cellules tels que ScType (Ianevski et al., 2022), Easy-

CellType (Li et al., 2023), Enrichr (Jawaid, 2023a) et scMayoMap (Yang et al.,

2023b).

Ce mémoire est divisé en 6 chapitres :

¯ Le premier chapitre est une mise en contexte du jeu de données ayant été utilisé

pour notre flux de travail. Cela inclut le développement du système nerveux enté-

rique impliqué dans le système intestinal ainsi que de la maladie d’Hirschsprung.

Il inclut aussi les termes qui sont en lien avec le jeu de données que nous avons

utilisé pour développer et valider notre flux de travail ainsi que l’importance de

la méthode de séquençage de l’ARN de cellule unique afin d’étudier la maladie

d’Hirschsprung.

¯ Le deuxième chapitre est une revue de la littérature au sujet des méthodes de

séquençage traditionnelles, des méthodes de séquençage de nouvelle génération,

du séquençage de l’ARN de cellule unique ainsi que les enjeux qui sont associés

aux données issues de cette technique de séquençage.

¯ Le troisième chapitre traite des méthodes d’analyses de données issues de ce

type de séquençage, notamment une revue des outils les plus utilisés ainsi qu’une
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description des outils qui ont été implémentés dans le flux de travail.

¯ Le quatrième chapitre comporte une description plus détaillée du flux de travail,

de sa structure ainsi que des outils qui ont été implémentés. Il inclut aussi la

méthodologie qui a été utilisée lors de son développement, les justifications pour

son utilisation, les solutions implémentées pour résoudre les problèmes ainsi que

les paramètres à utiliser afin d’exécuter le flux de travail.

¯ Le cinquième chapitre présente l’utilisation de ce flux de travail afin d’analyser

notre jeu de données ainsi que les résultats qui ont été générés avec celui-ci.

¯ Enfin, le sixième chapitre contient la discussion des résultats générés par les

outils, une conclusion, une critique de la méthode utilisée ainsi qu’une comparaison

entre les outils sur le plan de leurs performances.

En résumé, ce mémoire sera principalement une révision et une critique des mé-

thodes biologiques et informatiques menant aux analyses de données de séquen-

çage de l’ARN de cellule unique, tout en proposant une solution sous forme de

flux de travail.



CHAPITRE I

MISE EN CONTEXTE POUR LE JEU DE DONNÉES UTILISÉ

Puisque notre jeu de données provient d’échantillons biologiques, il est important

d’expliquer dans ce chapitre leur contexte et leur provenance. L’application de

notre flux de travail a pour but de détecter et d’extraire les cellules gliales et

neuronales, de les identifier à l’aide des outils d’annotation et de déterminer s’il y a

eu une transition entre les cellules gliales et neuronales par le processus biologique

de la différenciation, de la transdifférenciation et de la prolifération.

1.1 Le système intestinal et entérique

Le système intestinal est principalement régulé par le système nerveux entérique.

Ce dernier est responsable de nombreuses fonctions essentielles, telles que la mo-

tilité intestinale et la régulation sur le plan hormonal. Cette dernière inclut la

sécrétion de mucus, des enzymes responsables de la digestion des aliments (Muel-

ler et Goldstein, 2022) ainsi que l’absorption des nutriments via les muqueuses

(Mowat et Viney, 1997). Les muqueuses intestinales constituent la plus grande

surface du corps humain et celles qui sont présentes dans le tube digestif repré-

sentent à elles seules environ une surface de 400 m². Si on le compare à la surface

de la peau chez l’être humain, cela équivaut à 200 fois celle-ci (Mowat et Viney,

1997).
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1.1.1 Structure du système intestinal chez le fœtus

Le système digestif chez les fœtus humains est divisé en trois segments. La première

partie inclut l’œsophage, l’estomac, une partie du duodénum ainsi que la vésicule

biliaire. Ensuite, il y a la partie médiale qui comprend le petit intestin et la partie

supérieure du gros intestin. Enfin, il y a la partie distale qui inclut le reste du

gros intestin, ainsi que le rectum. Ces segments sont variables au niveau de de la

quantité de vaisseaux sanguins (Diposarosa et al., 2021).

1.1.2 Développement du système nerveux entérique

Afin d’effectuer le transit intestinal, il est nécessaire qu’il y ait aussi la présence

de cellules gliales et neuronales (Mueller et Goldstein, 2022). Selon Furness et al.,

(2014), le système nerveux entérique abrite un réseau d’environ 200 à 600 millions

de neurones et, selon Grubišić et Gulbransen (2017), il contient aussi environ 7

fois plus de cellules gliales. Ces neurones et ces cellules gliales sont responsables

de la motilité intestinale, de la sécrétion des hormones, du réseau sanguin qui

tapisse les tissus tels que les muscles lisses, ainsi que les contractions musculaires

effectuées par ces dernières (Diposarosa et al., 2021).

Selon Mueller et Goldstein (2022), tout débute dans la crête neurale lors du dé-

veloppement du système nerveux entérique dans les premiers stages de dévelop-

pement chez l’embryon. Elle est responsable du développement du cerveau et de

la moelle épinière. Durant le développement du système digestif, les cellules déri-

vées de la crête neurale migrent tout le long des tissus du tube digestif jusqu’au

rectum. Lorsqu’elles atteignent leur destination, ces cellules colonisent les parois

et commencent à proliférer et à se différencier, notamment en cellules gliales et

en neurones. S’il y a des cellules qui n’ont pas été différenciées avant leur en-

trée dans le début du système digestif ou qu’elles restent non différenciées après
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leur migration, elles commencent à exprimer les marqueurs SOX10 et PHOX2B

MASH1 (Ascl1), qui sont tous les trois des facteurs de transcription. De plus, ces

cellules vont aussi exprimer le récepteur de l’endothéline de type B (EDNRB),

le récepteur à faible affinité pour le facteur de croissance des nerfs (P75) et le

récepteur transmembranaire de la tyrosine kinase (RET) (Goldstein et al., 2013).

Le facteur neurotrope dérivé de la glie (GDNF) ainsi que son corécepteur alpha

de la famille du GDNF (GDNF alpha-1) sont responsables de l’activation du ré-

cepteur de RET (Mueller et Goldstein, 2022). Lorsque les cellules progénitrices

se différencient en neurones, elles deviennent positives aux marqueurs spécifiques

aux neurones (RET, PHOX2B, TUBB3, PGP9, NF et TH) (Diposarosa et al.,

2021). De plus, le récepteur transmembranaire de la tyrosine kinase (RET) est

pro-oncogène quand le facteur neurotrope dérivé de la glie (GDNF) se lie à ses

récepteurs. Cela envoie un signal inhibiteur de l’apoptose, ce qui favorise la survie

et la prolifération des cellules. Dans le cas contraire, cela cause une inhibition et

provoque l’apoptose des cellules (Pan et Li, 2012).

Chez la souris, les cellules dérivées de la crête neurale atteignent la partie proxi-

male entre les jours 9,5 et 11,5 (Durbec et al., 1996) et atteignent la partie distale

vers la semaine 14,5 (Anderson et al., 2006). Chez l’être humain, les cellules com-

mencent à migrer tout le long de l’iléon à partir de la 7e semaine et, vers la 8e

semaine, elles atteignent la partie médiale du côlon. Enfin, vers la 12e semaine de

la gestation, elles atteignent la partie distale du côlon (Wallace et Burns, 2005).

Selon Mueller et Goldstein (2022), la migration des cellules dérivée de la crête

neurale représente une étape clé lors du développement du système intestinal.

S’il y a une mauvaise migration, il risque d’avoir une répartition incomplète de

cellules nerveuses dans le système digestif. Il est donc important que, lors de la

migration de ces cellules, ces dernières doivent arriver au bon endroit ainsi qu’au

bon moment. Dans le cas contraire, par exemple, si elles arrivent à leur destination
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au mauvais moment, il se peut que l’environnement soit entre-temps modifié et

qu’il ne soit plus favorable à leur survie. De plus, s’il y a des défauts au niveau

de la prolifération des cellules, il peut y avoir des régions qui sont appauvries

en cellules neuronales. Enfin, s’il y a des lacunes en matière de différenciation

cellulaire, par exemple, si elles ont été différenciées trop tôt ou trop tard, elles

risquent de ralentir, voire arrêter leur migration dans les régions du côlon en raison

d’une différenciation précoce. Ces anomalies dans ces processus peuvent causer

un développement incomplet ou anormal des neurones dans le côlon et développer

des maladies inflammatoires, telles que la maladie d’Hirschsprung (Mueller et

Goldstein, 2022).

1.2 Maladie d’Hirschsprung

La maladie d’Hirschspurng est caractérisée par une défaillance au niveau des cel-

lules neuronales dans le système intestinal. Cette défaillance peut être soit due à

une mauvaise répartition de cellules neuronales dans l’intestin ou à une aganglio-

nose, c’est-à-dire une absence de cellules nerveuses, en particulier dans la partie

distale du système intestinal (Mueller et Goldstein, 2022).

Dans environ 80% des cas, cette aganglionose est présente dans la partie rectosig-

moïde du côlon. De plus, elle a une incidence d’un nouveau-né sur 5000 (Amiel,

2001). Dans environ 10 à 15% des cas, les patients sont diagnostiqués après leur

première année suivant leur naissance et très peu de cas sont enregistrés chez les

adultes (Kapur, 1999). Cette absence de cellules gliales et neuronales cause une

absence de motilité intestinale, ce qui empêche l’élimination des selles. Cela va

provoquer une accumulation de ces dernières dans l’intestin, ce qui va causer une

occlusion intestinale (Diposarosa et al., 2021).

Selon Butler Tjaden et Trainor (2013), cette maladie était souvent diagnostiquée
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dans les premières 24 heures chez les nouveau-nés. De plus, les nouveau-nés avaient

pour symptômes un gonflement au niveau de l’abdomen, des vomissements ainsi

qu’un délai tardif pour l’élimination des selles. Chez les enfants, les symptômes

étaient des vomissements ainsi que la constipation. Dans environ 10% des cas, il y

avait des infections, y compris la fièvre ainsi que des inflammations des muqueuses,

telles que l’entérocolite et de septicémie (Butler Tjaden et Trainor, 2013).

1.2.1 Principaux gènes impliqués dans la maladie d’Hirschprung

Dans des études de la littérature réalisées par Alves et al. (2013) au sujet de la

pathogénicité de la maladie d’Hirschprung, ils ont mentionné qu’il y avait environ

15 gènes qui étaient impliqués dans cette maladie, y compris les gènes RET,

GDNF, son corécepteur Gfra1, EDNRB, PHOX2B et SOX10. Ces gènes étaient

tous impliqués dans le développement du système nerveux entérique régulant le

système intestinal (Mueller et Goldstein, 2022).

1.2.2 Diagnostic

Afin de diagnostiquer cette maladie, il faut effectuer une biopsie d’aspiration rec-

tale avec une coloration de l’hématoxyline, l’éosine et la calrétinine (Friedmacher

et Puri, 2015). Elle est principalement utilisée au cours des 48 premières heures

postnatales, lorsque les patients n’ont pas encore éliminé leurs selles. Par contre, si

les patients ont une constipation ou une inflammation causée par une entérocolite

suite à leur naissance, ce procédé est beaucoup plus difficile, car il faut effectuer

une biopsie rectale sous anesthésie générale (Mueller et Goldstein, 2022).
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1.2.3 Traitements

Le principal traitement de cette maladie est l’ablation de la partie du côlon qui

présente une aganglionose totale (Urla et al., 2018). Cependant, ce type d’interven-

tion peut causer d’autres complications, telles que l’incontinence, la constipation,

des infections et de l’entérocolite (Niramis et al., 2008). D’autres études men-

tionnent d’autres complications, telles que des abcès, des dommages au côlon qui

causent une incontinence permanente, ainsi qu’une fermeture complète du côlon

due à l’atrésie (Bischoff et al., 2011). D’autres traitements potentiels alternatifs

impliquent la transplantation de cellules souches dans les parties du côlon ayant

de l’aganglionose et de les traiter afin qu’elles prolifèrent et se différencient en

cellules neuronales et gliales (Mueller et Goldstein, 2022).

1.2.4 Utilisation du modèle murin Holstein pour la maladie d’Hirschsprung

Bondurand et Southard-Smith (2016) ont fait un résumé de la littérature et men-

tionné les différents types de modèles de souris qui ont été utilisés afin de mieux

comprendre la maladie. Les modèles utilisés avaient tous des modifications au

niveau des gènes ayant été mentionnés par Alves et al. (2013).

Soret et al. (2015) ont créé un nouveau modèle de souris appelé Holstein. Cette

dernière était utilisée comme modèle pour la maladie d’Hirschprung associée à la

trisomie 21. Ils ont créé ce modèle de souris en effectuant des insertions trans-

géniques à différentes régions du gène Col6a4. Cela a causé une surexpression

de ce dernier ainsi qu’une augmentation de la production du collagène VI dans

les cellules. Cela a induit un ralentissement de la migration des cellules neurales

entériques dérivées de la crête neurale dans le côlon et réduit leur colonisation

graduellement dans ces régions. Enfin, cela a causé une aganglionose partielle qui

est graduellement devenue totale dans la partie distale du côlon, ce qui a repro-
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Figure 1.1 – Souris Holstein (HolTg/Tg) et traitements avec le GDNF.

(À gauche) : Modèle de souris Holstein (HolTg/Tg) utilisée comme modèle pour
la maladie d’Hirschsprung. (Au centre) : Représentation du côlon au jour P20
pour la souris de type sauvage, la souris Holstein sans traitement ainsi que la
souris Holstein traitée au GDNF. (À droite) : Représentation du côlon chez un
patient atteint de la maladie d’Hirschsprung ayant subi un traitement au GDNF.
Tiré de [Glial Cell-Derived Neurotrophic Factor Induces Enteric Neurogenesis and
Improves Colon Structure and Function in Mouse Models of Hirschsprung Disease]
(Soret et al., 2020), CC BY-NC-ND 4.0 DEED.

duit les phénotypes de la maladie d’Hirschprung. Les souris HolTg/Tg avaient une

dépigmentation au niveau de leur fourrure (albinisme) due à une réduction de la

production de la mélanine. Chez les souris hétérozygotes (HolTg/ +), il y avait des

taches très caractéristiques provoquées par le mini gène de la tyrosinase Tyr ayant

été inséré dans le gène. Cela causait un rétablissement partiel de la pigmentation

due à la mélanine sous forme de taches très caractéristiques et il permettait de re-

connaître visuellement les souris transgéniques homozygotes Holstein. Comparées

à celles qui étaient hétérozygotes, elles avaient une accumulation très prononcée

de matière fécale dans leur côlon, ce qui causait un taux de mortalité de 100%

chez ces souris (Soret et al., 2015).

Soret et al. (2015) ont ensuite extrait les tissus au jour 12,5 après la naissance.

Ensuite, ils avaient fait le génotypage du transcriptome par RT-PCR avec les cel-

https://www.gastrojournal.org/cms/attachment/05ab1952-9fd6-4289-b8c6-b1ba305c6652/fx1.jpg
https://www.gastrojournal.org/cms/attachment/05ab1952-9fd6-4289-b8c6-b1ba305c6652/fx1.jpg
https://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/
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lules dérivées de la crête neurale ayant été isolées par le tri cellulaire activé par

fluorescence (FACS) en utilisant le marqueur de coloration rouge DsRed2. Cela

avait pour but de démontrer la surexpression du gène Col6a4 dans les cellules,

comparées aux souris de type sauvage. Ils ont aussi utilisé l’immunofluorescence

afin de démontrer une augmentation de la production du collagène VI dans les

cellules. Enfin, ils ont étudié les processus de différenciation et de prolifération des

cellules en neurones et en cellules gliales, ainsi que leur apoptose. Ils ont décou-

vert une réduction de la quantité de cellules progénitrices qui permettaient cette

différenciation. Enfin, ils ont effectué des analyses afin de mieux comprendre la

raison de la réduction de la vitesse de migration des cellules dérivées de la crête

neurale due aux effets des mutations du gène Col6a4. Ces analyses impliquaient

la culture des cellules des tissus ayant été traitées avec du GDNF. Ils ont décou-

vert que s’il était utilisé conjointement avec la fibronectine, ils allaient tous les

deux permettre de promouvoir la migration des cellules dans la partie médiale de

l’intestin chez les souris de type sauvage, mais son effet était moins présent dans

les souris homozygotes Holstein (Soret et al., 2015).

Néanmoins, le fait que le GDNF ait eu un effet en augmentant la migration des

cellules s’est avéré très prometteur pour eux et ils l’ont utilisé dans leurs prochaines

études afin de développer de nouvelles thérapies alternatives à la chirurgie pour le

traitement de la maladie d’Hirschprung (Soret et al., 2015). Dans une autre étude

faite par ces auteurs (Soret et al., 2020), ils ont administré un lavement avec une

solution composée de GDNF dans le côlon des modèles de souris couramment

utilisés en plus de leurs propres modèles Holstein. Ces modèles de souris TashT

(TashTTg/Tg) avaient des insertions Tyr dans le chromosome 10 et les souris mâles

avaient des phénotypes similaires à la maladie d’Hirschsprung (Bergeron et al.,

2015). De plus, ils ont utilisé des modèles Piebald-lethal avec une mutation sur le

gène Ednrb (Ednrbs-l//s-l) (Cantrell, 2004) et qui avaient comme phénotype une
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aganglionose dans la partie distale du côlon. Enfin, ils ont aussi utilisé des modèles

de souris Ret9 /-, qui avaient comme phénotype une aganglionose du côlon (Uesaka

et al., 2008). Ils ont constaté que le traitement restaurait à des niveaux presque

normaux la concentration en cellules gliales et neuronales dans la partie distale

du côlon qui présentait une aganglionose chez les modèles de souris utilisés, sauf

pour le modèle avec une mutation sur le gène Ret (Ret9 /-) (Soret et al., 2020)

(figure 1.1).

1.2.5 Importance de la cellule pour le séquençage de l’ARN de cellule unique
afin de mieux comprendre la maladie Hirschsprung

Plusieurs processus biologiques sont nécessaires lors du développement du système

nerveux entérique, notamment sur le plan de la migration des cellules progénitrices

issues de la crête neurale vers le colon, ainsi que leur expression de gènes spécifiques

afin de se différencier en cellules gliales et neuronales matures (Goldstein et al.,

2013) (Mueller et Goldstein, 2022).

Les méthodes de séquençage traditionnelles n’étaient pas appropriées afin de dé-

terminer de manière spécifique les processus biologiques qui étaient impliqués dans

la maladie d’Hirschsprung. En effet, il était nécessaire de pouvoir isoler et identi-

fier les types de cellules d’intérêt qui étaient impliquées dans cette maladie et de

pouvoir comparer les populations de cellules ainsi que leur expression des gènes

d’intérêt avec les cellules issues des patients sains (Tarapcsak et al., 2025).

Les nouvelles méthodes de séquençage ont permis de mieux étudier cette maladie,

notamment le séquençage de l’ARN de cellule unique (scRNA-seq). Cette méthode

a permis d’isoler les différentes populations de cellules qui sont impliquées dans les

processus biologiques associés à cette maladie, notamment sur le plan des cellules

progénitrices et des cellules neurales matures (Tarapcsak et al., 2025). En effet,
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puisque cette maladie implique une aganglionose du colon (Mueller et Goldstein,

2022), il est important d’analyser les populations de cellules présentes dans ces

tissus afin de déterminer s’il y a la présence de cellules progénitrices. Ces dernières

ont le potentiel de se différencier en cellules gliales et neuronales, ce qui ouvre des

voies pour des traitements afin de restaurer les cellules gliales et neuronales à

des niveaux qui sont similaires aux patients ne souffrant pas de cette maladie

(Tarapcsak et al., 2025).

De récentes études (Tarapcsak et al., 2025) ont démontré en utilisant la méthode

de séquençage d’ARN de cellule unique que, même s’il y a une aganglionose dans

le colon des patients souffrant cette maladie, il avait quand même la présence

de cellules progénitrices dans les tissus. Cependant, il n’y avait pas la présence

de cellules neuronales qui sont matures. Ils ont aussi découvert une réduction de

l’expression des gènes mentionnés précédemment dans ce chapitre qui sont associés

à la différenciation des cellules progénitrices en cellules neurales matures, malgré

le fait qu’elles avaient le potentiel de pouvoir quand même migrer dans les tissus

du colon (Tarapcsak et al., 2025).

Dans le cadre de ce mémoire, la méthode de séquençage d’ARN de cellule unique a

aussi été utilisée afin d’isoler les différentes populations de cellules et de comparer

leur expression des gènes associés aux cellules gliales et neuronales. Les échan-

tillons proviennent de souris de type sauvage, de souris de type sauvage ayant été

traitées au dextran sulfate de sodium afin de simuler une réponse inflammatoire

(Chassaing et al., 2014), de souris Holstein ayant des phénotypes similaires à la

maladie d’Hirschsprung (Soret et al., 2015) ainsi que de souris Holstein ayant été

traitées au GDNF, un facteur de transcription qui a le potentiel de restaurer les

populations de cellules gliales et neuronales à des niveaux similaires aux échan-

tillons de souris de type sauvage (Soret et al., 2015) (Soret et al., 2020). Plus de

détails sur le séquençage de l’ARN de cellule unique seront décrits dans le chapitre
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2, ainsi que la méthodologie dans le chapitre 5.

1.3 Synthèse du chapitre

En résumé, le système nerveux joue un rôle très important dans le système intes-

tinal. Il permet de faire la régulation sur le plan hormonal et d’assurer la motilité

intestinale. C’est aussi grâce aux cellules gliales et neuronales provenant de la

crête neurale qui jouent un rôle clé dans le développement du système intestinal

(Mueller et Goldstein, 2022).

Lors de l’embryogenèse, les cellules dérivées de la crête neurale migrent à partir de

cette dernière sur tout le côlon jusqu’au rectum. Par la suite, elles prolifèrent et se

différencient en cellules gliales et neuronales afin d’assurer la motilité intestinale.

Une défaillance dans une de ces étapes peut causer une aganglionose partielle ou

totale dans le côlon (Mueller et Goldstein, 2022). Cela va aussi causer des déficits

au niveau de la motilité intestinale et une accumulation des selles (Diposarosa

et al., 2021) ainsi qu’un risque de septicémie (Butler Tjaden et Trainor, 2013),

ce qui est un phénotype caractéristique de la maladie d’Hirschsprung (Mueller et

Goldstein, 2022).

Ce type de maladie intestinale qui est diagnostiquée chez les nouveau-nés peut

être mortelle si elle n’est pas traitée rapidement dans les premiers jours (Mueller

et Goldstein, 2022). De plus, les traitements actuels sont principalement l’ablation

de la partie affectée via la chirurgie (Urla et al., 2018), ce qui peut causer beaucoup

d’effets secondaires chez les patients (Niramis et al., 2008).

C’est pourquoi plusieurs études ont été réalisées afin d’étudier cette maladie. La

méthode de séquençage de l’ARN de cellule unique est la plus appropriée pour

l’étude de la maladie d’Hirschsprung, car elle permet d’isoler les cellules progéni-

trices, gliales et neuronales qui sont impliquées dans cette maladie et elle permet
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aussi de déterminer leur évolution sur le plan de leur expression des gènes qui

ont une incidence sur leur migration ainsi que sur leur différenciation en cel-

lules matures (Tarapcsak et al., 2025). Les études de cette maladie comportent

le développement de modèles de souris Holstein qui reproduisent des phénotypes

similaires à la maladie d’Hirschsprung (Soret et al., 2015). De plus, ces études

incluent le développement de traitements alternatifs qui sont moins invasifs, tels

que l’utilisation du GDNF sur des souris Holstein afin de restaurer les niveaux

de cellules gliales et neuronales dans le côlon (Soret et al., 2020). Afin de mieux

comprendre ce phénomène, les chercheurs ont utilisé des méthodes de séquençages

qui seront expliquées dans le chapitre suivant.



CHAPITRE II

REVUE DES MÉTHODES DE SÉQUENÇAGE

Afin de mieux comprendre les processus biologiques tels que ceux du chapitre

précédent, il y a eu un développement de nouvelles méthodes de séquençage de

l’ADN et de l’ARN. Chacune de ces méthodes de séquençage utilise un type

d’échantillon particulier et comporte ses avantages et ses faiblesses.

Le besoin de comprendre le génome des espèces a causé le développement des mé-

thodes de séquençage afin d’atteindre ces objectifs. Autrefois, ils étaient plus axés

pour cartographier le génome de toutes les espèces vivantes dans le monde. Pour

les espèces animales, les méthodes de séquençages avaient permis de cartographier

pour la première fois le génome du ver Caenorhabditis elegans en 1998 et il était

d’une taille de 97 mégapaires de bases (The C. elegans Sequencing Consortium*,

1998). Ensuite, l’avancement des méthodes de séquençage a permis de séquencer

d’autres espèces végétales et animales plus complexes, telles que la souris en 2002

(Mouse Genome Sequencing Consortium, 2002).

Le génome humain est extrêmement complexe, bien plus que la plupart des es-

pèces animales et végétales. Selon Collins et Fink (1995), il a été évalué à plus de

3 milliards de nucléotides dans le génome humain. Autrefois, les objectifs des mé-

thodes de séquençage étaient de cartographier l’entièreté du génome de référence

de l’être humain afin que les futurs chercheurs puissent utiliser ces informations
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pour mieux identifier les gènes qui sont impliqués dans les maladies. Le projet

Human Genome a été établi afin d’atteindre cet objectif. De plus, des normes

éthiques et légales ont aussi été établies sur le plan de la méthodologie et il y

avait aussi un aspect social qui avait pour but de mieux éduquer la population.

Ce projet a constitué le fondement de nombreux développements de nouvelles

méthodes de séquençage afin de mieux comprendre la composition du génome

humain ainsi que le fonctionnement du transcriptome (Collins et Fink, 1995).

2.1 Méthodes de séquençage traditionnelles

Figure 2.1 – Exemple de méthode de séquençage par PCR.

(A) PCR à l’aide de la transcriptase inverse (RT-PCR). (B) PCR quantitative en
temps réel (qPCR). (C) PCR quantitative en temps réel à l’aide de la transcriptase
inverse (RT-qPCR). Tiré de [A beginner’s guide to RT-PCR, qPCR and RT-
qPCR] (Adams, 2020), CC BY 4.0 DEED.

Selon Ribarska et al. (2022), les anciennes méthodes traditionnelles de séquen-

https://portlandpress.com/view-large/figure/3281172/BIO20200034.01.tif
https://portlandpress.com/view-large/figure/3281172/BIO20200034.01.tif
https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/
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çage impliquaient l’utilisation d’enzymes afin de fragmenter l’ADN. Cependant,

ces méthodes pouvaient comporter des biais, car il y avait des régions où les en-

zymes allaient préférablement cliver au lieu des régions d’intérêts. Une autre mé-

thode utilisait la tagmentation, ce qui consistait à ajouter des séquences partielles

d’adaptateurs sur plusieurs parties de l’ADN pour la fragmenter. Ces fragments

d’ADN gardaient ainsi leurs adaptateurs à leurs deux extrémités qui allaient être

complétées lors de l’amplification de l’ADN à l’aide de la réaction en chaîne par

la polymérase (PCR) (Ribarska et al., 2022). Enfin, il y avait la sonication, dont

la méthode consistait à utiliser des ultrasons afin de fragmenter l’ADN et cette

méthode est présentement la méthode la plus populaire (Sun et al., 2022).

La base des méthodes de séquençage traditionnelles impliquait l’amplification de

l’ADN par PCR. Cela permettait de mesurer la quantité de transcrits dans les

échantillons (Kukurba et Montgomery, 2015) (figure 2.1). Cependant, il y avait

plusieurs limitations dans ce type d’analyse. Selon Okoniewski et Miller (2006), il

pouvait avoir une hybridation entre des séquences très similaires. S’il y avait de

la contamination, ces derniers allaient être amplifiés par PCR, ce qui allait causer

un biais dans les résultats en induisant de faux positifs. De plus, s’il y avait des

amorces non spécifiques, elles risquaient d’amplifier plusieurs parties de l’ADN

qui n’étaient pas pertinentes pour les recherches (Okoniewski et Miller, 2006).

2.1.1 Séquençage de Sanger

Selon Zhang et al, (2021), ce type de séquençage impliquait un mélange de ddNTP

(didésoxyribonucléotides), qui sont des nucléotides n’ayant pas un groupement

hydroxyle dans les extrémités 2’ et 3’. Cette absence de groupement hydroxyle

les empêchait de créer des liaisons phosphates lors de la réplication. Ces ddNTP

étaient étiquetés par un marqueur fluorescent et ils étaient ajoutés dans le mélange



19

de nucléotides dans quatre réactions séparées. Chaque réaction contenait un type

de nucléotide particulier, étant de l’adénine, de la cytosine, de la guanine ainsi que

de la thymine. Lors de la réplication, ces nucléotides étaient incorporés à la chaîne

terminale de la séquence, ce qui allait générer plusieurs différentes séquences qui

seraient détectables par la fluorescence. Ensuite, ces chaînes d’ADN étaient triées

et analysées par électrophorèse en fonction de leur taille (Zhang et al., 2021) pour

être ensuite alignées au génome de référence (Shaibu et al., 2021). Par contre,

si les séquences étaient très courtes avec des tailles de moins de 100 nucléotides,

ils étaient plus difficiles à assembler dans le génome de référence, en particulier

s’il y avait des séquences répétitives dans celui-ci (Dewey et al., 2012). De plus, il

avait pour désavantage d’être très dispendieux (Kozińska et al., 2019) et il pouvait

seulement séquencer une seule séquence d’ADN à la fois. En outre cette séquence

ne devait pas être plus de 1000 nucléotides (Petersen et al., 2017). Malgré cela, la

méthode de Sanger reste à ce jour une méthode courante pour le séquençage de

l’ADN, vu à sa précision de plus de 99,99% (Shaibu et al., 2021).

2.1.2 Séquençage «fusil de chasse»

Le séquençage «fusil de chasse» est un dérivé de la méthode de Sanger qui consiste

à séquencer de l’ADN d’environ 500 à 600 paires de bases en parallèle et qui sont

réparties sur plusieurs régions de l’ADN. Ces séquences sont ensuite rassemblées

en se superposant au niveau de leurs extrémités en séquences continues d’ADN

appelées contigs, puis elles sont ensuite alignées sur le génome de référence en se

superposant à leurs extrémités (Dewey et al., 2012). Il est aussi très utilisé pour le

séquençage métagénomique afin d’étudier la diversité sur le plan de la taxonomie

(Meslier et al., 2022). Il est aussi possible de l’utiliser pour le séquençage de

novo afin de découvrir de nouvelles séquences (Chapman et al., 2015). Il se révèle

avantageux pour faire du séquençage plus quantitatif des régions d’intérêt et afin
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d’extraire des données sur le plan des échantillons. Par contre, cette technique a

le désavantage d’être très dispendieuse et d’exiger des séquences de haute qualité

en très grande quantité. De plus, il est nécessaire que les bases de données du

génome de référence soient assez complètes (Bell et al., 2021).

2.1.3 Séquençage à l’aide d’un standard quantitatif

Selon Kukurba et Montgomery, (2015), ce type de séquençage utilisait un standard

d’étalonnage appelé «pointe», qui était des séquences d’ARN synthétiques servant

de contrôles positifs lors du profilage du transcriptome. Ces «pointes» de standard

d’étalonnage étaient ajoutées à la librairie à différentes concentrations afin de faire

un contrôle de la qualité en mesurant les variations techniques comparées aux va-

riations biologiques lors du profilage du transcriptome. Elles étaient constituées

de 96 plasmides composés d’une séquence standard d’ADN qui avait été insérée

dans un vecteur. Ces plasmides étaient ensuite ajoutés à la librairie. Cette mé-

thode était très utilisée dans une approche d’évaluation quantitative, qualitative

en matière de sensibilité, ainsi que sur le plan des analyses de la cartographie des

séquences (Kukurba et Montgomery, 2015).

2.2 Séquençage de nouvelle génération (NGS)

Dans un éditorial de Dahui (2019), il expliquait que cette méthode comportait

quatre grandes étapes. La première étape était la fragmentation de l’ADN en

séquences de 100 à 300 paires de bases en utilisant des méthodes de clivage de

l’ADN. Ensuite, ces fragments étaient isolés en utilisant la méthode de capture par

hybridation en utilisant des sondes complémentaires qui allaient s’hybrider avec

ces fragments. L’isolation de ces fragments pouvait aussi se faire par la méthode

d’amplification par PCR en utilisant des amorces qui allaient s’hybrider dans les
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Figure 2.2 – Principales étapes du séquençage de nouvelle génération.

(1) Prétraitement de l’échantillon. (2) Préparation de la librairie des séquences.
(3) Séquençage des échantillons. (4) Analyses bio-informatiques des résultats du
séquençage. Tiré de [Library preparation for next generation sequencing: A review
of automation strategies] (Hess et al., 2020), CC-BY-NC-ND.

régions d’intérêts et ces dernières allaient être amplifiées à l’aide de la polymérase

(Dahui, 2019).

La prochaine étape était la préparation de la librairie en modifiant chaque segment

en y ajoutant des adaptateurs afin de les identifier et de les indexer. Ces adapta-

teurs étaient universels en permettant aux amorces de s’hybrider afin d’amplifier

toutes les séquences (Dahui, 2019).

Ensuite, la librairie des séquences était chargée dans une matrice afin que celles-ci

soient séquencées en parallèle et les informations étaient stockés sous forme de

lecture (Dahui, 2019).

Enfin, ces lectures étaient analysées à l’aide d’outils en bio-informatique en les

identifiant, en les alignant sur le génome de référence et en effectuant des annota-

https://ars.els-cdn.com/content/image/1-s2.0-S0734975020300343-gr1.jpg
https://ars.els-cdn.com/content/image/1-s2.0-S0734975020300343-gr1.jpg
https://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/deed.en
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tions. Ces annotations permettaient de comparer les régions amplifiées au génome

de référence afin de vérifier s’il y a des variations génétiques ou des mutations ou

pour d’autres analyses selon les besoins du chercheur (Dahui, 2019) (figure 2.2).

2.2.1 Séquençage nanopore

Ce type de séquençage utilise une surface solide avec de petits pores à travers les-

quels les fragments d’ADN peuvent passer. Cela génère un signal ionique qui peut

ensuite être détecté. Cette méthode a pour avantage de ne nécessiter que de très

petites quantités et elle ne requiert pas beaucoup de préparation des échantillons

(Dewey et al., 2012). Cependant, il peut y avoir des biais si les séquences ont

une forte présence de guanine et de cytosine et s’il y a présence de substitutions

(Delahaye et Nicolas, 2021). Une des méthodes d’optimisation est l’utilisation

d’enzymes, telles que des exonucléases qui vont cliver les séquences d’ADN en

nucléotides tout en les identifiant afin qu’elles puissent être reconnues dans le bon

ordre lorsqu’elles traversent les pores (Clarke et al., 2009).

2.2.2 Séquençage de l’ARN (RNA-seq)

Le séquençage d’ARN (RNA-seq) permet de mieux comprendre le transcriptome

en étudiant l’expression des gènes, de l’épissage génétique, ainsi que l’expression

de ces gènes dans les allèles spécifiques dans le chromosome (Kukurba et Mont-

gomery, 2015). Il permet aussi d’identifier les variants dans les gènes qui sont

souvent dus à des mutations génétiques, telles que des insertions, des délétions,

des duplications, des inversions des transposons, ainsi que des substitutions. Tous

ces variants peuvent affecter l’expression des gènes (Dewey et al., 2012).

Au cours des dernières années, plusieurs méthodes de séquençage ont été déve-

loppées et perfectionnées afin de permettre la réduction de la quantité d’ARN
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nécessaire dans un échantillon. Dans certains cas, elle avait comme inconvénient

d’être beaucoup plus coûteuse. Par contre, les avantages étaient qu’ils généraient

beaucoup plus d’informations sur le plan du transcriptome (Kukurba et Montgo-

mery, 2015).

Une manière de réduire les coûts était de sélectionner des régions spécifiques d’in-

térêts et de faire le multiplexage des échantillons en constituant une seule voie de

séquençage. Cette méthode réduisait grandement les coûts reliés à la préparation

de librairies de séquences (Kukurba et Montgomery, 2015).

Selon Kukurba et Montgomery (2015), lors de l’extraction des cellules pour les

séquençages de l’ARN, il était important de considérer l’hétérogénéité des tissus

et de sélectionner le bon type de tissu. Un exemple de l’hétérogénéité du tissu dans

un seul échantillon était qu’il pouvait y avoir des cellules mortes et des cellules

vivantes. Dans un autre cas, certaines cellules étaient saines et d’autres étaient

atteintes de maladie, telle que le cancer. C’est pourquoi il existait des méthodes

de capture et de purification des cellules à l’aide de la microdissection par laser ou

par l’observation des cellules à l’aide d’un microscope (Kukurba et Montgomery,

2015).

De plus, ces auteurs mentionnaient qu’il fallait isoler l’ARN messager des échan-

tillons et qu’il devait être en quantité suffisante. De plus, sa qualité et la pureté

devaient aussi être très élevées en ayant le moins de contaminant et de dégradation

possible. Un exemple de méthode afin d’évaluer la qualité de l’ARN messager était

d’utiliser un bioanalyseur de la compagnie Agilent, dont les résultats pouvaient

avoir un score allant de la plus mauvaise qualité (1) à la meilleure (10) (Kukurba

et Montgomery, 2015).

Ensuite, il fallait convertir les échantillons d’ARN en ADN complémentaire à l’aide

de la transcriptase inverse, préparer la librairie de séquences et les amplifier par
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PCR. Ainsi, les lectures de ces séquences pouvaient être alignées sur le génome de

référence ou par un assemblage de novo (Kukurba et Montgomery, 2015).

Enfin, les techniques de séquençage de nouvelle génération permettaient de mieux

faire le profilage dans l’ensemble du transcriptome, mais il était limité à l’échan-

tillon de tissus. De plus, il ne permettait pas d’analyser ce dernier sur le plan de

la variabilité des cellules qui était présente dans les échantillons. C’est pourquoi

d’autres techniques, telles que le séquençage de l’ARN de cellule unique, ont été

développées par la suite (Kukurba et Montgomery, 2015).

2.3 Le séquençage de l’ARN de cellule unique (scRNA-seq)

Le séquençage de l’ARN de cellule unique a été développé en 2009 par Tang et al.

Ils ont utilisé cette méthode pour le séquençage du transcriptome de blastomère

et oocytes de souris (Tang et al., 2009). Cette méthode de séquençage a permis

d’analyser le transcriptome dans chaque cellule individuellement, de les comparer

entre elles et de les regrouper en population ayant des expressions génétiques

similaires (Anaparthy et al., 2019).

2.3.1 Avantages et applications

Selon Anaparthy et al. (2019), cette méthode s’est avérée particulièrement utile

afin d’analyser l’hétérogénéité des populations des cellules dans un tissu et même

des microorganismes impliqués dans l’immunité. Elle a permis aussi d’analyser

l’expression génétique d’une cellule en fonction du temps, mais aussi en fonction

de son environnement. Traditionnellement, les cellules étaient classées en fonction

de leur forme et de leur position dans l’organisme par les chercheurs, mais cette

méthode a permis de mieux les classifier en population de cellules par des tech-

niques de regroupement en sous-populations. Ces nouvelles méthodes ont permis
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de mieux comprendre le fonctionnement des cellules lors du développement em-

bryonnaire et dans le vieillissement des cellules. Cela a aidé aussi à mieux évaluer

les variations phénotypiques, par exemple sur le plan des différentes cellules im-

munitaires. Une autre application était dans les recherches contre le cancer, car

il permet d’analyser l’hétérogénéité des cellules dans les tissus tumoraux. Enfin,

d’autres applications pour cette méthode sont l’étude des populations de microor-

ganismes dans le microbiome (Anaparthy et al., 2019).

2.3.2 Préparation de la librairie

Figure 2.3 – État de l’art des méthodes de séquençage de l’ARN de cellule
unique.

(A) Méthode utilisant les microfluides. (B) Méthode utilisant les micropuces. (C)
Méthode de séquençage SPLiT-seq. Tiré de [Single-Cell Sequencing on Marine
Life: Application and Future Development] (Li et al., 2022), CC BY 4.0 DEED.

Les cellules peuvent être séparées en conservant tout leur contenu, seulement leur

noyau ou seulement certaines de leurs organelles. Elles sont ensuite isolées en

fonction des marqueurs grâce au tri cellulaire activé par fluorescence (FACS).

D’autres techniques peuvent être utilisées, telles que le triage des cellules a l’air

https://www.frontiersin.org/files/Articles/906267/fmars-09-906267-HTML/image_m/fmars-09-906267-g002.jpg
https://www.frontiersin.org/files/Articles/906267/fmars-09-906267-HTML/image_m/fmars-09-906267-g002.jpg
https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/
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de magnétisme (MACS), ou de l’utilisation de la microdissection à l’aide d’un

laser ou d’un système microfluidique (Zeb et al., 2019) (figure 2.3).

Anaparthy et al. (2019) expliquent que chaque cellule ayant été isolée est ensuite

encapsulée dans un micro-environnement sous forme de gouttelettes. Cette gout-

telette contient aussi un oligonucléotide qui sert de code-barre unique, ainsi que

tous les réactifs permettant la synthèse de l’ADN complémentaire qui est alors

hybridé avec cet oligonucléotide. Ensuite, ces gouttelettes sont brisées et tous les

brins d’ADN complémentaires hybridés sont regroupés et amplifiés par PCR à

l’aide d’amorces spécifiques à ces oligonucléotides. Une librairie est ensuite prépa-

rée avec les brins qui auront été séquencés et ces dernières sont analysées par des

outils en bio-informatique (Anaparthy et al., 2019).

Dans la méthode de séquençage du transcriptome basée sur la ligature par groupe-

ments séparés (SPLiT-seq), les cellules ou les noyaux sont traités successivement

et aléatoirement avec 4 solutions de milieux réactifs contenant les codes-barres et

les amorces afin d’avoir des combinaisons de codes-barres différents (Rosenberg

et al., 2018).

Jovic et al (2022) ont aussi mentionné une variante appelée le séquençage de l’ARN

nucléaire de cellule unique (snRNA-seq). La différence avec la version tradition-

nelle est qu’au lieu d’utiliser l’ARN messager présent dans le cytoplasme de la

cellule, seulement les ARN messagers qui étaient présents dans le noyau sont cap-

turés et séquencés. Cette variante peut être utilisée avec des cellules provenant de

divers types de tissus d’organes. Ce type de séquençage peut aussi être utilisé avec

différentes espèces de la famille des eucaryotes. Cette technique s’avère utile pour

évaluer le transcriptome uniquement dans le noyau, mais elle comporte le désa-

vantage de ne pas pouvoir détecter les autres ARN ayant subi d’autres processus

biologiques, tels que leur maturation (Jovic et al., 2022).
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Une autre méthode est le séquençage par la transposase accessible à la chromatine

(ATAC-seq) ainsi que sa variante, le séquençage de cellule unique de la transposase

accessible à la chromatine (scATAC-seq). Elles permettent d’analyser les régions

de la chromatine qui sont accessibles (Ji et al., 2020) grâce à la méthode de la

tagmentation par la transposase Tn5. Cette transposase clive les régions ayant

été exposées lors de du déroulement de la chromatine autour des histones et ces

régions peuvent ensuite être séquencées (Buenrostro et al., 2015).

2.3.3 Analyses des données de séquençage de l’ARN de cellule unique

Dans un article écrit par Jovic et al. (2022), ils expliquent que, selon le type de la

plateforme de séquençage, les données brutes peuvent être sous forme de fichiers

en format FASTQ ou BCL. Les fichiers en format FASTQ peuvent directement

être analysés pour le contrôle de la qualité. Si les données sont en format BCL, il

faut le convertir en données FASTQ à l’aide du logiciel cellranger mkfastq, qui est

un encapsuleur du logiciel bcl2fastq. Dans les cas des fichiers BCL, il faut fournir

un fichier CSV qui contient une matrice contenant les informations, telles que

l’échantillon, la voie et l’index. Ensuite, il faut faire le contrôle de la qualité qui

peut être fait avec le logiciel FastQC. Les séquences sont ensuite alignées à l’aide

de différents outils, tels que TopHat et STAR dans le cas de Cell Ranger. Ce

dernier effectue les alignements des lectures de séquences et il fait les annotations

des régions grâce à un fichier GTF. Il comprend aussi d’autres étapes, telles que le

filtrage et le comptage des identifiants uniques moléculaires (UMI). Ensuite, il faut

faire une étape de normalisation afin d’éliminer les bruits causés par l’effet de lot

qui est un phénomène causé par des variations techniques lors de la préparation de

la librairie ou l’isolation de l’ARN. Ces variations peuvent être biologiques, telles

que l’état des cellules, de leur expression génétique, des dommages au niveau de la

membrane cellulaire ou lorsqu’elles s’agglutinent entre elles. Si ces effets ne sont
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pas éliminés dans les premières étapes des analyses, cela peut causer des biais

dans les résultats subséquents (Jovic et al., 2022).

Ensuite, Jovic et al (2022) indiquent que, lorsqu’il y a des gènes hautement va-

riables (HVGs) de bonne qualité, ils peuvent être sélectionnés et ils permettent de

mieux différencier chaque type de cellule. Puisque la dimension est très élevée due

à des centaines de milliers de cellules qui peuvent à elles seules exprimer plusieurs

milliers de gènes, une réduction de cette dimension est nécessaire. En plus de la ré-

duction de la dimension, une analyse en composantes principales (PCA) est aussi

effectuée. Cette méthode est un algorithme de réduction linéaire qui permettait

de transformer des variables multiples en une relation linéaire. Elle permet donc

d’analyser les données à une dimension moins élevée et elle est aussi utilisée afin de

réduire les bruits techniques. Ensuite, une projection UMAP ou t-SNE est générée

afin de visualiser les regroupements des cellules et de les annoter. Normalement,

les annotations se font manuellement à l’aide de l’expertise d’un biologiste ou de la

littérature, ce qui peut être très laborieux. Ils peuvent aussi se faire automatique-

ment à l’aide d’algorithmes, de bases de données ainsi qu’une liste de marqueurs

connue par type de cellule. Ces résultats peuvent ensuite être validés avec des

expériences en laboratoire. Le principal avantage des annotations automatiques

des cellules est qu’elles sont reproductibles et beaucoup plus rapides. Par contre,

il ne permet pas d’identifier les cellules ayant des caractéristiques rares ou de nou-

veaux types de cellules. Les étapes subséquentes permettent de faire les analyses

au niveau de l’expression différentielle des gènes entre chaque cellule, la trajectoire

des cellules sur le plan temporel, de la sélection ainsi que les manipulations des

populations de cellules (Jovic et al., 2022).
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2.3.4 Désavantages

Jovic et al (2022) mentionnent qu’un des principaux désavantages de la méthode

de séquençage de l’ARN de cellule unique est qu’il y a une perte de l’information

sur le plan temporel due à la préparation des cellules à partir des tissus. De plus,

le fait d’isoler et de conserver les cellules en dehors de leur environnement biolo-

gique habituel peut altérer l’expression de leurs gènes. Les variations techniques

et biologiques peuvent biaiser grandement les résultats si elles ne sont pas traitées

adéquatement. De plus, cette méthode de séquençage s’avère très dispendieuse et

les analyses ne sont pas automatisées. Enfin elle ne comporte pas une interface

utilisable par un utilisateur qui n’aurait pas d’expérience en bio-informatique et

qui ne posséderait pas les ressources nécessaires pour faire ce type d’analyse (Jovic

et al., 2022).

2.3.5 Enjeux des données associées au séquençage de l’ARN de cellule unique

Il existe plusieurs enjeux sur le plan des données issues du séquençage de l’ARN

de cellule unique. Ces derniers peuvent grandement influencer la méthodologie

lors des traitements des données, les résultats qui sont générés, ainsi que leur

interprétation.

Un des enjeux est que les données provenant des études ne sont pas toujours

accessibles aux chercheurs, ce qui rend très difficile la comparaison des résultats

avec la littérature ou avec d’autres études (Lähnemann et al., 2020). Un autre

enjeu est que, lors du traitement des données, il est important d’éliminer l’effet

de lot qui est dû à des variations techniques et biologiques lors de la préparation

de la librairie, en particulier lorsqu’il y a plusieurs échantillons à analyser et que

ces derniers contiennent une très grande quantité de cellules (Jovic et al., 2022).
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Figure 2.4 – Différents niveaux de résolutions d’intérêt.

(A) Tissus. (B) Types de cellules. (C) Cellules uniques. Tiré de [Eleven grand
challenges in single-cell data science] (Lähnemann et al., 2020), CC BY 4.0 DEED.

De plus, les données sont générées sont à très grande échelle, ce qui augmente

leur dimensionnalité, en particulier si leur résolution est augmentée. Il est donc

nécessaire de les diminuer lors des traitements des données grâce à une analyse

en composantes principales (PCA) afin de faire une réduction sur le plan linéaire

(Jovic et al., 2022). Cependant, si la résolution est diminuée, il y aura une perte

de l’information. Différents niveaux de la résolution permettent de voir les liens

entre les tissus, les trajectoires de développement entre les populations de cellules,

ainsi que les états intermédiaires entre les cellules lors de leur différenciation (fi-

gure 2.4). Il est donc nécessaire d’ajuster cette résolution afin de maximiser le

gain d’information et de minimiser la perte d’information lors des annotations.

Cet ajustement de la résolution est plus facile si les outils incluent une interface

interactive qui permet de visualiser directement les projections (Lähnemann et al.,

2020).

Enfin, lors des analyses de l’expression différentielle des gènes entre les regroupe-

ments de cellules, il est nécessaire de bien comprendre quels phénomènes différen-

cient les populations de cellules les unes par rapport aux autres (figure 2.5). Par

https://genomebiology.biomedcentral.com/articles/10.1186/s13059-020-1926-6/figures/1
https://genomebiology.biomedcentral.com/articles/10.1186/s13059-020-1926-6/figures/1
https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/


31

Figure 2.5 – Expression différentielle d’un gène ou transcrit entre les populations
de cellules.

(A) Moyenne. (B) Variabilité. (C) Pseudotemps. Tiré de [Eleven grand challenges
in single-cell data science] (Lähnemann et al., 2020), CC BY 4.0 DEED.

exemple, s’il y a une différence au niveau de la moyenne entre les populations,

c’est-à-dire si l’expression des gènes est constante entre toutes les cellules d’une

population. Cette différence peut aussi se faire au niveau de la variabilité entre

les groupes, c’est-à-dire que toutes les cellules dans un groupe ont une expression

qui est différente par rapport à celles dans un autre groupe. Enfin cette différence

peut se faire au niveau du pseudotemps, c’est-à-dire qu’il y a un changement de

l’expression des gènes dans une population qui évolue de manière temporelle, par

exemple selon une trajectoire de développement (Lähnemann et al., 2020). Le

pseudotemps est utile lorsque les échantillons ont été prélevés à un temps fixe au

lieu de se faire à différents temps. Ce type d’analyse va générer une prédiction

sous forme de trajectoire de l’évolution des différents groupes de cellules sur le

plan des différents niveaux de l’expression des gènes. Cette méthode est très utile

afin d’éviter de répéter les expériences à différents moments (Trapnell et al., 2014)

(Trapnell, 2022).

https://genomebiology.biomedcentral.com/articles/10.1186/s13059-020-1926-6/figures/3
https://genomebiology.biomedcentral.com/articles/10.1186/s13059-020-1926-6/figures/3
https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/
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Tous ces enjeux doivent être pris en compte lors de l’élaboration de la méthodologie

pour cette technique de séquençage et ils doivent être corrigés lors des traitements

des données.

2.4 Synthèse du chapitre

En résumé, plusieurs méthodes ont été développées afin de séquencer l’ADN,

mais aussi l’ARN. Les méthodes traditionnelles incluent l’utilisation d’enzymes

qui clivent les régions d’intérêt dans l’ADN, mais elles ont pour désavantage de

cliver des régions non spécifiques. Ensuite il y a la méthode de l’amplification par

PCR qui permet de multiplier la quantité d’ADN (Ribarska et al., 2022), mais elle

a aussi comme désavantage d’amplifier des séquences contaminantes et de causer

des biais dans les résultats (Okoniewski et Miller, 2006).

Il y a ensuite la méthode de séquençage de Sanger, qui utilise des nucléotides

marqués par la fluorescence afin de trier et analyser les séquences par électro-

phorèse (Zhang et al., 2021) avant de les aligner au génome de référence (Shaibu

et al., 2021). Ensuite, il y a sa variante appelée le séquençage «fusil de chasse»

(Dewey et al., 2012), qui peut être utilisée conjointement avec la méthode de novo

(Chapman et al., 2015) en alignant des séquences plus petites sur le génome de

référence (Dewey et al., 2012). Ces méthodes ont pour avantage d’être efficaces

sur le plan quantitatif, mais c’est une méthode qui peut être très dispendieuse et

elle requiert un génome de référence très complète (Kozińska et al., 2019) (Bell

et al., 2021). Ensuite, il y a le séquençage à l’aide d’un standard quantitatif qui

utilise un standard d’étalonnage à différentes concentrations en tant que contrôle

positif. Il est utilisé lors du profilage du transcriptome et a comme avantage de

détecter les variations biologiques (Kukurba et Montgomery, 2015).

Les méthodes de séquençage de nouvelle génération incluent le séquençage nano-
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pore, qui permet de détecter les séquences d’ADN qui passent à travers les pores

d’une surface ionisée. Elle a pour avantage de seulement avoir besoin d’une petite

quantité d’ADN (Dewey et al., 2012), mais elle a pour désavantage de risquer de

comporter des biais si les séquences sont riches en guanine et en cytosine (Delahaye

et Nicolas, 2021). Cependant, ce biais peut être réduit en utilisant des enzymes,

tels que des exonucléases (Clarke et al., 2009).

D’autres méthodes de séquençage ont été développées, telles que la méthode

ATAC-seq, ainsi que sa variante scATAC-seq, qui utilise la transposase Tn5 afin

de cliver les régions qui sont accessibles à la chromatine avant de les séquencer (Ji

et al., 2020). Enfin, il y a la méthode SPLiT-seq, qui utilise 4 milieux de réaction

qui contiennent les codes-barres et les amorces (Rosenberg et al., 2018).

Ensuite, il y a eu le développement de la méthode de séquençage RNA-seq afin de

mieux étudier le transcriptome (Kukurba et Montgomery, 2015) en permettant

de détecter les variations de l’expression des gènes ainsi que leurs variants qui

contiennent des mutations génétiques (Dewey et al., 2012). Elle utilise la trans-

criptase inverse afin d’amplifier et de convertir le brin d’ARN messager en brin

d’ADN complémentaire lors de l’amplification par PCR avant d’être séquencée et

alignée sur le génome de référence. Elle a pour avantage d’être très efficace lors du

profilage du transcriptome, mais elle peut avoir des biais lorsqu’il y a différents

types de cellules dans les tissus qui sont utilisés comme échantillon (Kukurba et

Montgomery, 2015).

C’est pourquoi la méthode de séquençage scRNA-seq (Tang et al., 2009) a été

développée afin de pouvoir détecter les différentes populations de cellules dans

les échantillons, ainsi que leur variation sur le plan de leur phénotype (Anaparthy

et al., 2019). Par contre, elle a comme désavantage d’être très coûteuse et il y a une

perte de l’information sur le plan temporel des cellules. De plus, cette méthode est
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très sensible aux variations techniques et biologiques. D’autres variantes ont aussi

été développées, telles que la méthode snRNA-seq qui utilise seulement l’ARN

contenu dans les noyaux des cellules (Jovic et al., 2022).

Elle nécessite d’isoler chaque cellule à l’aide de méthodes utilisant la fluorescence

(FACS), le magnétisme (MACS) ou de la microdissection afin d’isoler chaque

cellule avant d’être encapsulée dans un micro-environnement sous forme de gout-

telettes (Zeb et al., 2019). Chacune de ces dernières contient des oligonucléotides

qui sont utilisés comme codes-barres afin d’identifier chaque séquence avant de les

amplifier par PCR (Anaparthy et al., 2019). La préparation de la librairie de sé-

quences inclut le séquençage de ces dernières avant d’être compilée dans un fichier

FASTQ ou BCL. Ces séquences sont ensuite alignées sur le génome de référence à

l’aide d’outils tels que Cell Ranger. Les fichiers générés par Cell Ranger peuvent

ensuite être utilisés dans des analyses subséquentes qui incluent le prétraitement

et le traitement des données, telles que la normalisation des résultats, ainsi qu’une

réduction de la dimension sous une forme linéaire à l’aide de la méthode PCA.

D’autres analyses comprennent la visualisation des différentes sous-populations de

cellules sous la forme d’une projection UMAP ou t-SNE, ainsi que des analyses

de l’expression différentielle des gènes afin de pouvoir annoter les différents types

de cellules à l’aide d’un biologiste ou d’outils (Jovic et al., 2022).

Enfin, plusieurs enjeux sont à considérer, tels que l’accès aux données, l’élimination

des biais dus à l’effet de lot, le choix de la résolution et de la dimension, ainsi que

les différences entre les populations de cellules lors des analyses de l’expression

différentielle des gènes.

Chacun de ces outils a sa propre expertise sur le plan des types d’analyses et

d’annotation qui seront expliqués dans le chapitre suivant.



CHAPITRE III

ÉTAT DE L’ART POUR LES OUTILS D’ANALYSE DE DONNÉES DE

SÉQUENÇAGE DE L’ARN DE CELLULE UNIQUE

Le séquençage de l’ARN de cellule unique génère beaucoup de données et il re-

quiert différentes méthodes d’analyses et d’outils afin de pouvoir les traiter et

d’interpréter les résultats. Ce chapitre présentera les différents outils d’analyse de

ce type de données, leurs forces et leurs faiblesses.

De nombreux outils ont été développés afin d’analyser les données provenant du

séquençage de l’ARN de cellule unique et leur nombre est en constante évolution.

Selon une étude réalisée par Zappia et Theis (2021), il y avait déjà 1059 outils qui

ont été répertoriés dans leur site web de leur base de données scRNA-tools.org,

site web qu’ils ont eux-mêmes développé afin de servir de référence (Zappia et al.,

2018a). Juste à la fin de cette année (décembre 2024), le nombre est déjà rendu à

1796 outils qui sont classés dans plus de 30 catégories d’analyses (Zappia et al.,

2018b).
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3.1 Outils d’alignement des séquences sur le génome de référence

3.1.1 Cell Ranger

Cell Ranger a été développée par (Zheng et al., 2017) de la compagnie 10x Geno-

mics. C’est un logiciel dans un environnement Linux (10x Genomics, 2020a) qui

permet d’analyser les données de séquençage faites par Chromium Single Cell et

de générer des données sous la forme de fichiers FASTQ. Le logiciel va ensuite les

quantifier, les filtrer et les aligner sur le génome de référence. Il offre 5 flux de

travail d’analyses en fonction du type de fichiers bruts issues des séquençages de

l’ARN de cellule unique (10x Genomics, 2020c).

Premièrement, si le séquençage a été effectué par la compagnie Illumina, ces der-

niers vont être dans le format BCL. Il est donc nécessaire d’utiliser cellranger mk-

fastq, qui est un encapsuleur de bcl2fastq. Il va démultiplexer les données brutes

des fichiers BCL et de les convertir en fichiers FASTQ qui seront compatibles avec

cellranger count. De plus, les fichiers qui ont été générés par 10x Genomics sont

déjà sous le format FASTQ, donc cette étape peut aussi être optionnelle (10x

Genomics, 2020c).

Ensuite, cellranger count va aligner ces fichiers au génome de référence (10x Ge-

nomics, 2020b). Il effectue aussi une étape de contrôle de la qualité en filtrant

les données, une analyse de l’expression des gènes, ainsi que la quantification des

codes-barres et UMI (10x Genomics, 2020c). Il va ensuite compiler le tout et les

enregistrer dans des fichiers de sortie contenant une matrice, la liste des gènes

ainsi que la liste des codes-barres. Il va aussi produire un rapport dans un fi-

chier HTML. Ce fichier contient une estimation des regroupements de cellules, la

quantification des codes-barres, les identifiants moléculaires uniques (UMI), une

estimation de la qualité des lectures, ainsi qu’un fichier CLOUPE permettant de
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visualiser les résultats des regroupements de cellules à l’aide de Loupe Browser.

Il produit aussi d’autres fichiers qui peuvent être au format BAM, H5 ainsi que

d’autres fichiers optionnels qui pourraient être utilisés dans d’autres flux de travail

(10x Genomics, 2020b).

Ensuite, il y a cellranger multi qui permet d’analyser les données qui ont été

multiplexées et il est particulièrement utile lorsque plusieurs échantillons ont été

combinés lors de la préparation de la librairie. Dans le cas où il y aurait plusieurs

échantillons et qu’il faudrait les combiner pour des analyses comparatives, cellran-

ger aggr permet de combiner les données issues de cellranger count et cellranger

multi. Il va ensuite faire la normalisation et produire les mêmes types de fichiers

que ces derniers. Enfin, cellranger reanalyze peut être utilisé s’il est nécessaire de

faire des analyses des résultats issues des flux de travail cités précédemment (10x

Genomics, 2020c).

3.1.2 Plateforme nuagique de 10x Genomics

Dans la situation où il n’est pas possible d’avoir accès à un environnement Linux,

ni de posséder les ressources computationnelles nécessaires ou d’avoir accès à des

grappes de calculs dans d’autres plateformes nuagiques, il est possible de lancer

les analyses avec Cell Ranger sur cette plateforme de Calcul Canada (l’Alliance).

L’avantage de celle-ci est qu’elle contient toutes les versions de Cell Ranger et

offre aussi une interface qui est interactive pour télécharger les données et lancer

les analyses. Cependant, il n’offre pas d’options pour visualiser les résultats direc-

tement sur le site et il ne peut pas faire des analyses subséquentes de données de

séquençage de l’ARN de cellule unique. De plus, ce service est payant afin de faire

plus d’analyses et pour le stockage des données qu’il faudra ensuite télécharger

(10x Genomics, 2023).
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3.2 Flux de travail de traitement des données

Pour les méthodes de prétraitement et de traitement des données à partir des

fichiers FASTQ générés par Cell Ranger, Seurat et Scanpy sont les outils les plus

populaires (Zappia et Theis, 2021). Scanpy peut être lancé dans un environnement

Python et comporte aussi un outil d’annotation appelé AnnData (Wolf et al.,

2018). Dans le cas de Seurat, il est codé en langage R (Hao et al., 2021), mais

il n’a pas d’outils d’annotation intégrée. Donc, les annotations doivent se faire

manuellement à l’aide de la littérature (Hoffman et al., 2023). De plus, il y a aussi

Scater, qui est aussi codé en langage R et offre des étapes très similaires aux deux

outils précédents, mais il est en partie codé en langage C++ afin d’optimiser sa

performance computationnelle. De plus, il n’a pas de fonction d’annotation des

types de cellule (McCarthy et al., 2017).

3.2.1 Seurat

Développé par Hao et al. (2021) et étant disponible sur CRAN, Seurat est un des

outils les plus populaires et il consiste en un flux de travail comportant plusieurs

étapes de prétraitement et de traitement des données. De plus, il est compatible

avec les fichiers générés par Cell Ranger.

Dans une vignette écrite par Hoffman et al., (2023) et décrivant toutes les étapes

d’analyses avec Seurat, la première étape des analyses est de créer un objet Seurat

à partir des fichiers générés par Cell Ranger. Ensuite, il y a plusieurs étapes de

prétraitement des données. La première consiste à faire un contrôle de la qualité

en retirant les cellules de mauvaise qualité, par exemple, celles qui ont une très

faible expression de gènes, qui peuvent être des doublons dans les gouttelettes.

Ces dernières peuvent aussi être vides lors de la quantification, ce qui pourrait

biaiser les résultats. Il évalue aussi le nombre de cellules exprimant un certain
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pourcentage de gènes mitochondriaux, de les retirer de l’échantillon et de garder

les cellules exprimant un certain nombre de gènes uniques. Ensuite, il y a une

étape de normalisation de l’expression des gènes dans chaque cellule par rapport

à celles de la totalité des cellules. Les gènes ayant une haute variation au niveau

de leur expression sont ensuite sélectionnés. Seurat applique ensuite une trans-

formation linéaire de l’expression de chaque gène à une échelle de 0 à 1 et il fait

ensuite une réduction de la dimension linéaire avec une analyse en composantes

principales (PCA). Les résultats de cette réduction linéaire peuvent être visualisés

à l’aide d’une carte de chaleur afin de voir quels gènes sont les plus exprimés et

moins exprimées en fonction des cellules. Cette méthode permet de bien évaluer

l’hétérogénéité du jeu de données. Il permet aussi de déterminer la dimension du

jeu de données afin d’éliminer le bruit technique. Cette méthode peut aussi être

supervisée et donc il est possible de choisir la dimension manuellement en se ba-

sant sur les résultats de l’analyse par PCA. La réduction de la dimension peut

aussi se faire en utilisant des statistiques basées dans le modèle aléatoire nul ou

il peut être heuristique. Ensuite vient l’étape des regroupements des cellules en

se basant sur le modèle des voisins les plus proches afin de regrouper les cellules

ayant une expression similaire de gènes en utilisant l’algorithme de Louvain afin

de l’optimiser. L’étape suivante est la réduction non linéaire afin de visualiser les

résultats en regroupant les cellules ayant une expression similaire de gènes sous

forme de projection UMAP ou t-SNE. Ensuite, il y a l’étape de l’analyse de l’ex-

pression différentielle des gènes, qui permet d’identifier l’expression (positive) ou

l’inhibition (négative) des gènes dans chaque regroupement de cellules et de les

comparer avec les autres. Il permet ainsi de faire la sélection de gènes d’intérêt

et de visualiser leur expression dans chaque regroupement de cellules par un dia-

gramme en violon, par des diagrammes par points ou par une carte de chaleur. Il

est aussi possible de visualiser le nombre de gènes les plus exprimés dans chaque

regroupement de cellules et ces dernières pourront ensuite être annotées. Malheu-
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reusement, Seurat ne permet pas d’identifier automatiquement les types de cellules

ni de faire des analyses sur le plan temporel. Il est donc nécessaire d’utiliser la

littérature afin d’identifier les gènes ou des outils d’identification pour ces types

d’analyses (Hoffman et al., 2023).

3.2.2 Monocle 3

Développé par Cao et al (2019), Monocle 3 est très similaire à Seurat en matière

de flux de travail. L’objet Seurat généré par ce dernier peut être converti en objet

Monocle afin de continuer les analyses avec cet outil (Cao et al., 2020b). Il a la

particularité de pouvoir faire des analyses de trajectoire de cellules, c’est-à-dire de

suivre l’évolution des cellules sur une base temporelle. Dans le cas où les données

n’ont pas été collectées en fonction du temps, il permet de faire une estimation

sur le plan temporel de l’évolution des cellules ainsi que de l’expression de leurs

gènes et de les regrouper selon une trajectoire grâce à une analyse de pseudotemps

(Trapnell et al., 2014).

3.3 Outils d’annotations des cellules

Pour les outils d’annotation des cellules extraites des tissus, les exemples les plus

cités sont scCATCH, qui utilise sa propre base de données spécialisée appelée

CellMatch (Shao et al., 2020). Il y a aussi l’outil SCINA, qui utilise un algorithme

semi-supervisé et qui prend en entrée une matrice de l’expression des gènes ainsi

qu’une liste de gènes spécifique aux types de cellules (Zhang et al., 2019). Enfin,

il y a SingleR, qui offre aussi des options de regroupement de cellules en sous-

populations (Aran et al., 2019).
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3.3.1 ScType

Développé par Ianevski et al. (2022), et étant disponible en langage R et sur le

web (Ianevski, 2023b), il s’agit d’un logiciel d’identification de cellules de manière

automatique en se basant sur la spécificité des gènes exprimés dans chaque cellule.

Il peut prendre en entrée les fichiers de données brutes provenant du séquençage

de l’ARN de cellule unique ou il peut aussi prendre des données qui ont déjà

été prétraitées, par exemple avec Seurat. Il utilise sa propre base de données, qui

est l’intégration des données provenant de CellMarker et de Panglaodb. Cet outil

s’avère aussi utile pour distinguer les cellules normales des cellules de tumeur

maligne (Ianevski et al., 2022).

3.3.2 EasyCellType

Développé par Li et al. (2023) et étant accessible dans un package R et sur le web

(Li, 2022b), il permet de faire des annotations des types de cellules dans les don-

nées de séquençage de l’ARN de cellule unique. Il utilise trois bases de données :

panglaodb, clustermole et cellmarker. Il prend en entrée la liste des marqueurs et

il utilise deux types de tests de statistiques. Le premier est une analyse d’enri-

chissement des ensembles de gènes (GSEA) qui donne une liste des cinq types de

cellules les plus probables. Le deuxième type d’analyse est le test de Fisher, qui

donne une seule estimation du type de cellule qui est le plus probable. Enfin, les

auteurs recommandent la méthode GSEA ainsi que la base de données CellMarker

en se basant sur leurs données de simulation de la précision des annotations (Li

et al., 2023).
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3.3.3 Enrichr

Enrichr est une interface web qui permet d’analyser l’enrichissement des gènes

dans les cellules (Kuleshov et al., 2016) (Chen et al., 2013) (Xie et al., 2021). À

l’époque de la publication, il y avait seulement 35 librairies, dont certaines étaient

accessibles uniquement sur Enrichr et d’autres étaient accessibles dans d’autres

plateformes (Chen et al., 2013). Cependant, le nombre continue d’augmenter à

mesure qu’ils publient (Kuleshov et al., 2016). Il prend en entrée une liste des

gènes et il fait des recherches dans toutes les bases de données. Ensuite, il classifie

les différents termes présents dans les bases de données dans les 10 précictions

les plus significatives et il offre une interface interactive afin de les visualiser sous

forme de graphiques de tableaux (Chen et al., 2013). Dans le cas des librairies, les

gènes peuvent être associés à la transcription à des voies de signalisation, à des

ontologies et même à des types de cellules (Kuleshov et al., 2016). Une version

d’Enrichr disponible en langage R a aussi récemment été développée (Jawaid,

2023a).

3.3.4 scMayoMap

Développé par Yang et al., (2023b), ScMayoMap est un outil disponible sous

un module R (Yang et al., 2023a) et il permet l’annotation de cellules à partir

de sa propre base de données appelée scMayoMapDatabase. Celle-ci contient les

annotations provenant de la littérature et des bases de données existantes et il est

possible de l’intégrer comme référence dans d’autres outils. Son algorithme tient

compte des gènes qui sont fortement exprimés dans certains types de cellules en

excluant les autres types de cellules qui ne sont pas de la même famille. Sa base de

données contient les données pour l’être humain et la souris et contient 340 types

de cellules qui ont été prélevés dans 28 tissus différents. Par contre, les données
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provenant de tissus atteints du cancer ou qui sont inconnus ne sont pas présentes

dans la base de données (Yang et al., 2023b).

3.4 Outils offrant une interface interactive pour les analyses de données

3.4.1 Loupe Browser

Loupe Browser est un logiciel de visualisation de données du fichier CLOUPE

ayant été généré par Cell Ranger. Il permet de faire une analyse de l’expression des

gènes, de faire des regroupements de cellules, de sélectionner les cellules exprimant

les gènes d’intérêt et de refaire des regroupements de cellules (10x Genomics,

2020d).

L’avantage de ce logiciel est qu’il comporte une interface interactive qui est adaptée

à l’utilisateur, mais son principal désavantage est qu’il ne permet pas de faire

des analyses plus poussées sur les données de séquençage de l’ARN de cellule

unique. Il permet seulement de produire et d’exporter un fichier CSV contenant

les coordonnées des regroupements de cellules dans les projections UMAP et t-

SNE (10x Genomics, 2021b).

3.4.2 Azimuth

Pour les flux de travail interactifs, le plus populaire est Azimuth, qui est disponible

sur le web et qui utilise l’algorithme de Seurat. Il possède une interface qui est

interactive et qui permet de faire les mêmes analyses que Seurat. Il a aussi une

base de données intégrée pour l’annotation des cellules, mais il est limité pour une

sélection de tissus humains (Hao et al., 2021).
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3.4.3 Bases de données d’identification des types de cellules

Dans le cas des bases de données, les plus populaires pour l’annotation des cellules

sont CellMarker (Zhang et al., 2019) (ainsi que CellMarker2.0 (Hu et al., 2023a))

et PanglaoDB (Franzén et al., 2019b), qui offrent des annotations qui sont basées

sur la littérature.

3.5 Synthèse du chapitre

En résumé, plusieurs outils ont été développés afin d’analyser les données de sé-

quençage de cellule unique. Ils possèdent tous leur spécialité, leurs forces et leurs

faiblesses. Premièrement il y a les outils d’alignement des séquences sur le génome

de référence, tels que Cell Ranger (10x Genomics, 2020c). Cet outil est aussi dis-

ponible sur la plateforme nuagique de 10x Genomics ainsi que sur Calcul Canada

(l’Alliance) (Alliance, 2023a).

La plateforme nuagique de 10x Genomic permet de faire les analyses avec toutes

les versions de Cell Ranger. Il a pour avantage d’offrir une interface interactive et

de pouvoir utiliser les ressources computationnelles de la plateforme à distance.

Par contre, il requiert un abonnement afin de pouvoir faire des analyses multiples

et de pouvoir stocker les données de manière prolongée (10x Genomics, 2023). La

plateforme de Calcul Canada offre aussi l’option d’utiliser Cell Ranger à distance,

mais elle n’offre pas d’interface interactive et elle nécessite d’être membre ou d’être

parrainé afin de pouvoir utiliser les ressources.

Cell Ranger prend en entrée les fichiers FASTQ contenant les séquences (10x Ge-

nomics, 2020c) et il les aligne sur le génome de référence (10x Genomics, 2020b).

Il génère ensuite des fichiers en sortie, tels que le rapport d’analyses dans le for-

mat HTML qui peut ensuite être visualisé dans un navigateur web, ainsi qu’un
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fichier CLOUPE qui peut être visualisé avec l’outil Loupe Browser (10x Genomics,

2020b). Ce dernier offre une interface interactive, permet de faire des regroupe-

ments de cellules sous forme de projection UMAP ou t-SNE, ainsi que des analyses

de l’expression différentielle des gènes. Par contre, seulement les coordonnées de

ces projections sont exportables dans un fichier CSV.

Cell Ranger génère aussi d’autres fichiers, tels que les matrices, la liste des gènes

exprimés ainsi que la liste des codes-barres. Ces fichiers vont ensuite être utilisés

par des outils d’analyses de données, tels que Seurat et Monocle 3 (10x Genomics,

2020b).

Seurat est l’un des outils les plus utilisés pour le prétraitement et le traitement

des données provenant de Cell Ranger. Son flux de travail inclut un contrôle

de la qualité, une normalisation, une réduction de la dimension par la méthode

PCA ainsi qu’un regroupement des différentes sous-populations de cellules sous

forme d’une projection UMAP ou t-SNE. Cet outil peut aussi faire une analyse

de l’expression différentielle des gènes, mais elle n’inclut pas d’outil ou de base de

données d’identification de type de cellules (Hoffman et al., 2023). Seurat est aussi

disponible sur Azimuth, qui a pour avantage d’offrir une interface interactive, mais

ces outils d’annotation sont limités à certains tissus humains (Hao et al., 2021).

Monocle 3 permet de faire des analyses qui sont très similaires à Seurat, mais

il permet aussi de faire des analyses de la trajectoire et du pseudotemps afin de

suivre l’évolution des cellules de manière temporelle. Il est aussi compatible avec

les données provenant de Seurat, mais il recrée une conversion de l’objet Seurat

en objet Monocle avant de pouvoir les utiliser. Par contre, il n’offre pas d’option

d’annoter les types de cellules (Trapnell et al., 2014).

Enfin, les outils d’annotation des types de cellules incluent ScType (Ianevski et al.,

2022), EasyCellType (Li et al., 2023), Enrichr (Kuleshov et al., 2016) (Chen et al.,
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2013) (Xie et al., 2021) et scMayoMap (Yang et al., 2023b). Les trois premiers

outils ont aussi une version interactive sur leur site web et utilisent chacun des

bases de données. Sctype et scMayoMap utilisent leurs propres bases de données

(Ianevski et al., 2022) (Yang et al., 2023b), tandis que EasyCelltype utilise les

bases de données panglaodb, clustermole et cellmarker (Li et al., 2023) et Enrichr

offre l’option d’utiliser des centaines de bases de données différentes (Kuleshov

et al., 2016) (Chen et al., 2013) (Xie et al., 2021).

Enfin, en ce qui concerne les bases de données, il y a CellMarker (Zhang et al.,

2019) (Hu et al., 2023a) et PanglaoDB (Franzén et al., 2019b) qui sont les plus

utilisés.

Tous ces outils sont spécialisés dans leurs domaines et chacun peut seulement faire

une portion différente des analyses de données provenant de séquençage d’ARN de

cellule unique. De plus, chacun d’entre eux requiert des transferts et des conver-

sions de données en entrée et en sortie. Puisqu’aucun d’entre eux n’est des outils

d’analyses à part entière de manière automatisée, il a été nécessaire de développer

un flux de travail qui inclut tout les étapes de ces outils qui seront expliquées dans

le chapitre suivant.



CHAPITRE IV

MÉTHODE PROPOSÉE

Le chapitre précédent traitait des différentes méthodes d’analyses de données de

séquençage de cellule unique, ainsi que des outils qui étaient spécialisés à chacune

des étapes. Cependant, aucun outil ne permettait de faire toutes les analyses de

manière automatisée sous la forme d’un flux de travail.

4.1 Problématique

4.1.1 Limitations des outils

Jovic et al. (2022) mentionnaient le besoin que les flux de travail automatisés aient

une interface qui soit accessible pour les personnes n’ayant pas de compétences en

programmation. Cependant, ceux cités dans le chapitre précédent proposaient tous

des vignettes qui requéraient un certain niveau en programmation pour adapter

les codes en fonction des besoins de l’utilisateur. Des exemples étaient les vignettes

en langage Python pour Scanpy (Wolf et al., 2018). Pour le langage R, il y avait

les vignettes de Seurat (Hoffman et al., 2023), Monocle 3 (Trapnell, 2022) (Cao

et al., 2020b), ScType (Ianevski, 2023b), EasyCellType (Li, 2022b), Enrichr (Ja-

waid, 2023a), et ScMayomap (Yang et al., 2023a). Dans le cas de Cell Ranger, les

vignettes étaient en langage Bash (10x Genomics, 2020a).
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Nous avons testé ces outils et nous avons constaté que, même si chacun avait ses

forces et ses faiblesses, ils étaient trop spécialisés dans leurs domaines et ils man-

quaient certaines étapes essentielles des analyses de données afin d’être considérés

comme des outils complètement automatisés (tableau 4.1).

Dans le cas de Cell Ranger, il pouvait seulement être installé et lancé dans un

environnement Linux et requérait beaucoup de ressources computationnelles (10x

Genomics, 2020a). Pour la plupart des utilisateurs, cela les obligerait à le lancer

soit dans Calcul Canada (Alliance, 2023a) ou avec la plateforme nuagique de 10x

Genomics (10x Genomics, 2023), qui n’offraient pas d’option supplémentaire afin

de télécharger automatiquement les résultats ou de les visualiser directement sur

leur plateforme.

Même si certains outils offraient une interface interactive sur un site web (Cell

Ranger dans la plateforme infonuagique de 10x Genomics (10x Genomics, 2023),

ScType (Ianevski et al., 2022), EasyCellType (Li et al., 2023), Enrichr (Chen

et al., 2013)) et Seurat (via Azimuth (Hao et al., 2021)), cela nous obligeait à

jongler entre les plateformes et à convertir les données en entrée pour afin de

lancer les analyses.

Enfin, même si Seurat et Monocle 3 permettaient de faire une grande partie des

analyses de données à partir des résultats de Cell Ranger, ils n’incluaient pas

d’outils d’annotation des types de cellules. Il était donc nécessaire de demander

l’avis d’un biologiste ou d’utiliser des outils complémentaires qui sont compatibles

avec leurs données afin de compléter les analyses.

4.2 Présentation du flux de travail

C’est avec cette problématique que nous avons décidé d’implémenter un flux de

travail qui serait entièrement automatisé en y intégrant les outils mentionnés ci-
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dessus afin de réduire le nombre de manipulations de données requises entre chaque

analyse. Ce flux de travail peut faire toutes ces étapes d’analyses offertes par ces

outils de manière automatisée. De plus, nous avons aussi choisi de l’implémenter

d’une façon à les utiliser individuellement ou en partie dans l’éventualité de re-

faire des analyses avec des outils spécifiques. Notre principal objectif lors de la

conception de ce flux de travail était de minimiser la nécessité de l’utilisateur à

ajouter des lignes de codes supplémentaires directement dans le code des outils,

en rassemblant tous les paramètres en un seul endroit au début du code afin que

l’utilisateur puisse les modifier plus facilement et rapidement (figures 4.1, 4.2 et

4.3).

4.3 Méthodologie

4.3.1 Choix du flux de travail

La première étape lors de la conception était de trouver un format de flux de tra-

vail qui serait approprié afin d’y intégrer les outils. Nextflow (Di Tommaso et al.,

2017) et Snakemake (Köster et Rahmann, 2012) ont été considérés, mais nous

avons favorisé un autre flux de travail appelé Script of Script (Peng et al., 2018)

(Wang et Peng, 2019). Ce dernier offrait la possibilité d’implémenter le code dans

un bloc-notes Jupyter, ce qui comportait plus d’originalité que les deux premiers

flux de travail. Selon les auteurs (Wang et Peng, 2019), le langage de program-

mation associé aux types de flux de travail mentionnés précédemment n’est pas

très efficace. En effet, ils mentionnent que l’adaptation des codes ainsi que les cor-

rections à apporter en cas de problèmes ne sont pas très productives en matière

de temps et d’effort (Wang et Peng, 2019). Ils ont donc conçu ce type de flux de

travail, qui intègre des fonctionnalités assez similaires à ces deux flux de travail,

tout en offrant une interface beaucoup plus simple, notamment en l’intégrant au
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Figure 4.1 – Méthodologie et étapes du flux de travail

Les flèches ayant un trait continu représentent les chemins obligatoires pour une
utilisation complète du flux de travail. Les flèches ayant un trait pointillé repré-
sentent les chemins optionnels pour d’outrepasser certaines étapes.

bloc-notes Jupyter (Peng et al., 2018) (Kluyver et al., 2016). De plus, ce type

de flux de travail permet de coder en différent langage de programmation locale-

ment (Wang et Peng, 2019) en modifiant le type de noyau dans chaque cellule. De

plus, il a la fonctionnalité de pouvoir échanger les données ainsi que les variables
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Figure 4.2 – Méthodes de sélection des cellules à l’aide du flux de travail.

Représentation des deux possibilités pour extraire les cellules avant de continuer
les étapes de traitement des données ainsi que les annotations. Ces extractions
sont optionnelles dans le flux de travail.

entre ces cellules plus facilement, (Peng et of Texas MD Anderson Cancer Center,

2018b) (Peng et al., 2018), ce qui est plus avantageux pour notre approche. De

plus, le fait de pouvoir rassembler tous les codes des outils dans un seul fichier

de flux de travail dans le bloc-notes Jupyter permet de les compartimenter dans

des cellules séparées et de pouvoir les lancer individuellement ou successivement.

Cela facilite grandement la maintenance, ainsi que la résolution des problèmes

(Wang et Peng, 2019). Afin de pouvoir mieux déplacer les outils dans le flux de

travail, nous avons intégré les codes des outils dans des fonctions qui prennent en

entrée les paramètres définis par l’utilisateur. En effet, le fait de transformer les

codes des outils en y ajoutant des paramètres et de rassembler ces derniers au

début du code simplifie l’utilisation du code du flux de travail, car l’utilisateur

aura seulement besoin de modifier ces paramètres au début du code au lieu de les

modifier directement dans le code. Cela permet de rendre le flux de travail plus

flexible et réutilisable (Shevlin, 2020). La liste des modules associée aux outils,
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Figure 4.3 – Outils implémentés dans le flux de travail.

Tous les outils permettent de faire les annotations des différents regroupements
de cellules. Ces annotations sont optionnelles dans le flux de travail.

ainsi que leur version et leurs références sont disponibles en annexe (tableau A.1).

4.3.2 Intégration de Cell Ranger dans le flux de travail.

La deuxième étape était de trouver une façon d’intégrer Cell Ranger dans ce flux

de travail, tout en évitant son installation dans une machine ou un serveur. De

plus, il fallait trouver une façon de pouvoir communiquer avec l’environnement

où il effectuerait les analyses. Nous avons décidé d’utiliser la plateforme de Calcul

Canada (l’Alliance), car il contient déjà l’outil Cell Ranger sur sa plateforme et

qu’il était possible de le lancer à distance via SLURM (Alliance, 2023a). Afin

de pouvoir établir la communication entre la machine locale et la plateforme,

nous avons intégré le module Paramiko, qui instaurerait une connexion sécurisée

entre la machine locale et la plateforme. Il peut même être utilisé avec un autre
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serveur à distance qui contiendrait Cell Ranger (Forcier, 2023b). Cet outil prend

en paramètre les informations, telles que le nom de l’utilisateur, le numéro de

port, ainsi que la clé SSH (Forcier, 2023a). Tous ces paramètres ont été ajoutés

dans la liste des paramètres à déterminer dans le flux de travail (figure 4.6). Afin

de pouvoir communiquer avec SLURM pour de voir le statut des travaux, des

fonctions ont été implémentées (Alliance, 2023a). La figure 4.4 explique toutes les

étapes ainsi que les fonctions implémentées dans le flux de travail.

Essentiellement, ces fonctions permettent de lancer les analyses de Cell Ranger

via SLURM, de vérifier le statut des analyses en cours ou en attente, les détails

de celles-ci, de vérifier si ces analyses sont terminées et de les annuler au besoin

en utilisant comme paramètre le numéro du travail sur SLURM. (Alliance, 2023a)

(Forcier, 2023a). De plus, nous avons intégré des fonctions qui permettent d’ex-

porter les fichiers FASTQ sur la plateforme. Nous avons aussi intégré une fonction

permettant de créer le fichier SLURM avec les paramètres établis par l’utilisa-

teur et qui sera automatiquement importé avec les fichiers FASTQ, ainsi qu’une

fonction qui va exporter les fichiers des résultats de Cell Ranger, qui s’avèrent

essentiels pour le flux de travail lorsque les analyses seront terminées (Forcier,

2023a).
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Figure 4.4 – Fonctions implémentées dans le flux de travail pour les analyses avec Cell Ranger via Paramiko et
SLURM.

Ce flux de travail inclut toutes les étapes pour les analyses avec Cell Ranger. Toutes les fonctions ont été écrites avec
le langage de programmation Python.
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4.3.3 Intégration de Seurat dans le flux de travail

Pour la troisième étape, nous avons décidé d’implémenter l’outil Seurat (Hao et al.,

2021) dans le flux de travail, car cet outil est l’un des plus utilisés dans le langage

R (Zappia et al., 2018a), mais aussi parce que les autres outils que nous avons

implémentés étaient compatibles avec ce dernier (Cao et al., 2020b) (Ianevski,

2023b) (Li, 2022b) (Yang et al., 2023a) (Jawaid, 2023a).

Essentiellement, le flux de travail de Seurat a été divisé en plusieurs parties afin

de mieux faciliter sa reproductibilité. Le début consiste à initialiser le flux de

travail en chargeant tous les modules nécessaires (tableau A.1 en annexe). De plus,

l’allocation de la mémoire est augmentée pour le stockage des données (R Core

Team, 2021b) et le thème de la mise en forme des figures est chargé (Wickham,

2016).

Ensuite, les fichiers générés par Cell Ranger sont lus et chargés dans un objet

Seurat. Ces fichiers peuvent aussi provenir de la plateforme nuagique de 10x Ge-

nomics (10x Genomics, 2023) si l’utilisateur n’a pas accès à Cell Ranger sur Calcul

Canada (l’Alliance) (Alliance, 2023a). Ensuite, il y a les étapes de prétraitement,

de traitements de données et des regroupements par l’outil Seurat (Hoffman et al.,

2023). Ces étapes peuvent être optionnelles, car nous avons aussi implémenté la

possibilité d’utiliser un objet Seurat déjà sauvegardé qui proviendrait d’analyses

antérieures. Par la suite, des figures de la projection UMAP des regroupements

des cellules et des tableaux contenant la liste des gènes sont produits et sauvegar-

dés (Hoffman et al., 2023). Puis, il est possible d’extraire les cellules d’intérêts à

partir des marqueurs exprimés ou du numéro des regroupements des cellules et de

refaire les analyses de traitement des données par Seurat (figure 4.5).
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Figure 4.5 – Fonctions implémentées dans le flux de travail pour les analyses avec Seurat et les outils d’annotations.

Ce flux de travail inclut toutes les étapes pour les analyses avec Seurat ainsi que les outils d’annotation Monocle 3,
ScType, EasyCellType, Enrichr et scMayoMap. Toutes les fonctions ont été écrites avec le langage de programmation
R.



57

4.3.4 Intégration d’outils d’annotations dans le flux de travail

Enfin, la dernière étape était d’annoter les regroupements avec les outils d’an-

notations de cellules (ScType (Ianevski, 2023b), EasyCellType (Li et al., 2023),

Enrichr (Jawaid, 2023a) et ScMayomap (Yang et Zhang, 2023), Enrichr (Jawaid,

2023a)) et Monocle 3 (Cao et al., 2019) pour les analyses de la trajectoire et

du pseudotemps. La figure 4.5 explique toutes les étapes ainsi que les fonctions

implémentées dans le flux de travail.

4.4 Fonctionnement du flux de travail

Le flux de travail débute par une liste des paramètres à définir par l’utilisateur

(figure 4.6). Il inclut notamment l’option d’activer la partie associée aux analyses

avec Cell Ranger sur Calcul Canada (l’Alliance) via Paramiko, ou l’option de le

désactiver pour lancer les analyses via Seurat. Il peut aussi choisir de simple-

ment lancer les annotations des cellules et du pseudotemps avec les autres outils

implémentés. La liste des paramètres se trouve dans la figure 4.6.

Chaque choix d’activer une analyse ou non se fait par un booléen (’True’ ou

’False’), suivi par les paramètres associés à l’outil. Ces paramètres peuvent être,

par exemple, une liste de gènes, le choix des tissus et les bases de données à

utiliser. Elles peuvent aussi être des valeurs, par exemple, le numéro de l’analyse

via SLURM ou elles peut être des emplacements des fichiers nécessaires pour

lancer les analyses (figure 4.6). Chaque outil va générer des résultats sous forme

de fichiers, tels que des figures et des tableaux qui vont automatiquement être

sauvegardés dans un dossier associé à l’outil.
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Figure 4.6 – Paramètres à définir par l’utilisateur dans le flux de travail.

Chaque outil a ses propres paramètres à définir par l’utilisateur. Ce dernier peut aussi choisir d’utiliser les outils à
l’aide de booléens ’True’ pour activer ou ’False’ pour désactiver les analyses faites par les outils.
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4.5 Paramètres à utiliser dans le flux de travail

Les flux de travail de Cell Ranger, de Seurat et des annotations peuvent être

exécutés indépendamment et ils ont chacun des paramètres qui leur sont propres.

Tous les paramètres à définir sont présents au début du code et ils peuvent tous

être modifiés avant l’exécution du flux de travail. Enfin, il y a aussi des paramètres

qui permettent d’exécuter les flux de travail individuellement ou successivement

en fonction des besoins de l’utilisateur.

4.5.1 Flux de travail de Cell Ranger

Certains paramètres nécessitent des booléens, tels que le choix d’activer ou de

désactiver ce flux de travail. De plus, certains d’entre eux permettent de téléchar-

ger ou non les fichiers en entrée pour lancer les analyses ainsi que les fichiers en

sortie qui contiennent les résultats. Enfin, il y a des paramètres qui permettent

de consulter le statut ainsi que le numéro du travail des analyses sur SLURM.

Ce numéro est aussi inclus en tant que paramètre afin d’annuler les analyses au

besoin (Alliance, 2023a).

Afin de pouvoir se connecter avec Paramiko (Forcier, 2023a), il est aussi nécessaire

de définir les paramètres tels que le nom de la grappe sur la plateforme de Calcul

Canada (l’Alliance ) (Alliance, 2023a), le numéro du port pour la connexion, le

nom de l’utilisateur, ainsi que le nom et l’emplacement du fichier contenant la clé

privée pour la connexion SSH (Forcier, 2023b).

Afin de pouvoir lancer ce flux de travail, il est nécessaire de définir les noms

ainsi que les emplacements des fichiers FASTQ contenant les données brutes du

séquençage de l’ARN à cellule unique ainsi que les fichiers Bash contenant les

instructions afin de lancer les analyses via SLURM. Pour ce dernier, des para-
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mètres doivent aussi être défini tels que le nom du compte utilisant les ressources

computationnelles sur la plateforme, l’adresse courriel de l’utilisateur afin de re-

cevoir les statuts des analyses, le nom des échantillons, le temps alloué pour faire

les analyses, l’emplacement du logiciel de Cell Ranger ainsi que le génome de

référence. Ces informations permettent au flux de travail de repérer les fichiers

nécessaires à son fonctionnement, de les télécharger vers la plateforme de Calcul

Canada (l’Alliance) (Alliance, 2023a) et de pouvoir lancer les analyses. Il est aussi

nécessaire de définir le paramètre de l’emplacement d’un dossier sur la machine

locale de l’utilisateur afin de télécharger les résultats qui ont été générés par le

flux de travail. Les paramètres pour les noms des fichiers à utiliser pour le flux de

travail de Seurat sont déjà définis par défaut, mais ils peuvent être modifiés au

besoin.

Les figures 4.4 et 4.6 illustrent tous les paramètres implémentés dans ce flux de

travail.

4.5.2 Flux de travail de Seurat

Ce flux de travail peut être activé ou désactivé grâce à un booléen. De plus, ce type

de paramètre permet aussi de choisir de faire un prétraitement des données et de

traiter les données. Enfin, si des analyses avec Seurat ont déjà été faites, il est aussi

possible d’utiliser un objet Seurat ayant été généré préalablement (Hoffman et al.,

2023). Cette fonctionnalité est aussi utile afin de lancer directement les analyses

des annotations sans devoir passer par les flux de travail cités précédemment.

D’autres paramètres à définir sont le choix de l’organisme associé au génome

utilisé, le nombre pour les gènes les plus exprimés, le choix des dimensions pour

les projections, la liste des gènes pour la visualisation des résultats sous forme de

diagrammes à points et en violon (Hoffman et al., 2023). Cette liste de gènes peut
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aussi être utilisée afin d’isoler les cellules d’intérêts exprimant ces gènes et de les

regrouper lors des analyses subséquentes.

Enfin, il y a le choix entre deux méthodes de regroupements des cellules (Satija

et Lab, 2023). La première possibilité est de choisir les noms des gènes à utiliser

pour isoler les cellules d’intérêt avant de faire les regroupements. Cette méthode est

très utile si les cellules exprimant les gènes d’intérêts sont dispersées sur plusieurs

regroupements et qu’elles sont mélangées avec des cellules à éliminer. L’autre

possibilité est de choisir les numéros de regroupements pour extraire et isoler les

cellules. Cette méthode est pertinente si les cellules d’intérêts sont déjà bien isolées

dans des regroupements plus spécifiques et qu’elles y sont très concentrées dans

ces derniers. Ces regroupements de cellules pourront ensuite être annotés avec le

flux de travail des annotations.

Les figures 4.5 et 4.6 illustrent tous les paramètres implémentés dans ce flux de

travail.

4.5.3 Flux de travail des annotations

Les paramètres nécessitant un booléen permettent de choisir quels outils d’an-

notations à utiliser pour les regroupements des cellules. Pour chacun des outils,

il est possible de choisir les types de tissus (pour ScType (Ianevski, 2023b), Ea-

syCellType (Li, 2022a) et ScMayoMap (Yang et al., 2023a)) ainsi que les bases

de données (pour EasyCelType (Li, 2022a) et Enrichr (Jawaid, 2023b)) à utiliser

pour les analyses. Pour EasyCellType, il est aussi possible de choisir le type de

test (GSEA ou Fisher) pour les analyses (Li, 2022a).

Pour Monocle 3, il est possible de choisir le point de départ (la racine) afin de

tracer la trajectoire (Trapnell, 2022) (Cao et al., 2020b). Chaque outil va récupérer

les résultats produits par le flux de travail de Seurat tels que les projections des
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regroupements de cellules et les tableaux des gènes exprimés, et il va générer ses

propres résultats pour les annotations.

Les figures 4.5 et 4.6 illustrent tous les paramètres implémentés dans ce flux de

travail.

4.5.4 Recommandations pour le bon fonctionnement des flux de travail

Il est très important que tous les paramètres pour chacun des flux de travail soient

bien définis avant de lancer les analyses, en particulier si ces flux de travail sont

lancés de manière successive. Il est recommandé de lire au préalable les différentes

documentations des outils qui sont mentionnées dans ce mémoire et d’utiliser les

exemples dans les codes fournis lors des premiers essais des analyses afin de bien

comprendre quels types de paramètres à utiliser. De plus, il est recommandé de

lancer les flux de travail séparément, en particulier lors des premières analyses et

de seulement les utiliser de manière successive lors des répétitions des analyses

avec des échantillons issus de la même expérience.

L’implémentation de différents outils dans les flux de travail a permis de générer

des résultats qui sont complémentaires entre les outils afin de combler les lacunes

de ces derniers. Cependant, certains outils exigeaient des données générées par

d’autres outils qui n’étaient pas nécessairement compatibles ou visuellement in-

terprétables. Nous avons dû implémenter des solutions pour combler ces lacunes

en faisant des conversions pour les données et les résultats.

4.6 Solutions implémentées dans le flux de travail

Suite à nos constatations au sujet des lacunes de ces outils, nous avons implémenté

des solutions à notre flux de travail. Par exemple, ces outils exigeaient d’être lancés
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individuellement avec des données en entrée très spécifiques. Même si certains

étaient déjà compatibles avec les données provenant de l’objet Seurat (par exemple

ScType (Ianevski, 2023b) et scMayomap (Yang et al., 2023a)), d’autres requéraient

une extraction et une conversion de certaines données. Il était nécessaire d’effectuer

une conversion de l’objet Seurat pour Monocle 3 (Cao et al., 2020b). Des lignes

de codes supplémentaires ont été ajoutées afin de faire la conversion.

De plus, le site web de EasyCellType exigeait un tableau contenant la liste des

gènes ainsi que de leur expression (Li, 2022b) (Li et al., 2023). L’interface en ligne

de Enrichr exigeait aussi une liste de gènes (Chen et al., 2013) (Jawaid, 2023a).

Des lignes de codes supplémentaires ont été ajoutées pour extraire les données

nécessaires pour chacun des outils.

De plus, certains outils, tels que Enrichr et les analyses de l’expression différentielle

de Seurat, donnaient des résultats qui ne pouvaient pas être interprétés visuelle-

ment. La solution était de faire une extraction des tableaux des résultats et de les

convertir en diagrammes à points afin de faciliter visuellement leur interprétation.

Dans le cas de Cell Ranger, si on le lançait sur la plateforme de Calcul Canada via

SLURM, une des façons de savoir si les analyses étaient terminées était d’attendre

le courriel attestant la fin de celles-ci. Il y avait aussi une autre façon qui était de se

connecter directement sur la plateforme et de lancer des lignes de commandes via

SLURM afin de voir leur statut (Alliance, 2023a). Cela voulait dire qu’il n’y avait

pas de façon de vérifier le statut d’un travail sur SLURM et d’automatiquement

télécharger les résultats de Cell Ranger. Nous avons implémenté des fonctions dans

notre flux de travail permettant de vérifier le statut des analyses de Cell Ranger

via SLURM. Lorsque le statut indique que les analyses sont terminées, notre

flux de travail va automatiquement télécharger les résultats à l’aide de Paramiko.

La figure 4.4 indique les fonctions implémentées afin de vérifier le statut d’une
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analyse via SLURM et de télécharger automatiquement les données lorsqu’elles

sont terminées.

Enfin, les codes des vignettes ne sauvegardaient pas automatiquement les résul-

tats, ce qui nous obligeait aussi à écrire du code supplémentaire afin de les sauve-

garder. La figure 4.7 explique les modifications apportées au flux de travail pour

corriger les limitations des outils (tableau 4.1).
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Figure 4.7 – Étapes ajoutées au flux de travail pour résoudre les limitations des outils.

Solutions implémentées dans le flux de travail pour corriger les lacunes des outils. Paramiko est utilisé pour les
téléchargements des fichiers de Cell Ranger. SLURM est utilisé pour lancer les analyses avec Cell Ranger et pour
vérifier leur statut sur la plateforme de Calcul Canada (l’Alliance). L’objet Seurat est généré à partir des résultats
de Cell Ranger et il est compatible avec ScType et scMayoMap. Une conversion de l’objet Seurat est nécessaire pour
Monocle 3. Une extraction de la liste des gènes exprimés est nécessaire pour EasyCellType et Enrichr. Les figures et
les tableaux des résultats issus des outils sont ensuite sauvegardés. Une conversion des résultats en diagramme à points
est nécessaire pour l’analyse de l’expression différentielle des gènes faite par Seurat ainsi que pour les résultats des
annotations par Enrichr avant de faire la sauvegarde des résultats.
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4.7 Synthèse du chapitre

En résumé, chacun des outils était disponible dans différents langages de program-

mation et certains d’entre eux n’offraient aussi une interface interactive pour les

utilisateurs n’ayant pas de compétences en programmation ni les ressources com-

putationnelles afin de lancer leurs analyses (Jovic et al., 2022). De plus, chacun

d’entre eux avait ses forces et ses faiblesses sur le plan des analyses.

Nous avons décidé d’utiliser le flux de travail Script of Script, car il offrait une

interface plus interactive sous la forme d’un bloc-notes Jupyter (Peng et al., 2018)

(Wang et Peng, 2019), comparé aux autres flux de travail traditionnels, tels que

Nextflow (Di Tommaso et al., 2017) et Snakemake (Köster et Rahmann, 2012).

De plus, il permettait de rassembler tous les codes des outils à un seul endroit et

de modifier plus facilement. Enfin, notre méthodologie était de modifier les codes

afin de déplacer tous les paramètres pertinents au début du code afin de faciliter

leur modification et pour rendre le code du flux de travail plus reproductible.

Le fonctionnement de notre flux de travail se résume à une liste de paramètres

qui sont associés aux outils que l’utilisateur peut modifier en fonction de ses

besoins. De plus, il est aussi possible de lancer chacun des outils individuellement

ou successivement de manière automatisée. De plus, notre flux de travail permet

aussi à un utilisateur plus expérimenté de modifier le code des outils directement

dans le bloc-notes Jupyter, ce qui facilite grandement la maintenance du code.

Dans le cas de Cell Ranger (10x Genomics, 2020c), puisqu’il requiert beaucoup

de ressources computationnelles et n’offre pas d’interface interactive sur Calcul

Canada (l’Alliance) (Alliance, 2023a), nous avons intégré des fonctions qui per-

mettaient de vérifier le statut des analyses via SLURM et qui allaient télécharger

automatiquement les données lorsqu’elles étaient terminées.
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Pour Seurat (Hoffman et al., 2023) (Hao et al., 2021), il n’offrait pas d’option

d’analyses de la trajectoire et du pseudotemps, donc nous avons intégré Monocle

3 (Trapnell et al., 2014) pour pallier ce déficit. De plus, puisque Seurat ne per-

mettait pas d’annoter les différentes sous-populations de cellules à l’aide de bases

de données, nous avons intégré les outils ScType (Ianevski et al., 2022), EasyCell-

Type (Li et al., 2023), Enrichr (Kuleshov et al., 2016) (Chen et al., 2013) (Xie

et al., 2021) et scMayoMap (Yang et al., 2023b).

Tous ces outils n’enregistraient pas automatiquement les résultats, donc nous

avons aussi ajouté des lignes de codes qui vont automatiquement les sauvegar-

der sous forme de figures et de tableaux.

De plus, certaines analyses, telles que l’expression différentielle des gènes, ainsi

que les annotations d’Enrichr ne permettaient pas de bien visualiser les résultats,

donc nous avons aussi ajouté des lignes de codes afin de convertir ces résultats en

diagramme de points.

De plus, afin de pouvoir transférer les données entre les outils, par exemple entre

Seurat, Monocle 3, ainsi que les outils d’annotations, nous avons aussi ajouté des

lignes de codes pour faire les conversions des données entre les outils.

Enfin, chaque flux de travail peut être exécuté de manière indépendante ou succes-

sive grâce à des paramètres contenant des booléens. De plus, chacun d’entre eux a

des paramètres qui leur sont propres et qui doivent être définis avant de lancer les

analyses afin de pouvoir automatiquement chercher les informations nécessaires

pour générer leurs résultats.

Afin de vérifier l’efficacité de notre flux de travail, nous l’avons testé sur des jeux

de données qui ont été mentionnés dans le premier chapitre. La méthodologie

que nous avons utilisée avec notre flux de travail afin d’analyser ces données sera
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expliquée dans le chapitre suivant.
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Tableau 4.1 – Limitations des outils intégrés au flux de travail.

Seurat Monocle

3

ScType EasyCellType Enrichr scMayoMap Cell Ranger

Analyse des données

brutes du séquençage

de l’ARN de cellule

unique

Non Non Non Non Non Non Oui

Analyse des données

provenant de Cell

Ranger

Oui Oui Non Non Non Non NA

Compatible avec

l’objet Seurat

Oui Conversion Oui Non Non Oui NA

Requiert une

conversion des

résultats de Seurat en

entrée

NA NA Non Tableaux Tableaux Non NA
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Prétraitement et

traitement des données

provenant de Cell

Ranger

Oui Oui Non Non Non Non Loupe Browser

Regroupement des

cellules

Oui Oui Non Non Non Non Rapport HTML,

Loupe Browser

Analyse de l’expression

différentielle des gènes

Oui Oui Non Non Non Non Loupe Browser

Analyse de la

trajectoire et du

pseudotemps

Non Oui Non Non Non Non Non

Bases de données

d’identification des

types de cellules

Azimuth Non Oui Oui Oui Oui Non

Interface interactive Azimuth Shiny Version

web

Version web Version

web

Non Rapport HTML,

Loupe Browser

Analyses à distance Azimuth Non Version

web

Version web Version

web

Non Calcul Canada, 10x Genomics
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Requiert une

conversion des

résultats en sortie

Diagramme

à

points

Non Non Non Diagramme

à points

Non Non

Sauvegarde

automatique des

résultats en figures et

en tableaux

Non Non Non Non Non Non Rapport HTML,

Loupe Browser

Forces et faiblesses des outils qui ont été intégrés dans le flux de travail. Ces éléments ont été pris en considération
lors du développement du flux de travail et les outils ont été implémentés de manière à ce qu’ils soient compatibles les
uns par rapport aux autres et pour que leurs analyses se complémentent.



CHAPITRE V

APPLICATIONS DE LA MÉTHODE PROPOSÉE

5.1 Application du flux de travail sur des jeux de données

Le chapitre précédent traitait des outils essentiels afin de réaliser toutes les prin-

cipales analyses de données de séquençage de cellule uniques de manière automa-

tisée. Nous les avons intégrés à notre flux de travail et avons corrigé les problèmes

et les déficits associés à ces outils. La prochaine étape était de vérifier l’efficacité

de notre flux de travail sur des jeux de données.

Nous avons utilisé notre flux de travail sur des jeux de données provenant de Soret

et al. (2021). Nous avons commencé par analyser les populations des cellules dans

les regroupements de cellules. Ensuite, nous avons fait une extraction de cellules

exprimant des marqueurs spécifiques à des sous-populations de cellules. Enfin,

nous avons comparé les résultats des annotations des outils avec la littérature

(tableau A.2). Un exemple standard de la méthodologie est dans la figure 5.1.

5.1.1 Jeux de données

Après avoir découvert que le GDNF pouvait restaurer les niveaux de cellules gliales

et neuronales dans le côlon suite à un traitement au GDNF (Soret et al., 2020)

(Soret et al., 2021), les auteurs ont retenté l’expérience, mais en utilisant des
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souris triples transgéniques HolTg/Tg ;Sox10-CreERT2Tg/+ ;R26YFP/+. Les cellules

avaient pour caractéristique de posséder un marqueur fluorescent (YFP+). Ils ont

récupéré les cellules marquées de la fluorescence grâce au tri cellulaire activé par

fluorescence (FACS) et ils les ont séquencées à l’aide de l’appareil Chromium Next

GEM technology de 10x Genomics en utilisant la méthode de séquençage par paire

l’appareil Novaseq 6000 d’Illumina (N. Pilon, communication personnelle, le 29

septembre 2021).

Cela a produit 4 jeux de données pour notre flux de travail (figure 5.2). Le premier

jeu de données provient de souris qui ont été traitées avec du dextran sulfate de

sodium (DSS), un produit utilisé pour induire de l’inflammation dans le côlon qui

est similaire à de la colite inflammatoire et des ulcères chez les souris (Chassaing

et al., 2014). Le deuxième provient de souris de type sauvage (wild type (WT))

n’ayant subi aucun traitement. Le troisième provient de souris Holstein Homo-

zygote (HH) n’ayant subi aucun traitement. Enfin, le dernier jeu de données est

constitué des souris Holstein Homozygote (HH) ayant été traitées avec du GDNF

pendant les jours P5 à P8 afin de pouvoir régénérer le système entérique dans

le côlon (HH-GDNF) (Soret, 2021) (R. Soret, communication personnelle, le 10

octobre 2021).

5.1.2 Recherche des marqueurs associés aux types de cellules

Nous avons utilisé les bases de données CellMarker2.0 (Hu et al., 2023a) (Hu et al.,

2023b), PanglaoDB (Franzén et al., 2019b)(Franzén et al., 2019a), ainsi qu’une

liste de gènes provenant de la littérature afin de compiler une liste de marqueurs

connus qui sont spécifiques aux cellules gliales, aux neurones et aux cellules de

Schwann (tableau A.2).
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5.1.3 Méthode utilisée avec le flux de travail

Pour les analyses des jeux de données, les fichiers FASTQ ont été alignés sur le

génome de référence (refdata-gex-mm10-2020-A) avec la version 6.1.1 de Cell Ran-

ger sur la plateforme de Calcul Canada (l’Alliance). Ensuite, les jeux de données

ont subi des étapes de prétraitement de données avec Seurat en ne gardant que

les cellules exprimant moins de 10% de gènes mitochondriaux et en imposant des

limites d’un minimum de 100 ainsi qu’un maximum de 10000 gènes uniques ex-

primés pour les cellules filtrées. Ensuite, une analyse en composantes principales

(PCA) a été effectuée et les regroupements des cellules ont été faits avec une réduc-

tion de la dimension fixée à 10 pour les 4 jeux de données. Une projection UMAP

a ensuite été générée et les sous-populations de cellules ont été annotées avec les

outils implémentés dans le flux de travail. De plus, une analyse de l’expression

différentielle des gènes avec la liste de marqueurs que nous avons compilée pré-

cédemment (tableau A.2) a été faite. Enfin, des analyses ont été réalisées sur les

regroupements de cellules avec les outils d’annotation intégrés au flux de travail

et nous avons ensuite comparé les résultats avec la littérature.

Ensuite, les cellules exprimant des marqueurs spécifiques aux cellules gliales (Sox10

(May-Zhang et al., 2021)), ainsi que des neurones (Tubb3 (Lau et al., 2019)) ont

été extraits. Une autre série de traitement de données par Seurat a été menée en

gardant les mêmes paramètres que lors des premières analyses et une analyse de

l’expression différentielle des gènes a été effectuée. Ensuite, les nouvelles popula-

tions de cellules ont été de nouveau annotées avec les outils intégrés dans le flux

de travail et nous avons aussi comparé les résultats avec la littérature. Toutes les

étapes d’analyses associées à notre jeu de données sont énumérées à la figure 5.2.
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Figure 5.1 – Exemple simplifié de la méthodologie du flux de travail.

Cet exemple peut être utilisé pour des analyses de base avec le flux de travail. Les flèches ayant un trait continu
représentent les chemins obligatoires pour le flux de travail. Les flèches ayant un trait pointillé représentent les chemins
optionnels pour des analyses supplémentaires.
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Figure 5.2 – Méthodologie avec les 4 jeux de données.

Cette figure représente la méthodologie pour analyser les 4 jeux de données avec le flux de travail. Les flèches ayant un
trait continu représentent le chemin complet utilisé avec le flux de travail. La flèche ayant un trait pointillé représente
l’élimination des cellules qui ne sont pas d’intérêt (qui n’expriment pas Sox10 et Tubb3).
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5.2 Exécution des flux de travail

5.2.1 Exécution du flux de travail de Cell Ranger

Pour chaque jeu de données, les fichiers FASTQ ont été téléchargés sur Calcul

Canada (l’Alliance) et Cell Ranger a effectué les alignements sur le génome de

référence. Il a ensuite produit des résultats sous forme de fichiers contenant les

codes-barres des cellules, la liste des gènes exprimés, ainsi que les matrices des

nombres de cellules. De plus, il a aussi produit un fichier en format CLOUPE

pouvant être visualisé avec Loupe Browser, ainsi qu’un rapport sous le format

HTML pouvant être visualisé dans un navigateur web. Ces fichiers ont ensuite été

téléchargés vers la machine locale.

5.2.2 Exécution du flux de travail de Seurat

Les fichiers contenant les codes-barres, les gènes et les matrices ont ensuite été

analysés par Seurat et ce dernier a produit un objet Seurat pouvant être utilisé

dans les analyses subséquentes. Les analyses de l’expression différentielle des gènes

par Seurat ont ensuite produit des fichiers contenant les projections UMAP, les

diagrammes en violon des gènes Sox10 (cellules gliales) et Tubb3 (cellules neuro-

nales), des diagrammes à points et des cartes de chaleur pour les gènes associés

aux différents types de cellules gliales et neuronales. Des tableaux contenant l’ex-

pression des gènes par regroupement de cellules ont aussi été produits.

5.2.3 Exécution du flux de travail des annotations

L’objet Seurat a ensuite été converti en objet Monocle 3 pour les analyses de la

trajectoire et du pseudotemps qui font leurs annotations sur la projection UMAP

faite par Seurat. Les outils d’identification des types de cellules, tels que ScType
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et scMayoMap, ont réutilisé l’objet Seurat pour leurs analyses. ScType a pro-

duit un tableau et une figure contenant la projection UMAP faite par Seurat en

y ajoutant ses annotations, tandis que scMayoMap a produit un diagramme à

points avec ses annotations. Enfin, les listes des gènes exprimés ont été extraites

de l’objet Seurat avant d’être utilisées pour les analyses avec EasyCellType et

Enrichr. EasyCellType a produit des figures telles que des diagrammes à points

contenant ses annotations, tandis que Enrichr a produit des tableaux contenant

ses annotations qui ont ensuite été convertis en diagrammes à points.

5.3 Résultats

5.3.1 Souris de type sauvage sans traitement

Pour les souris de type sauvage (figures 5.3, 5.4 et 5.5), les cellules gliales sont

détectées dans les sous-populations 0, 3 et 6 par ScType et Enrichr. Les analyses

de l’expression différentielles confirment ces résultats au niveau des marqueurs

associés aux cellules gliales avec une forte expression des marqueurs Sox10 (May-

Zhang et al., 2021), Fabp7 et Plp1 (Lau et al., 2019) dans les sous-populations 3

et 6, ainsi qu’une plus forte expression des autres marqueurs associés aux cellules

gliales (Ednrb (Sasselli et al., 2012), Gfap (He et al., 2021), S100b (Brügger et al.,

2020), Apoe (Morarach et al., 2021) et Sox2 (Han et al., 2019) dans le cluster 0.

De plus, seulement ScType confirme une présence de cellules gliales dans la sous-

population 8 (exprimant aussi les mêmes marqueurs). Pour les neurones, trois

des outils d’annotation sur quatre confirment qu’ils sont présents dans la sous-

population 2 (par ScType, Enrichr et scMayoMap), ce qui concorde avec une ex-

pression plus élevée des gènes associés aux neurones (en particulier Tubb3, Elavl4

(Lau et al., 2019), Ret (Sasselli et al., 2012) , Vip et Calb2 (May-Zhang et al.,

2021)). Pour EasyCellType, les sous-populations mentionnées correspondent aux
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cellules entéroendocrines (seulement pour les sous-populations 0 et 2). Pour les

cellules exprimant les marqueurs associés aux précurseurs des cellules de Schwann,

elles sont fortement présentes dans la sous-population 6 (Dhh, Mal et Mpz (Mo-

rarach et al., 2021)), mais il y a aussi la présence de cellules exprimant Gap43

(Carrió et al., 2019) dans la sous-population 2, ainsi que la sous-population 3 pour

les cellules de Schwann présynaptiques (Ajap1 (Castro et al., 2020)) (aussi confir-

mée par Enrichr). En ce qui concerne la trajectoire avec Monocle 3, elle connecte

toutes les sous-populations de cellules.
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Figure 5.3 – Souris de type sauvage sans traitement − Première partie.

(À gauche) : Projection UMAP des regroupements de cellules par Seurat. (Au centre) : Projection UMAP avec
l’analyse de la trajectoire et du pseudotemps par Monocle 3. (À droite) : Diagramme en violon pour l’expression des
gènes Sox10 et Tubb3 par Seurat.
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Figure 5.4 – Souris de type sauvage sans traitement − Deuxième partie.

(À gauche) : Projection UMAP des prédictions des types de cellules par ScType. (Au centre) : Diagramme à points
des prédictions des types de cellules par ScMayoMap. (À droite) : Diagramme à points de l’analyse de l’expression
différentielle des gènes par Seurat.
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Figure 5.5 – Souris de type sauvage sans traitement − Troisième partie.

(À gauche) : Diagramme à points des prédictions des types de cellules par EasyCellType. (Au centre) : Diagramme
à points des prédictions des types de cellules par Enrichr. (À droite) : Carte de chaleur de l’analyse de l’expression
différentielle des gènes par Seurat.
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5.3.2 Cellules exprimant Sox10 et Tubb3 provenant des souris de type sauvage

En ce qui concerne les cellules Sox10 et Tubb3 provenant des souris de type sau-

vage non traitées (figures 5.6, 5.7 et 5.8), les cellules gliales sont seulement pré-

sentes dans les sous-populations 1, 3 et 5 pour Sctype, mais scMayoMap confirme

seulement une très forte présence de ce type de cellule dans la sous-population 3.

Dans le cas de Enrichr, elles sont présentes dans la sous-population 1. Les ana-

lyses de l’expression différentielle des gènes indiquent une plus forte expression

du gène Sox11 (Morarach et al., 2021) dans la sous-population 4, comparée à une

expression presque nulle dans les autres sous-populations. Pour les cellules neu-

ronales, les trois outils confirment leur présence dans la sous-population 4 (aussi

confirmé par les marqueurs (Tubb3, Elavl4 (Lau et al., 2019), Ret(Sasselli et al.,

2012) , Calb2 (May-Zhang et al., 2021)). En ce qui concerne les marqueurs asso-

ciés aux précurseurs des cellules de Schwann (Mal, Dhh et Mpz (Morarach et al.,

2021)), elles sont fortement présentes dans la sous-population 3. Il y a aussi une

forte présence de cellules exprimant Gap43 dans la sous-population 4, la présence

de gènes associés aux cellules de Schwann périsynaptiques (Ajap1 (Castro et al.,

2020)) et celles subissant le cycle cellulaire (Cdk2 (Tikoo et al., 2000)) dans la

sous-population 5. Enrichr confirme aussi leur présence dans les sous-populations

1 et 3. Pour EasyCellType la sous-population 4 est probablement des cellules enté-

roendocrines et des entérocolites dans la sous-population 2. En ce qui concerne la

trajectoire avec Monocle 3, elle traverse toutes les sous-populations à l’exception

de la sous-population 5.
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Figure 5.6 – Cellules exprimant Sox10 et Tubb3 provenant des souris de type sauvage sans traitement − Première
partie.

(À gauche) : Projection UMAP des regroupements de cellules par Seurat. (Au centre) : Projection UMAP avec
l’analyse de la trajectoire et du pseudotemps par Monocle 3. (À droite) : Diagramme en violon pour l’expression des
gènes Sox10 et Tubb3 par Seurat.
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Figure 5.7 – Cellules exprimant Sox10 et Tubb3 provenant des souris de type sauvage sans traitement − Deuxième
partie.

(À gauche) : Projection UMAP des prédictions des types de cellules par ScType. (Au centre) : Diagramme à points
des prédictions des types de cellules par ScMayoMap. (À droite) : Diagramme à points de l’analyse de l’expression
différentielle des gènes par Seurat.
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Figure 5.8 – Cellules exprimant Sox10 et Tubb3 provenant des souris de type sauvage sans traitement − Troisième
partie.

(À gauche) : Diagramme à points des prédictions des types de cellules par EasyCellType. (Au centre) : Diagramme
à points des prédictions des types de cellules par Enrichr. (À droite) : Carte de chaleur de l’analyse de l’expression
différentielle des gènes par Seurat.
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5.3.3 Souris de type sauvage traitées avec du dextran sulfate de sodium

Pour les souris traitées avec du dextran sulfate de sodium (figures 5.9, 5.10 et 5.11),

les cellules gliales ont été détectées dans les sous-populations 0 et 1 par les outils

ScType, ScMayoMap et Enrichr. L’analyse de l’expression différentielle des gènes

confirme ces résultats avec l’expression des gènes Gfap (He et al., 2021) , S100b

(Brügger et al., 2020), Scl18a2 (Drokhlyansky et al., 2020) , Apoe (Morarach

et al., 2021), Sox2 (Han et al., 2019) Sox10 (May-Zhang et al., 2021), Fabp7

et Plp1 (Lau et al., 2019). De plus, ces marqueurs sont présents dans les sous-

populations 3, 4, 8 et 10, ainsi que des neurones dans les sous-populations 3 et 10,

ce qui concorde aussi avec la présence de cellules exprimant Tubb3 (Lau et al.,

2019) dans les deux sous-populations. Pour EasyCellType, ces sous-populations

(3 et 10) correspondaient principalement aux cellules entéroendocrines. En ce qui

concerne les résultats pour Monocle 3, il y a une trajectoire qui traverse toutes

les sous-populations qui ont été détectées en tant que cellules gliales avec une

trajectoire qui traverse aussi celles qui ont été détectées en tant que neurones. En

ce qui concerne l’analyse différentielle des gènes, la sous-population 10 exprimait

beaucoup plus de marqueurs associés aux neurones (Tubb3, Elavl4 (Lau et al.,

2019), Ret (Sasselli et al., 2012), Vip, Calb2 (May-Zhang et al., 2021)) que celles

présentes dans la sous-population 3. Il y a aussi une présence de cellules exprimant

les marqueurs des précurseures des cellules de Schwann (Mal, Dhh, Mpz (Morarach

et al., 2021) et Gap43 (Carrió et al., 2019)) dans la sous-population 4 et dans la

sous-population 1 avec Enrichr.
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Figure 5.9 – Souris de type sauvage traitées avec du dextran sulfate de sodium − Première partie.

(À gauche) : Projection UMAP des regroupements de cellules par Seurat. (Au centre) : Projection UMAP avec
l’analyse de la trajectoire et du pseudotemps par Monocle 3. (À droite) : Diagramme en violon pour l’expression des
gènes Sox10 et Tubb3 par Seurat.



89

Figure 5.10 – Souris de type sauvage traitées avec du dextran sulfate de sodium − Deuxième partie.

(À gauche) : Projection UMAP des prédictions des types de cellules par ScType. (Au centre) : Diagramme à points
des prédictions des types de cellules par ScMayoMap. (À droite) : Diagramme à points de l’analyse de l’expression
différentielle des gènes par Seurat.
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Figure 5.11 – Souris de type sauvage traitées avec du dextran sulfate de sodium − Troisième partie.

(À gauche) : Diagramme à points des prédictions des types de cellules par EasyCellType. (Au centre) : Diagramme
à points des prédictions des types de cellules par Enrichr. (À droite) : Carte de chaleur de l’analyse de l’expression
différentielle des gènes par Seurat.
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5.3.4 Cellules exprimant Sox10 et Tubb3 provenant des souris de type sauvage
traitées avec du dextran sulfate de sodium

Suite à l’extraction des cellules exprimant Sox10 et Tubb3 pour les souris traitées

avec du dextran sulfate de sodium (figures 5.12, 5.13 et 5.14), les cellules gliales

sont fortement présentes dans les sous-populations 1 et 3, mais ScMayoMap dé-

tecte une plus forte présence de celles-ci dans la sous-population 3. Par contre,

Enrichr le détecte plus dans la sous-population 1. Les analyses de l’expression

différentielle confirment ces résultats, mais elles indiquent aussi une légère expres-

sion du gène Ascl1 (cellules précurseurs des neurones) (Castro et al., 2020). En ce

qui concerne les cellules neuronales, les trois outils détectent leur présence dans la

sous-population 4, qui sont aussi confirmées par la présence de Tubb3 (Lau et al.,

2019). De plus, les analyses de l’expression différentielle des gènes confirment ces

résultats (Tubb3, Elavl4 (Lau et al., 2019), Ret (Sasselli et al., 2012), Vip, Calb2

(May-Zhang et al., 2021)) dans cette sous-population de cellules. Pour les précur-

seurs des cellules de Schwann (Mal, Dhh et Mpz (Morarach et al., 2021)) elles sont

fortement présentes dans la sous-population 3, mais Enrichr confirme aussi leur

présence dans la sous-population 1. En ce qui concerne EasyCellType, il détecte

aussi des entérocolites dans la sous-population 1 et des cellules entéroendocrines

dans la sous-population 4. En ce qui concerne la trajectoire avec Monocle 3, il

traverse seulement les sous-populations 0, 1 et 6.
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Figure 5.12 – Cellules exprimant Sox10 et Tubb3 provenant des souris de type sauvage traitées avec du dextran
sulfate de sodium − Première partie.

(À gauche) : Projection UMAP des regroupements de cellules par Seurat. (Au centre) : Projection UMAP avec
l’analyse de la trajectoire et du pseudotemps par Monocle 3. (À droite) : Diagramme en violon pour l’expression des
gènes Sox10 et Tubb3 par Seurat.
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Figure 5.13 – Cellules exprimant Sox10 et Tubb3 provenant des souris de type sauvage traitées avec du dextran
sulfate de sodium − Deuxième partie.

(À gauche) : Projection UMAP des prédictions des types de cellules par ScType. (Au centre) : Diagramme à points
des prédictions des types de cellules par ScMayoMap. (À droite) : Diagramme à points de l’analyse de l’expression
différentielle des gènes par Seurat.
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Figure 5.14 – Cellules exprimant Sox10 et Tubb3 provenant des souris de type sauvage traitées avec du dextran
sulfate de sodium − Troisième partie.

(À gauche) : Diagramme à points des prédictions des types de cellules par EasyCellType. (Au centre) : Diagramme
à points des prédictions des types de cellules par Enrichr. (À droite) : Carte de chaleur de l’analyse de l’expression
différentielle des gènes par Seurat.
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5.3.5 Souris Holstein sans traitement

Pour les souris Holstein n’ayant subi aucun traitement (figures 5.15, 5.16 et 5.17),

ScType confirme que les cellules gliales sont présentes dans les sous-populations 1

(confirmé par Enrichr), 2 (confirmé par ScMayoMap) et 8 (confirmé par Enrichr).

Les analyses de l’expression différentielle des gènes confirment que l’expression

des gènes associés aux cellules gliales est beaucoup plus présente dans la sous-

population 8. En ce qui concerne les cellules neuronales, les trois outils confirment

qu’elles sont présentes dans les sous-populations 5 et 11, mais les analyses de

l’expression différentielle des gènes confirment une plus haute expression dans la

sous-population 11. Pour les précurseures des cellules de Schwann, elles sont détec-

tées par Enrichr dans les sous-populations 1, 2 et 8, mais l’expression différentielle

des gènes confirme une plus haute expression dans la sous-population 2. EasyCell-

Type confirme la présence de cellules entéroendocrines pour les sous-populations

mentionnées précédemment, mais détecte aussi des cellules amplificatrices de tran-

sit. En ce qui concerne la trajectoire avec Monocle 3, il y en a une qui traverse les

sous-populations exprimant les cellules gliales seulement dans les sous-populations

1 et 2.
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Figure 5.15 – Souris Holstein sans traitement − Première partie.

(À gauche) : Projection UMAP des regroupements de cellules par Seurat. (Au centre) : Projection UMAP avec
l’analyse de la trajectoire et du pseudotemps par Monocle 3. (À droite) : Diagramme en violon pour l’expression des
gènes Sox10 et Tubb3 par Seurat.
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Figure 5.16 – Souris Holstein sans traitement − Deuxième partie.

(À gauche) : Projection UMAP des prédictions des types de cellules par ScType. (Au centre) : Diagramme à points
des prédictions des types de cellules par ScMayoMap. (À droite) : Diagramme à points de l’analyse de l’expression
différentielle des gènes par Seurat.
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Figure 5.17 – Souris Holstein sans traitement − Troisième partie.

(À gauche) : Diagramme à points des prédictions des types de cellules par EasyCellType. (Au centre) : Diagramme
à points des prédictions des types de cellules par Enrichr. (À droite) : Carte de chaleur de l’analyse de l’expression
différentielle des gènes par Seurat.
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5.3.6 Cellules exprimant Sox10 et Tubb3 provenant des souris Holstein sans
traitement

Pour les cellules exprimant les marqueurs Sox10 et Tubb3 provenant des souris

Holstein (figures 5.18, 5.19 et 5.20), les cellules gliales sont détectées dans les

sous-populations 0, 1, 5 et 7 (pour ScType), mais ScMayoMap détecte aussi leur

présence dans la sous-population 3. Les analyses de l’expression différentielle des

gènes confirment leur présence seulement dans les sous-populations 3, ainsi qu’une

forte expression de Sox10 (May-Zhang et al., 2021) dans la sous-population 4. En

ce qui concerne les neurones, elles sont confirmées par ScType dans les sous-

populations 4 et 8, mais aussi dans la population 5 par ScMayoMap. En ce qui

concerne les analyses différentielles des gènes, elles sont fortement exprimées dans

la sous-population 8. Pour les précurseurs des cellules de Schwann, les marqueurs

sont surexprimés dans la sous-population 1 (Mal, Dhh et Mpz (Morarach et al.,

2021)), 8 (Gap43)(Carrió et al., 2019) et 0 (Ajap1) (Castro et al., 2020). EasyCell-

Type confirme la présence de cellules entéroendocrines pour les sous-populations

mentionnées, mais détecte aussi des cellules amplificatrices de transit. Enfin, la

trajectoire avec Monocle 3 est circulaire en passant dans les sous-populations 1 et

un peu dans la sous-population 3, traverse la sous-population 7 et il y a un autre

cycle entre les sous-populations 0, 3 et 5 avec une trajectoire allant jusqu’aux

cellules neuronales dans sous-population 4.
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Figure 5.18 – Cellules exprimant Sox10 et Tubb3 provenant des souris Holstein sans traitement − Première partie.

(À gauche) : Projection UMAP des regroupements de cellules par Seurat. (Au centre) : Projection UMAP avec
l’analyse de la trajectoire et du pseudotemps par Monocle 3. (À droite) : Diagramme en violon pour l’expression des
gènes Sox10 et Tubb3 par Seurat.
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Figure 5.19 – Cellules exprimant Sox10 et Tubb3 provenant des souris Holstein sans traitement − Deuxième partie.

(À gauche) : Projection UMAP des prédictions des types de cellules par ScType. (Au centre) : Diagramme à points
des prédictions des types de cellules par ScMayoMap. (À droite) : Diagramme à points de l’analyse de l’expression
différentielle des gènes par Seurat.
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Figure 5.20 – Cellules exprimant Sox10 et Tubb3 provenant des souris Holstein sans traitement − Troisième partie.

(À gauche) : Diagramme à points des prédictions des types de cellules par EasyCellType. (Au centre) : Diagramme
à points des prédictions des types de cellules par Enrichr. (À droite) : Carte de chaleur de l’analyse de l’expression
différentielle des gènes par Seurat.
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5.3.7 Souris Holstein traitées avec du GDNF

En ce qui concerne les souris Holstein ayant été traitées avec du GDNF (figures

5.21, 5.22 et 5.23) ScType et ScMayoMap confirment la présence des cellules

gliales dans les sous-populations 0, 1 et 3. Cependant, Enrichr confirme seule-

ment leur présence dans les deux premières mentionnées ci-dessus. Les analyses

de l’expression différentielle des gènes confirment leur présence seulement dans

les sous-populations 0 et 1, ainsi que la présence de cellules de la crête neu-

rale entérique (Phox2b (Sasselli et al., 2012)) pour les sous-populations 6 et 8,

ainsi que Sox11 dans cette dernière (Morarach et al., 2021). Pour les cellules neu-

rales, elles sont confirmées dans les sous-populations 6 et 8 et les gènes associés

sont aussi fortement exprimés. Pour les précurseurs des cellules de Schwann, elles

sont fortement présentes dans la sous-population 3 (Mal, Dhh et Mpz (Morarach

et al., 2021)) et cela est confirmé par Enrichr ainsi que 6 (Gap43). EasyCell-

Type confirme la présence de cellules entéroendocrines pour les sous-populations

mentionnées, mais détecte aussi des cellules amplificatrices de transit. Pour la tra-

jectoire avec Monocle 3, elle est aussi fractionnée, mais il y en a une qui traverse

les sous-populations gliales et neuronales.
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Figure 5.21 – Souris Holstein traitées avec du GDNF − Première partie.

(À gauche) : Projection UMAP des regroupements de cellules par Seurat. (Au centre) : Projection UMAP avec
l’analyse de la trajectoire et du pseudotemps par Monocle 3. (À droite) : Diagramme en violon pour l’expression des
gènes Sox10 et Tubb3 par Seurat.
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Figure 5.22 – Souris Holstein traitées avec du GDNF − Deuxième partie.

(À gauche) : Projection UMAP des prédictions des types de cellules par ScType. (Au centre) : Diagramme à points
des prédictions des types de cellules par ScMayoMap. (À droite) : Diagramme à points de l’analyse de l’expression
différentielle des gènes par Seurat.
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Figure 5.23 – Souris Holstein traitées avec du GDNF − Troisième partie.

(À gauche) : Diagramme à points des prédictions des types de cellules par EasyCellType. (Au centre) : Diagramme
à points des prédictions des types de cellules par Enrichr. (À droite) : Carte de chaleur de l’analyse de l’expression
différentielle des gènes par Seurat.
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5.3.8 Cellules exprimant Sox10 et Tubb3 provenant des souris Holstein traitées
avec du GDNF

Enfin, en ce qui concerne les cellules exprimant Sox10 et Tubb3 provenant des

souris Holstein ayant été traitées avec du GDNF (figures 5.24, 5.25 et 5.26), Sc-

Type confirme leur présence dans les sous-populations 0, 2 et 5, mais ScMayoMap

confirme aussi leur présence dans les sous-populations 1 et 8. Enrichr confirme

seulement leur présence dans la sous-population 2. Les analyses de l’expression

différentielle des gènes montrent une expression plus élevée de ces marqueurs dans

la sous-population 1. En ce qui concerne les cellules neuronales, elles sont présentes

dans les sous-populations 7 et 8 (aussi confirmé par Enrichr), mais ScMayoMap

confirme aussi leur présence dans les sous-populations 2, 3 et un peu dans la

sous-population 1 (aussi confirmé par Enrichr). Cependant, il y a des gènes qui

sont sous-exprimés dans la sous-population 8, notamment Fabp7 et Plp1 (cellules

gliales entériques (May-Zhang et al., 2021)). De plus, le marqueur Sox10 (cellules

gliales entériques (May-Zhang et al., 2021)) y est plus fortement exprimé, ainsi

que Sox11 (Morarach et al., 2021) dans la sous-population 7. En ce qui concerne

les marqueurs associés aux cellules de Schwann, ils sont plus fortement expri-

més dans les sous-populations 0 (Mal, Dhh et Mpz (May-Zhang et al., 2021)),

ainsi que Gap43 (Carrió et al., 2019) dans la sous-population 7. Enrichr confirme

la présence de cellules de Schwann dans les sous-populations de cellules 0, et 3.

EasyCellType confirme la présence de cellules entéroendocrines pour les sous-

populations mentionnées, mais détecte aussi des cellules amplificatrices de transit

dans la sous-population 0. En ce qui concerne les trajectoires avec Monocle 3, il y

a plusieurs cycles qui traversent les sous-populations 0, 1, 2, 3 et 5, ainsi qu’une

trajectoire traversante les sous-populations des cellules gliales (3 mais aussi un

peu dans le 1), jusqu’à la sous-population 7 (cellules neuronales).
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Figure 5.24 – Cellules exprimant Sox10 et Tubb3 provenant des souris Holstein traitées avec du GDNF − Première
partie.

(À gauche) : Projection UMAP des regroupements de cellules par Seurat. (Au centre) : Projection UMAP avec
l’analyse de la trajectoire et du pseudotemps par Monocle 3. (À droite) : Diagramme en violon pour l’expression des
gènes Sox10 et Tubb3 par Seurat.
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Figure 5.25 – Cellules exprimant Sox10 et Tubb3 provenant des souris Holstein traitées avec du GDNF −
Deuxième partie.

(À gauche) : Projection UMAP des prédictions des types de cellules par ScType. (Au centre) : Diagramme à points
des prédictions des types de cellules par ScMayoMap. (À droite) : Diagramme à points de l’analyse de l’expression
différentielle des gènes par Seurat.
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Figure 5.26 – Cellules exprimant Sox10 et Tubb3 provenant des souris Holstein traitées avec du GDNF −
Troisième partie.

(À gauche) : Diagramme à points des prédictions des types de cellules par EasyCellType. (Au centre) : Diagramme
à points des prédictions des types de cellules par Enrichr. (À droite) : Carte de chaleur de l’analyse de l’expression
différentielle des gènes par Seurat.
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5.4 Synthèse du chapitre

Les jeux de données que nous avons utilisés provenaient d’expériences en labora-

toire réalisées par Soret et al. (2021). Ces données provenaient de souris de type

sauvage avec et sans traitement au dextran sulfate de sodium (qui induit une colite

inflammatoire), ainsi que des souris Holstein avec et sans traitement au GDNF

(qui restaure les niveaux de cellules gliales et neuronales). Les séquences ont été

alignées sur le génome de référence refdata-gex-mm10-2020-A grâce à Cell Ran-

ger sur la plateforme de Calcul Canada (l’Alliance). Les résultats ont ensuite été

téléchargés et ils ont subi un prétraitement ainsi qu’un traitement avec Seurat.

Ce dernier aussi fait une analyse de l’expression différentielle avec une liste de

gènes spécifiques aux différentes sous-populations de cellules gliales et neuronales.

Ensuite, Monocle 3 a analysé la trajectoire et le pseudotemps de ces différentes

sous-populations et ces dernières ont ensuite été annotées avec les différents ou-

tils d’identifications de types cellulaires. Par la suite, les cellules exprimant Sox10

(gliales) et Tubb3 (neurones) ont été extraites et elles ont été analysées avec la

même méthodologie citée précédemment.

Dans leur ensemble, les outils ont pu facilement détecter et identifier les différents

types de cellules et ils avaient en général tous des résultats qui étaient similaires

et qui concordaient entre eux. De plus, les analyses de l’expression différentielle

avec les gènes spécifiques aux différentes sous-populations de cellules gliales et

neuronales confirmaient ces résultats. Ces derniers seront interprétés et discutés

dans le prochain chapitre à l’aide d’une comparaison avec la littérature afin de

faire une critique de l’efficacité des outils ayant été intégrés dans notre flux de

travail.



CHAPITRE VI

DISCUSSION, CONCLUSION ET CRITIQUE

Les résultats des analyses effectuées par notre flux de travail démontrent un

consensus général entre les outils, notamment sur le plan de la détection des

cellules gliales et neuronales lorsqu’on les compare avec la liste des gènes qui sont

spécifiques à différentes sous-populations de cellules gliales et neuronales. Cepen-

dant, il est nécessaire d’interpréter ces résultats de manière plus approfondie et

de bien les expliquer à l’aide de la littérature.

6.1 Discussion et conclusion pour les analyses

Nous avons remarqué une grande hétérogénéité dans les regroupements des cel-

lules dans toutes les expériences avant l’extraction de cellules exprimant Sox10

et Tubb3, telles que la présence de cellules immunitaires, musculaires, vasculaires

et épithéliales. Cela reflète les différents processus biologiques dans l’intestin et

des études mentionnent la possibilité de communication entre les cellules immu-

nitaires, neuronales et épithéliales.

Par exemple (Stakenborg et al., 2020) ont mentionné que les mastocytes, les ma-

crophages et les cellules lymphoïdes jouent des rôles essentiels dans la régulation

du système intestinal et qu’elles peuvent communiquer avec les cellules gliales et

neuronales. Par exemple, s’il y a une inflammation ou la présence d’agents in-
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fectieux dans la barrière épithéliale de l’intestin, les cellules gliales et neuronales

vont activer ces cellules immunitaires afin de réduire l’inflammation (lympho-

cytes) et phagocyter des agents infectieux (macrophages). En retour, ces cellules

immunitaires encouragent la survie des neurones et à activer le transit intestinal

(macrophages). C’est aussi présent dans le processus de la détection de la douleur

par les nerfs sensitifs lorsqu’il y a une inflammation (mastocytes) ainsi que dans

l’homéostasie dans la barrière intestinale (cellules lymphoïdes). De plus, même

s’il y a la présence de cellules immunitaires dans les cellules ayant été extraites,

c’est possiblement parce que ces types de cellules peuvent aussi interagir avec des

facteurs neurotropes tels que le GDNF, VIP et RET (Stakenborg et al., 2020).

Pour les autres types de cellules, d’autres études de séquençage de l’ARN de cellule

unique révèlent aussi la présence de celles-ci (cellules stromales, entéroendocrines,

vasculaires, endothéliales, muscles lisses et immunitaires) lors de l’extraction des

cellules de la crête neurale, due à leur interaction avec les cellules du système

nerveux entérique via leur ligand et récepteur (Drokhlyansky et al., 2020).

En sachant cela, il est normal de constater que, dans tous les jeux de données

n’ayant pas encore subi d’extraction de cellules exprimant Sox10 et Tubb3, les

sous-populations de cellules sont très hétérogènes avec la présence de cellules

gliales, neuronales et de Schwann, ainsi que d’autres types de cellules. De plus,

leur présence dans les cellules exprimant Sox10 et Tubb3 ayant été extraites est

aussi due à ces phénomènes expliqués par (Stakenborg et al., 2020) et aussi dé-

tectée par (Drokhlyansky et al., 2020). Cela pourrait aussi expliquer la raison de

la présence de trajectoires détectées par Monocle 3 qui interconnectent quasiment

toutes les sous-populations de cellules.

Pour les cellules provenant des souris Holstein avec et sans traitement, ainsi que

pour les souris de type sauvages ayant été traitées avec du DSS, nous avons aussi
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constaté un plus grand nombre de sous-populations de cellules comparées à celles

des souris de type sauvage sans traitement. Cela est surement dû au fait que les

trois premières étaient toutes dans des conditions anormales comparées à celles

des souris de type sauvage sans traitement. De plus, lorsqu’on compare les pro-

jections UMAP des jeux de données des souris Holstein avec et sans traitement

au GDNF, nous avons constaté que les projections étaient assez similaires, même

après l’extraction de cellules exprimant les marqueurs Sox10 et Tubb3. Le même

phénomène s’appliquait aussi en effectuant la comparaison entre les souris de type

sauvage avec et sans traitement au DSS. Ce phénomène pourrait s’expliquer parce

que chaque comparaison se faisait entre des souris du même type, donc les regrou-

pements de cellules auraient été assez similaires.

Par exemple, pour les souris de type sauvages ayant été traitées avec du DSS, il

est connu que ce dernier induit une colite inflammatoire dans les intestins, car il

induit des dommages dans la barrière intestinale. Ce type de traitement est très

utilisé dans les expériences afin d’étudier la mobilisation de cellules immunitaires,

telles que les cellules T et les macrophages dans l’épithélium intestinal lors de

l’inflammation (Chassaing et al., 2014). Cela expliquerait une plus grande hétéro-

généité des populations de cellules quand on la compare à celles de type sauvage

sans traitement et qui serait comparable à celles provenant des souris Holstein

avec et sans traitement, en particulier sur le plan du nombre de sous-populations

de ces cellules immunitaires.

De plus, pour les souris Holstein avec et sans traitement, la raison qui explique

la présence de populations plus hétérogènes, en particulier sur le plan des cellules

immunitaires, est sûrement le fait que, comme dans le cas avec les souris traitées

avec du DSS, il y a une inflammation dans les muqueuses dues à une aganglionose

dans le côlon qui causerait une accumulation de matières fécales, comme il avait

été mentionné par Soret et al. (2020).
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Pour les cellules exprimant Sox10 et Tubb3 provenant des souris de type sau-

vage n’ayant subi aucun traitement, il est normal de voir une interconnexion des

trajectoires entre les sous-populations de cellules dues à une migration de cellules

dérivées de la crête neurale dans le côlon qui vont ensuite se différencier en cellules

gliales et neuronales (Uesaka et al., 2015), ainsi qu’une proportion de cellules pré-

curseures des cellules de Schwann (provenant de la sous-population 3 (Mal, Dhh

et Mpz (Morarach et al., 2021)) qui vont aussi se différencier en neurones (Uesaka

et al., 2015).

Étrangement, pour les souris traitées avec du DSS, la trajectoire aurait dû tra-

verser la sous-population 4 qui a une forte signature de neurones (Tubb3, Elavl4

(Lau et al., 2019), Ret (Sasselli et al., 2012), Vip et Calb2 (May-Zhang et al.,

2021)) en passant par la sous-population 1 (gliale), car des études ont démontré

qu’un traitement avec du DSS va induire des dommages aux neurones et induire

un processus de différenciation et de transdifférenciation afin de les régénérer

(Belkind-Gerson et al., 2017). Au lieu de cela, elle traverse les sous-populations 0

et 6, qui sont plus ambiguës sur le plan du type de cellules (ScType). Toutefois,

en observant les résultats avec Enrichr, on peut voir qu’il y a aussi une légère

présence de neurones (un peu plus dans la sous-population 1 pour ScMayoMap),

ce qui expliquerait cette trajectoire. De plus, en voyant que la sous-population 1

a aussi une expression des gènes associés aux précurseurs des cellules de Schwann

(Mal, Dhh et Mpz (Morarach et al., 2021)) et que la sous-population 0 a une

expression des gènes associés aux précurseurs des neurones (Ascl1 (Memic et al.,

2016)), il serait possible qu’il y ait un début d’une reprogrammation des cellules

de Schwann en neurones dans ces sous-populations, car elles commencent à exhi-

ber des phénotypes typiques aux cellules neuronales (Milichko et Dyachuk, 2020),

ce qui expliquerait aussi la trajectoire faite par Monocle 3.

Pour les souris Holstein sans traitement, nous avons remarqué un fractionnement
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sur le plan des sous-populations de cellules, comparées à celles ayant été traitées

avec du GDNF. De plus, Monocle 3 a tracé deux cycles entre les sous-populations

0 et 5 (gliales selon les outils) et 3 (qui expriment plus Gfap (He et al., 2021) et

S100b (Brügger et al., 2020), qui sont associées aux cellules gliales), ainsi qu’entre

les sous-populations 1 (précurseur des cellules de Schwann (Mal, Dhh et Mpz

(Morarach et al., 2021)). Pour la sous-population 2, ce serait aussi probablement

ces mêmes cellules qui seraient en transition pendant leur prolifération et qui

auraient une modification de leurs phénotypes (Milichko et Dyachuk, 2020). De

plus, Monocle 3 a indiqué une trajectoire vers la sous-population 4, qui a été

détectée comme étant des neurones par ScType et Enrichr, sûrement en raison

de la légère expression du marqueur Vip associé aux neurones (May-Zhang et al.,

2021).

Pour les cellules Holstein traitées avec le GDNF, il y a manifestement des cellules

de Schwann en cycle cellulaire étant donné la présence de plusieurs cycles qui

ont été tracés par Monocle 3 entre les sous-populations 0 et 2, ainsi qu’une forte

expression de marqueurs associée aux précurseurs des cellules de Schwann dans la

sous-population 0 (Mal, Dhh et Mpz (Morarach et al., 2021)). De plus, il y a une

trajectoire traversant la sous-population 1, qui est aussi ambiguë selon ScType.

Cependant, il y a aussi une signature de cellules gliales selon les analyses de

l’expression différentielle des gènes et que la sous-population 7 a été détectée en

tant que neurones par les outils, un phénomène qui s’expliquerait par un processus

de transdifférenciation des cellules gliales en neurones, comme mentionné dans les

études (Belkind-Gerson et al., 2017).
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6.2 Critique de la méthode proposée

En ce qui concerne l’efficacité des outils utilisés dans ce flux de travail, les outils

comportaient chacun des forces et des faiblesses. Dans le cas de Cell Ranger, sa

principale faiblesse était son grand besoin en ressources computationnelles (10x

Genomics, 2023), ainsi que le fait qu’il pouvait seulement être lancé dans un

environnement Linux ou dans un serveur (10x Genomics, 2020a). Néanmoins,

l’implémentation de Paramiko afin de se connecter à Calcul Canada (qui contient

déjà ce logiciel (Alliance, 2023a)) facilite son lancement sans devoir sacrifier les

ressources computationnelles de la machine locale. De plus, ce flux de travail a

été conçu afin d’offrir la possibilité de lancer les analyses sans devoir passer par

ces étapes, par exemple en le faisant par la plateforme nuagique de 10x Genomics

(10x Genomics, 2023), ce qui le rend beaucoup plus versatile.

En ce qui concerne Seurat, son principal défaut est qu’il n’offre pas la possibilité

d’annoter automatiquement les sous-populations de cellules. Son tutoriel implique

une annotation manuelle des cellules à partir de la littérature (Hoffman et al.,

2023), ce qui demanderait beaucoup de temps afin de faire la recherche pour

trouver les marqueurs pour chaque type de cellules, comme dans le cas de ce projet

où il a fallu chercher dans les bases de données telles que CellMarker2.0 (Hu et al.,

2023a) (Hu et al., 2023b) et PanglaoDB (Franzén et al., 2019b) (Franzén et al.,

2019a) et de faire la recherche dans la littérature afin de valider la pertinence des

outils utilisés pour les annotations. C’est pourquoi plusieurs outils d’annotation

ont été implémentés dans le flux de travail afin de pouvoir faire des comparaisons

des résultats.

Pour la trajectoire et le pseudotemps, le plus grand défaut de Monocle 3 est qu’il

est nécessaire de choisir le nœud lors des analyses de pseudotemps en utilisant une

interface interactive avec Shiny (Trapnell, 2022). Cela ne le rend pas pertinent
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pour ce flux de travail dont le but était d’être automatisé. Heureusement, dans

une vignette rédigée par un des auteurs (Cao et al., 2020b), il offre la possibilité

de choisir directement le nœud directement dans le code de la vignette, donc ce

paramètre avait aussi été déplacé dans le code du flux de travail (figure 4.6).

En ce qui concerne ces derniers, ScType avait des annotations assez limitées sur

le plan des types de cellules. Il détectait directement les cellules gliales et neuro-

nales dans les sous-populations de cellules, mais ses prédictions comportaient des

lacunes, car il ne pouvait pas détecter tous les types de cellules. En effet, puisque

les cellules de Schwann sont une sous-population de cellules gliales (Milichko et

Dyachuk, 2020), l’outil avait souvent tendance à les prédire en tant que cellules

gliales.

Pour ScMayoMap, sa variété d’annotations était plus élevée que ScType, car il

pouvait aussi détecter les cellules gliales, les neurones, ainsi que d’autres types de

cellules, telles que les cellules immunitaires, épithéliales, entéroendocrines, mais il

ne pouvait pas détecter les cellules de Schwann. Néanmoins, sa performance était

mieux que celle de ScType, car les auteurs (Yang et al., 2023b) avaient intégré

d’autres bases de données, telles que celles utilisées lors de la recherche manuelle

des marqueurs les plus exprimés. Ces bases de données étaient la première version

de CellMarker (Zhang et al., 2019) (nous avions utilisé la version web de la version

2.0 de cette base de données (Hu et al., 2023a) (Hu et al., 2023b)) et PanglaoDB

(Franzén et al., 2019b) (Franzén et al., 2019a) (Yang et al., 2023b).

Dans le cas de Enrichr, il offrait des prédictions plus exhaustives sur le plan des

types de cellules que les deux premiers outils, mais il avait tendance à confondre

la provenance de ces cellules, par exemple, en prédisant des organes n’ayant pas

du tout de lien avec le système intestinal. Les auteurs (Xie et al., 2021) recom-

mandaient un minimum de 20 gènes afin d’avoir de bons résultats, donc le fait
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d’avoir utilisé le top 50 des gènes les plus exprimés était pertinent afin d’avoir les

meilleures prédictions. Cependant, le fait que d’autres auteurs (Kuleshov et al.,

2016) aient aussi mentionné le fait que les bases de données pour les humains et

les souris ont été fusionnées sur Enrichr et que cet outil n’offre pas l’option de

choisir spécifiquement l’organisme peut influencer positivement ou négativement

les prédictions par cet outil. Néanmoins, la plus grande force de cet outil est qu’il

a intégré une très grande variété de bases de données que les trois autres outils

(Xie et al., 2021) et que la version R de cet outil permet aussi de choisir la base de

données la plus pertinente pour les recherches (Jawaid, 2023b). Cette possibilité

de choisir la base de données a aussi été prise en compte lors de son implémen-

tation dans le flux de travail en modifiant le code de la version R de cet outil de

manière à déplacer le choix de ce paramètre au début du code dans le bloc-notes

Jupyter au lieu de le modifier directement dans le code rédigé par l’auteur de

l’implémentation R de cet outil (Jawaid, 2023b).

Enfin, en ce qui concerne EasyCellType, sa performance s’est avérée médiocre

comparée aux autres outils, car il n’a détecté aucune cellule gliale, neurone, ni de

cellule de Schwann. Ses prédictions étaient souvent des cellules entéroendocrines,

des cellules amplificatrices de transit, ainsi que ces cellules caliciformes. Pourtant,

les auteurs mentionnaient que les meilleurs choix étaient CellMarker, ainsi que

le test GSEA pour effectuer les prédictions (Li et al., 2023) (ces paramètres ont

été utilisés lors des analyses du jeu de données). Même si ces cellules sont toutes

présentes dans ce côlon (Umar, 2010) dans cette expérience, cet outil n’était pas

adapté. Cependant, il reste pertinent dans le flux de travail, dans l’éventualité

de son utilisation pour des analyses avec des jeux de données provenant d’autres

sources, telles que des organes différents ou des espèces différentes. Ces choix de

paramètres ont été considérés lors de l’implémentation de la version R de cet outil

(Li, 2022b), en déplaçant aussi ces paramètres au début du code.
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La grande force de ce flux de travail est que tous ces outils se complémentent

sur le plan de leurs prédictions et, dans la grande majorité des cas, les prédictions

étaient assez similaires sur le plan des cellules d’intérêt. Les prédictions des cellules

concordaient majoritairement avec la liste des marqueurs que nous avons compilée

à partir des bases de données ainsi que la littérature. De plus, le fait que ce flux

de travail offre un grand choix de paramètres et de cheminements possible le

rend plus personnalisable. Enfin, le fait de sauvegarder automatiquement l’objet

Seurat et de pouvoir recommencer les analyses directement avec celui-ci rend ces

dernières beaucoup plus rapides, car il n’est pas nécessaire de les répéter dans leur

entièreté, par exemple, en repassant par les analyses avec Cell Ranger, ce qui rend

cette méthode plus reproductible.

Pour ce qui est des faiblesses de cette méthode, il y a un grand risque de bogue, par

exemple, si les paramètres ont été mal définis ou mal formatés (ex. : un mauvais

format de fichier, de répertoire ou du nom de la base de données ou des types de

tissus). Il est donc important de consulter la littérature de ces outils afin d’avoir

une liste exhaustive des choix possibles de leurs paramètres. De plus, le fait que

ce flux de travail ait été rédigé dans un bloc-notes Jupyter (Kluyver et al., 2016)

au lieu d’un flux de travail plus spécialisé, telle que Nextflow (Di Tommaso et al.,

2017) et Snakemake (Köster et Rahmann, 2012), peut le rendre moins attrayant

pour quelqu’un qui rechercherait un flux de travail qui serait plus purement auto-

matisé dans son entièreté. Néanmoins, son implémentation avec le flux de travail

Script of Script sous la forme d’un bloc-notes permet de lancer toutes les analyses

les unes à la suite des autres, ou séparément en utilisant des fonctions (Wang et

Peng, 2019). Enfin, ce flux de travail requiert l’installation de beaucoup d’outils,

dont les versions pourraient possiblement changer et ne plus être compatibles avec

le code. Néanmoins, le fait que les versions des outils soient archivées, par exemple

dans GitHub (en particulier pour EasyCellType, dont la version 0.99 est requise
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pour le flux de travail (Li, 2022b) (tableau A.1)) les rend quand même disponibles

pour leur installation.

Malgré tout cela, ce flux de travail demeure pertinent en tant qu’outil d’assistance

sur le plan de l’identification des types de cellules, avec ou sans l’aide de la litté-

rature. Nous recommandons quand même l’utilisation de tous les outils en même

temps lors des analyses afin d’avoir une vue d’ensemble de toutes les possibilités

concernant les types de cellules.

6.2.1 Comparaison sur le plan des performances des outils ayant été implé-
mentés dans le flux de travail

Chacun des outils ayant été implémentés dans le flux de travail a offert des per-

formances différentes. Sur le plan du temps, le flux de travail de Cell Ranger est

l’outil qui a été le plus lent, pouvant aller jusqu’à trois jours pour faire les analyses

sur la plateforme de Calcul Canada (l’Alliance). Cela nous obligeait de nous dé-

connecter de Paramiko et de revenir quelques jours plus tard suite à la réception

de la notification de la fin des analyses. De plus, il était nécessaire de relancer le

pipeline afin de vérifier le statut des analyses et pour télécharger les résultats. Cet

outil générait plusieurs dizaines de fichiers dont la plupart étaient soit seulement

interprétables avec d’autres outils qui ne sont pas implémentés dans le flux de

travail, soit qu’ils n’étaient pas pertinents ou qu’ils étaient beaucoup trop lourds

à télécharger. C’est pourquoi nous avions limité le choix des fichiers à télécharger

à seulement ceux qui étaient nécessaires pour le flux de travail de Seurat ainsi que

pour la visualisation sur un navigateur web ou avec Loupe Browser. Enfin, ces

facteurs nous ont obligés à ne pas l’inclure lors des exécutions des flux de travail

de manières successives pour nos analyses comparées aux autres outils.

Pour Seurat, certains échantillons requéraient jusqu’à plusieurs dizaines de mi-
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nutes pour les analyses et pour le flux de travail des annotations, cela durait

quelques minutes en fonction des outils, ce qui facilitait grandement les analyses

de manière successive. Les fichiers générés étaient aussi moins nombreux et moins

lourds à télécharger sur la machine locale. Cependant, les résultats générés par le

flux de travail de Seurat n’étaient pas forcément compatibles pour les outils d’an-

notation, donc nous avions dû ajouter des lignes de codes pour extraire quelques

données à utiliser en entrée pour le flux de travail des outils.

Enfin, certaines données générées par le flux de travail de Seurat et des annotations

des outils n’étaient pas visuellement interprétables, donc nous avions dû ajouter

des lignes de codes pour convertir ces résultats en graphiques. Néanmoins les

performances des outils étaient satisfaisantes pour générer assez de résultats pour

valider des analyses ainsi que pour leur interprétation.

6.3 Synthèse du chapitre

En résumé, les résultats de notre flux de travail ont pu détecter certains phéno-

mènes biologiques dans nos jeux de données. En effet, pour les 4 conditions avant

d’extraire les cellules exprimant Sox10 et Tubb3, notre flux de travail a su dé-

montrer qu’il y avait une grande hétérogénéité en matière des types de cellules,

notamment en détectant des cellules autres que les cellules gliales et neuronales

telles que des cellules immunitaires endothéliales et musculaires, ce qui reflète les

types de cellules qui sont présents dans les tissus intestinaux (Stakenborg et al.,

2020). Ce phénomène est particulièrement présent chez les souris de type sauvage

sans traitement.

De plus, il a aussi pu détecter une augmentation des cellules immunitaires chez

les souris ayant été traitées avec du dextran sulfate de sodium étant donné l’in-

flammation causée par celui-ci (Chassaing et al., 2014). De plus, les projections
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UMAP était assez similaires à celles des souris Holstein avec et sans traitement

au GDNF puisque ce sont tous les trois des conditions anormales.

Suite à l’extraction des cellules exprimant Sox10 et Tubb3, il a pu identifier les cel-

lules en tant que cellules gliales et neuronales pour chacun des jeux de données. On

a pu constater une augmentation du nombre de cellules gliales et neuronales chez

les souris Holstein ayant été traitées avec du GDNF, ce qui confirme l’efficacité

de ce traitement.

Seurat a pu générer des projections UMAP permettant de bien séparer et identifier

les sous-populations de cellules à l’aide des analyses de l’expression différentielle

et des annotations. Les analyses de la trajectoire ainsi que du pseudotemps par

Monocle 3 ont aussi pu illustrer une différenciation ainsi qu’une transdifférencia-

tion des cellules gliales vers les cellules neuronales chez les souris Holstein ayant

été traitées avec du GDNF. Il a aussi pu détecter la présence d’un cycle cellulaire

chez les cellules de Schwann (Belkind-Gerson et al., 2017).

En ce qui concerne les outils d’annotation, ScType, Enrichr et scMayoMap ont

offert une performance satisfaisante pour l’identification des types de cellules.

Chacun d’entre eux se complémentait en détectant les types de cellules que les

autres outils ne pouvaient pas détecter. Par contre, EasyCellType n’a pas réussi

à détecter les types de cellules d’intérêt, mais il reste pertinent s’il est utilisé pour

d’autres types d’échantillon, tel que des cellules immunitaires (Li et al., 2023).

Enfin, le flux de travail de Cell Ranger est celui qui a pris le plus de temps pour

faire les analyses et qui a généré le plus de résultats qui n’étaient pas pertinents

comparé aux flux de travail de Seurat et des annotations. Pour ces derniers, il

a fallu ajouter des lignes de codes pour convertir les données afin qu’elles soient

compatibles entre les outils et qu’elles soient visuellement interprétables.
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Notre flux de travail offre plusieurs avantages, tels que la possibilité de lancer les

outils séparément et successivement, et de pouvoir le personnaliser à l’aide des

paramètres ou directement dans le code à l’aide de Script of Script dans le bloc-

notes Jupyter. Par contre, il n’est pas sans défaut, puisqu’il requiert une bonne

connaissance des paramètres associés aux outils afin qu’il puisse bien fonctionner.

De plus, il requiert l’installation de plusieurs outils ainsi que de leurs dépendances.

Néanmoins sa performance avec les jeux de données le rend pertinent pour des

utilisations dans des recherches ultérieures.



ANNEXE
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Tableau A.1 – Liste des outils utilisés.

Type Nom Version Références

Système d’exploitation Microsoft Windows 10 Famille 22H2 (Microsoft, 2022)

IDE Jupyter Notebook 6.4.12 (Kluyver et al., 2016)

PyCharm Community Edition 2020.1 (JetBrains, 2020)

RStudio 2021.09.0 (R Core Team, 2021b)

Langage Bash (Unix shell) 5.2 (Project, 2022)

Python 3.7 (Van Rossum et Drake Jr, 2009)

(Van Rossum et Drake, 2009)

R 4.1 (R Core Team, 2021b)

Module Python jupyterlab 3.4.7 (Kluyver et al., 2016)

notebook 6.4.12 (Kluyver et al., 2016)

paramiko 2.12.0 (Forcier, 2023a)

(Forcier, 2023b)

sos 0.23.4 (Peng et al., 2018)

(Wang et Peng, 2019)

sos-notebook 0.23.4 (Peng et al., 2018)

(Wang et Peng, 2019)

sos-python 0.18.4 (Peng et al., 2018)

(Wang et Peng, 2019)

sos-r 0.19.6 (Peng et al., 2018)

(Wang et Peng, 2019)

jupyterlab-sos 0.8.8 (Peng et al., 2018)

(Wang et Peng, 2019)

Package R data.tree 1.0.0 (Glur, 2020)

dplyr 1.1.0 (Wickham et al., 2023b)

EasyCellType 0.99.0 (Li, 2022b)

(Li et al., 2023)

(Li, 2023)

(Li, 2022a)

(Center, 2023)

enrichR 3.2 (Jawaid, 2023a)

(Kuleshov et al., 2016)
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ggplot2 3.4.1 (Wickham, 2016)

ggraph 2.1.0 (Pedersen, 2022)

HGNChelper 0.8.1 (Waldron et Riester, 2019)

igraph 1.4.2 (Csardi et Nepusz, 2006)

leidenbase 0.1.4 (Ewing, 2022)

magrittr 2.0.3 (Bache et Wickham, 2022)

monocle3 1.0.0 (Trapnell et al., 2014)

(Qiu et al., 2017a)

(Qiu et al., 2017b)

(Cao et al., 2019)

(Trapnell, 2022)

openxlsx 4.2.5.2 (Schauberger et Walker, 2023)

org.Hs.eg.db 3.14.0 (Carlson, 2021a)

org.Mm.eg.db 3.14.0 (Carlson, 2021b)

parallel 4.1.2 (R Core Team, 2021b)

patchwork 1.1.1 (Pedersen, 2020)

readxl 1.4.2 (Wickham et Bryan, 2023)

scMayoMap 0.2.0 (Yang et Zhang, 2023)

(Yang et al., 2023b)

(Yang et al., 2023a)

ScType 1.0 (Ianevski et al., 2022)

(Ianevski, 2023b)

Seurat 4.1.0 (Hao et al., 2021)

SeuratData 0.2.1 (Satija et al., 2019)

SeuratWrappers 0.3.0 (Satija et al., 2020)

tidyverse 2.0.0 (Wickham et al., 2019)

(Wickham et al., 2023a)

xlsx 0.6.5 (Dragulescu et Arendt, 2020)

Plateforme 10x Cloud Analysis N/A (10x Genomics, 2023)

Calcul Canada (Cedar) N/A (Alliance, 2022)

(Alliance, 2023b)

(Alliance, 2023c)

(Alliance, 2023a)
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Globus N/A (Foster, 2011)

(Allen et al., 2012)

Logiciel Cell Ranger 6.1.1 (Zheng et al., 2017)

(10x Genomics, 2021a)

(10x Genomics, 2020c)

(10x Genomics, 2020b)

Loupe Browser 6.0.0 (10x Genomics, 2021b)

PuTTY 0.78 (Tatham, 2022)

Base de données CellMarker2.0 2.0 (Hu et al., 2023a)

(Hu et al., 2023b)

PanglaoDB N/A (Franzén et al., 2019b)

(Franzén et al., 2019a)

scRNA-tools N/A (Zappia et al., 2018a)

(Zappia et al., 2018a)

La liste des marqueurs spécifiques à chaque type de cellule a été compilée à l’aide des bases
de données CellMarker (Zhang et al., 2019) (Hu et al., 2023a), PanglaoDB (Franzén et al.,
2019b) ainsi que la littérature. De plus, elle a été utilisée pour faire les analyses de l’expression
différentielle des gènes par Seurat afin de faire une identification manuelle des sous-populations
de cellules. Les résultats de ces analyses sont sous la forme de diagramme à point et de carte de
chaleur.
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Tableau A.2 – Liste des marqueurs par type de cellules.

Cellules Marqueurs Source

Cellules de la crête neurale entérique Phox2b (Sasselli et al., 2012)

Ednrb (Sasselli et al., 2012)

Cellules gliales Gfap (He et al., 2021)

S100b (Brügger et al., 2020)

Slc18a2 (Drokhlyansky et al., 2020)

Ncam1 (He et al., 2021)

Cellules gliales entériques Sox11 (Morarach et al., 2021)

Apoe (Morarach et al., 2021)

Sox2 (Han et al., 2019)

Sox10 (May-Zhang et al., 2021)

Fabp7 (Lau et al., 2019)

Plp1 (Lau et al., 2019)

Neurones Tubb3 (Lau et al., 2019)

Elavl4 (Lau et al., 2019)

Neurones entériques Ret (Sasselli et al., 2012)

Vip (May-Zhang et al., 2021)

Calb2 (May-Zhang et al., 2021)

Cellules précurseures des neurones entériques Ascl1 (Memic et al., 2016)

Précurseurs des cellules de Schwann Mal (Morarach et al., 2021)

Dhh (Morarach et al., 2021)

Mpz (Morarach et al., 2021)

Gap43 (Carrió et al., 2019)

Cellules de Schwann présynaptiques Ajap1 (Castro et al., 2020)

Cycle cellulaire des cellules de Schwann Cdk2 (Tikoo et al., 2000)

Ceci est la liste des outils ainsi que leur version qui a été installée pour le flux de travail.
Il inclut la liste des langages de programmation ainsi que les versions des environnements de
développement intégrés (IDE) utilisés pour le développement du flux de travail.
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