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Préambule

La psychiatrie est actuellement la seule branche de la médecine moderne pour laquelle
aucun marqueur biologique mesurable, ou biomarqueur, n’a été identifié et validé pour
aider a réaliser le diagnostic. Cela est un probleme car les troubles psychiatriques sont
des maladies complexes avec des symptdomes communs a plusieurs affections et ayant
des origines tout aussi complexes, qui sont influencés par des facteurs de risques
biologiques et externes. Cela les rend difficile a diagnostiquer correctement, et il reste
aujourd’hui encore, un probléme concernant des patients qui sont mal, voire pas du

tout, diagnostiqué et ne regoivent pas de traitement adéquat.

Pourtant, des mécanismes d’interaction entre le Systeme Nerveux Central (SNC) et le
Systeme Immunitaire (Sl) ont été identifiés il y a plusieurs années. Cela indique qu’il
serait possible de mesurer la présence de symptdémes psychiatrique dans le sang a
l'aide de biomarqueurs. J’émets ’hypothése qu’il est possible d’identifier des
biomarqueurs de la sévérité de ces troubles en étudiant les cellules immunitaires
présentent dans le sang. Pour cela, j’ai étudié deux stratégies. La premiére consiste a
regrouper plusieurs troubles psychiatriques similaires en termes de symptémes et de
sévérités en groupes diagnostiques élargies pour réduire le chevauchement des
symptémes. La seconde méthode que j’ai essayée consiste a utiliser des données
longitudinales d’une cohorte pour réaliser une classification des patients selon la
sévérité de leurs symptdémes, indépendamment du diagnostic qu’ils ont regu. J’ai
ensuite comparé les données omiques de ces groupes a ma disposition pour identifier

des biomarqueurs de la sévérité des troubles mentaux.

L'objectif de cette thése étant d’identifier des biomarqueurs de ces troubles, il me
semble nécessaire de commencer U'introduction par une description des mécanismes
cellulaires permettant de réguler Uexpression des genes. Je continuerai par une
description des troubles psychiatriques étudiés durant cette thése, et 'importance
d’identifier des biomarqueurs. Je me pencherai ensuite sur l'état actuel de la
classification des troubles psychiatriques et je justifierai que le lien entre les SNC et SI
devrait permettre Uidentification de biomarqueurs de la sévérité des troubles mentaux

qui impactent de maniere significative et durable le fonctionnement quotidien d’un
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individu. Parmi ces troubles, que je vais appeler les Troubles Psychiatriques Séveres
(TPS) dans le reste de ce document, Uinclus la Schizophrénie (SCZ), les Troubles

Bipolaire (TB), les Troubles Schizo-Affectifs (TSCZA), et la Dépression Majeure (DM).
Enfin, je présenterai les résultats de mon étude sur les participants de la cohorte en

psychiatrie PsyCourse au cours du projet MulioBio dans lequel s’inscrit cette thése.
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1. Introduction

1.1 Chapitre 1: Description des approches omiques

1.1.1 Les sciences omiques et leurs intéréts pour limmunologie

Le terme “omique” est utilisé pour décrire les différents niveaux biologiques de la
machinerie cellulaire, ainsi que les disciplines qui les étudient. Il regroupe plusieurs
disciplines qui correspondent a 'étude d’un ensemble précis de molécules biologiques
dans le sang ou les tissus d’un étre vivant et qui participent a leurs structures et leurs
fonctions, tel que UAcide Désoxyribonucléique (ADN), UAcide Ribonucléique (ARN), et
les protéines. Les noms de ces disciplines finissent par un suffixe “~-ome” et un préfixe
qui est utilisé pour décrire le type de molécule étudié par la discipline. Ainsi, on parle de
“génome” pour 'étude de la séquence de 'ADN, de “transcriptome” pour 'étude des
ARN, et de “protéome” pour ’étude des protéines. On parle aussi de “smallRNAome”
lorsque Uon étudie les petits ARN non-codants (ARNnc) d’une taille inférieure a 30

nucléotides tels que les micro-ARN (miARN), les ARN de transfert (ARN?), ...

L'objectif des analyses omiques est de comprendre comment les molécules que le
domaine étudié regroupe influencent un phénotype. Les résultats d’analyse de
différents domaines omiques peuvent-&tre intégrés pour reconstituer U'état des cellules
et tissus et ainsi d’identifier les mécanismes biologiques régissant leurs conditions
biologiques. Cela rend possible Uidentification des phénomeénes biologiques impliqués
dans la naissance et la régulation d’une pathologie en comparant des échantillons de
donneurs sains et de patients. Par exemple, des miARN et des facteurs de
Uinflammation tels que la protéine C réactive et UIL-6, ont été identifié comme étant
différentiellement exprimés dans le sang de patients atteints de SCZ, de TB, ou encore
de DM par rapport a des échantillons d’individus sans TPS'. Dans le reste de ce
chapitre, je vais décrire ces différents niveaux biologiques que j’ai eu 'occasion

d’analyser et les techniques que j’ai utilisées.
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1.1.2 Historique des différents omiques

1.1.2.1 Modele fondamental de la biologie moléculaire

En 1953, James D. Watson et Francis H. Crick ont publié un article révélant la structure
en double hélice de CADN®. Quatre ans plus tard, en 1957, Francis H. Crick a présenté
les bases du modele fondamental de la biologie moléculaire. Son modele permet de
représenter le rle biologique et les interactions entre CADN, 'ARN, et les protéines.
Bien gu’il soit amélioré au fil du temps, il est encore trés largement utilisé pour expliquer
les bases de la biologie. Brievement, CADN se reproduit fidelement lors de sa
“réplication”, se transcrit en ARN durant sa “transcription”, pouvant ou non étre traduits
en protéines via la “traduction”. Ces protéines ont différentes actions biologiques
(structure des cellules, communication intra- et extra-cellulaire, participation aux
procédés biologiques tels que la transcription, ...). Au fildu temps, ce modele a été
enrichi par d’autres découvertes scientifiques importantes, notamment, la réplication

semi-conservative de 'ARN en 1958, ou la rétrotranscription de '’ARN en ADN en 1970°.

Aujourd’hui, ce modele considére que CADN est une macromolécule localisée dans le
noyau des cellules (eucaryotes) qui contient Uinformation génétique d’un organisme
sous la forme de séquences nucléotidique. LADN est transcrit en ARN lors d’un
processus nommeé réplication ou il est copié a U'identique lors de la division cellulaire. Il
existe différents types d’ARN. Les ARN messager (ARNm) sont traduit en protéines
tandis que les autres types d’ARN, dits non codants, jouent des réles de régulations tel
que la dégradation d’autres ARN pour les miARN ou ils ont un réle dans divers processus
biologiques tel que la traduction pour les ARNt qui permettent la correspondance entre
UCARNm et les acides aminées qui composent les protéines. Les protéines sont des
macromolécules biologiques qui ont diverses fonctions sur la structure, la mobilité et la
communication cellulaires. Certaines protéines peuvent avoir un effet sur la régulation
de Uexpression des genes. Par exemples, des protéines nommeées Facteur de
Transcription (FT) peuvent reconnaitre une séquence spécifique de 'ADN et s’y lier pour
initier la transcription d’un gene, d’autres protéines peuvent catalyser des modifications
réversibles de CADN, sans modifier sa séquence. Ces modifications que 'on nomme les

modifications épigénétiques peuvent avoir selon leurs type un effet inhibiteur
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(méthylation des ilots CpG) ou activateur (acétylation de la lysine 27 de ’histone 3) sur

la transcription des genes.

1.1.2.2 Génome et génomique

Le génome humain correspond a ’ensemble de l'information génétique d’un individu
codée dans son ADN. Cet ADN, correspond a environ 3 milliards de paires de bases
nucléotidiques contenues dans 23 paires de chromosomes. Il est compacté dans le
noyau des cellules en formant un structure nommeé chromatine dont l'unité de base, le
nucléosome, est composé d’un octamere de protéines, les histones, autour duquel
environ 147 paires de bases d’ADN viennent s’enrouler (Figure 1). Les histones sont des
protéines divisées en deux classes, les histones centrales, dites de cceur (H2A, H2B, H3,
H4) qui forment un complexe protéique au centre du nucléosome, et les histones de
liaison (H1) qui permettent de fixer TADN aux autres histones. Cette compaction de
UADN permet d’éviter qu’il soit endommageg, ainsi que de réguler sa réplication et la

transcription des genes en ARN.

L'étude du génome est nommée “génomique”. Elle se divise en deux branches, la
génomique structurelle qui consiste a décrire la structure et la séquence de CADN et la
génomique fonctionnelle dont U'intérét est de déterminer la fonction de la séquence
d’ADN et Uexpression des genes en caractérisant les ARN et les protéines. La génomique
est importante pour ’étude des TPS car les Etude d’association pangénomique, en
anglais Genome-Wide Association Study (GWAS) ont mis en évidence un lien entre des
mutations du génomes et certaines maladies psychiatriques tel que la SCZ ou encore

les TB.

Cette étude du génome est possible grace a 'lautomatisation de la méthode de
ségquencage Sanger développée en 1977 qui a permis le séquencage de plusieurs
génomes dont celui de ’humain avec en 2003 'achevement du Projet Génome Humain
(PGH). Ce succes a été possible grace au développement a partir des années 2000 de
nouvelles méthodes de séquencage automatisées, dites de “haut débit” ou Séquencage
de Nouvelle Génération, en anglais, Next-Generation Sequencing (NGS) permettant de
séguencer un nombre important échantillons a un faible colt. Le séquencage NGS a
permis avec de séquencer de fagon massive des individus et d’analyser leurs génomes
et de réaliser de nouvelles analyses telles que les GWAS QUI ont ainsi permises
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d’identifier des liens entre les variations de la séguence d’un géne et un phénotype. Ces
méthodes ont également rendu possible d’autres projets tel que 'Encyclopédie des
éléments de CADN (ENCODE) visant a identifier les éléments fonctionnels du génome
humain. On compte également le projet Haplotype Map (HapMap) qui débute en 2002,
dont Uobjectif est d’identifier et de cartographier les variations génétiques tels que les
Polymorphisme d’un Seul Nucléotide (PSN) ou les petites insertion ou délétion de
séquence (indel) dans la séquence de référence du projet HGP. Le projet 1000 génomes
initié en 2008, a permis d’identifier les variants les moins fréquents du génome humain.
Lensemble de ces projets a contribué a U'obtention d’une cartographie précise du
génome humain. Ce qui permet d’observer que seulement 1 a3 2% du génome code pour
des protéines. Plusieurs découvertes tel que celle de Uopéron lactose en 1961 par Jacob
et Monod® ont montrées que certaines séquences contenues dans la partie non
codante du génome, jouent un role de régulation de la transcription des génes. D’autre

meécanismes de régulations dépendent de U'épigénome.
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Figure 1: Représentation des différents niveaux de compactage de 'ADN (Fyodorov et al., 2017 °)
1.1.2.3 Epigénome et épigénétique
1.1.2.3.1 Définition générales de 'épigénome et role
L’épigénome correspond a 'ensemble des modifications réversibles de ADN qui ne
modifient pas sa séquence. Ces modifications jouent un réle de régulation de la
transcription des genes. Elles peuvent prendre la forme de modifications post-
traductionnelles des histones ou encore d’une méthylation des bases nucléotidiques

qui composent la séquence de CADN. Dans ce deuxieme cas, on parle également de

meéthylome. L'épigénétique est ’étude de ’ensemble de ces marques.

1.1.2.3.2 Méthylation des ilots CpG

Lesilots CpG sont des régions de 'ADN constituées des deux nucléotides cytosine et
guanine. Labréviation CpG signifie “5’-Cytosine-phosphate-Guanine-3’” et est utilisée
pour indiquer que les deux bases sont sur le méme brin d’ADN et se suivent. La
méthylation de la cytosine en 5-Méthylcythosine est catalysée par des ADN-

méthyltransférases et a pour réle la répression de la transcription des genes'™.

La technique la plus souvent employée pour étudier la méthylation de 'ADN, consiste a
utiliser des sondes a ADN. Brievement, CADN a analyser est traité avec du Bisulfite. Ce

produit convertie les bases cytosines (C) non méthylées en bases uraciles (U). ADN est
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ensuite amplifié et fragmenter avant d’étre hybridé aux sondes a ADN sur une place. Les
sondes sont des fragments d’ADN synthétiques, créés de fagon a pouvoir se lier de
facon spécifique a une région du génome (codante ou non). De plus, certaines sondes
ne peuvent se lier qu’a la version méthylées d’une région tandis qu’une autre sonde ne
peut que se lier a la version non méthylées. Cela permet de quantifier la proportion de

méthylation a un site donné.

Le réle de la méthylation de CADN dans le développement des maladies psychiatrique
est peu connu mais une étude a montré une forte altération du méthylome entre des

patients atteint de schizophrénie et des individus controles™

1.1.2.3.3 Acétylation des histones

Certaines modifications épigénétiques n’affectent pas les bases nucléotidiques qui
composent CADN mais correspondent a des modifications post-traductionnelles des
histones. Durant cette thése, je me suis intéressé a la modification H3K27ac,
Uacétylation de la lysine 27 de ’histone H3 qui correspond a l'ajout d’un groupement
“acétyle” sur la lysine 27 de ’histone H3. Cette modification a été décrite pour la
premiere fois en 1964'. Elle est catalysée par des histones acétyltransférases (HAT), qui
ajoute un groupement acétyle aux histones, et des histones désacétylases (HDAC) qui
éliminent ce groupement acétyle. Elle est localisée au niveau des “enhancers”
(amplificateurs) actifs, des régions de CADN pouvant étre reconnues et fixées par des

protéines, les FT.

L’acétylation des histones permet un remodelage de la chromatine en réduisant la
charge des histones, donc leur affinité avec TADN. La décondensation de la chromatine
permet alors une fixation des FT, qui peuvent alors initier et stimuler la transcription des
genes. En aidant, par exemple, a la formation du complexe de 'ARN Polymérase Il. Ainsi,
contrairement a la méthylation des ilots CpG, cette modification épigénétique est

associé a une activation de la transcription des genes.

L’étude de l'acétylation des histones se fait apres une technique de séquencgage
nommeée immunoprécipitation de la chromatine (ChlIP) qui consiste a utiliser un
anticorps ciblant la modification épigénétique ciblée pour faire précipiter des brins

d’ADN préalablement fragmentés par sonication ou par digestion enzymatique. Cela
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permet de les isoler et de les séquencer. Les séquences obtenues sont ensuite alignées
au génome de référence de Uespece étudiée et des méthodes statistiques permettent
de comparer les échantillons immunoprécipités a un background sans précipitation ce
qui permet d’identifier des pics enrichis, correspondant a des zones de fixation de

Uanticorps et donc a la présence de la marque étudiée.

L'étude des marques épigénétique a montré que ce type de modification a un role dans
de nombreuses maladies tels que des maladies inflammatoires, mais également les
TPS™'“, Par exemple le gene RELN qui module la plasticité synaptique est connu pour
étre moins exprimé chez les patients atteint de la SCZ et son promoteur est situé dans
un ilots CpG. Des études ont montré une augmentation de la méthylation de 'ADN avec
une diminution de U'acétylation des histones’'>'® au niveau de son promoteur. Ces
modifications épigénétiques indiquent une régulation de Uexpression du gene RELN a un
niveau pré-transcriptionnel en lien avec la présence de la SCZ. D’autre études ont
identifié des liens entre des marques épigénétiques et d’autres TPS comme les DM et
les TB'"'®. L’épigénome peut donc moduler Uexpression des genes et influencer le

phénotype des TPS.

1.1.2.4 Transcriptome

Le transcriptome d’un organisme correspond donc a 'ensemble des molécules d’ARN
produites a partir de son génome. Cela inclut plusieurs types d’ARN tel que les ARNm
qui codent pour des protéines et les petits ARN (20 a 30 nucléotides) non codants
(miARN, ARNt, ARN ribosomique (ARNTF)). Ces petits ARN sont regroupés dans un sous-

ensemble du transcriptome que 'on nomme smallRNAome.

La transcription des genes en ARN a lieu dans les régions ouverte de la chromatine
(euchromatine) via la liaison de 'enzyme TFIID qui reconnait et se lie a la séquence de la
TATA box au niveau du promoteur. Elle induit un changement de conformation de CADN
permettant le recrutement des enzymes TFIIA et TFIIB qui stabilisent Uinteraction entre
le complexe et CADN. TFIIB recrute ensuite la sous-unité TFIIF et TARN polymérase Il
(ARNPII) puis les sous-unités TFIIE et TFIIH. Le complexe Mediator vient alors se mettre
en contact avec U{ARNPII} pour former un complexe de pré-initiation (PIC) qui
commence a ouvrir les deux brins de CADN. C’est ce que 'on nomme Uinitiation de la
transcription. LARNPII se déplace ensuite sur le brin d’ADN auquel elle est liée dans le

19



sens 3’->5’ et synthétise progressivement U’ARN complémentaire a cet ADN. Cette étape
est ’élongation de la transcription. Certaines séquences de UADN, telles que le signal
de polyadénylation (AAUAAA), permettent ensuite de mettre fin a la transcription (étape
de terminaison). LARN subit alors des modifications post-transcriptionnelles, nommées
“maturation”. Pour les ARNm, cela inclut la polyadénylation de U'extrémité 3’ et
'épissage des séquences ne codant pas pour des protéines (intron). Les précurseurs
des miARN se recourbent sur eux-mémes dans le noyau de la cellule pour former des
pri-miARN, qui ont une structure tige-boucle qui est ensuite reconnue et clivée en un
pré-miARN intermédiaire par un complexe formé des protéines Drosha et Pasha. Les
pré-miARN sont ensuite exportés dans le cytosol des cellules ou ils sont reconnus et
clivés par la protéine Dicer qui libéere un duplex de miARN mature. L'un des brins du
duplex va alors interagir avec une protéine de la famille Argonaute pour former un
“complexe de silencage” induit par CARN ou RNA-Induced Silencing complex (RISC) en

anglais.
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Figure 2: Initiation de la transcription dans les cellules eucaryotes
Les différents types d’ARN vont avoir différents réles. Les ARNm servent d’intermédiaire
pour la production de protéines. Les miARN ont un rble de régulation. Leurs séquences
permettent aux complexes RISC auxquels ils sont liés de reconnaitre de fagon
spécifique des ARN et de les cliver. Les ARNt participent a la traduction des ARNm en

transportant les acides aminés dont sont composées les protéines.

Plusieurs techniques permettent de quantifier et d’analyser le transcriptome. Les plus
utilisées aujourd’hui sont les puces a ARN, la quantitative Réaction de polymérisation
en chaine, en anglais (Polymerase Chain Reaction) (QPCR), et le séquencage d’ARN
(RNA-seq). Les puces a ARN utilisent des sondes fixées a une plaque et permettent
d’étudier un ensemble connu d’ARN. La gPCR, amplifie de facon ciblée un ARN pour le
quantifier. Le RNA-seq convertit les ARN en ADN complémentaire (ADNc) avec des

séguences adaptatrices par leurs extrémités. Ces ADNc sont ensuite amplifiés par une
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réaction de polymérisation en chaine (PCR) avant d’étre séquencées. Le RNA-seq
permet d’avoir une plus grande résolution que les deux autres techniques avec le
séquencage de ’ensemble des ARN du tissu étudié mais l'analyse est plus complexe,
son co(t est plus élevé et un biais peut étre introduit lors de la réaction d’amplification
car certaines séquences d’ARN sont amplifiées de fagon préférentielle. Le séquencgage
peut se faire sur des fragments longs pour étudier ’épissage alternatif des ARN ou sur

des fragments courts (25 a 400 paires de bases) pour quantifier Uexpression des genes.

Durant cette these, j’ai opté pour la deuxieme méthode. Plus exactement, j’ai séquencé
a lafois des ARNm et des miARN et je les ai alignés sur le génome de référence de
’Homo Sapiens (hg38) pour compter les séquences (reads) alignés et créer une matrice
d’expression. Une analyse en composantes principales (ACP) a permis de visualiser les
profils d’expression des individus étudiés et si ces profils étaient corrélés avec certaines
covariables tel que U'age et le sexe des individus ou encore les lots de séquencgage des
échantillons. Le package DESeq2 (R) a ensuite été utilisé pour normaliser la matrice de
comptes et créer un modele prenant en compte les covariables qu’il était nécessaire
d’ajuster. Ce modéle a ensuite été utilisé pour identifier des ARN différentiellement
exprimés entre nos conditions d’intérét. Dans le cas des miARN j’ai utilisé mirDIP, une
base de données en ligne pour identifier les cibles des miARN de notre jeu de

données™.

Pour donner un sens a ces listes d’ARNm différentiellement exprimés ou étant la cible
de miARN différentiellement exprimés, j’ai réalisé des analyses d’ontologie des genes
(GO) et des analyses d’enrichissement d’'un ensemble de genes (GSEA). Ces analyses
permettent d’identifier un enrichissement des genes associés a une fonction ou d’une
voie biologique parmi une liste de genes. Elles différent par le fait que les GO
nécessitent que U'on indique un ensemble de genes (différentiellement exprimés) et un
background (arriere-plan) correspondant a 'ensemble des genes exprimés par le tissu
étudié. Lalgorithme vérifie si les genes d’une voie biologique est sur-représenté dans le
set de genes par rapport a l’ensemble des genes exprimés. GSEA cherche a répondre a
la méme question mais au lieu de demander un ensemble précis de genes, cette
analyse utilise 'ensemble des genes exprimés apres les avoir classés selon si le gene

est plus exprimé dans une condition que dans l'autre. Lalgorithme de GSEA vérifie les
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génes un par un, en partant du mieux classé au moins bien classé et il vérifie si ces
genes font partie d’'une voie ou d’une fonction biologique pour calculer un score

d’enrichissement.

1.1.2.5 Protéome

Lensemble des techniques de séquencage de 'ARN permettent d’obtenir une idée
globale des génes exprimés dans les cellules. Cependant, il ne faut pas oublier que si
les ARNNc tel que les miARN ont des roles biologiques directs, les ARNm sont des
molécules intermédiaires pour la synthése de macromolécules composées d’acide

aminés, les protéines.

Ce procédé, nommé traduction, est réalisé via une correspondance entre des triplets de
nucléotides (reconnue par des ARNt) qui compose UARN et les acides aminés qui
composent les protéines. Il est réalisé grace a un complexe ribonucléique (composé

d’ARN et de protéines), appelé le ribosome.

Les protéines sont des acteurs clés de l'organisme. Elles sont impliquées dans la
structure (par exemple, le cytosquelette, le collagene), la mobilité (actine, myosine), et
la communication (ligand et récepteurs) cellulaire, ainsi que dans le transport (par
exemple, des canaux transmembranaires tel que les canaux ioniques) intra- et extra-
cellulaire des molécules biologiques. Certaines protéines jouent des roles de chaperon

(facilite la maturation des protéines).

La protéomique correspond a l’étude de U'expression des protéines, de leurs structures
et de leurs fonctions. Il peut s’agir d’étudier la structure des protéines (séquence et
modifications post-traductionnelles) et des complexes protéiques (composition). Ou
également de quantifier la présence des protéines dans un tissu. Lors de cette these, je
me suis contenté comme pour les ARN, de quantifier les protéines du sérum sanguin.
Pour cela, j’ai utilisé la technologie Olink qui consiste a utiliser des anticorps
spécifiques a certaines protéines couplées a des oligonucléotides®. Ces anticorps et
oligonucléotides fonctionnent par paires. Si les deux paires d’anticorps se fixent sur la
méme protéine, les séquences de leurs oligonucléotides peuvent s’hybrider et étre
séqguencer. Cela diminue les risques d’immunité croisée. Une fois le séquencage

réalisé, il devient possible de quantifier de fagon précise la présence des protéines
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d’intéréts dans différents échantillons de sérum et de réaliser des tests statistiques

pour comparer ces niveaux d’expression et identifier des protéines liées a un phénotype.

1.1.3 Composition cellulaire

L’étude des proportions cellulaires d’un échantillon ne correspond pas a un domaine
omique a proprement parlé mais elle n’en est pas moins importante. Chaque type de
cellule posséde un réle précis dans U'organisme, ils ont des profils d’expression des
genes spécifiques, et leurs proportions varient selon U’état du Sl. Par exemple, les
Lymphocyte T (LT) CD8+ éliminent les cellules infectées par des virus et le Sl active leur
prolifération en cas d’infection virale. L’étude des proportions cellulaires est donc utile

pour comprendre comment Uorganisme réagit a une maladie.

La cytométrie en flux est une technique qui permet de détecter et de mesurer les
caractéristiques des cellules. Brievement, les cellules d’un échantillon sont marquées
ou non par des anticorps couplés a des fluorochromes et spécifiques de protéines
exprimées a la surface des populations cellulaires étudiées, les clusters de
différentiations. Un systéme fluidique ameéne les cellules une a une devant un laser qui
stimule les fluorochromes couplés aux anticorps. Le spectre d’émission est ensuite
mesuré et analysé pour identifier les clusters de différentiations exprimés par la cellule.
Chaque type cellulaire possede un profil d’expression différent ce qui permet de
quantifier les différents types cellulaires de ’échantillon analysé. Cette quantification
estimportante car différents types cellulaires n’ont pas le méme réle et ne vont pas
avoir un profil d’expression génique identique. Dans le cas d’analyse en bulk ou les
échantillons contiennent plusieurs types cellulaires, il est utile de connaitre les
proportions cellulaires et de les inclure dans les modeles comparant les échantillons
pour compenser des biais de composition cellulaire et améliorer la sensibilité

statistique.

1.1.4 Analyses multiomiques

Lors de cette these, j’ai utilisé une approche multiomique. J’ai étudié un ensemble de
données biologique d’une méme cohorte correspondant a de multiples “omes™. Je ne

compte pas m’étendre dans ce chapitre sur ces analyses. Il s’agira du sujet de la Section
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Résultats (Section 3). J’ai cependant U'intention d’expliquer pourguoi j’ai choisi cette

approche.

Les différents “omes” représentent chacun un niveau de régulation de U'expression des
genes. Par exemple, une mutation d’'un gene codant pour une protéine peut empécher
Uexpression de cette protéine en insérant un codon non-sens précoce dans sa
séguence, terminant de fagon précoce la traduction de CARNm. D’autres mutations
géniques peuvent ne pas empécher la production de la protéine mais peuvent la rendre
non fonctionnelle. Le séquencgage des ARN reste le moyen le plus simple pour quantifier
’ensemble des génes transcrit dans un échantillon biologique et donc d’estimer la
composition du protéome. Cependant, il est possible que les ARN produits par la
transcription soient dégradés par des miARN avant d’étre traduits. Il est donc

intéressant de pouvoir quantifier directement les protéines.

En caractérisant simultanément les différents niveaux biologiques, je peux les étudier
conjointement. Il devient possible par exemple de corréler le niveau d’expression des
protéines fonctionnelles avec les ARN quantifiés. Les quantifications des miARN et des
autres ARN peuvent également étre corrélées pour étudier les mécanismes de
dégradations des ARNm et ARNnc par les miARN. Le fait d’avoir a disposition les
génotypes et transcriptomes des mémes individus au sein d’un groupe d’individus
permet de réaliser une Etude d’association a l’échelle du transcriptome, en anglais,
Transcriptome-Wide Association Study (TWAS). Cette analyse, décrite en 2016 par
Gusev et al., combine le génome et le transcriptome d’un groupe d’individu avec des
fichiers résumant les résultats de GWAS pour identifier des genes dont Uexpression,

médiée par des éléments cis-régulateurs (PSN), est associé avec un phénotype?'.

Les études multiomiques permettent donc de mieux caractériser les mécanismes
biologiques sous-jacent au phénotype étudié. Cela m’a été utile lors de cette theése car
les TPS étudiées sont des maladies complexes qui sont causés par de multiple facteurs
de risques ayant individuellement un effet faible. Une caractérisation exhaustive
augmente la probabilité d’identifier les différents mécanismes a Uorigine de ces

maladies.
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1.2 Chapitre 2: Description des troubles psychiatriques séveres

1.2.1 Définition globale

Le terme de “psychose” est utilisé en psychiatrie pour désigner un trouble ou condition
anormale de Uesprit d’un individu. Parmi ces troubles, il y a des troubles émotionnels
avec une prédominance des symptémes affectifs (dépression majeure, bipolarité) dits
troubles de 'humeur (également appelés les troubles thymiques ou troubles affectifs),
et des troubles, dit psychotiques, avec une prévalence de signes psychotiques (idées
délirantes, hallucination) qui ne sont pas nécessairement accompagnés de trouble de
Uhumeurs. On parle dans ce deuxieéme cas, de trouble du spectre de la SCZ. Certains
troubles, et en particulier les TSCZA, ont un phénotype alternant entre symptémes

thymiques et symptomes psychotiques isolés.

Aujourd’hui, la 5°™ édition du Manuel diagnostic et statistique des troubles mentaux, et
des troubles psychiatriques (DSM), le manuel le plus utilisé pour diagnostiquer les
troubles mentaux, dénombre pres de 300 maladies différentes réparties en multiples
catégories. Lors de cette thése, je me suis focalisé sur les TPS qui correspondent aux
troubles mentaux les plus fréquents et séveres tel que les TB, la DM, la SCZ, ou encore
les TSCZA. La Charge Globale de Morbidité (CGM) ou Global Burden of Disease en
anglais, établie en 2019 indique que les troubles mentaux restent parmi les 10 causes
principales de morbidité et que leurs prévalences augmentent dramatiquement depuis

1990 malgré laugmentation du nombre de traitements et de leurs efficacités?*.

Cette situation est préoccupante, et peut étre en partie expliquée par le fait que certains
patients recoivent un diagnostic erroné et n‘'obtiennent pas de traitement adapté. En
effet, le diagnostic d’'une maladie psychiatrique chez un individu est actuellement
entierement basé sur la présence des symptémes psychiatriques du patient et de leurs
intensités. Cela fait de la psychiatrie, la seule branche de la médecine moderne a ne pas
utiliser de biomarqueurs, des caractéristiques biologiques pouvant-étre détectées et
quantifiées, pour réaliser un diagnostic. Cette situation est problématique car les
maladies psychiatriques sont complexes tant pour leurs symptémes que pour leurs
origines. Ainsi, des troubles différents peuvent avoir un ou plusieurs symptémes en

communs. Un exemple de cela, est le fait que méme si les TB et la SCZ ont été classées

26



dans des catégories différentes par Emil Kraepelin, il avait noté le fait que ces deux
troubles pouvaient partager des symptdémes tels que des hallucinations, des délusions,
ou encore des modifications de 'humeur®. Le diagnostic dépend donc entierement de
’évaluation du patient par son clinicien a la suite d’un entretien. Cela rend le diagnostic
difficile, d’autant que certains patients hésitent a parler de leurs symptémes pour
diverses raisons tels que la peur des préjugés, le fait qu’ils considérent leur maladie
comme une faiblesse, des pressions sociétales, ou encore parce qu’ils ne
reconnaissent pas eux-mémes leurs symptémes. De plus, certains symptdmes plus
évidents peuvent n’apparaitre que plus tard dans l’évolution de ces troubles. Par
exemple, les individus schizophrénes peuvent étre atteints en premier de symptémes
négatifs tels qu’'un émoussement émotionnel avant Uapparition d’éléments délirants ou
hallucinatoires®. Cela augmente le risque d’un diagnostic erroné, voir, d’une absence

de diagnostic.

Ce manque de biomarqueur a longtemps été justifié par le fait que le cerveau est
Uorgane le plus complexe et le plus difficile d’acces du corps humain, le fait que les
troubles mentaux sont causés par des interactions complexes entre des facteurs
génétiques et biologiques et U'expérience personnelle (traumatisme de Uenfance, stress,
infections prénatale, ...), ou encore le fait que systéme diagnostic actuel n’est pas

adapté a la recherche scientifique.

1.2.2 Les troubles de '’humeur

Les troubles de 'humeur ou les troubles thymiques correspondent a un ensemble de
TPS dont les symptdémes consistent principalement a une dérégulation significative de
Uhumeur au cours de phase dépressives ou maniaques. Ces phases peuvent étre
accompagnées ou non de symptémes psychotiques tels que des hallucinations. Dans
cette these, je me suis concentré sur les TPS que sont les TB de type | et ll, ainsi que la

DM.

1.2.2.1 La dépression majeures

Selon la cinquieme édition du DSM?’, la DM peuvent étre diagnostiquée si un individu

présente au moins cing symptémes parmi les suivants :
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e Humeur dépressive durant une majeure partie de la journée (sensation de

tristesse, de vide, perte d’espoir)
e Anhédonie (perte de la capacité de ressentir des émotions positives)

e Perte ou gain significatif de poids alors que Uindividu ne suis pas un régime, et n’a

pas de modification de son appétit
e Perte ou gain d’appétit presque chaque jour
e Sentiments de culpabilité ou d’inutilité
e Absence et perte d’énergie
e Changements d’appétit
e Manque de concentration

e Troubles psychomoteurs (retard ou agitation) observables par d’autres

personnes que le patient
e Troubles du sommeil
e Pensées suicidaires

Cette maladie est caractérisée par des épisodes d’au moins deux semaines au cours
desquels, les symptdémes décris précédemment sont exprimés presque tous les jours. Il
est également possible que le patient puisse subir des symptdmes psychotiques (idées
délirantes ou hallucinations) pendant les épisodes dépressifs. Sa prévalence au cours
de la vie varie de fagon importante selon les pays mais elle est comprise entre 15-18%%°.
En 2008, 'Organisation Mondiale de la Santé (OMS) a classé la DM comme étant la
troisieme cause de morbidité dans le monde. Les DM peuvent étre diagnostiquées a

n’importe quel 4ge mais ily a une augmentation du risque lors de 'adolescence®.

Les médications des DM inclus des entretiens avec des psychothérapeutes
(psychothérapie), la pharmacologie avec la prescription d’antidépresseurs, et la
neurostimulation, ’électroconvulsivothérapie peut étre utilisée pour les formes les plus
graves de DM. Cette thérapie se pratique sous anesthésie générale, et consiste a

appliquer un faible courant électrique sur le cuir chevelu ou les tempes du patient pour
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induire une crise convulsive controlée. Le mécanisme d’action de
’électroconvulsivothérapie reste flou mais des études récentes indiquent qu’elle
permettrait une réduction des connexions cérébrales étant elles-mémes associée a une
réduction significative des symptémes dépressifs®>*'. Pour les formes modérés et
séveres, le traitement pharmacologique est recommandé. Il peut étre combiné avec la

psychothérapie pour augmenter Uefficacité du traitement®.

1.2.2.2 Les troubles bipolaires

D’aprés la cinquieme édition du DSM#, les TB sont des troubles de ’humeur
caractérisés par des cycles de manie ou d’hypomanie alternant avec des épisodes
dépressifs. Les épisodes de manie ont une durée d’au moins une semaine durant
laquelle, Uhumeur des individus est anormalement élevée, ce que peut se traduire par
une augmentation du niveau d’activité de Uindividu et de son irritabilité, des sensations
d’euphorie, une diminution du besoin de dormir ou du besoin de se nourrir. Les épisodes
d’hypomanie partagent les symptomes des épisode maniaques mais de fagon moins
sévere et qui ont une durée plus courte (4 jours au minimum). Si les épisodes
maniaques peuvent-étre accompagnés de symptémes psychotiques, tels que des idées
délirantes ou des hallucinations, ce n’est pas le cas des épisodes hypomaniaques. Les

symptémes ne doivent pas étre attribuable a une substance.

Les TB peuvent étre classés en plusieurs catégories. Les TB de type | sont caractérisés
par au moins un épisode maniaque qui a été précédé ou suivi par un épisode
hypomaniaque ou un épisode de dépression majeure. Ces troubles apparaissent vers
’4dge de 18 ans en moyenne. Les TB de type Il sont caractérisés par au moins un épisode
hypomaniaque avec un épisode de dépression majeure, et une absence d’épisode

maniaque (Figure 3). Ce second type de TB commence en moyenne vers ’age de 20 ans.

Comme pour les patients atteint de DM, les individus bipolaires peuvent avoir des
symptémes psychotiques pendant les épisodes maniaques et les épisodes dépressifs.
Les symptomes psychotiques les plus courant dans des idées délirantes congruentes a
Uhumeur (idées de grandeur en phase maniaque ou idées de ruine voire négation du
corps en phase dépressive) mais d’autres symptémes psychotiques tels que des

hallucinations peuvent également étre présents.
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Figure 3: Schéma représentant de fagon simplifié les cycles de ’humeur lors de troubles bipolaires
D’aprés 'enquéte mondiale sur la santé mentale (World Mental Health Survey) de
’OMS?®, la prévalence globale au cours de la vie des TB est de 0.6% pour le type |, 0.4%
pour le type Il et 2.4% pour le type lll (cyclothymie et induction des symptémes par des
substances tels que les antidépresseurs). Les TB sont responsables de la perte de plus
d’Espérance de Vie Corrigée de UIncapacité (EVCI) que toutes les forme de cancer ou
que d’autres pathologies mentale telles que Uépilepsie ou la maladie d’Alzheimer. Cela
est causé par une forte association au risque de suicide et a des comorbidités

addictives trés fréquentes®:.

La fagon dont les TB sont traités dépend du type de trouble. Les épisodes maniaques
sont considérés comme des urgences médicales nécessitant une hospitalisation. En
revanche, les épisodes hypomaniaques sont moins séveres et ne nécessitent pas
forcément d’hospitalisation. Les traitements ont pour objectifs de stabiliser ’humeur
des patients. Comme pour la DM, les traitements consistent en de la psychothérapie
couplée a une médication basée sur des stabilisateurs de "humeur (aussi connus sous
les noms de thymorégulateur ou de psychorégulateurs) tel que le lithium ou le

Valproate.

30



1.2.3 Les troubles psychotiques

Les troubles psychotiques sont des maladies mentales dont les symptémes regroupent
principalement des troubles psychotiques, c’est a dire, des symptémes qui
correspondent a des hallucinations ou des idées délirantes, souvent accompagné
d’anomalies cognitives, émotionnelles et comportementales qui ont pour conséquence
de complexifier la différentiation de ce qui est réel ou non par le patient. Dans cette

theése, je me suis concentré sur deux TPS parmi ces troubles, la SCZ, et les TSCZA.

1.2.3.1 La schizophrénie

La SCZ, est selon la 5°™ édition du DSM, diagnostiquée si un individu présente une
phase active de symptémes d’une période d’un mois ou moins durant laquelle le patient
exprime au moins deux symptémes parmi des idées délirantes, des hallucinations, une
désorganisation de la pensée ou du comportement, des symptémes négatifs tels gu’une
diminution de Uexpression des émotions. L'un de ces symptémes doit correspondre a
des idées délirantes, des hallucinations ou la désorganisation de la pensée®. Pour que
le diagnostic de la SCZ soit établi, il est également nécessaire que le patient présente
une diminution du fonctionnement émotionnel, cognitif, et/ou comportemental. Il ne
doit pas y avoir d’épisode dépressif durant cette phase active. S’ily a des symptémes de
manie durant, ils doivent étre présent seulement pendant une petite fraction de la durée
totale de la phase active. Les symptdmes ne doivent pas étre attribuables a une
substance (médicale, ...) ou a une autre condition médicale et des signes continus de

ces symptdmes doivent persister pendant au moins 6 mois.
De facon générale, les symptomes de la SCZ peuvent étre classés dans trois catégories :

e Les symptdmes positifs correspondant a un exces ou une distorsion des

fonctions normales tels que les idées délirantes, les hallucinations, ...

e Les symptdmes négatifs correspondant a une diminution ou une perte de

fonctions tel qu’un manque de spontanéité, ou un retrait affectif ou social, ...

e Syndrome de désorganisation incluant U'anxiété, le manque d’attention ou de

jugement, les sentiments de culpabilitg, ...
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Le diagnostic de ces symptomes est réalisé a 'aide de 'échelle des symptoémes positif

et négatifs ou en anglais: Positive and Negative Syndrome Scale (PANSS).

ILest arrivé que des patients soient diagnostiqués comme schizophréne alors qu’ils
étaient atteints de DM ou de TB car ces troubles peuvent également étre accompagnés
d’idées délirantes ou d’hallucination durant les épisodes dépressifs, maniaques, ou
hypomaniaques®. Cela a d’ailleurs conduit a la création d’une nouvelle catégorie de
diagnostics, les TSCZA en 1933 . Selon le DSM, le diagnostic dépend alors de la
temporalité entre les symptdmes psychotiques et les symptomes thymiques. Si les
symptémes psychotiques ne sont présents que lors des phases de manie ou de
dépression, alors le diagnostic correspond a un TB ou de la DM avec des
caractéristiques psychotiques. Dans le cas contraire, si les symptomes thymiques sont
présents pendant la majorité de la durée totale des phases actives alors le patient recoit
un diagnostic de TSCZA. Si les symptoémes affectifs ne sont présents que pendant une

durée mineure de la phase active, alors la SCZ est diagnostiquée.

La prévalence de la SCZ varie selon les pays et les populations entre 0.3% a 0.7% selon
les pays. Certaines études 'évaluent entre 1 a 2% de la population mondiale. La SCZ

émerge en général entre la fin de 'adolescence et le milieu de la trentaine.

Les traitements des patients schizophrénes consistent en un mélange de médication
basé sur des neuroleptiques (antipsychotiques) qui diminuent la fréquence et U'intensité
des symptdmes positifs et de psychothérapie pour traiter les symptdmes négatifs et
généraux. Malgré Uexistence de médications, entre 20 a 50% des individus
schizophrenes continue a présenter des symptémes méme apres avoir consommeé des
neuroleptiques®. L’électroconvulsivothérapie peut étre utilisée en derniers recours si

les patients présentent une résistance aux neuroleptiques.

ILconvient d’indiquer que contrairement a une idée regue, les agressions volontaires
commises par des individus atteints de la SCZ sont rares, au contraire, ces personnes
sont plus souvent victimes de violences en comparaison avec la population générale®.
Ce stigmate est un probleme car il “encourage” les individus schizophrénes a se replier
sur eux-mémes, voir a arréter de prendre leurs médications par crainte de 'opinion

d’autrui concernant leurs conditions*®*',

32



1.2.3.2 Les troubles Schizo-affectifs

Selon la 5°™ édition du DSM, les TSCZA sont diagnostiqués lorsqu’un individu présente
pendant une période non-interrompue a la fois une phase active de la schizophrénie en
méme temps qu’un épisode thymique (dépression ou manie)®. Le patient doit
également présenter des symptémes d’hallucination ou des idées délirantes pendant
au moins deux semaines pendant 'absence d’épisode dépressif ou maniaque pour
s’assurer que le patient n’est pas atteint de DM ou TB avec des caractéristiques
psychotiques. De plus, pour faire une distinction entre les TSCZA et la SCZ, des
symptémes répondant aux criteres d’un épisode thymique doivent avoir lieu pendant la

majeure partie de la durée totale des phases actives et résiduelle des TSCZA.

La prévalence des TSCZA est estimé a 0.3% de la population mondiale avec une
incidence plus élevée chez les femmes. Ces troubles apparaissent en général vers 'age

de 20 ans.

De facon similaire aux autres TPS, les TSCZA sont traités avec de la psychothérapie
couplée a une médication dépendant des symptémes exprimés. Des neuroleptiques
sont utilisés pour diminuer les symptdmes positifs, des antidépresseurs sont prescrits
si les patients présentent un épisode dépressif, tandis que des thymorégulateurs ou des
antipsychotiques sont utilisé si les patients ont un épisode maniaque. De fagon
similaire a la SCZ, 'électroconvulsivothérapie peut étre utilisée en derniers recours si

les patients présentent une résistance aux autres traitements.

1.2.4 Etiologie des troubles psychiatriques séveres

1.2.4.1 Les causes génétiques

Les origines des troubles mentaux ont été liées a plusieurs causes biologiques. Des
études de jumeaux, des études familiales et des GWAS ont permis de montrer une forte
héritabilité génétique de ces troubles, et d’identifier de nombreux PSN associés a divers
troubles’***. Cela a conduit a utiliser les résultats des GWAS pour calculer des Score de
Risque Polygénique (PRS) dans lobjectif d’évaluer le risque génétique d’un individu
d’étre atteint d’'une TPS. Actuellement, les PRS sont utilisés dans le cadre de la
recherche scientifique. Leur utilisation dans le cadre de diagnostics cliniques doit

encore étre évaluée par des études cliniques**. Cependant, il est probable que
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Uutilisation des PRS sur le diagnostic des TPS soit peu utile. Certains troubles tels que la
SCZ et les TB partagent de nombreux facteurs de risques génétiques au point qu’ils ne
montrent pas de différences significatives que ce soit pour les PRS de la SCZ ou ceux
des TB*. En effet, les études familiales montrent qu’ily a une augmentation de la
prévalence de la SCZ et des TB chez les parents au premier degré des patients atteints
de Uun ou autre de ces troubles, indiquant des facteurs de risques génétiques
communs aux deux TPS*. La comparaison des GWAS confirme l’existence de ces
facteurs de risques génétigues communs et spécifiques a lorigine des TPS, ce qui

suppose des mécanismes communs a l'origine des TPS notamment la SCZ et les TB**°.

1.2.4.2 Les causes non-génétiques

De nombreuses études ont montrées un lien de cause a effet de facteurs
environnementaux vis-a-vis des TPS. Ces facteurs peuvent correspondre a des
évenements prénataux (complications obstétriques, infection virales, stress maternel et
malnutrition), 'environnement de U'individu pendant son enfance (traumatisme cranien,
abus, ...) ou lors du reste de sa vie (consommation de drogue, urbanité, instabilité

familiale, stress due a un emploi, ...)*.

Par exemples, un lien a été identifié entre les TPS et des événements de stress pour les
patients. Ces événements peuvent étre liés a des symptdmes négatifs (e.g. symptdmes
de la dépression) ou positifs (e.g. symptomes de manie ou d’hypomanie)**—~’. Il est
cependant difficile d’identifier la nature exacte de cette relation car ces évenements
peuvent-&tre a la fois les causes, des facteurs aggravants, ou encore des résultats des
TPS. ILlest donc nécessaire de prendre en compte la temporalité de ces évenements par

rapport a Uapparition des symptémes®®.

L'exposition a des substances toxiques comme lalcool ou des drogues récréatives
(cannabis, nicotine, ...) a également été associé aux TPS. Le Cannabis est 'une des
drogues récréatives les plus étudiés et une positive association avec le risque de TPS a
été documenté®. Une étude a estimé que la consommation de Cannabis double le
risque de développer une TPS®°. Un lien a également été identifié entre U'exposition a la
nicotine et la SCZ. Les études sur le sujet montrent que de nombreux genes associés a
la SCZ sont impliqués dans U'addiction a la nicotine. De plus, une consommation
importante de tabac est associée a une augmentation du risque de TPS et les individus
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qui ont commencés a fumer avant 'age de 13 ans ont davantage de risque de
développer une TPS®'?, Pendant plusieurs décennies, ily a eu une hypothése décrivant
le tabagisme non pas comme une cause mais comme une conséquence des TPS, due a
une automédication basée sur les effets de la nicotine sur le cerveau. Cependant,
plusieurs études ont montré que cette hypothése d’automédication ne permet pas

suffisante pour expliquer cette association®'.

Un lien avec le Sl a également été démontré. Par exemple, des études familiales
montrent qu’ily a une augmentation du risque des TPS et en particulier la SCZ a la suite
d’infection virale pendant la grossesse et/ou la naissance. Certaines études ont étudié
une dérégulation du Sl chez les patients atteints de TPS avec une augmentation de
cytokines pro-inflammatoires (dont UIL-2, U'IL-6, le TNFa) dans le sang d’environ 40%
des patients atteints de SCZ ou TB®*-%, De plus, 20 a 50% des patients recevant des
traitement chroniques d’interféron-a dans le cadre du traitement d’'un cancer ou d’une
maladie chronique développent des symptomes dépressifs®’. Des épisodes maniaques

peuvent également étre causés par 'administration de corticostéroides®®.

1.2.5 Une étiologie commune des troubles psychiatriques séveres

Dans 'ensemble, les facteurs associés au développement des TPS sont nombreux et
ont un faible effet individuel. Ils ne sont pas liés a un trouble spécifique et leurs effets
individuel sur le risque de développer une TPS est faible. Cela rend difficile d’expliquer
leurs liens avec les TPS. Certains facteurs peuvent étre a la fois des facteurs de risques,
tout comme ils peuvent étre des conséquences des TPS ou de facteurs génétiques
communs (e.g. addiction a la nicotine). De plus, ces facteurs de risques ne sont pas
spécifiques a un trouble psychiatrique précis. Il est donc difficile d’identifier le lien de
cause a effet exact. Cela a sans nul doute contribué a ’absence de biomarqueurs des
TPS. Un modele crédible a été énoncé par Murray et al. dans leur article paru en 2004 ou
ils avancent que certains genes prédisposent les individus aux troubles mentaux en
général et que certains génes tels que ceux impliqués dans le développement nerveux,
ainsi que des facteurs non-biologiques, tels qu’une influence du SI, peuvent ensuite
avoir un effet, prédisposant U'individu vers un phénotype thymique (TB, DM) ou vers un
phénotype psychotique (SCZ, et TSCZA)®*°. Ce modele propose donc une origine
commune aux différentes TPS et donne une explication a orientation des phénotypes

35



de sévérités. Ce modele semble confirmé par des études telles que celle de Cardno et
Owen en 2014 qui comparent des GWAS pour identifier un chevauchement des facteurs

de risques génétiques entre les TB, la SCZ, et les TSCZA*".

36



1.3 Chapitre 3: Les interactions neuro-immunes

1.3.1 Anatomie du systeme nerveux

1.3.1.1 Systéme nerveux central (SNC)

Comme je viens de Uindiquer dans le chapitre précédant (Section 1.2), les TPS
correspondent a des ensembles de symptdmes relatifs a des troubles de la pensée. Ces
troubles sont donc liés au SNC qui régule les fonctions cognitives. Ce lien entre le SNC
et les TPS a notamment été démontré par des associations entre la présence de

troubles similaires aux TPS et des lésions ou des tumeurs cérébrales’®”".

Le SNC est composé de 'encéphale, et de la moelle épiniére, aussi connue sous le nom
de moelle spinale. L'encéphale est lui-méme composé de quatre structures qui
correspondent au télencéphale, au diencéphale, au tronc cérébral, et au cervelet. La
moelle épiniere correspond a la partie du SNC qui prolonge la moelle allongée (Medulla
Oblongata) du tronc cérébral dans le canal rachidien formé le long de la colonne
vertébrale. Elle est composée des nerfs spinaux, aussi appelés les nerfs rachidiens
(Figure 4 A). Le télencéphale correspond aux hémispheres cérébraux. Le diencéphale et
composé du thalamus, de ’hypothalamus, et de U'épithalamus. Il est situé entre le
télencéphale et le mésencéphale, une partie du tronc cérébral. Le cervelet, correspond
a une structure repliée sur elle-méme a arriere du tronc cérébral. Le terme de cerveau
peut dans son sens le plus large s’appliqué a 'ensemble de 'encéphale, au
prosencéphale (également appelé, le cerveau antérieur) une structure formée par le
télencéphale et le diencéphale, ou au télencéphale seul (Figure 4 B)’>’%. Lencéphale est
vascularisé par Uartere vertébrale et Uartere carotide interne. Cela permet un apporten

glucose et en oxygene nécessaire pour le fonctionnement du SNC”“.
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Figure 4: Anatomie du systéme nerveux central. Localisation du SNC (encéphale et moelle épiniére) dans le corps
humain (A), représentation graphique de l’encéphale (B), et représentation graphique de la barriére hémato-
encéphalique (C).
Les différents composants de 'encéphale ont des rbles spécifiques. Le tronc cérébral
en tant que prolongation de la moelle épiniere dans 'encéphale, permet de transférer
des informations entre 'encéphale et le reste du corps, tandis que le cervelet est
associé au contrble des activités motrices et cognitive’>’°. Des dysfonctionnements du
cervelet ont été associés a des problemes cognitifs chez des patients atteints de SCZ
tandis que des lésions du tronc cérébral ont été liées a des symptémes dépressif et des
hallucinations’’”?. Le diencéphale relaie des informations entre le tronc cérébral et le
télencéphale, il régule également les activités du systeme hormonal et du systéme
nerveux autosome, ainsi que le rythme circadien®®?'. Le télencéphale permet le
traitement des informations sensorielles telles que la vision, audition, le touché, le
go(t, et Uolfaction. Il contrble également les capacités d’un individu a apprendre,

mémoriser, et communiquer, des capacités qui sont altérées par les TPS®-°,
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Lencéphale possede un systéme ventriculaire correspondant a quatre cavités
interconnectées entre elles. Ce systeme inclus deux ventricules latéraux situé dans les
hémisphéeres cérébraux du télencéphale, un troisieme ventricules dans le diencéphale,
et un quatrieme ventricule dans le rhombencéphale (également appelé le cerveau
postérieur, il est composé du cervelet, du point de Varole, et de la moelle
allongée)®*.Dans chaque ventricule, un ensemble de capillaires sanguins et
d’épendymocytes (des cellules gliales présentes dans le cerveau) forment des plexus
que 'on nomme choroides. Les épendymocytes des plexis choroides sécrétent un
liquide biologique, le liquide céphalo rachidien (LCR), également connu sous le nom de
liquide cérébro-spinal®’. Anatomiquement, le SNC est protégé par les méninges, le LCR

et la Barriere Hémato-Encéphalique (BHE).

1.3.1.2 Protection du SNC par les méninges

Lensemble du SNC est enveloppé par les méninges, un ensemble de membranes de
tissus conjonctif qui recouvrent 'encéphale et la moelle spinale. Jusqu’en 2023,
Uexistence de trois membranes était connue. On les nomme de la plus externe a la plus
interne, la Dure-mére, UArachnoide, et la Pie-mére. Ces membranes constituent la
barriere protectrice la plus externe de ’encéphale. La dure-meére est la couche la plus
épaisse. Elle est innervée par les arteres méningées permettant un apport sanguins
essentiel pour maintenir les fonctions des méninges. Larachnoide n’est pas
vascularisée Un article publié en 2023, révele Uexistence d’une quatrieme méninge
entre 'arachnoide et la pie-meére. Cette quatrieme membrane a été baptisée
Subarachnoid Lymphatic-like Membrane (SLYM)®. Le LCR, est stocké au niveau du
systeme ventriculaire et de 'espace sous-arachnoidien entre ’'arachnoide et la pie-

mere®’. Il est séparé du systéme circulatoire par les plexus choroides et 'arachnoide®-.

La Dure-mere est la membrane la plus résistante des méninges. Couplé au LCR, cela
permet aux méninges d’offrir une protection physique au SNC en 'ancrant aux os
Uentourant, en le stabilisant et en amortissant les chocs qu’il subit. Le LCR permet
également le transport d’hormone?®’, de nutriments®, de neurotransmetteurs®,
d’anticorps et de cellules immunitaires telles que des lymphocytes®. Il permet
également l'élimination des déchets biologiques qui s’accumulent dans le SNC. Les

cellules composant 'arachnoide ont des jonctions serrées qui filtrent le transport des
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molécules comme la BHE®. En revanche, bien que non vascularisé, 'arachnoide
permet le passage de cellules immunitaire des capillaires de la dure-mere a U'espace
subarachnoidien contribuant a une réponse immunitaire en cas d’infection ou de neuro-

inflammation (Figure 5)%9’.
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Figure 5: Représentation graphique de lUorganisation des méninges (Rua & McGavern, 2018 *°)

1.3.1.3 Régulation des échanges entre le SNC et le systéme circulatoire par la Barriére
Hémato-Encéphalique

La BHE est une membrane semi-perméable qui entoure les vaisseaux sanguins de
Uencéphale, les séparant ainsi des neurones. De la phase luminale dirigée vers les
capillaires a la phase abluminale dirigée vers les neurones, la BHE est composé de
cellules endothéliales (CE) formant un endothélium qui tapissant les capillaires, d’une

lame basale, les péricytes, et enfin, les astrocytes (Figure 4 C)%*.
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Les CE de la BHE sont différentes des CE périphériques dans leur morphologie et leur
fonction. Elles ne sont pas fenestrées et sont reliées entre elles par des jonctions
serrées et adhérentes limitant un transfert passif et rapide entre le systeme circulatoire
et le SNC®. Elles expriment peu de molécules d’adhésion des leucocytes a leurs
membranes qui est également chargée négativement. Cela limite ’'entrée des cellules
immunitaire dans le SNC'*'%", Les CE du SNC possédent environ 10% de mitochondrie
de plus que les CE des capillaires périphériques et elles expriment des transporteurs
membranaires spécifiques aux fonctions du SNC ce qui leurs permettent de réguler

’homéostasie de ce dernier'9%103,

La lame basale est un assemblage de protéines et de glycoprotéine extracellulaire,
composée majoritairement de collagéne IV. Elle entoure les CE. Elle sert de support aux

CE et aux péricytes''%,

Les péricytes entourent les capillaires sur la face abluminale (du c6té du SNC) des
cellules endothéliales. Les péricytes et les CE sont généralement séparés par la lame
basale commune mais ils peuvent également étre en contact direct'*®'"’. Les péricytes
régulent la différenciation des CE et ils ont une des capacités contractiles leurs
permettant de moduler le flux sanguin des capillaires'*'%°, Les péricytes du SNC
peuvent également migrer a distance des CE pour éliminer des débris neuronaux en

agissant comme des macrophages''’.

Les astrocytes sont des cellules gliales présentent dans le SNC. Il s’agit du type
cellulaire le plus abondant dans le cerveau. Il a une forme étoilée avec des pieds
astrocytaires qui recouvrent les capillaires sanguins'''. Les CE et les astrocytes se
régulent Uun et Uautres. Les astrocytes peuvent ajuster la perméabilité de U'endothélium
tandis que les CE sont impliquées dans la différentiation des astrocytes via la sécrétion
de facteur inhibiteur de la leucémie, U'apport de nutriment aux neurones, et leurs

protections en générant une gaine de myéline'*""%,

Avec une taille estimée entre 12 et 18 m? pour un adulte, la BHE est considérée comme
étant la plus grande interface entre le sang et le cerveau''”. La majorité des capillaires
de 'encéphale sont isolé du systeme circulatoire par la BHE, a 'exception des organes

circumventriculaires situés dans la paroi du systeme ventriculaire et dont les fonctions
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sensorielles ou de sécrétion d’hormones nécessitent un contact direct avec le sang
(Figure 4 C)"'°. La BHE contréle la plupart des échanges entre le systeme circulatoire et
le SNC grace auxjonctions serrées des CE, qui ne permettent une diffusion passive
seulement pour les molécules de moins de 400 Da, et des transporteurs moléculaires
spécifiques. Cela permet de maintenir ’homéostasie du cerveau, d’assurer sa nutrition,
et de le protéger contre des neurotoxines présentes dans le sang''’~'"°. La BHE
participent également a ’élimination de neurotransmetteurs et d’autres déchets
biologiques produits par Uactivité du SNC'?°. Cela permet de maintenir ’lhoméostasie
du SNC et donc la survie et le fonctionnement des neurones. D’un autre c6té, la BHE
représente le plus grand obstacle pour 'administration de médicaments destinés au

SNCW‘I7,121.

1.3.2 La notion de privilege immunitaire

1.3.2.1 Définition et origines

Une notion de privilege immunitaire (Pl) a été proposé aprés 'observation que des
greffons placés dans le parenchyme cérébral peuvent survivre plus longtemps que des

greffons situés dans des tissus périphériques’?>'?%, Ce PI était justifié par :

1. Labsence pergu d’un drainage lymphatique des antigenes du SNC permettant

’activation des cellules immunitaires’.

2. Une expression limitée des Complexe majeur d’histocompatibilité (CMH) de

classe | dans le parenchyme cérébral'>>'>°,

3. Laprésence de barriere biologique entre le SNC et le reste du corps permettant
de maintenir un micro-environnement spécifique et nécessaire au

fonctionnement du SNC:
1. LaBHE.
2. Lépithélium de ’'arachnoide qui n’est pas vascularisée.

3. Une troisieme barriére formée par les CE du plexus choroide séparant le

sang du LCR™.
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4. Le faible nombre de cellules immunitaires classiques (cellules T ou cellule B)

dans le SNC lorsqu’on le compare aux organes périphériques’?®.

L’ensemble de ces éléments a contribuer a laisser penser que le SNC et le Sl sont

largement indépendants l'un de l’autre.

1.3.2.2 Evolution du concept de privilege immunitaire

Ce concept a cependant évolué ces dernieres décennies avec notamment:
1. Lidentification du systeme lymphatique du SNC dans les méninges'.

2. Létude des cellules gliales telles que les astrocytes, les microglies qui ont le réle
de macrophage dans le SNC, et les oligodendrocytes qui avec les microglies
orchestrent une réponse inflammatoire dans des conditions

neuropathologiques’*"**,

3. Lidentification d’interaction entre le Sl et le SNC. Un exemple de cela est le
réflexe inflammatoire. Des cytokines sont produites par des cellules
immunitaires activées et vont stimuler le SNC via les nerfs vagues afférents. En
réponse, le SNC active les nerfs spléniques qui libérent un neurotransmetteur, la
noradrénaline. Cette molécule vat étre captée par les cellules LT CD4+ qui vont a
leurs tours libérer de 'acétylcholine et cette derniere molécule vat a son tour étre

captée par les cellules immunitaires pour diminuer Uinflamamtion'#>'%¢

4. Ladécouverte du fait que la perméabilité de la BHE est augmentée lors des

épisodes de neuro-inflammation'’='%°,

Aujourd’hui, il est admis que le SNC et le SI communiquent entre-eux et s’influencent
mutuellement. Létude des microglies, les cellules immunitaires résidentes du cerveau,
a montré que le SNC posséde une réponse immunitaire spécialisée’*’. Siles méninges
participent a la séparation du SNC et du systeme circulatoire, elles permettent
également une surveillance du SNC par le Sl. La dure-mere et la pie-meére contiennent
des cellules immunitaires, dont des macrophages, ces neutrophiles, des cellules
dendritiques (CD), des cellules lymphoides innées (CLI), des LT CD8+, et des LT
CD4+°>'41, Le systeme lymphatique des méninges participe a cette surveillance en

drainant le LCR vers les ganglions lymphatiques cervicaux profonds ou les antigenes
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présents dans le LCR peuvent étre présenté a des cellules immunitaire telles que des LT
ou des Lymphocyte B (LB). Cette présentation peut alors provoquer une réponse

immunitaire si nécessaire'?4142:143,

De nombreuses études ont montrées une augmentation de la perméabilité de la BHE
causée par la sécrétion des cytokines pro-inflammatoires par les cellules gliales et les

neurones lors d’épisodes inflammatoires:
e Le TNFa produit par les microglies, les astrocytes et les neurones'* %/,
e L’IL-18 sécrétés par les astrocytes'"’
e L’IL-6 produit par les microglies, les astrocytes, les CE'#¢'°°,
e L’INFy produits par les cellules gliales et les neurones™" %2,

Les neurones possedent des récepteurs spécifiques a ces cytokines'**'°¢, Certaines
d’entre elles sont produites en quantité réduites dans le SNC et sont essentielles pour
les fonctions neuronales tel que la formation et le maintien des synapses’*. De plus,
des études précédentes ont révélées qu’une augmentation de cytokines pro-
inflammatoires (dont UIL-1, UIL-6, et le TNFa) dans le sang de patients atteints de SCZ'*’.
Cela montre Uinfluence du Sl sur les fonctions neuronales. La sécrétion de ces
cytokines augmente lors de réactions inflammatoires suivant maladies et blessures
causant une neurodégénération’**'%*, En plus d’étre une conséquence de la neuro-
inflammation, 'augmentation de la perméabilité de la BHE peut l’'aggraver en
permettant le passage du sang au SNC de cytokines pro-inflammatoires et de cellules

immunitaires’®,

Outre le fait que les cellules du SNC possedent des récepteurs des cytokines pro-
inflammatoires, les Cellules Mononucléaires du Sang Périphérique (PBMC) expriment
des récepteurs des neurotransmetteurs dont la dopamine, la norépinephrine, et
lacétylcholine qui peuvent réguler Uactivité et la différentiation des leukocytes'®'®, Les
organes lymphoides sont innervés par le systeme nerveux autonome permettant de
réguler le Sl au niveau d’un organe précis'**'%*'"%, De plus, des études ont montrées que
Uinfiltration dans le parenchyme du SNC de cellules immunitaires comme les LT est

cruciale pour prévenir et éliminer les infections du SNC. Cette infiltration peut
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cependant provoguer une neuro-inflammation affectant les capacités cognitives'’"'72. Il
a été établi que linfiltration des LT est guidé par les cellules gliales et les cellules

myéloides résidant dans le parenchyme du SNC'72,

Il a également été montré que ’'axe Hypothalamo-Hypophyso-Sorrénalien (HHS)
permettent au SNC et au Sl de s’influencer mutuellement’®. L’axe HHS peut étre activé
par des cytokines produite par le Sl ce qui permet a ce dernier d’influencer le SNC et ses
fonctions cognitives et mémorielles’’*"’°. Tandis que le SNC peut provoquer via

Uhypothalamus la production de glucocorticoide par cet axe pour influencer le SI"'77-"7%,

Ces informations ont fait évoluer le concept de privilege immunitaire du SNC. Si a
Uorigine ce concept représentait une séparation totale des interactions entre le Sl et le
SNGC, il correspond aujourd’hui au fait que si le SNC posséde des mécanismes
permettant de limiter le contact et U'activité du Sl, les deux systemes ne sont
complétementisolés 'un de l'autre. Le SNC présente une forme régulée de surveillance
immunitaire impliquant les méninges, leurs systémes de drainage lymphatique, et la
BHE. De plus, les deux systémes se régulent mutuellement'*"'#', Si cela permet de
protéger le SNC en temps normal, un emballement du Sl peut causer une inflammation
chronique du SNC qui affecte les capacités cognitives des patients, et pourrait

participer a la genese de troubles psychiatriques'®'%

1.3.3 Troubles psychiatriques et systeme immunitaire

1.3.3.1 Les troubles psychiatriques ont également été associées a une dérégulation du
systéme immunitaire

Comme je l’ai décrit dans le chapitre 2 (Section 1.2.4.2), la dérégulation du Sl est un
acteur important de U'étiologie des TPS. Les TPS sont aujourd’hui reconnues comme des
maladies neuro-immunes avec un dysfonctionnement du Sl tout au long de la vie des
patients'®'%¢, Ce dysfonctionnement du Sl participe au développement chez ces
patients de maladies auto-immunes et de syndromes métaboliques qui participe a la

surmortalité liée aux TPS'87-19°,

1.3.3.2 Hypothése de l'origine neuro-immunologique des troubles psychiatriques

Les TPS sont marquées par une augmentation de cytokines pro-inflammatoires et

d’autre marqueurs de Uinflammation comme la protéine C réactive dans le sang
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d’environ 40% des patients atteints de TPS®*°. De plus, 20 a 50% des patients recevant
des traitement chroniques d’interféron-a dans le cadre du traitement d’un cancer ou

d’une maladie chronique développent des symptomes dépressifs®’.

Cette inflammation chronique peut alors affecter le SNC de plusieurs fagons qui ont été

résumés par Robert Dantzer dans un article paru en 2008'*°:

1. Parlactivation de nerfs sensoriels par des cytokines et des Motifs moléculaires
associés au danger, en anglais, Damage Associated Molecular Pattern

(DAMP)191,192.

2. Enstimulant la production de cytokines pro-inflammatoire par des cellules
immunitaires résidant dans les organes circumventriculaires'®. Ces organes ne
sont pas limités par la BHE. Les cytokines peuvent donc étre diffuser dans le

cerveau'®,

3. LaBHE peut également servir de point d’entrée de ces cytokines dans le cerveau,
soit par l'utilisation de transporteurs ou par la perméabilisation de la BHE

comme je 'ai montré précédemment (Section 1.3.2.2)'%.,

Lentrée de ces cytokines dans le cerveau stimule les cellules gliales provoquant une
neuro-inflammation. Il a été montré que Uactivation des microglies joue un rble dans le
développement et 'aggravation des déficiences cognitives de la SCZ ou encore avec le
taux de suicide des individus atteints de TB'**7'%°, Bien que le rOle des cellules gliales ne
soit pas tout a fait compris, il est probable que leurs activations dans un contexte de
neuro-inflammation a pour conséquence une dérégulation de certains
neurotransmetteurs, un exces de U'élagage synaptique, et une diminution de la

myelination des neurones réduisant la matiere blanche du cerveau'*?°,
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1.4 Chapitre 4: La recherche de biomarqueurs en psychiatrie

1.4.1 Des biomarqueurs des troubles mentaux ont déja étaient proposés

Le sang permet le transport de nombreuses cellules du Sl et de leurs médiateurs tels
que les cytokines. Il reflete donc les dysfonctionnements des processus systémiques
comme Uinflammation ou les altérations métaboliques. Compte tenu de 'ensemble des
données disponibles aujourd’hui qui indiquent que le Sl et les TPS sont liés et le fait que
les PBMC peuvent étre obtenue facilement a partir du sang des patients, 'évaluation
des dérégulations de ces cellules chez les patients atteints de TPS représente une

méthode attractive pour identifier des biomarqueurs périphériques des TPS.

De nombreuses études ont déja proposés des biomarqueurs a partir de 'étude des
PBMC ou de cerveaux post-mortem. Un exemple de cela, concerne les miARN. Comme
je laiindiqué précédemment (Section 1.1.2.4), ces molécules sont d’importants
régulateurs post-traductionnels qui influencent sur Uexpression des génes. Une revue
non-exhaustive de la littérature indique que 345 miARN ont déja été associés a
différentes TPS incluant la SCZ, les TB, ou la DM a partir de 'étude du sang ou de

cerveau post-mortem'%2%",

Certaines molécules pro-inflammatoires tel que les cytokines IL-1f, IL-6, IL-22, le TNFa,
et UIFNy ont également été associées a des TPS et notamment la SCZ dans de

nombreuses études?°?2%7,

1.4.2 Absence de biomarqueur validé

Ces molécules identifiées comme étant des biomarqueurs sont cependant a prendre
avec précaution. Certaines études identifient des molécules comme étant dérégulés
d’une certaine fagon alors que d’autres études étudiant le méme type de patients et le
méme type d’échantillon, n’identifient pas les mémes molécules ou alors n’identifient
pas la dérégulation de ces biomarqueurs dans le méme sens. De plus, certaines
molécules sont identifiées comme étant dérégulées de la méme facon pour des TPS
différents?®’. Cela empéche la validation de ces biomarqueurs et leur utilisation

clinique.
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Aujourd’hui encore, la psychiatrie reste une branche de la médecine moderne qui
n’utilise pas de biomarqueurs pour réaliser ou confirmer un diagnostic. Lidentification
des troubles psychiatriques dont un individu peut étre atteint, est réalisé uniquement
sur le recueil d’anamnese des patients et sur des critéres cliniques a partir desquels le
clinicien réalise ses diagnostics. Ces criteres peuvent-&tre des critéres sémiologiques
(identification de symptomes exprimés par les patients), des criteres d’évolution
temporelles, des critéres fonctionnels (répercussion psycho-sociale des symptémes),
et élimination d’un diagnostic d( par exemple a la présence ou l’'absence de
symptomes spécifiques a certains troubles (Figure 6). Cela implique que les patients
participent de fagon active a leurs diagnostics et qu’ils permettent aux cliniciens de
détecter suffisamment de symptémes pour identifier les TPS correctement selon
systeme de classification qu’ils utilisent dont le DSM, publié par U'Association
Américaine de Psychiatrie, ou la Classification Internationale des Maladies (CIM),

publiée par TOMS (Section 1.2)?%,
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TROUBLES AFFECTIFS

DEPRESSION MAJEURE

ALTERNANCE DE PHASES
MANIQUES ET DE

PHASES DEPRESSIVES LONG EPISODE

DEPRESSIF ET
ABSENCE DE
PHASES MANIQUES

TROUBLES BIPOLAIRES

PRESENCE D'ELEMENT DELIRANTS

OU HALLUCINATOIRE EN ELEMENTS DELIRANTS QU
DEHORS DES PHASES HALLUCINATOIRE ABSENTS OU
MANIACO-DEPRESSIVES SEULEMENT EN PRESENCE DE

SYMPTOMES THYMIQUES

TROUBLES PSYCHOTIQUES

SCHIZOPHRENIE

ABSENCE DE
PRESENCE DE TROUBLES THYMIQUES

TROUBLES THYMIQUES

TROUBLES SCHIZOAFFECTIFS

Figure 6: Représentation graphique simplifiée du diagnostic des PM étudiées lors de cette these
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1.4.3 La classification des troubles psychiatriques est un frein pour

Uidentification de biomarqueur

1.4.3.1 Définition de la dichotomie kraepelinienne

Alors que les premieres mentions des maladies psychiatriques remontent a Uantiquité
avec Hippocrate en Grece Antique qui suggere plusieurs maladies mentales dont la
mélancolie, la classification actuelle des TPS est relativement récente. Les premieres
tentatives pour standardiser les diagnostics et classer les patients selon leurs
symptomes commencent lors du XIX®™ siecle a cause du besoin des autorités d’établir
des statistiques pouvant étre déclarées. Il y a notamment eu une tentative par le bureau
de recensement des Etats-Unis en 1880 de classifier les patients selon le type des
maladies mentales mais leur classification n’a pas recu de consensus. C’est dans ce
contexte que la Dichotomie Kraepelinienne (DK) est proposée en 1899 par Emil
Kraepelin. Emil Kraepelin propose de séparer les TPS en deux groupes de maladies en se
basant sur la progression et 'issue des troubles mentaux, et notamment, la diminution
des capacités cognitives avec un premier groupe avec des symptomes chroniques
conduisant a une détérioration systématique de la cognition, qu’ilnomme les
“démences précoces” (SCZ) et un second groupe avec des symptomes périodiques qui
mene a une perte de capacité relative moins forte, les “psychoses maniaco-
dépressives” (TB). Cette classification a été rapidement adoptée pour la simplicité par
laquelle elle permet de prendre en charge les patients, et forme la base des systemes
diagnostics utilisés actuellement en ayant inspiré la CIM (aujourd’hui a sa 10°™ édition)
et le DSM. De plus, les classifications cliniques actuelles continuent, comme la DK, a

décrire les TPS comme des catégories “exclusives”.

1.4.3.2 Remise en cause du modeéle dichotomique

Bien que les modeles catégoriels des troubles de la personnalité soient utiles pour
poser un diagnostic et délivrer un traitement adéquat, Certaines recherches remettent
en cause la DK et les classifications qui sont basées dessus. La complexité des troubles
psychiatriques rend difficile Uutilisation d’une classification basée sur des catégories
strictes car comme je 'ai indiqué précédemment, des symptémes et des facteurs de

risques sont communs aux différents troubles psychiatriques. Couplé au fait que le
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diagnostic est principalement basé sur le recueil d’anamnéses, cela contribue a des

retards, voire a des erreurs de diagnostic.

Ainsi, la DK, et les systemes de classification fondés dessus, ont été remis en cause une
premiere fois en 1933 via la création d’'une nouvelle catégorie de patients, les TSCZA,
pour décrire les patients a la fois eu un épisode thymique comme pour les TB et des
symptomes de la SCZ tel que des hallucinations, ou des idées délirantes®’. Cette
expansion de catégorie est telle que des soixante diagnostics décrit dans la premiére
édition du DSM. Cette classification est passée a presque 300 troubles mentaux
différents dans Uactuelle cinquiéme édition. D’un point de vue clinique, cette
complexité peut rendre le diagnostic difficile. Par exemple, bien qu’il soit connu qu’un
patient atteint de TB peut avoir des symptomes psychotiques tel que des hallucinations
ou des troubles de la pensée lors des phase maniaques et dépressives de sa maladie.
Ces patients avec des TB doivent alors étre distingués des patients schizophrénes par la
présence de symptdmes thymiques concomitants, et des patients atteints de TSCZA par
le fait gu’ils n’ont pas de symptémes psychotiques en dehors des phases maniques ou
dépressives. Cependant, la mention de ces symptdmes psychotiques a un clinicien
diminue de facon significative la probabilité d’étre diagnostiqué comme étant atteint de
TB, les cliniciens diagnostiquent alors davantage un trouble psychotique tel que la SCZ
ou les TSCZA**?% |l est également fréquent qu’un patient atteint de SCZ développe un
épisode dépressif majeur au début de la pathologie et qu’il soit diagnostiqué comme
soufrant de TB ou de TSCZA**?'%?"1_ De plus, de multiples découvertes scientifiques
remette en cause la proposition de la DK que les troubles psychotiques et les troubles
thymiques sont des troubles différents. Ainsi, comme je Uai spécifié dans le chapitre 2
(Section 1.2.4.1), les études de jumeaux et les GWAS ont montré l’existences de risques
génétiques communs et spécifiques entre la SCZ et les TB®. Outre les facteurs de
risques et les symptémes, méme les traitements en psychiatrie sont davantage utilisés
pour traiter des dimensions de symptémes plutdét que des catégories de troubles
psychotiques. Par exemple, les antidépresseurs sont utilisés pour traiter non seulement
la DM, mais aussi de nombreux autres troubles comme les troubles obsessionnel

compulsifs, le stress post-traumatique, et les troubles de 'anxiété?'>?',
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Les antipsychotiques peuvent sont également prescrits pour plusieurs types de troubles
mentaux dont la SCZ, les TB, et aussi certains troubles de la personalité?'*. Plus
inquiétant encore, certains patients qui ont recu le méme diagnostic de SCZ ne
répondent pas de la méme fagon aux traitements montrant que des différences
persistent méme au sein d’'un méme diagnostic. Certains patients continuent a
exprimer des symptémes chroniques tandis que d’autres patients se rétablissent

complétement?’®. Cela suggéere un probleme d’homogénéité de certaines catégories.

Lensemble de ces informations indiquent que les TPS partagent de nombreux facteurs
de risques et symptdémes et sont liées génétiquement et biologiquement. Cela contredit
la DK qui déclare que les troubles psychotiques sont complétement séparés des
troubles thymiques. Il apparait donc nécessaire de prendre en compte ces facteurs
communs et de les étudier conjointement. Cependant, de nombreuses études sur les
troubles mentaux continuent a s’intéresser de fagon spécifique a un seul trouble tel que
la SCZ ou les TB. Cela est probablement 'une des causes empéchant l'identification
des mécanismes biologiques sous-jacents des TPS. La raison de cette individualisation
dans la recherche scientifique et largement due a la fagon dont les TPS sont

cliniquement diagnostiquées aujourd’hui.

1.4.4 Utilisation de modeéles dimensionnels

1.4.4.1 Définition des modéles dimensionnels

Pour répondre a cette remise en cause des classifications héritées de la DK, des
tentatives ont été réalisées pour utiliser des modeles dimensionnels qui devrait
permettre de mieux traiter les patients et de mieux étudier les TPS. L'ambition de ces
modeles est de s’affranchir des problemes causés par les modeles catégoriels tel que le
DSM en ne se basant que sur les symptdmes et leurs intensités pour grader les patients
sans les classer dans des groupes figés. Cela permettrait en théorie une amélioration de
la prise en charge et des traitements en indiquant si les patients présentent des
symptémes psychotiques tel que des hallucinations ou encore des symptémes
thymiques (manie ou dépression) tout en graduant leurs intensités. Ces modeles
devraient également améliorer la recherche scientifique. En effet, alors que les TPS

partagent a la fois des facteurs de risques, des symptémes et des mécanismes
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biologiques sous-jacents, les modéles catégoriels et leurs diagnostics mutuellement

exclusifs ayant été notés comme étant des freins a la recherches scientifiques?' ",

Ainsi, Keshavan et al., ont en 2011 créé un modele dimensionnel pour évaluer les
symptoémes des troubles schizophrénes et bipolaires et le comparer au modéle
catégoriel de la quatrieme édition du DSM?'®, Leur modele évalue sur une échelle

schizo-bipolaire de dix points trois éléments de ces troubles:

1. La proportion de psychose sans symptomes affectif en proportion de la durée

totale de la maladie.

2. Laprésence de symptémes maniaques en proportion de la durée totale de la

maladie.

3. Letype prédominant des symptémes thymiques (maniaques ou dépressifs)

lorsqu’ils sont présent.

Les deux premiers points ont été utilisés pour évaluer la proportion de TPS non affectifs
et les symptdémes maniaques car ces deux éléments sont importants pour le diagnostic
des TSCZA dans le DSM. Le troisieme point a été inclus pour évaluer si les symptomes
thymigues étaient davantage des symptémes de manie que des symptémes dépressifs,
ou inversement. Keshavan et al. ont additionné la somme de ces trois éléments et
obtenus une échelle allant de 0 a 9. Ils ont alors observé qu’un nombre important de
patients bipolaires (score de 0 a 1, N=165) et schizophrenes (score de 8-9, N=256) se
trouve aux extrémités de leur modele tandis que des patients atteints de TSCZA, mais
aussi de TB, ou de SCZ (N=341, 45% de leurs échantillons) ont des scores moyens
(Figure 7). Leur modele montre peu de chevauchement entre les troubles bipolaires et
schizophrenes qui sont aux extrémités du spectre schizoaffectif. Il apparait que leur
modele obtient des résultats similaires ou du moins corrélés avec ceux des diagnostics
réalisés avec le DSM. Cependant, leur modele ne montre pas de séparation claire entre
les différentes catégories du DSM ce qui suggere encore une fois, une distribution non
catégorielle des symptémes thymiques et psychotiques chez les patients atteints de

TPS.
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Figure 7: Distribution des scores de [’échelle Schizo-Bipolaire dans les différents groupes diagnostics (Keshavan et
al. 2011) 218

Un autre modéle similaire a été créé par Moller et al. a partir d’une cohorte allemande
de patients hospitalisés. Ce modele utilise des échelles de sévérités comme le PANSS
ou UEchelle d’Evaluation Globale du Fonctionnement, en anglais Global Assessment of
Functionning (EGF), qui sont utilisées par les cliniciens pour réaliser des diagnostics,
comme dimensions représentant un type de symptome et sa sévérité. Des analyses de
régression logistiques ont ensuite étaient réalisées pour comparer ces dimensions a la

classification selon le CIM?'°,

On observe que les deux modeles bien que visant le méme spectre n’utilise pas les
mémes échelles de sévérité, ni de méthode similaire. En revanche, ces modeles
dimensionnels sont similaires dans le sens ou deux critéres ont été pris en compte dans
leurs formations, le type de symptdmes évalués et la sévérité de ces symptémes. Ils
sont également similaires par le fait que les patients ne sont pas classés dans des
catégories strictes permettant d’affiner et de personnaliser la prise en charge de ces
patients. On peut également citer les modeles de classification RDoC et HiTOP ont

également étaient proposés en se basant sur les symptémes et facteurs de risques
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communs aux troubles psychiatriques, pour permettre de résoudre les problemes liés a
Uhétérogénéité de la classification catégorique actuelle??>??', Ces modeéles sont
cependant toujours en train d’évoluer et leurs utilités par rapport au DSM est toujours en

train d’étre évalués.

1.4.4.2 Comparaison avec les modéles catégoriels

Dans ’ensemble, ces modeles dimensionnels n’offrent pas forcément de meilleures
capacités prédictives que les modeles catégoriels pour un nombre important de
patients qui peuvent étre classé dans les catégories SCZ et TB du DSM ou de la CIM.
Cependant, ce type de modele présente un intérét pour les patients atteints de troubles
qui ne rentrent pas dans ces catégories mais ont un phénotype entre les deux comme
les patients TSCZA. Ces modeles y parviennent en indiquant de maniere plus nuancée
et précise les symptomes évalués et leurs sévérités?'®?'°, Par exemple, le modele
schizo-affectif de Keshavan et al. indique la proportion et la gravité des symptomes
thymiques et des symptoémes psychotiques?’®. Ces modeles sont de plus soutenus par
des données empiriques qui prouvent leur validité et leur pertinence par rapport aux
symptomes gu’ils évaluent. Il est probable que, d’un point de vue clinique, les deux
types de modeles, catégorique et dimensionnel, soient corrects et puissent se
complémenter pour améliorer la prise en charge des patients, les modeles
dimensionnels permettant d’affiner le diagnostic des modeles catégoriels comme le

DSM et en réduisant la stigmatisation qui accompagne certains diagnostics*'*?2,

Ces modeles présentent cependant certains désavantages pour une utilisation clinique.
Outre le fait que leur utilisation nécessitera de former les cliniciens a Uutilisation de ces
modeles, il sera plus difficile d’expliquer aux patients les résultats de leurs évaluations
avec ce type de modele. En effet, les modeles catégoriels sont compris et reconnus par
le grand public et permettent aux patients d’avoir une idée claire de leurs états de santé
tandis qu’ils pourraient avoir plus de mal a comprendre ce type de modele
dimensionnel. De plus, si les modéles dimensionnels pourraient a terme permettre une
personnalisation des traitements en les adaptant a ’ensemble des symptémes des
patients, il reste a définir des seuils d’interventions clairs tandis que les catégories du

DSM disposent déja de protocole de traitements??2223,
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1.4.4.3 Avantage des modéles dimensionnels pour la recherche

Les modeles dimensionnels représentent également un outil intéressant pour la
recherche scientifique. Ils permettent de s’affranchir des catégories cliniques actuelles
qui ont été identifiées comme étant un frein pour la recherche?’®?", Ils réalisent cela en
fournissant des données plus riches et détaillées sur la sévérité des symptémes et en

permettant une validation transnosographique.

En revanche, ils présentent également plusieurs inconvénients. Le premier étant la
multiplicité des hypothéses suivant le nombre de dimensions étudiées. Le second
correspond a la standardisation des mesures servant a créer les modeles. Différentes
échelles de symptdmes peuvent étre utilisées dans différentes régions du monde. De
plus, certaines différences culturelles peuvent influencer l'évaluation des

symptoémes??“.
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2. Objectifs de la thése: Le projet MulioBio

2.1 Hypothese

Aujourd’hui, il est clair que les méthodes de diagnostic héritées de la DK sont des freins
pour la recherche de biomarqueurs. Les troubles mentaux présentent tant de
chevauchement de symptdémes et de facteurs de risques qu’il est difficile de valider un
biomarqueur représentant une catégorie du DSM. Pourtant, les liens entre le SNC, les
TPS, et le Sl indiquent que ces biomarqueurs pourraient exister méme s’ils n’ont pas

encore été validés.

En se basant sur ces informations, Uhypothése initiale de mon travail de theése est qu’il
est plus probable d’identifier des biomarqueurs en stratifiant les individus étudiés selon
la sévérité de leurs phénotypes et non selon les diagnostics qui leurs ont été attribués.
Cela devrait permettre Uidentification de biomarqueurs transdiagnostiques liés a la

sévérité des symptdémes dans le sang des patients.

L'identification de ces biomarqueurs de sévérité dans le sang est cruciale pour plusieurs
raisons. La premiere est que les biomarqueurs de la sévérité permettront d’évaluer la
progression des TPS et la réponse des patients aux traitements. Les patients avec les
symptémes les plus sévere étant plus susceptible de répondre a certains
antipsychotiques que d’autres®”®. Ceci est particulierement important pour les troubles
psychiatriques ou la sévérité des symptomes est corrélée avec une déficience
fonctionnelle et la qualité de vie amoindrie des patients??. Les différentes TPS ayant de
nombreux points communs, Uidentification de biomarqueurs de la sévérité permettrait
de mieux comprendre les mécanismes a Uorigine de ces symptdmes et des
meécanismes a l'ceuvre dans les TPS. Ces biomarqueurs pourraient également permettre
d’améliorer la prise en charge des patients en adaptant les traitements suivant
U'évolution de la sévérité observée par les cliniciens et mesurée avec les biomarqueurs.
Le fait d’identifier ces biomarqueurs dans le sang est aussi un avantage pour une
utilisation clinique car les prélevements sanguins sont peu invasifs, et peuvent étre
analysés facilement a 'aide des technologies actuelles (Section 1.1.2.2). De plus, ce

type de prélevements est réalisé en pratique courante pour s’assurer de 'absence de
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comorbidités organiques et de 'absence de contre-indication et de la tolérance aux

traitements.

2.2 Description de U'étude PsyCourse

Pour vérifier cette hypothese, j’ai collaboré avec UInstitute of Psychiatric Phenomics and
Genomics (IPPG) localisé a Munich en Allemagne pour accéder a des données et des
échantillons de la cohorte PsyCourse. La cohorte PsyCourse est composée d’individus
allemands, et a été créée par Thomas G. Schulze, le directeur de U'IPPG. Cette cohorte
est composée d’environ 450 individus neurotypiques et de plus de 1300 patients
atteints de différentes TPS, dont les TB, la DM, la SCZ, et les TSCZA. L’avantage de cette
cohorte est qu’elle est liée a une étude du méme nom??’. Lors de cette étude, les
participants ont assisté a jusqu’a quatre visites durant lesquelles leurs symptdémes et
leurs sévérités ont été mesurés de fagon intensive a l'aide d’échelles d’évaluation
psychiatrique, de questionnaires, et de tests cognitifs. Un diagnostic a été réalisé durant
la premiére visite en se basant sur le DSM. De plus, des échantillons biologiques de
sang veineux ont également été prélevés a chaque visite permettant d’obtenir de CADN,
de CARN, et du sérum afin d’effectuer des analyses scientifiques ultérieures. Parmi ces
analyses, un génotypage des participants, ainsi qu’une quantification des miARN ont
déja été réalisés avec des échantillons de la premiere visite de l'étude PsyCourse par
UIPPG et le German Center for Neurodegenerative Diseases (DZNE), un autre laboratoire
allemands localisé a Gottingen et dirigé par André Fischer, qui a quantifié les miARN des
participants de ’étude PsyCourse. Les participants ont été recontactés durant ma thése
ce qui a permis d’obtenir les échantillons d’une cinquantaine d’entre eux 10 apres

’étude PsyCourse.

2.3 Description des projets auxquels j’ai participé durant ma these

Mon travail de thése a été organisé autour de deux projets. Le premier a consisté a
regrouper les patients selon la similarité de leurs diagnostics réalisés a partir du DSM

pour former deux groupes de patients élargis correspondant aux:

1. Troubles du spectre de la SCZ (individus diagnostiqués avec de la SCZ ou des

TSCZA)
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2. Troubles de 'humeur (individus diagnostiqués avec des TB ou une DM)
3. Individus neurotypiques

Ces groupes ont été formés en se basant sur les classifications partagées par ces
maladies et leurs symptdomes communs. J’ai ensuite réalisé une analyse du miRNAome
de ces individus pour identifier des signatures spécifiques a chaque groupe. Les
résultats de ce projet ont été présentés dans un article soumis a Molecular Psychiatry le

17 Avril 2024 et actuellement en révision par Uéditeur??®.

Le second projet a eu pour ambition d’identifier des biomarqueurs de la sévérité des
TPS. Pour réaliser cela, j’ai utilisé les phénotypes collectés durant 'étude PsyCourse
pour classer en deux groupes 452 patients, qui ont participés a 'étude, selon la sévérité
de leurs symptomes mesuré aux quatre visites de 'étude. J’ai ensuite utilisé les
variables collectées durant ’étude PsyCourse réalisé des analyses pour comparer les
protéomes, méthylomes, et miRNAomes de ces deux groupes pour identifier des

signatures de genes liées a la sévérité des TPS.

J’ai également participé durant ma premiére année de thése a un 3°™ projet qui n’est
pas lié a mon sujet de thése, mais au projet général de 'équipe 6 du CR2TI (les
interactions hote-pathogenes dans les poumons) dont je fais partie. Lors de ce projet,
j’ai réalisé une analyse de co-expression des ARNm qui, couplée a des analyses du
protéomes, et de ’épigénome réalisée par d’autres membres de U'équipe 6, a permise
Uidentification d’une programmation des monocytes observée apres une lésion
cérébrale qui est associé a un risque de réactivation du Herpes Simplex Virus (HSV) et
d’invalidité 6 mois apres le traumatisme cérébral. Le PDF de cet article est disponible en

annexe (Section 4.1).
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3. Résultats

3.1 Projet n°1: Lanalyse intégrative des profils d’expression des miARN
révele des mécanismes moléculaires distincts et communs sous-
jacents aux troubles psychiatriques séveres

L’article intitulé Integrative Analysis of miRNA Expression Profiles Reveals Distinct

and Common Molecular Mechanisms Underlying Broad Diagnostic Groups of
Severe Mental Disorders a été écris a partir des résultats de ce projet. Il a été soumis a

Molecular Psychiatry en 2024%*° et il a été mis a jour apres avoir été relu par des pairs.

Jattends actuellement la décision de l’éditeur concernant sa publication.

Lors ce projet, j’ai regroupé les patients en groupes diagnostiques élargis avec dans un
premier groupe “affectif”, les individus diagnostiqués avec des TB ou de la DM, et dans
un deuxieme groupe “psychotique”, les patients atteints de SCZ, ou de TSCZA. Ily a

plusieurs raisons pour ce regroupement:

1. Cela me permet d’augmenter la puissance statistique de mes analyses en
réduisant le nombre de groupes qui doivent étre comparés tout en augmentant

leurs tailles.

2. Plusieurs études indiquent que les catégories du DSM ne correspondent pas a la
biologie des TPS qui s’apparente davantage a un spectre de symptémes avec un

chevauchement des symptémes et des facteurs de risques.

3. Les TB etla DM sont similaires dans le sens ou la dérégulation de 'humeur est le
symptoéme principal méme si la direction est différente entre les phases de

manie des TB et celles de dépression.

4. Les TSCZA et la SCZ sont similaires par le fait que les symptémes psychotiques
font partie des symptémes principaux de ces troubles. De plus, ces symptémes

psychotiques sont indépendants des symptémes thymiques des patients.

Apres avoir formé ces groupes, j’ai étudié Uexpression des miARN dans le sang total

(quantifié par le DZNE) de ces groupes de patients et d’individus neurotypiques de la
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méme étude PsyCourse. Pour cela, j’ai identifié des miARN d’intéréts a l'aide de trois
analyses. Dans un premier temps j’ai réalisé une analyse d’expression différentielle a
laide d’un modele linéaire pour comparer Uexpression des miARN des groupes
d’individus et identifier des miARN dérégulés entre ces groupes. J’ai ensuite réalisé une
TWAS a l'aide des génotypes mesurés par U'IPPG avant le début de ma these, et les
données publiques de deux GWAS sur la SCZ et les TB, publiée par le Psychiatric
Genomics Consortium (PGC). Cela a permis d’identifier des miARN dont la dérégulation
de Uexpression est liée aux risques génétiques de la SCZ ou des TB. Enfin, dans une
troisieme analyse, un stagiaire que j’ai encadré a utilisé des techniques d’apprentissage
automatigue, en anglais, Machine Learning (AA) pour créer un modeéle de classification
permettant d’identifier les groupes élargis en fonctions de 'expression des miARN.
Cette troisieme approche a été utilisé pour identifier des miARN pouvant étre associé
aux TPS d’une fagon non linéaire qui peuvent ne pas étre détectés par 'analyse
d’expression différentielle®®. Les résultats de ces analyses ont été intégrés pour
identifier de maniére robuste les génes cibles des miARN qui sont liés aux TPS ainsi que

les voies biologiques auxquelles ils appartiennent.
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Abstract

Micro RNAs (miRNAS) play a crucial role as regulators of various biological processes and have
been implicated in the pathogenesis of mental disorders such as schizophrenia and bipolar
disorders. In this study, we investigate the expression patterns of miRNAs in the PsyCourse Study
(n=1,786), contrasting three broad diagnostic groups: Psychotic (Schizophrenia-spectrum
disorders), Affective (Bipolar Disorder I, 1l and recurrent Depression), and neurotypic healthy
individuals. Through comprehensive analyses, including differential miRNA expression, miRNA
transcriptome-wide association study (TWAS), and predictive modelling, we identified multiple
MiRNASs unique to Psychotic and Affective groups as well as shared by both. Furthermore, we
performed integrative analysis to identify the target genes of the dysregulated miRNAs and
elucidate their potential roles in psychosis. Our findings reveal significant alterations of multiple

MiRNAs such as miR-584-3p and miR-99b-5p across the studied diagnostic groups, highlighting
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their role as molecular correlates. Additionally, the miRNA TWAS analysis discovered previously
known and novel genetically dysregulated miRNAs confirming the relevance in the etiology of the
diagnostic groups. Importantly, novel factors and putative molecular mechanisms underlying
these groups were uncovered through the integration of miRNA-target gene interactions. This
comprehensive investigation provides valuable insights into the molecular underpinnings of

severe mental disorders, shedding light on the complex regulatory networks involving miRNAs.

Introduction:

Psychiatric disorders, such as schizophrenia (SCZ), major depressive disorders (MDD), schizo-
affective disorder (SCZA) and bipolar disorders (BD), represent a formidable challenge to both
clinicians and researchers due to their complex and multifaceted nature. Even though there are
different categorical diagnoses in the diagnostic and statistical manual of mental disorders (DSM)?
these conditions often share common symptoms and characteristics. For example, patients with
BD often present psychotic symptoms such as delusions and hallucinations, and are often
misdiagnosed with a diagnosis from the schizophrenia-spectrum?. It is also frequent for patient
with SCZ to develop a major depressive episode in the early course of the disease and be
misdiagnosed as having BD, SCZA or MDD?3-5. Given that these disorders share several common
risk factors®® the distinction between MDD with psychotic features and BD can be quite subtle.
This is because individuals with MDD who experience psychotic symptoms are at a higher risk of
eventually developing BD compared to those who do not experience psychotic symptoms®.
Understanding the shared environmental and biological risk factors and the underlying molecular
mechanisms contributing to these disorders would be helpful for enhancing the diagnosis
accuracy, the effectiveness of treatment, and ultimately, for improving the quality-of-life of affected
individuals by these conditions. The genetic architecture of categorically defined mental disorders
has been increasingly characterized in the past decades. Evidence stems from twin and familial
studies!®!! and large consortia such as the Psychiatric Genomics Consortium (PCG) which
identified and replicated both common and rare genetic variation'?3, For SCZ there are currently,

according to the PCG, 270 independent genetic loci associated with this disorder!®. Similarly for
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BD 64 independent loci have been previously described to be associated with the disease, as

discovered by genome-wide association studies (GWAS)*2.

Among the myriad of molecular players implicated in this intricate web of causation, microRNAs
(miRNASs) have emerged as key regulators of various biological processes including the immune
system that was previously associated with mental disorders!**’. MiRNAs are small non-coding
RNA molecules that post-transcriptionally modulate gene expression, and their dysregulation has
been increasingly linked to psychiatric disorders®!°. Schizophrenia-spectrum disorders and
affective disorders, such as BD and MDD, have been the focus of intensive research efforts to
elucidate the role of miRNAs in their pathophysiology and to identify biomarkers which could be
predictive of disease state?>-?°, It is possible that some of the miRNA expression alterations may
be partially mediated by genetic variation i.e. expression quantitative trait loci (eQTLS)?%?7. An
eQTL, is a specific genetic variant or locus in the genome associated with variations in the
expression levels of one or more genes. eQTLs are important as they shed light on how genetic
variations can impact the regulation of gene expression, contributing to variations in phenotypes,
susceptibility to diseases, and potential associations, particularly with psychiatric disorders in this
context. Another possible mechanism of phenotypic expression of genotypes is via mMRNA-related
single nucleotide polymorphisms (miRSNPs), which are genetic variations occurring within
miRNA genes or their target sites, potentially affecting miRNA biogenesis and function?®. These
variations can modulate  mMIRNA-mRNA interactions and have been implicated in the

pathogenesis of various diseases, including Schizophrenia?®.

In this study, we focused on circulating miRNAs within the context of psychiatric disorders,
drawing on data from the PsyCourse Study®°, which is a transdiagnostic study of more than 450
neurotypic individuals and over 1300 patrticipants with major psychiatric disorders such as SCZ,
SCZA, recurrent MDD, and BD. In the PsyCourse Study all participants underwent an initial
diagnostic evaluation and blood samples were collected to genotype the participants and
sequence their smallRNAome. The extensive data collection, deep phenotyping and the study's
transdiagnostic approach make it well-suited for the identification of molecular correlates

associated with mental disorders. With the aim to identify common molecular mechanisms
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underlying psychiatric disorders we analyzed miRNA expression patterns across three broad
diagnostic groups: Psychotic disorders (encompassing schizophrenia-spectrum disorders),
Affective disorders (including BD | and Il, as well as MDD), and neurotypic (i.e. healthy)
individuals. By employing a comprehensive array of analytical techniques, including differential
MiRNA expression, miRNA transcriptome-wide association studies (TWAS, and predictive
modeling, we identified specific miRNAs that characterize these broad diagnostic groups. Our
findings not only underscore significant alterations in multiple miRNAs, revealing common and
specific molecular pathway alterations across the broad diagnostic groups but also highlight their

relevance in psychiatric disorders.

Methods

The PsyCourse Study

Data and samples used for these analyses were obtained from the PsyCourse Study, a
longitudinal, multisite, observational transdiagnostic study that was conducted at in Germany and
Austria within the frameworks of the Clinical Research Group 241 (KFO241 consortium;
www.kfo241.de) and the PsyCourse consortium (www.psycourse.de). The study design has been

described in detail elsewhere® (See supplementary method for more details).

Genotyping and imputation

Individuals were genotyped using samples from the PsyCourse Study. After quality control and
SNPs imputation (see supplementary methods) the dataset contained 1600 individuals and

7,712,287 SNPs.

miRNA transcriptome

SmallRNAs sequencing and alignment to human genome of the PsyCourse Study has been

described previously?®

QC were realized using FastQC v0.12.1 and miRTrace v1.0.0%l. Samples that generated

warnings when analysed by miRTrace were removed from further analysis. Then, we filtered the
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MiRNASs to keep only those with 5 or more reads on at least half the samples as being expressed.

Leaving a total of 495 expressed miRNA and 1476 samples.

For validation purposes, we performed transcriptomics on 43 PBMC samples (11 affective, 14
Psychotic, 18 controls) collected from recent recruitment of the PsyCourse Study. Assay was

carried out as in®.

DGE and TWAS analysis

For our DGE analysis, we divided the samples in two discovery (N=456) and validation (N=1020)
sets. the DESeq2 R package was used to identify DE miRNAs between broad diagnosis groups
including a “Control” group (neurotypic), the “Affective” group (Type | or Type Il BD and MDD),

and the “Psychotic” group (SCZ and SCZA).

For the TWAS analysis, we used samples for which we had miRNAome and genotype data to
realize a discovery (N=402) and a validation TWAS (N=926) using the FUSION software and
GWAS summary data of SCZ® and BD'? downloaded on the PGC consortium. To enhance
statistical power and improve expression prediction accuracy, we combined miRNA expression
data from both psychotic and affective disorder groups in our TWAS analysis, following the

approach of Gusev et al?®.

For both analyses, we corrected for age, sex, and sequencing batch, we filtered the TWAS models
for miRNA with a significant heritability (p<=0.05) in at least one of the samples, and we defined
statistically significant miRNAs as those with Q-value<=0.05 and a similar TWAS z-score or a

similar log2 fold change.

The TWAS analysis was realized using R3.6.2. All other analysis involving R were performed

using R4.2.3.

MiRSNP Analysis

To investigate the impact of genetic variations on mMiRNA—-mMRNA interactions, we utilized the
PolymiRTS Database 3.0%8. This database allowed us to identify miRSNPs within the target sites

of the significant miRNAs identified in our study.
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Machine Learning

NN models were created using the tidymodels (v1.1.1) R packages using miRNAs reads count,
age, sex as predicate and broad group as categorical outcome. Supplementary methods for more

details.

Result integration

mirDIP was used to obtain high confidence target of the miRNAs. We filtered those target genes
to keep only those expressed in whole blood and brain (according to GTEx on 07/2023) and that
were targeted by miRNAs identified in at least 2 analyses. We categorised those genes in 3 lists
(AFF-specific, PSY-specific, common) according to the analysis in which the miRNA targeting
them were identified. Those lists were used as foreground by topGO to identify GO that we

clustered using the simplifyEnrichment package (more details in the supplementary methods).

PPl data was obtained from the STRING-database (v12.0) with a confidence score of 0.7. A
network was created from all genes contained in the 20 most significant GO. Disconnected nodes
were removed from the data. Igraph package (v1.5.1) was used to create the PPI for each

broadgroup.

The most targeted genes (Figure 4L) were obtained by counting the number of miRNAs targeting

each gene.

Gene expression validation

We used PBMC transcriptomic data of the PsyCourse Study and asked for post-mortem brain
transcriptomic data mRNA from Dorsolateral prefrontal cortex (release 4) and Anterior Cingulate
Cortex (release 6) regions to the CommonMind consortium33. For each dataset, we computed

score of expression of each GO cluster of each individual as the mean of the Z-scores of the
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genes that compose the GO. We used student tests to compare the scores across the different

broad diagnostic groups.

Results

Differential miRNA expression across broad diagnostics
groups

In this study, we aimed to investigate the miRNAome obtained from blood in psychiatric patients
and neurotypic individuals. To attain this goal, we stratified the patients following the diagnostic
criteria outlined in the DSM-1V, thus forming two broad classes. The initial broad diagnostic group,
herein referred to as the “Psychotic” group (PSY, N=545), encompassed patients clinically
diagnosed with SCZ or SCZA, as defined by the DSM-IV!. The other category, the “Affective”
group (AFF, N=595), encompassed individuals diagnosed with type-l and type-Il BD, or recurrent
MDD, as per the diagnostic guidelines outlined in the DSM-IV. These conditions fall under the
umbrella of affective disorders. The rationale behind this grouping stems from the shared
classification of these conditions as part of the broader schizophrenia spectrum disorders, given
their commonalities in core symptomatology. For comparison and to establish a baseline,
neurotypic individuals (CTL, N=339) were included as the control group (Table 1). By employing
this grouping strategy, our aim was to elucidate molecular signatures and pathways that could
underlie psychiatric disorders characterized by distinct (i.e., PSY or AFF) and shared symptoms
(common in both). We profiled the miRNA transcriptome across those groups, refining the dataset
to 495 expressed miRNAs after excluding low-quality and minimally expressed miRNAs, in 1,476
subjects (see Methods, Table 1). The number of detected miRNAs was comparable to a previous
study that employed also a next generation sequencing (NGS) based quantification®** and to
studies using a quantitative RT PCR approach covering all known miRNAs**3¢, To our knowledge,
with this sample size, our study represents the most comprehensive psychiatric miRNA

expression analysis conducted to date3':,
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To access miRNA expression variation across the diagnostic groups, we conducted principal
component analysis (PCA) (Figure 1A). The first principal component (PC) revealed an
association with diagnosis (Wilcoxon rank-sum test p-value=2.2e-16), since CTL and PSY
displayed distinct distributions, while the AFF showed an overlap with both. To mitigate potential
confounding factors like age, sex, and technical variances from batch effects, we performed
additional analyses (Supplementary Figure S1A). Our findings reveal a strong correlation
between variance and diagnosis, Global Assessment of Functioning (GAF) scores®, and
psychiatric treatment, with age having minimal impact on the observed variation. However, we
observed an association between PC1 and sex, prompting us to consider it as a covariate in
subsequent analyses. Moreover, we identified a significant link between PC1 and sequencing
batch (Supplementary figure S1A). This was likely since in 19 out of 22 sequencing batches, the
diagnostic status could not be reliably distinguished from the batch effect, as these batches were
prepared separately from control samples (Supplementary Figure S1B). Therefore, to ensure the
robustness and reliability of our downstream analyses while minimizing the impact of batch
effects, we partitioned the entire dataset into two cohorts. The “discovery” cohort comprised
individuals from batches in which CTL individuals were sequenced along with PSY and AFF
patients, containing 269 CTL and 187 patients, while the “validation” cohort consisted of 70 CTL
and 950 patients that were sequenced separately (Figure 1B). In the subsequent analysis, we
always contrasted miRNA expressions consistently present in both the discovery and validation
cohorts, aiming to enhance the accuracy of our findings regarding miRNA expression patterns

across various diagnostic groups.

Next, we carried out differential gene expression (DGE) analysis between each diagnostic group
and CTL (see methods). Comparing the PSY group to the CTL group, we identified 125
upregulated and 75 downregulated miRNAs at a False Discovery Rate (FDR) threshold (Q-
value<0.05). Importantly, these miRNAs displayed significant differences in both the discovery
and validation cohorts (Figure 1C, Supplementary Figure 1C). To further validate our findings, we
examined whether the shared miRNAs exhibited consistent directional changes between the

discovery and validation cohorts (Figure 1D). Next, we compared AFF to CTL and found 34
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downregulated and 82 upregulated miRNAs which were consistent between the discovery and
validation cohorts (Figures 1E and 1F). Interestingly, the overlap of miRNA between PSY and
AFF comparisons to CTL was 44.9% (Fisher-exact test, p-value=6.4e%), while comparison
between PSY and AFF revealed only 13 differentially expressed (DE) miRNAs suggesting
common molecular alterations associated to both broad diagnostics groups. Notably, miRNA 584-
3p and 99b-5p were downregulated in PSY compared to AFF which was also previously reported
as downregulated in the blood for patients with SCZ compared to healthy participants in a
previous study?°. Furthermore, leveraging the same small RNA-sequencing dataset, recent
research identified miR-99b-5p as a crucial regulator of innate immunity and synaptic plasticity,
found to be downregulated in both the blood and brains of patients diagnosed with SCZ?®

(FIGURE 1G, H).

Subsequently, we conducted a comprehensive literature review to ascertain whether the miRNAs
identified in this study have been previously documented in relation to psychiatric disorders. For
this we used two miRNA-disease association databases*4?, and compiled exhaustive reviews of
miRNA associated to psychiatric disorders?%2:2443, Additionally, we collected references
associated with miRNA and either SCZ, BD, or MDD revealing a total of 262 miRNAs reported for
psychiatric disorders Supplementary Table 1). We confirmed the existence of 83 miRNAs
previously reported associated to psychiatric disorders (Figure 1H, Fisher-exact test, P-
value=2.2e1%), indicating that our strategy of discovery and validation was a robust approach to
reveal miRNA gene expression changes. Astoundingly, our investigation revealed 108 miRNAs
that had not been previously reported in any published psychiatric literature, to the best of our

knowledge (Figure 1, Supplementary Tables Il and III).

MiRNA TWAS

We carried out a miRNA-based TWAS to identify miRNA for which expression dysregulation is
associated to genetic risk of SCZ or BD (see Methods). To increase statistical power, we pooled
the samples of both broad diagnostic groups and compared them to neurotypic individuals, and

associated them separately to SCZ and BD GWAS variants, both diseases which are
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representative of each of the two broad groups (Table I). Genotyping was carried out and
7,712,287 genetic variants were available for downstream analyses after imputation (see
Methods). This population was exclusively of Caucasian European descent (Supplementary
Figure S2A). To account for the covariates mentioned above, we carefully controlled for age, sex,
and batch effects. For the analysis, we utilized the FUSION software?® to compute cis-genetic
expression models for miRNAs in both the discovery and validation cohorts. These models
enabled us to assess the heritability of each miRNA, indicating whether a specific SNP genetically
regulated the expression of that miRNA. We found that in total 218 miRNAs had a valid heritability
in at least one of the groups and a heritability h2>0 in both groups (Supplementary Table 1V,
Supplementary Figure S2B). Next we tested these eQTLs for association with SCZ and BD
GWAS summary statistics'212. A portion of the 218 eQTLs could not be linked due to a lack of
overlap among the variants in the PsyCourse Study datasets, LD reference panels, and GWAS
summary statistics. Consequently, we were able to establish associations with 133 miRNAs for
BD and 89 miRNAs for SCZ based on the available GWAS data. In the end, our analysis yielded
1 miRNA significant for BD and 8 miRNAs significant for SCZ with TWAS p-values and effect size
that remained consistent across both the discovery and validation analyses (Table II, Figure 2B,
2C). Finally, we obtained 1 (BD) and 8 (SCZ) miRNAs with a TWAS p-value significant in the
discovery and validation analyses (Table Il, Figure 2B). It is noteworthy that the effect size

consistently exhibited the same direction for these miRNAs (Figure 2C).

In general, this TWAS was able to find eQTLs which were in strong LD near 3 GWAS SNPs with
genome-wide significance and 17 with significance between 5*10% and 0.001 (Table II,
Supplementary Table VII for R? and D’), thus revealing a novel set of candidate miRNA genes
associated to SCZ and BP. Of note, we kept -3p and -5p variants of miR-550a as separate miRNA
as they were different in terms of expression, best TWAS eQTL, and may target distinct genes
(Table 11)**. We evaluated the eQTL allele frequencies and found no significant differences among
the Psychotic, Affective, and Control groups (p > 0.05 for all comparisons). This indicates that the
allele distributions of the eQTLs are similar across the diagnostic categories (Supplementary

Table VI), suggesting that we cannot distinguish eQTLs associated with both PSY and AFF
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(merged phenotypes) from those specific to either PSY or AFF.Next, we investigated whether
these miRNAs had been previously reported by other genetic studies. Indeed, in the SCZ TWAS,
mMiR-4677-3p, and miR-219a-3p had previously been associated with SCZ through
GWAS(Table Il). For example, the SCZ TWAS linked miR-4677 to the eQTL rs6429422, which
exhibited strong linkage disequilibrium (LD) with the SCZ GWAS SNPs rs12138722, rs4658585,
and rs4658401 that had a genome wide significant association to SCZ, as previously reported
(Figure 2D, Table 11)*3. Interestingly the GWAS reported a genomic locus (located 200kb from

those 3 variants) as being associated with the miR-4677 gene.

Comparison to the DGE analysis above revealed that 5 out of the 9 miRNAs were also DE,
indicating a substantial effect size that further supports their potential causal role in disease
etiology (Table II). Interestingly, the DGE analysis revealed that miR-1229-3p identified in the
SCZ TWAS was downregulated in the AFF indicating a cross-diagnostic overlap of miRNA

dysregulation.

Some of the TWAS miRNAs, such as miR-1306-5p and miR-4742-3p, were associated with
Autism Spectrum Disorder (ASD) in previous studies**48, Additionally, miR-550a-5p had been
linked to ASD and Alzheimer’s disease (AD)*. This overlap with other mental and cognitive

disorders such as ASD and AD again indicates common underlying molecular dysregulation.

Remarkably, all the validated miRNAs were associated with mental disorders in previous non-
genetic studies (Table I). For instance, miR-937-3p was also previously associated with BD*,
and to SCZ with a role in the inhibition of neural development and AMPA receptor-mediated
synaptic transmission®!. Among other miRNAs, miR-1306-5p had previously been linked to BD>°
and found to be highly expressed in neurons differentiated from iPS cells®2. The miRNA 219a-1-
3p was upregulated in post-mortem brain of patient with SCZ*8, and 550a-3-5p was upregulated

in liver cells after antipsychotic treatments®.

In summary, our TWAS analyses unveiled nine genetically controlled miRNAs which exhibit
strong LD with GWAS variants, presenting novel candidate causal genes with overlap in other

brain disorders.
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Machine-Learning based classification of broad groups

Neural networks (NN), a type of machine learning algorithm enable the identification of miRNAs
as predictive markers for disease classification. This approach was used to reveal miRNAs which
may be associated with disease state in a non-linear fashion>*. We note that we did not specifically
intend to use this approach for disease prediction. To pinpoint distinctive features separating the
patients’ groups from CTL (Table I), we divided the samples into training and test sets and
assessed the model’s performance. Initially, we split both the training and test sets into discovery
and validation samples as outlined in Figure 1. However, the model’s performance fell short of
expectations, likely attributed to the imbalance between patients and controls within the discovery
and validation samples, coupled with a smaller training dataset (Supplementary Figure S3A and
S3B). To counteract these limitations while safeguarding against batch effects, we ensured an
equal split between discovery and validation samples across the training and test sets (Figure
3A). We then trained NN models and measured their performances on the test set. The confusion
matrix from the test set indicated that the imbalance problem was improved using this strategy
(Supplementary Figure S3C). Furthermore, the models’ performances were strong for both
diagnostic groups as estimated by the Roc-AUC curves (Figure 3C, Accuracy=0.97 for PSY and
0.95 for AFF) as well as other performance metrics (Figure 3D). Notably, a Kappa score of 0.84,

indicating a robust model with regards to sample imbalance>®,

To confirm that NN were the optimal choice for our classifications, we compared their performance
to other common classification models—including Random Forest, K-Nearest Neighbors, Support
Vector Machines, and Logistic Regression—using multiple metrics such as accuracy, AUROC,
and Cohen's Kappa (Supplementary Figures 3E-F). The NN outperformed the other models
across all metrics for both AFF and PSY classifications. Moreover, the NN models exhibited the
lowest residuals among all models tested, indicating that they made more accurate predictions

(Supplementary Figures 3G—H).

To ensure that the NN models did not overfit, we varied the size of the training set and observed
the performance on both training and test sets (Supplementary Figure 3I). The performance on

the training set remained consistent, while the performance on the test set improved as the



391

392

393

394

395

396

397

398

399

400

401

402

403

404

405

406

407

408
409

410

411

412

413

414

415

416

417

418

training sample size increased. This pattern suggests that our NN models generalized well to

unseen data and did not overfit, reinforcing their suitability for our classification tasks.

As we achieved robust predictive capabilities in discerning PSY and AFF from CTL subjects in
our models, we proceeded to isolate the pertinent features employed in both models (PSY vs CTL
and AFF vs CTL), as illustrated in Figure 3E. Among the 20 miRNAs with the highest importance,
6 were shared between the 2 models (Figure 3E). Interestingly, for the PSY classification, 10
miRNAs were also found in the DGE analysis. In the AFF classification 10 miRNAs were also DE.
Nevertheless 6 out of 20 features were not found in the DGE or TWAS analysis indicating that
non-linear relationships may further contribute to the identification of disease associated miRNA
expression®. Interestingly, in both classifications the top feature (mir-223) has been previously
described to be altered in the plasma of first episode SCZ patients®’. Moreover, plasma levels of
mMiR-233 were able to predict the efficacy of electroconvulsive therapy in treatment-resistant
patients suffering from MDD?? (Figure 3F). Hence, although half of the identified miRNAs were
previously documented or identified through our DGE analysis, we unearthed 20 novel miRNAsS,
likely owing to non-linear associations. This alternative method employing ML, specifically NN,
proves to be a valuable and complementary approach for unveiling potential miRNAs linked to

the disease state.

Integrative analysis of mIRNA alterations by combined target
analysis

Next, we performed an integrative analysis by combining the miRNA alterations across broad
groups and investigated the molecular pathways of the miRNA target genes. The integration of
miRNA data was carried out by combining miRNA identified from DGE, TWAS, and NN (Figure
4A). For this we identified the high confidence target genes using miRDIP*4. To ensure biological
relevance, only genes expressed either in blood or brain tissues were included in our subsequent
analyses?’. To further increase the robustness only genes discovered in at least two distinct
analyses were then subjected to downstream analysis (Supplementary Figure S4A). We identified
1268 target-genes common between PSY and AFF, 1207 PSY-specific and 578 AFF-specific

(Supplementary Figure S4). These genes were then separately analyzed by gene ontology (GO)
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to identify GO which are common or distinct between the broad diagnostic groups. For each
condition all GOs significantly enriched (Q-values<0.05) were clustered together, revealing 8
distinct GO groups which were notably related to processes of transcription and RNA metabolism,
anatomical structure development or cell signaling and regulation (Figure 4C-E). Of note there

were also 5 unique GO which did not cluster in a specific GO group.

This comprehensive GO analysis revealed significant insights into the molecular underpinnings
of affective and psychotic disorders. Notably, the largest cluster predominantly encompassed
genes involved in transcriptional regulation and translation (light-green Figure 4C-E).
Interestingly, these genes were present in both the “common” gene pool as well as those specific
to AFF and PSY. This suggests a shared foundation of pathophysiological alterations across both
diagnostic categories, relevant early in embryonic development. The prominence of gene
regulatory mechanisms within these common targets implicates the activation of compensatory
cellular responses in patients, potentially as an adaptive mechanism to counteract genetic

aberrations that may lead to developmental anomalies®e.

To address the relevance of the identified GO clusters, we integrated gene expression data from
individuals with BD (47 patients) and SCZ (257 patients) and Controls (284), i.e. representative
disease for affective and psychosis, sourced from the anterior cingulate cortex (ACC) and
dorsolateral prefrontal cortex (DLPFC), within the CommonMind Brain Project. This was
paralleled by RNA sequencing of peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) from the
PsyCourse Study patrticipants, re-contacted for this study (11 AFF, 14 PSY, 18 CTL), facilitating
a comprehensive examination of target gene expression across both brain and blood in healthy

individuals, as well as those with psychotic or affective disorders.

To investigate whether miRNA-regulated gene networks differ between PSY and AFF
disorders, we performed gene set enrichment analysis (GSEA) on the target genes of
each miRNA identified. Specifically, we focused on the top three enriched gene sets
derived from PSY-specific miRNAs. Using gene expression datasets comparing SCZ to

controls and BD, we found that the target genes of PSY-specific miRNAs exhibited high
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normalized enrichment scores (NES) in all three datasets (Figure 4F). In contrast, these
genes showed consistently lower NES in the corresponding BD gene expression data.
Next, we investigated whether the differential regulation observed for specific miRNAs
was consistent across the most prominent miRNAs in each broad group. To do this, we
compared the absolute NES for the top 20 PSY-specific and AFF-specific miRNAs in
each dataset (DLPFC, ACC, and BLOOD) (Figure 4G). Our analysis revealed that PSY-
specific miRNAs consistently displayed higher absolute NES values in PSY analyses,
while AFF-specific miRNAs demonstrated stronger enrichment in AFF analyses. This
pattern was mostly consistent across the datasets. However, AFF miRNAs in the ACC
dataset showed less consistent enrichment, indicating potential region-specific variation
in MiRNA regulation. These findings highlight the differential roles of miRNA-regulated
gene networks between psychotic and affective disorders, emphasizing the importance
of considering regional brain variations in miRNA regulation. To determine the presence of

altered GO in these groups, we calculated expression scores for target genes, subsequently
comparing these scores across the groups using Student T-tests (Figure 4H, Q-value<0.05). Our
findings revealed significant variations in gene expression scores across the tissues examined,
for both affective and psychotic disorders. Crucially, our analysis indicated that GO associated
with affective disorders were substantially different from those related to psychotic disorders,
occurring across various tissues. To further explore these findings, we took advantage of the
matched blood samples to integrate miRNA expression with target gene expression through
correlation analysis. Specifically, we focused on the relationships between significantly
differentially expressed miRNAs and their target genes involved in stress response and lipid
metabolism, as these pathways were notably altered in the blood samples. The significant
interactions between miRNAs and their target genes are illustrated in the alluvial plots (Figure 4,

left panels). Correlation analyses across PSY, AFF, and CTL groups revealed significant
alterations in the expected anticorrelation patterns between miRNAs and their target

genes in the PSY and AFF samples (Figure 4l, right panels). Notably, the correlations in
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PSY and AFF groups were also distinctly different in most cases, suggesting disease-
specific regulatory variations between these disorders. In contrast, CTL samples
exhibited minimal correlation, indicating a lack of substantial miRNA-mRNA regulatory
activity under non-disease conditions. These findings underscore the distinct
dysregulation of miIRNA-mRNA interactions in stress response and lipid metabolism

pathways in psychotic and affective disorders.

Our findings revealed significant variations in gene expression scores across the tissues
examined, for both affective and psychotic disorders. Crucially, our analysis indicated that GO
associated with affective disorders were substantially different from those related to psychotic
disorders, occurring across various tissues. This distinction underlines the divergent molecular
pathways of each disorder category, suggesting a fundamental genetic and molecular divergence

between affective and psychotic conditions.

To further elucidate the functional implications of these GO results, we embarked on protein-
protein interaction (PPI) network analysis. This analysis aimed to uncover the intricate
relationships between miRNA targets at the protein level, thereby shedding light on their roles in
essential biological processes. Initially, our focus was on anatomical differentiation, a domain
found to be significantly enriched for genes targeted in psychotic disorders, as depicted in Figure
D. Remarkably, the resulting PPI networks unveiled robust interaction networks, highlighting the
interconnectedness of these target genes (Figure 4J). A notable observation was the
predominance of transcription factors within these clusters, marked as squares (42 out of 161
nodes, 26%), underscoring the regulatory significance of this gene group. Intriguingly, this cluster
was unigue to genes commonly or specifically associated with psychosis (denoted by red and
blue colors). Differential expression was prominently marked (green outline), revealing a

substantial proportion (149 out of 175 genes) of these genes as DE.

Parallelly, a PPl were generated for the GO term “stress response” which, was predominantly
enriched for genes associated with affective disorders (Figure 4K). This distinction underscores

a predisposition towards affective traits within this cluster. Again, a significant presence of



500

501

502

503

504

505

506

507

508

509

510

511

512

513

514

515

516

517

518

519

520

521

522

523

524

525

526

527

transcription factors was noted (16 out of 44, 36%), highlighting their pivotal role. This group also
exhibited a marked enrichment for DE genes (30 out of 49), likely a consequence of miRNA
modifications. These analyses underscore the distinct and specific molecular alterations

associated with affective and psychotic disorders driven by miRNAs.

Next, we investigated wether miRSNPs are possible contributors to expression variation. To
achieve this, we used the PolymiRTS Database 3.0 and found a total of 222 miRSNPs associated
with 121 target genes identified in our study. Specifically, we found 12 miRSNPs related to
‘affective’ target genes, 45 miRSNPs associated with 'psychotic' target genes, and 64 miRSNPs
linked to 'intersect' target genes (Supplemental Table IX). These miRSNPs may influence the
binding efficiency of miRNAs to their targets, potentially contributing to gene expression

dysregulation observed in psychiatric disorders.

Finally, we embarked on a specialized analysis aimed at pinpointing genes most susceptible to
miRNA-mediated regulation. As multiple distinct miRNAs can converge on a single gene target,
our analysis sought to uncover genes at the highest risk of miRNA-induced perturbation. By
systematically ranking genes based on the quantity of miRNAs targeting them, we unearthed
putative disease genes, i.e. genes which are very likely to be perturbed and thus are associated
to disease causality. Remarkably, the QKI gene emerged as a prime candidate, being targeted
by miRNAs an extraordinary 46 times, suggesting an elevated likelihood of functional disruption.
To investigate these findings, we meticulously examined the top 10 genes with the highest miRNA
targeting frequency, as illustrated in Figure 4L. This exploration extended to identifying the
specific miRNAs involved and their origins—whether they are associated with affective disorders,
psychosis, or are common to both. Gene expression analysis in the two brain regions confirms
differential expression in 7 out of 10 genes mostly in the DLFP region, whereas none of the genes
were DE in blood, indicating regional differences (Figure 4M). Subsequent literature reviews of
these genes (Supplementary Table X) unveiled a compelling narrative: most of these genes have
established links to psychiatric disorders and developmental processes. For instance, the gene
QKI, has been recently implicated in the maturation of astrocytes within the brain—a process

integral to the pathophysiology of both affective and psychotic disorders®®. This finding not only
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underscores the relevance of these genes in psychiatric conditions but also posits them as highly
probable candidate genes. The alteration of these genes through miRNA perturbation is likely to
have consequential impacts on disease manifestation and progression. Here we reveal a
nuanced layer of genetic regulation within psychiatric disorders, highlighting genes that, due to
their high frequency of miRNA targeting, may play pivotal roles in disease aetiology. This insight
not only enriches our understanding of the molecular intricacies of psychiatric conditions but also
paves the way for future investigations into the therapeutic potential of modulating miRNA-gene

interactions.

Discussion

In our study, we examine the role of miRNAs in gene regulation and their impact on psychiatric
disorders, extending the current understanding of their significance. Unlike previous research, we
grouped psychiatric conditions into broader diagnostic categories. This approach revealed
significant differences and shared miRNA deregulation mechanisms across these categories. Our
molecular analysis indicates that such alterations are likely corresponding to cross-diagnostic
phenotypic and behavioral similarities among disease categories. Consequently, our results are
in line with existing literature but also provide new insights into the molecular mechanisms

involved.

Notably we confirmed previously described miRNAs but more importantly revealed 108 novel
mMiRNAs, opening new research avenues into the molecular basis of these conditions. The
grouping strategy has likely enhanced our ability to detect these additional miRNAs, which may
have been missed in more narrowly focused studies. Moreover, our investigation into the effects
of diagnostic, demographic, and technical factors (age, sex, and batch effects) on miRNA
expression highlighted the importance of controlling for these variables. Additionally, by
partitioning our dataset into discovery and validation samples, we solidified the results of our
analysis. The novel miRNAs identified represent a significant step forward in understanding the
biological processes underlying psychiatric disorders and could potentially serve as predictors of

disease progression.
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The TWAS results contribute further to the genetic foundation underlying psychiatric conditions.
By merging samples from both broad diagnostic groups, we increased our total sample
size, enabling us to identify nine miRNAs significantly associated with psychiatric
disorders. This approach confirmed a complex interplay between disease-associated genetic
variation and miRNA expression. The identification of these miRNAs influenced by genetic
factors, unveils new candidate causal genes for psychiatric disorders and sheds light on both
shared and unigue molecular pathways across different conditions. The rationale is that these
MiRNAs are possibly acting as a molecular bridge, connecting genetic variation to the disease
state by modulating gene expression. To our knowledge this is the first miRNA TWAS in the field
of psychiatric disorders, marking a milestone in our understanding of these disorders. We also
explored the role of miRSNPs in gene regulation and identified 222 miRSNPs within our target
genes. These findings underscore the potential significance of miIRSNPs in the molecular
mechanisms underlying psychiatric disorders. By affecting miRNA—mMRNA interactions, miRSNPs
may contribute to the dysregulation of gene expression in genes implicated in affective and
psychotic disorders. This highlights the importance of considering genetic variations in miRNA
target sites when exploring the etiology of these diseases.In our study, we used NN to uncover
non-linear relationships between disease states and miRNA expression, thereby identifying
additional miRNAs. Due to absence of independent patient samples necessary for the validation
of such predictive models herein we did not embark on the predictive nature of the miRNA
discovered. However, future research in this direction could provide significant insights into the

diagnostic and prognostic potential of miRNAs in psychiatric disorders.

As a pivotal outcome of our grouping strategy, we undertook an exhaustive analysis, merging
DGE, TWAS, and NN to identify broad group “common” and “distinct” miRNA target genes. These
genes underwent rigorous scrutiny through GO analysis, illuminating the intricate molecular
pathways implicated in psychiatric disorders. Our findings revealed common and distinct

molecular pathways, highlighting both shared and unique processes across PSY and AFF.
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Further validation of these insights, including the GO findings, was facilitated by transcriptomic
analyses of brain and blood samples, augmented by PPI network validation. For example, GO
terms related to anatomical development were significantly enriched in the PSY group, echoing
neuroimaging studies that suggest structural brain differences indicative of divergent
pathophysiological processes in SCZ and BD®°. Conversely, the AFF group showed a marked
enrichment for GO terms associated with stress response, a finding consistent with previous
observations in BD patients®2, Notably, the cellular response to stress, including the response
to dexamethasone, emerged as a potential signature, previously explored in the context of

depression with psychotic features®®4,

The susceptibility of certain target genes to regulation by multiple, distinct miRNAs presents a
compelling argument for their consideration as candidate disease genes within psychiatric
disorders. Our study’s systematic identification of such target genes, such as QKI, which are
targeted extensively by miRNAs, highlights their potential importance in the molecular
architecture of these conditions. The extraordinary targeting of these genes suggests a
heightened likelihood of their involvement in disease-related functional disruptions. This is
illustrated by QKI, which implicated in crucial processes such as astrocyte maturation and thus
could be intricately linked to the development and progression of psychiatric disorders®. The
premise that genes heavily targeted by miRNAs are likely to be disease-modifying is grounded in
the understanding of miRNAs as fine-tuners of gene expression. Given their capacity to influence
a wide array of pathways, the alteration in expression of these target genes could lead to
significant phenotypic effects, potentially contributing to the aetiology of psychiatric conditions.
Therefore, the identification of such genes in our study not only enriches the catalogue of potential
biomarkers for these disorders but also offers a novel perspective on identifying therapeutic
targets. By targeting the miRNA-gene interactions that influence these candidate disease genes,
future therapeutic interventions could be designed with greater precision, aiming to rectify the

underlying genetic perturbations that contribute to psychiatric disorders.

Limitations and Future Directions
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Our study is subject to certain limitations, one being the predominantly European demographic
composition of our samples. To enhance the applicability and relevance of our findings across
different populations, future studies should incorporate more ethnically and geographically
diverse cohorts. Moreover, delving into the functional implications of newly identified miRNAs and
their corresponding target genes in the context of psychiatric conditions is essential for bridging
the gap between these molecular discoveries and their clinical and therapeutic utilities and issues.
For example, we did not extensively examine the specific perturbations in candidate genes, such
as QKI and other highly regulated target genes. A notable gap in our research is the lack of
investigation into the predictive power of miRNA combinations in identifying disease states,
primarily hindered by the absence of independent validation cohorts. This represents a crucial
area for future research to explore, as it could significantly advance the field of psychiatric
genomics. Addressing this limitation in subsequent research could provide deeper insights into
the molecular mechanisms driving psychiatric disorders and identify potential targets for

intervention.
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ess Table I: Description of the population
686 Table IA: Samples used for the DGE and ML analysis
Affective Control Psychotic P-value
(N=302) (N=339) (N=542)
Sex
F 302 (50.8%) 205 (60.5%) 218 (40.2%) <0.001
M 293 (49.2%) 134 (39.5%) 324 (59.8%)
Age
Mean (SD) 44.8 (13.4) 37.2(15.6) 40.7 (12.1) <0.001
Median [Min, Max] 46.0 [18, 86] 31.0[18, 77] 41.0[18, 73]
Diagnosis
Bipolar-I Disorder 401 (67.4%) 0 (0%) 0 (0%) <0.001
Bipolar-Il Disorder 99 (16.6%) 0 (0%) 0 (0%)
Control 0 (0%) 339 (100%) 0 (0%)
Depression 95 (16%) 0 (0%) 0 (0%)
Schizoaffective Disorder 0 (0%) 0 (0%) 93 (17.2%)
Schizophrenia 0 (0%) 0 (0%) 449 (82.8%)
Duration of lliness (year)
Mean (SD) 12.0 (11.0) NA (NA) 13.0(10.3) 0.132
Median [Min, Max] 9.00 [0, 53.0] NA [NA, NA] 11.0 [0, 52.0]
GAF
Mean (SD) 60.4 (13.0) 87.5(7.17) 52.3 (13.4) <0.001
Median [Min, Max] 600 [20.0,97.01 88.0[62.0,100] 52.0[4.00,90.0]
PANSS
Mean (SD) 44.0 (11.9) 32.9(5.13) 60.4 (20.1) 0.001
Median [Min, Max] 42.0[30.0,102] 30.0[30.0,63.0] 58.0[30.0, 141]
YMRS
Mean (SD) 3.67 (5.91) 1.25 (2.34) 2.68 (4.41) <0.001
Median [Min, Max] 1.00 [0, 39.0] 0 [0, 15.0] 1.00 [0, 32.0]
IDSC
Mean (SD) 15.4 (12.9) 2.80(2.94) 12.7 (10.6) <0.001
Median [Min, Max] 12.0 [0, 63.0] 2.00[0,18.0] 10.0 [0, 51.0]

687



688 Table IB: Samples used for the TWAS analysis

Affective Control Psychotic P-value
(N=550) (N=299) (N=479)

Sex
F 278 (50.5%) 183 (61.2%) 191 (39.9%) <0.001
M 272 (49.5%) 116 (38.8%) 288 (60.1%)

Age
Mean (SD) 45.0 (13.4) 37.9 (15.8) 41.0(12.1) 0.001
Median [Min, Max] 47.0 [18, 86] 32.0[18, 77] 42.0[18, 73]

Diagnosis
Bipolar-I Disorder 368 (66.9%) 0 (0%) 0 (0%) <0.001
Bipolar-Il Disorder 92 (16.7%) 0 (0%) 0 (0%)
Control 0 (0%) 299 (100%) 0 (0%)
Depression 90 (16.4%) 0 (0%) 0 (0%)
Schizoaffective Disorder 0 (0%) 0 (0%) 85 (17.7%)
Schizophrenia 0 (0%) 0 (0%) 394 (82.3%)

Duration of lliness (year)
Mean (SD) 11.9 (11.0) NA (NA) 13.5(10.4) 0.023
Median [Min, Max] 9.00 [0, 53.0] NA [NA, NA] 12.0 [0, 52.0]

GAF
Mean (SD) 60.5 (13.0) 87.7 (7.21) 53.0(13.3) <0.001

52.0[4.00,

Median [Min, Max] 60.0 [20.0,97.0] 89.0[62.0,100] 90.0]

PANSS
Mean (SD) 43.9 (12.0) 33.0(5.29) 59.6 (20.1) 0.001
Median [Min, Max] 41.0[30.0,102] 30.0[30.0,63.0] 56.0(30.0,141]

YMRS
Mean (SD) 3.63 (5.79) 1.30 (2.42) 2.62 (4.38) <0.001
Median [Min, Max] 1.00 [0, 36.0] 0 [0, 15.0] 1.00 [0, 32.0]

IDSC
Mean (SD) 15.2 (12.9) 2.74 (2.96) 12.6 (10.7) <0.001
Median [Min, Max] 12.0 [0, 63.0] 2.00 [0, 18.0] 10.0 [0, 51.0]
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690 Table II: Summary of the TWAS results

691  Available on the online version only
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Figure 1: miRNA dysregulation between broad diagnosis
groups

A)

B)

C)

D)

E)

F)

G)

H)

J)

Principal Component Analysis of all individuals in the study and density plots of the PC1
and PC2. The colors represent the 3 broad groups (green: control; red: affective; blue;
psychatic)

Flowchart describing the samples division in the two discovery and validation samples
and the three broad diseases groups that were used for the TWAS and DGE analysis.
Volcano plot representing the adjusted p-value and log2 fold change of the DGE
analysis between the control and psychotic groups in the discovery samples. Colors
indicates if the miRNA were found dysregulated (grey: NS, black: dysregulated in the
discovery samples but not validated; red: validated)

Scatter plot representing the log2 fold change in the discovery (x axis) and validation (y
axis) analysis comparing the control and the psychotic groups. The miRNAs in red are
the one whose dysregulation was validated.

Volcano plot representing the adjusted p-value and log2 fold change of the DGE
analysis between the control and affective groups in the discovery samples. Colors
indicates if the miRNA were found dysregulated (grey: NS, black: dysregulated in the
discovery sample but not validated; red: validated)

Scatter plot representing the log2 fold change in the discovery (x axis) and validation (y
axis) analysis comparing the control and the affective groups. The miRNAs in red are the
one whose dysregulation was validated.

Boxplots of miRNAs expression (CPM) in the 3 broad groups. Comparisons were made
using an unpaired Wilcoxon test.

Upset plot representing the overlap between the miRNA we identified, and the ones
associated to SCZ, BD, or MD by previous studies.

Venn diagram representing the overlap between the miRNA we identified and those
previously identified in other papers.

Boxplot of the 10 genes the most targeted by the identified miRNAs in the ACC and
DLPC data of the CommonMind consortium
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Figure 2: miIRNA TWAS

A)
B)

C)

D)

E)

Graph representing the strategie of the TWAS analysis.

Manhattan plot representing the results of the TWAS analysis. The miRNA in red are the
ones that were validated (heritability p-value <= 0.05 in at least one sample group and
that had an adjusted (BH) TWAS p-value <= 0.05 in both groups).

Scatter plot comparing the TWAS Z-scores of the miRNA in the discovery and validation
groups. miRNAs in red are validated. Circles represent miRNA in the BD TWAS, while
triangles represent miRNA in the SCZ TWAS.

Manhattan plot representing the weights of the snps in the TWAS model of the miRNA
mMiR-4677-3p with his best TWAS eQTL, rs6429422 (red) and the SCZ GWAS significant
variant rs61833239 (green) that is in linkage disequilibrium.

Boxplot representing the expression (CPM) of the miRNAs miR-1306-5p, miR-1229-3p,
miR-4677-3p, and miR-219a-1-3p according to the genotype of their most significant
TWAS eQTL in their cis-region.
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Figure 3: Machine Learning classification

A) Flowchart representing the strategy used to train the classification models.

B) ROC curve of the classification on the test sets for the model comparing psychotic and
control group (blue) and the one comparing affective and control groups (red).

C) Barplot indicating the Accuracy, AUC, F-score, Kappa, Precision, and Recall statistics
for the two models.

D) Barplot representing the importance (as 1-AUC) of the top20 miRNA in the model
comparing the psychotic and control groups.

E) Barplot representing the importance (as 1-AUC) of the top20 miRNA in the model
comparing the affective and control groups.
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Figure 4: Integration

(A) Flowchart that describe our methods to validate the miRNAs we identified.
(B) Similarity Matrix of the Gene Ontologies).

Treemap of representing the Gene Ontologies for the Affective (C), Psychotic (D), and Common
(E) sets of miRNAs. The colours represent the GO clusters as defined in the figure 4B.

(F) Enrichment plot of the top miRNA of the psychotic GSEA analysis in the DLPC (left), ACC
(center), and BLOOD (right) GSEA realized using genes ranked from a control versus psychotic
(top) or affective (bottom) DGE analysis in the DLPC

(G) Lines chart that represent the NES of the top20 miRNAs in the psychotic (top) and affective
(bottom) GSEA of the DLPC (left), ACC (center), and BLOOD (right) tissus. The red lines
indicate the miRNA NES in the affective GSEA, while the blue lines correspond to the psychotic
GSEA.

(H) Scatter plot that indicate the GO clusters that how significant difference between patients
(affective, psychotic, all) and healthy controls. The size of the points corresponds to the p-value.
The colours represent the GO clusters a defined in the figure 4B.

(I) Alluvial plots that represent the miRNAs-mRNA interactions (left) and scatter plot
representing those interaction Spearman correlation in blood for the “stress response” (top) and
“regulation of lipid metabolic process” GO terms. Only the mRNAs with the lowest correlations
are show.

(J) Protein-Protein-Interraction network of the “Anatomical Differentiation” cluster of Gene
Ontologies.

(K) Protein-Protein-Interraction network of the “Stress Response” cluster of Gene Ontologies.

(L) Circos-plot representing the 10 most targeted miRNA and the miRNAs that target them. The
lines colours represent the sets to which the miRNAs are part of (red = affective only, violet =
intersect, blue = psychotic only).

(M) Boxplot of the 10 most targeted genes’ expression in ACC and DLPC brain regions. Stars
indicate significance P-values (*0.05; ** 0.01; *** 0.001.).
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Boxplot of the top genes from the ACC data
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Supplementary Figure 1:

A)

B)

C)

D)

PCA plot of all samples and associated boxplot of the PC1 and PC2 values. The colors
represent the discovery (red) and validation (blue) samples.

Correlation heatmap who represent the Pearson correlation between the first 5 PC of the
PCA plot and covariates of the PsyCourse Study. The values and color indicate the
correlation. Stars indicate significance P-values (*0.05; ** 0.01; *** 0.001.)

Volcano plots of the comparisons between the control group and the affective (left) and
psychotic (right) groups in the validation samples. The miRNA in red were those that
were found differentially expressed in the validation samples. The black point represent
mMiRNA that are not differentially expressed.

Volcano plots of the comparisons between the psychotic and the affective group in the
discovery (left) and validation (right) samples.
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Supplementary Figure 2:

A) MDS plot representing the ancestry of the participants of the TWAS analysis.
B) Scatter plot representing the heritability (left) and the heritability p-value (right) in the
discovery and validation samples for miRNA in common to both analyses.
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Supplementary Figure 3:

A)
B)
C)
D)

E)

F)

G)

H)

J)

Flowchart of initial strategy for the use of Neural Network to validate miRNA link to the
broad groups.

Barplot representing the metrics of each models generated using our first strategy on the
validation samples

Confusion matrix resulting of the ML first strategy test on the validation samples for the
model comparing PSY and CTL.

Confusion matrix resulting of the ML first strategy test on the validation samples for the
model comparing AFF and CTL.

Barplots of metrics representing the performances of different classifications ML
algorithms trained and tested on our data to differentiate the affective and control
participants

. Barplots of metrics representing the performances of different classifications ML
algorithms trained and tested on our data to differentiate the psychotic and control
participants

Boxplot of residuals for the different classification algorithms trained to classify the
affective and control participants

of residuals for the different classification algorithms trained to classify the psychotic and
control participants

Graphes that represents the AUROC of the entire training and test sets for neural
networks trained on fractions of the training sets (20 to 100%) to classify the affective
(right) or psychotic (left) and the control participants

ROC plot of the first strategy ML models.
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Supplementary Tables:

Summary of the DGE analysis results

Table that resume the miRNAs identified in previous studies

Table that indicate if the miRNA expressed in blood were identified in our DGE analysis
and/or in previous studies of schizophrenia, bipolar disorders and major depressive
disorder

IV. Table that indicate the number of miRNA for which the TWAS models were computed
and cis-heritability summary

V.  TWAS heritability of each miRNAs

VI.  Allelic proportions of the TWAS eQTL across the 3 broad groups

VII.  Table that resume the linkage disequilibrium (R? and D') between the TWAS eQTL and

the GWAS eQTL

VIIl.  Results of our gene ontology analysis

IX.  Summary of the miRSNPs of the identified target genes
X.  Summary of the 10 genes that are targeted by the most miRNAs among those we
identified
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Supplementary methods

Methods

The PsyCourse Study

Data and samples used for these analyses were obtained from the PsyCourse Study, a
longitudinal, multisite, observational transdiagnostic study that was conducted at in Germany
and Austria within the frameworks of the Clinical Research Group 241 (KFO241 consortium;
www.kfo241.de) and the PsyCourse consortium (www.psycourse.de). The study design has been
described in detail elsewhere (PMID: 30070057; https://doi.org/10.5282/ubm/data.199). The
official period of data collection was from January 2012 through December 2019. Extensive
phenotype data were collected in adult participants (>18 years) at up to four assessments, each
about 6 months apart. Participants are either clinical participants with a diagnosis from the
affective-to-psychotic spectrum or neurotypic (control) participants. Clinical participants were
former and current in- and outpatients of the respective psychiatric clinics at twenty clinical
centers. At baseline, diagnoses of clinical participants were made according to DSM-IV.
Neurotypic participants were recruited at three clinical centers and screened for lifetime
occurrence (hospitalization) of the target diagnoses of the clinical participants. At each visit,
blood samples were taken which allowed to obtain the smallRNAome and genotype information
used in our study. The study protocol was approved by the respective ethics committee for each
study center and was carried out following the rules of the Declaration of Helsinki. All study

participants provided written informed consent.

Broad Diagnosis Group Classification

Broad diagnostic groups were defined using the DSM-1V diagnoses obtained at the first visit of the
PsyCourse Study. In total, we defined 3 groups, including a control group (CTL) composed of

neurotypic participants, a psychotic group (PSY) composed of participants diagnosed of
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schizophrenia (SCZ) or schizo-affective disorder (SCZA), the last affective group (AFF) was
composed of participants with bipolar disorder (BD) | or Il and participants with recurrent major

depressive disorder (MDD).

Genotyping and imputation

Individuals were genotyped using the Illumina Infinium Global Screening Array-24 Kit (GSA Array,
version 1 and 3; Illumina, San Diego, CA). Quality Control (QC) of genotype data was conducted
in PLINK v1.90b6.16 or higher (https://www.cog-genomics.org/plink/). Briefly, the sequence of
these QC steps was: Removal of SNPs with call rates <98% or a minor allele frequency (MAF)
<0.5%, removal of individuals with genotyping rates <98%, identification and exclusion of
duplicate and related samples, identification and exclusion of population ancestry outliers,
identification and exclusion of individuals with excess heterozygosity, exclusion of sex
chromosomes, identification and exclusion of SNPs not fulfilling the Hardy-Weinberg equilibrium
criterion and the required minimum MAF (<1%), removal of palindromic SNPs, removal of SNPs
with a large deviation (>10%) from the expected frequency in European reference populations
(1000 Genomes Project). These steps included the calculation of ancestry multi-dimensional
scaling (MDS) components. After these steps, the full dataset contained 1,600 individuals and
428,907 SNPs. Subsequently, data were imputed using the Michigan Imputation Server
(imputationserver.sph.umich.edu)!, after comparing allele frequencies in the Haplotype
Reference Consortium (HRC) reference panel to identify and remove genetic variants with an
outstanding difference in frequency (>20%), or not matching the HRC panel regarding position or
alleles. The final imputed dataset contained N=1,600 individuals and 7,712,287 SNPs. The post-
imputation reference genome used was that of the Haplotype Reference Consortium (versionr1.1

2016) (hg19)2.

miRNA transcriptome

SmallRNAs sequencing of the PsyCourse Study has been described previously 3. Briefly, the whole

blood samples were collected during the first visit of the PsyCourse Study, the miRNA libraries
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were prepared using NEBNext Small RNA library preparation kit (E7330) and sequenced using
TruSeq Small RNA kit as described in **. We considered the miRNAs with 5 or more reads on at

least half the samples as being expressed.

QC were realized using FastQC v0.12.1 and miRTrace v1.0.0 °. Sequenced reads were mapped to
the hg38 genome using mirdeep2v2.0.1.2 and bowtie v1.3.1. More exactly, we used the mapper.pl
command of mirdeep2 with the default settings to make the alignment while discarding reads with
less than 18 nucleotides then, we used mirdeep2 quantifier.pl command to quantify the human
miRNAs in the version 22 of miRBase. Samples that generated warnings when analysed by the
miRTrace pipeline were removed from further analysis. We also removed samples of participants
diagnosed with “Brief Psychotic Disorder” or “Schizophreniform Disorder”. Then, we filtered the
miRNAs to keep only those with 5 or more reads on at least half the samples as being expressed.

Leaving a total of 495 expressed miRNA and 1476 samples.

For validation purpose, we sequenced the mRNAs of 43 PBMC samples (11 affective, 14
Psychotic, 18 controls) collected at a new recruitment of the PsyCourse Study participants for the
MulioBio project. Assay was carried out as in °. Briefly, the libraries were prepared from 10 ng of
total RNA. The mRNA poly(A) tails were tagged with universal adapters, well-specific barcodes,
and unique molecular identifiers during template-switching reverse transcription. Barcoded
complementary DNAs from multiple samples were then pooled, amplified, and tagmented using
a transposon fragmentation approach which enriches for 3’ ends of complementary DNA. A
library of 350 to 800 bp was run on a 100-cycle S1 v1.5 run on Nova seq6000 at the Genomics
Antlantic platform (Nantes) platform facility (Nantes). An average of 5 million 75 bp single-end
reads were obtained for each sample. Samples were demultiplexed and aligned to the hg38

genome using the DGE bioinformatics pipeline ’
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DGE and TWAS analysis

For our DGE analysis, we divided the PsyCourse samples in two discovery (N=456) and validation

(N=1020) sets. the DESeq2 R package was used to identify DE miRNAs between broad diagnosis
groups including a “Control” group (control participants), the “Affective” group (Type | or Type |l

BD and MDD), and the “Psychotic” group (SCZ and SCZA).

For the TWAS analysis, we used samples for which we had miRNAome and genotype data to
realize a discovery (N=402) and a validation TWAS (N=926) using the FUSION R software and

GWAS summary data of SCZ & and BD ° downloaded on the PGC consortium.

For both analyses, we corrected for age, sex, and sequencing batch, we filtered the TWAS models
of the miRNA with a significant heritability (p<=0.05) in at least one of the discovery or validation
samples groups, and we defined statistically significant miRNAs as those with an adjusted TWAS
p-value <= 0.05 (BH) inferior to 0.05 and a similar TWAS z-score (for the TWAS) or a similar log2

fold change (for the DGE analysis).

The TWAS analysis was performed using R3.6.2. All other analysis involving R were realized using

R4.2.3.

Machine Learning

Neural networks (NN), a type of machine learning (ML) algorithm that mimics brain structure
through layers of interconnected artificial neurons, enables the identification of miRNAs as
predictive markers for disease classification. This streamlined approach was chosen for its ability
to efficiently process and learn from miRNA expression data, thereby enhancing the precision of
disease state predictions. After training, the model's effectiveness can be evaluated using metrics
such as accuracy and kappa-score on a test set, pinpointing critical miRNAs for disease
differentiation. This approach was used to reveal miRNAs which may be associated with disease

state in a non-linear fashion '°
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We used R software (v4.3.1) with packages tidymodels (v.1.1.1) and keras (v2.13) for the creation
of classifiers. Discovery and validation samples were split separately in training set and test set
with the proportion of 75/25 with a stratification on disease status. Sets were then merged,
resulting in a training set (N=698) and a test set (N= 237) for the Affective vs Control Model and a
training set (N= 659) and a test set (N= 222) for the Psychotic vs Control Model. Variables used
were the numbers of reads of each miRNA, age and sex. Variables were transformed by log2,
centered by abstracting the average of each count measured on the training set and scaled so that
the data has a standard deviation of 1. Algorithm used was a multilayer perceptron. Training was
performed on the training set with a k-fold resampling (with k = 5 and 10 repetitions with a
stratification based on disease status) on a cluster computer using R (v4.2.2). Performances of

the models were then measured of the test sets.

To test for overfitting, we retrained NN models while iterating on the size of the training set (20
to 90% by step of 10). We then plotted the AUROC obtained with the entire training and test set

(Supplementary Figure 3D).

Result integration

A list of possible gene target was created by getting the imputed target of the 494 miRNAs on
mirDIP (v5.2.3.1). This list of genes was then filtered to keep the genes expressed in two tissues:
whole blood and brain according to GTEx Portal on 07/2023. The Genotype-Tissue Expression
(GTEx) Project was supported by the Common Fund of the Office of the Director of the National
Institutes of Health, and by NCI, NHGRI, NHLBI, NIDA, NIMH, and NINDS. For each analysis, the
target genes corresponding to outlined miRNAs were extracted. We kept genes that were targeted
in at least 2 analyses for the integration, and we verified which were the 10 most targeted mRNA

among the targets of all those genes.

GO were identified using topGO package (v2.52.0). They were clustered using simplifyEnrichment

package (v1.10.0) with similarity computed by Wang algorithm and clustering by binary-cut
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algorithm. Clusters were named based on common parent GO. If names were too broad, we

specified it manually. Cluster composed of one GO were named after the GO.

PPl data was obtained from the STRING-database (v12.0) with a confidence score of 0.7. A
network was created from all genes contained in the 20 most significant GO. Disconnected nodes
were removed from the data. Igraph package (v1.5.1) with the Fruchterman-Reingold algorithm

was used to create the PPI for each broadgroup.

The most targeted genes (Figure 4G) were obtained by counting the number of miRNAs targeting

each gene.

Gene expression validation

We used PBMC transcriptomic data of the PsyCourse Study and asked for post-mortem brain
transcriptomic data mRNA from Dorsolateral prefrontal cortex (release 4) and Anterior Cingulate
Cortex (release 6) regions to the CommonMind consortium ''. For each dataset, we computed score
of expression of each GO cluster for each individual as the mean of the Z-scores of the genes
that compose the GO. We used student tests to compare the scores across the different broad

diagnosis groups.

Gene Set Enrichment Analysis:

GSEA was performed using the miRNAs target genes as sets and a list of those target genes ranked
according to the negative log10 of the p-value multiplied by the fold change of the differential gene

expression analysis comparing control to patients with bipolar disorders or schizophrenia.

Alluvial and correlation plots.

miRNA-mRNA expression correlation

We computed Spearman correlation between miRNA expression and the corresponding mRNA
expression of the same individuals. We filtered the correlation to identify, in each of the “affective

only” and “psychotic only” target genes sets, the pairs with the most negative correlation. We then
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represented those genes and the associated miRNA with alluvial plots and scatters plot that

compare the correlations for the different categories affective, psychotic, and control.
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3.2 Projet n°2: Classification semi-supervisée a 'aide de mesures
longitudinales de la sévérité des symptdémes

Un article intitulé Disease Severity Across Psychiatric Disorders Is Linked to Pro-
Inflammatory Cytokines résumant les résultats de ce projet a été écris durant ma
thése. Avec mes collaborateurs, nous allons le soumettre 8 American Journal of
Psychiatry (AJP). La version que j’inclus risque d’étre différente de la version publiée si

des modifications seront demandées lors de 'étape de relecture.

L'objectif de cette étude était d’utiliser les données de l’évolution des troubles
psychiatriques pour classer les patients en fonction de la progression de leurs troubles
indépendamment de leurs diagnostiques. J’ai contribué a ce projet en réalisant une
classification semi-supervisé des individus de ’équipe PsyCourse en utilisant
uniguement les données longitudinales sur la sévérité des symptdémes,
indépendamment des diagnostics pour identifier deux groupes de patients qui different
par la sévérité de leurs symptémes. Pour cela, j’ai regroupé les variables a ma

disposition en 5 groupes:
1. Les symptémes de dépression représentés par les items de U'IDS-Cjo

2. Les symptomes de manie représentés par les items de l’échelle d’évaluation de

la manie de Young ou en anglais; Young Mania Rating Scale (YMRS)
3. Les symptdmes de la SCZ représentés par les items du PANSS

4. Les performances cognitives représentées par 8 variables correspondant aux

scores, temps, et nombre d’erreur réalisés lors de tests neurocognitifs.

5. Lefonctionnement psychologique représenté par UEGF, le nombre de
traitements (antipsychotiques, antidépresseurs, et stabilisateurs de ’humeur), et

si le participant est ou non en couple.

La présence de traumatismes lors de U'enfance n’a pas été utilisée car elle n’a été
mesurée qu’une seule fois lors de la 3°™ visite de 'étude PsyCourse. De méme, Uindice
de masse corporelle n’a pas été utilisé car il n’a pas été mesuré a toutes les visites pour

chaque participant.
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Apres avoir identifié ces groupes, j’ai comparé leurs phénotypes pour m’assurer gu’ils
présentent une différence de sévérité. J’ai ensuite analysé leurs méthylome, miRNAome,
et protéomes pour identifier des signatures biologiques associés a la sévérité des TPS.

J’ai également participé a Uécriture de cet article.
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Abstract

Objective: Severe mental disorders (SMD), including schizophrenia, schizoaffective
disorder, bipolar disorder, and major depressive disorder, are complex conditions with
partly overlapping symptoms and shared risk factors. Traditional categorical diagnoses
may not fully capture the heterogeneity and shared pathophysiology across these
disorders. Therefore, this study aimed to identify transdiagnostic patient clusters based
on disease severity and explore the underlying biological mechanisms.

Methods: We utilized data from 443 participants of the PsyCourse Study diagnosed with
SMD, a longitudinal study with deep phenotyping across four visits. We performed
longitudinal clustering to group patients based on symptom trajectories and cognitive
performance. The two identified clusters were compared on cross-sectional variables,
including independent measures of severity as well as polygenic risk scores, protein
quantifications, miRNA expression, and DNA methylation.

Results: The two clusters did not differ significantly in age, sex, or diagnostic proportions
but showed marked differences in illness severity. Inflammatory serum proteins were
significantly different, indicating that disease severity is associated with a pro-
inflammatory state.

Conclusion: Our findings demonstrate that transdiagnostic clustering can effectively
differentiate patients based on illness severity. The association of disease severity with
pro-inflammatory proteins highlights the potential role of inflammation in the
pathophysiology of SMD. These results underscore the importance of consideringillness
severity in psychiatric research and clinical practice and suggest that targeting
inflammatory pathways may offer novel therapeutic strategies for patients with SMD.

Keywords: severe mental disorders, transdiagnostic clustering, disease severity,
inflammation, proteomics, PLAUR, cognitive dysfunction, multi-omics analysis

Introduction

Severe mental disorders (SMD) such as schizophrenia (SCZ), schizoaffective disorder
(SCZA), bipolar disorder (BD), and major depressive disorder (MDD), are complex and
multifaceted syndromes that have common symptoms and risk factors(1). Many
characteristics such as cognitive dysfunction, functional impairment, and psychiatric
symptoms are shared among SMD. There is evidence from behavioral genetic and
genome-wide association studies (GWAS) that SMD are heritable, with a common
phenomic(2,3) and genomic basis(4). Different nosological frameworks have been
proposed based on account for these commonalities, with RDoC and HIiTOP(5)
emphasizing dimensionality rather than categorical classification. Also, the DSM-5 is



now emphasizing dimensionality in addition to diagnostic categories. Moreover, multiple
studies have associated SMD with a dysregulation of the immune system. For example,
SMD are marked by an augmentation of pro-inflammatory proteins in the blood (6,7).
Treatments of pro-inflammatory cytokines can induce SMD symptoms(8). The link
between the immune system and SMD is so important that those disorders are
recognized as neuroimmune disorders (9-11). However, a challenge that remains for
clinicians, regardless of the diagnostic system used is how to differentiate individuals
who will experience a severe form of psychopathology from milder cases. The gold
standard is population-based longitudinal studies with a duration of several years or
decades, ideally prior to disease onset. However, such studies are extremely challenging
and costly to conduct and in the end most longitudinal studies have emphasized highly
heterogeneous illness trajectories overtime(12). Here, we take a different approach and
instead focus on the short-term course of the five core aspects of SMD: cognitive
dysfunction, functional impairment, psychotic, manic, and depressive symptoms. We
take advantage of The PsyCourse Study(13), a deeply phenotyped longitudinal sample of
the psychotic-to-affective spectrum, collected specifically for this purpose. To identify
clusters of patients that differ in their longitudinal course, we used longmixr a R toolbox
that enables longitudinal clustering of mixed data types(14,15). We identified two patient
clusters that are similar in diagnostic proportions but exhibited distinct levels of severity.
We then conducted comprehensive multi-omics analyses and found that
proinflammatory cytokines are strongly associated with disease severity.

Methods

Participants data and samples were obtained from the PsyCourse Study
(www.psycourse.de), a longitudinal, multisite, observational transdiagnostic study that
was conducted in Germany and Austria within the Clinical Research Group 241 (KFO241
consortium; www.kfo241.de) (13). Participants provided written consent. Participants
attended up to four visits evenly distributed over 18 months. With the aim to stratify
participants independent of their diagnoses, we selected all participants diagnosed with
SCZ, SCZA, BD, or MDD according to DSM-IV who participated in all visits (443
participants).

Longitudinal clustering

Clustering was performed using longmixr (14). First, longitudinally measured phenotypic
data were meaningfully divided into five groups. Each groups represent a different
domain SMD, namely depressive symptoms, schizophrenia symptoms, manic
symptoms, cognitive performance, and functioning. (For details see supplemental
material).

Missing values were imputed (n=5; R package Amelia). To reduce dimensionality within
each group of variables, longmixr applies factorial analysis of mixed data (FAMD). The
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first component from each FAMD was corrected for the effects of age and sex, and then
used for consensus clustering (1000 repetitions) (Figure 1A).

Phenotypic characterization of the clusters

To validate the clustering, we compared the clusters for the sums of the scales and the
scores of neuropsychological tests used for clustering. To ensure that there were no
biases, we checked for differences in age, sex, and diagnosis.

We also compared the clusters on three severity indicators not used for clustering:
Operational Criteria Checklist for Psychotic and Affective Illness (OPCRIT) item 90 (16) ,
the body mass index (BMI), and childhood trauma.

OPCRIT is a standardized diagnostic that provides detailed symptom ratings and
operationally defined diagnoses based on established criteria. At the fourth visit OPCRIT
was rated, assessing the disease course on an ordinal scale from “single episode with
good remission” to “ongoing chronic disease with deterioration”.

Childhood trauma was assessed with the Childhood Trauma Screener (17).

Statistics were applied, using X* tests for categorical variables, T tests for single visit
measurements, and ANOVA for multiple time-points. Analysis and figures were realized
with rstatix and ggplot2 R packages.

Polygenic risk score analysis (PRS)

To assess whether genetics contributed to the differences in clusters, we compared PRS
for MDD, BD, and SCZ and for antipsychotic treatment resistance and a general genetic
predisposition for psychopathology (P-factor) (18,19). Genotyping was described
previously (20). (for details see supplemental material).

Multiomics analysis

Propensity score matching was used control for age, sex, and diagnosis across clusters.
Serum from the first visit was used to quantify 384 proteins in 176 participants using
Olink Explore Inflammation panel. The OlinkAnalyze package was used for QC. Proteins
were compared using T tests, followed by a Gene Ontology (GO) analysis to identify
biological pathways. Spearman correlations were computed between the normalized
expression values of proteins (NPX) and variables from neuropsychological tests (Trail
Making Test A (TMT-A) and B (TMT-B) (time), Verbal digit span forward (DGT_SP_FRW),
Verbal digit span backward (DGT_SP_BW), Digit-Symbol-Test (DST)) and age of the
participants

To account for age, we selected proteins with one significant correlation with a test
variable and recomputed partial correlations between proteins and each test.

For DNA methylation analysis 192 participants were analyzed (lllumina EPIC V2). The
ages were imputed using the methylclock package and probes were filtered out if



variance <0.05 resulting in 693 probes. Differential analysis was performed with minfi
and limma packages while adjusting for age and sex.

The miRNAome was obtained from the first visit of PsyCourse and processed as
previously described(20,21). DESeqg2 compared the two clusters while adjusting for age,
sex, and sequencing batches. Multiple hypothesis correction (Benjamini-Hochberg) was
used.

Results

Longitudinal clustering of participants

Our aim was to characterize the study samples independently of their ascertained DSM-
IV diagnoses (Figure 1A, Methods, Table I). We explored different clustering solutions and
used the cumulative distribution function (CDF) to determine the optimal number of
clusters (Figure 1B). The CDF indicated that the two-cluster solution was optimal, as it
demonstrated better binary separation characterized by a flatter curve with steep
ascents at0and 1 (14).

The clusters showed significant differences across various symptom scales and
neuropsychological assessments. Cluster B had higher scores on schizophrenia, manic
and depressive symptoms (Figure 1C-E). They also showed poorer functioning scores
(Figure 1F).

In addition, patients in Cluster B performed worse for cognition, i.e. they had a higher
error rate on the TMT Part B with longer completion times (for both Parts A and B) and had
lower scores for Verbal Digit Span (VDS) tests, and DST (Figure 1G-H; Supplementary
Figures 1A-E).

In summary, Cluster B consists of participants with a higher illness severity compared to
cluster A.

Our clustering algorithm used longitudinal data from these symptom scales and
neuropsychological tests to group patients based on their symptom trajectories and
cognitive performance over time. Since the clusters were derived by analyzing patterns
in these specific measures, it is logical that the resulting clusters would differ
significantly on these variables. However, it is noteworthy that the differences across
these diverse scales and tests converge in the same direction, consistently indicating
greater severity in Cluster B. The convergence of these independent measures across
different domains supports the conclusion that clustering differentiates patients
primarily by severity.



Comparison of Cross-Sectional Phenotypic Variables

Since age and sex were regressed out during clustering, we anticipated that these
variables would not differ significantly between clusters. Indeed, there were no
significant differences in age (Figure 11; t-test p-value = 0.36) or sex (Figure 1J; )(2 p-value
= 0.46). Importantly, the clusters did not differ significantly in the proportions of
diagnoses among SCZ, SCZA, BD, and MDD (Figure 1K; X* p-value = 0.18). Additionally,
the proportions of male and female subjects in the clusters were also similar
(Supplementary Figure 1F and Supplementary Table I, X* padj = 1 for each test). Age was
also similar when stratified by sex and diagnosis individually, indicating that age and sex
are similar in both clusters (Supplementary Figure 1G).

Comparison of Polygenic Profiles

To assess whether genetic factors contribute to the differences between our clusters, we
used several PRS (see methods). We did not find significant differences between the
clusters regarding PRS for MDD (Figure 2A; t-test adjusted p-value = 0.15), BD (Figure 2B;
t-test adjusted p-value = 0.674), or SCZ (Figure 2C; t-test adjusted p-value = 0.894).
Similarly, the sum of the PRS for these three disorders did not differ significantly between
the clusters (Figure 2D; t-test adjusted p-value = 0.674). Furthermore, no significant
differences were observed for SCZ treatmentresistance PRS (Figure 2E; adjusted p-value
=0.674) or for the P factor PRS (Figure 2F; t-test adjusted p-value = 0.971).

Independent Measures of Severity

To further characterize the differences in severity between the clusters, we analyzed
independent measures not used in the clustering process. We found a significant
difference in the distribution of OPCRIT categories between the clusters (Figure 2G; x2 p-
value < 0.001). Specifically, Cluster B had a higher proportion of patients experiencing
partial remission or ongoing chronic illness compared to Cluster A, indicating a more
severe illness trajectory.

Significant differences were found in BMI between the clusters (figure 2H, ANOVA p-
value = 1e-07). However, there was no significant difference in the rate of BMI change
over time between the clusters (t-test estimate=0.07; p-value = 0.33). Additionally,
although not statistically significant, there was a trend toward a higher proportion of
participants with a history of childhood trauma (CHT) in Cluster B compared to Cluster A
(Figure 2I; )(2 p-value = 0.07).

Multi-omics Analysis

To identify associated molecular alterations between the clusters we carried out 3
distinct molecular profiling approaches during the first visit for each patient group (Figure
3A).



miRNA Expression and Methylome Comparisons

We compared the miRNA profiles from the first visit of the PsyCourse Study of 125
participants (64 low-severity patients and 61 high-severity patients). PCA analysis did not
reveal any major differences or batch effects (Supplemental figure 2A). Furthermore,
none of the 465 miRNAs analysed were differentially expressed between the two groups,
suggesting that miRNA expressions are unlikely to be associated with differences
observed between the clusters (Figure 3B).

Similarly, we explored the methylomes of 192 patients using DNA samples (see
supplemental figure 2B). We performed differential methylation analyses on the top
variable methylation sites (see method). However, no methylation sites were
significantly different between the groups (Figure 3C). To further investigate a possible
relationship between DNA methylation and severity we explored whether epigenetic age
acceleration was distinct between the clusters. The imputed epigenetic age correlated
strongly with the actual age of the participants (Supplemental Figure 2C) and did not
differ between the two groups (Figure 3D; Wilcoxon p-value = 0.44).

Proteomic Differences in a targeted inflammatory protein Panel

We characterized 363 circulating serum proteins, using the Olink Inflammatory panel
(Supplementary Figure 3A). Comparing the 363 circulating proteins between the clusters
revealed 25 down-regulated and 48 up-regulated proteins in the serum of the high-
severity cluster compared to the low-severity cluster (Figure 4A). Top differential
expressed proteins are illustrated to reveal that differences are not due to extreme
outliers (Figure 4B). GO analyses were performed to identify biological pathways
associated with these proteins. The down-regulated proteins were linked to six GO terms
related to the regulation of celladhesion and interleukin-13 (IL-13) production, a cytokine
with anti-inflammatory properties(22) (Figure 4C). In contrast, the up-regulated proteins
were associated with multiple GO terms indicative of a pro-inflammatory state, such as
"response to interferon-gamma" and "response to interleukin-1" (Figure 4D). This
indicates that a higher severity is associated with a deregulation of inflammation state.
Spearman correlations between protein expression levels and neuropsychological
assessments identified 7 proteins correlated with at least one of the test variables
(Supplementary Figure 3D). Notably, proteins up-regulated in the high-severity cluster
were positively correlated with the time taken to complete the TMT-A and TMT-B and
negatively correlated with the scores of the DST as well as VDS_FRW and VDS_BW.
Conversely, the down-regulated proteins ENPP5 and CDON showed opposite
correlations.

Many of the correlations between proteins and neuropsychological variables were
accompanied by similar correlations with the age of the participants (10 proteins;
Supplementary Figure 3D). To disentangle the effect of age on cognition, we calculated
partial correlations between these proteins and the testvariables, adjusting for age. This



resulted in nine significant correlations while controlling for age, with five of these
correlations related to the PLAUR gene (Figure 4E). We further investigated the
relationship between the expression of PLAUR and disease severity encoded by the
ordered categories of the OPCRIT. A significant association was found (ANCOVA p-value
< 0.001 after adjusting for age). We also identified differences between patients with
ongoing chronic illness and those with good or partial remission (Wilcoxon Rank Sum
test, p-value < 0.05, Figure 4F-G).

Discussion

Transdiagnostic Clustering Reveals Severity Independent of Diagnosis

Our study leverages comprehensive longitudinal phenotyping over four visits to
demonstrate that disease severity in severe mental disorders can be characterized
independently of traditional diagnostic categories. By employing a transdiagnostic
clustering approach, we identified patient groups that differ primarily in illness severity.
While there were no significant differences in age and sex overall, we did observe a
significant difference in the proportion of female patients with schizoaffective disorder
between the clusters. This specific variance may be due to unique clinical features within
this subgroup, but overall, the similar diagnostic proportions highlight that the clusters
represent groups differentiated by severity across diagnostic categories.

This finding underscores the significant overlap in symptoms across disorders such as
schizophrenia, schizoaffective disorder, bipolar disorder, and major depressive
disorder, highlighting the limitations of categorical diagnoses in capturing the complexity
of psychiatric conditions.

Overlapping Symptoms Support Dimensional Models of Psychopathology

The overlapping symptoms between different psychiatric disorders have been well-
documented and suggest that common underlying mechanisms may contribute to
disease manifestation(3,4). Cognitive dysfunction, functional impairment, and mood
disturbances are prevalent across multiple diagnoses. Our results demonstrate that
these shared symptoms coalesce to define severity levels that transcend diagnostic
boundaries. This supports dimensional models of psychopathology, such as RDoC and
HIiTOP, which advocate for assessing mental disorders along continuous dimensions
rather than discrete categories(23,24).

Independent Measures Confirm Robustness of Severity Classification

Importantly, we found that independent measures not used in the clustering process,
especially the OPCRIT item and BMI also differed between the clusters, further
confirming the robustness of our severity classification. The high-severity cluster had a
higher proportion of patients experiencing partial remission or ongoing chronic illness
according to the OPCRIT item, indicating a more severe overall illness trajectory.



Additionally, patients in the high-severity cluster exhibited higher BMI, which has been
associated with increased psychiatric symptom severity, poorer cognitive performance
and poorer clinical outcomes in patients with affective disorders (25,26). Weight gain is
also a common side effect of antipsychotic treatment and is associated with poorer
medication adherence in patients with schizophrenia, which increases the risk for
recurrentillness episodes and poorer outcome long term(27). Although the difference in
CHT was not statistically significant, there was a trend toward a higher proportion in the
high-severity cluster, aligning with literature that associates CHT with more severe
psychiatric outcomes(28,29). These independent measures, which were not part of the
clustering variables, reinforce our finding that the clusters are differentiated primarily by
severity.

No Associations of Transdiagnostic Severity profiles and Polygenic Scores

The genetic analysis revealed no significant differences in PRS for SCZ, BP, or MDD
between the high-severity and low-severity clusters. This suggests that genetic variants
identified in GWAS may be more closely associated with disease susceptibility rather
than the severity of illness. In psychiatry, the largest GWAS focus on the risk of
developing a disorder by comparing cases to controls, which may not capture genetic
factors influencing the course or severity of the disease once it manifests. It is also
possible that rare variants, structural variations, or gene—environment interactions play
a more significant role in determining illness severity.

Proteomic Analysis Reveals Increased Inflammatory State Associated with
Severity

Our proteomic analysis revealed that disease severity is associated with proteomic
changes indicative of a pro-inflammatory state associated to psychiatric severity.
Specifically, patients in the high-severity cluster showed up-regulation of proteins
associated with pro-inflammatory pathways while anti-inflammatory pathways
associated with IL-13 were down-regulated. This shift toward a pro-inflammatory profile
suggests that systemic inflammation may be linked to increased illness severity in SMD.
Given that cognitive dysfunction is a critical aspect of disease severity, we investigated
whether the expression levels of these proteins were associated with cognitive
performance. Our analysis identified 4 proteins that correlated with at least one
neuropsychological test variable. It is noteworthy that some of these proteins have been
previously associated with psychosis or nervous system development. For example,
ENPP5 was found positively associated to intelligence by a Mendelian analysis (30),
while negative association were found for the expression of PLAUR and CD4 (31,32). The
CRIM1 gene is expressed in neurons and is implicated in central nervous system (CNS)
development(33). Among them, PLAUR (plasminogen activator, urokinase receptor)
deserves particular attention due to its multiple associations with cognitive function and
neurological processes. Literature searches confirmed the association of PLAUR



expression with cognitive function in multiple studies. This gene is also expressed by
microglial cells in the CNS. Its inactivation is known to induce changes in GABA A-
receptor subunits, highlighting its importance in CNS development(34). Additionally, the
urokinase plasminogen activator system, of which PLAUR is a part, is involved in
leukocyte recruitment and breaching of the blood-brain barrier (BBB), with the soluble
form of PLAUR in serum and cerebrospinal fluid being implicated in neurological
disorders(35,36). Taken together, these findings demonstrate that disease severity is
associated with proteomic changes indicative of a pro-inflammatory state.

Lack of Differences in miRNA and Methylation Profiles

In contrast to the proteomic findings, our analysis revealed no significant differences in
mMiRNA expression or DNA methylation profiles between the high-severity and low-
severity clusters. miRNA expression and DNA methylation are regulatory mechanisms
that may require longer timescales to manifest significant changes. These epigenetic
modifications are often more stable and may not fluctuate significantly over the short-
term course captured in our study(37).

An important consideration is that our analyses of miRNA and DNA methylation were
conducted using peripheral blood samples. While blood is accessible and can reflect
systemic changes, it may not capture alterations occurring specifically in the brain.
Significant epigenetic changes associated with psychiatric disorders may be present in
neuraltissue butremain undetected in peripheral samples. The brain and blood can have
distinct epigenetic landscapes, and peripheral markers may not fully represent central
nervous system processes. The lack of differences suggests that the proteomic
alterations are not driven by changes at the transcriptional or epigenetic levels
detectable in blood but may result from post-transcriptional regulation, protein stability,
or external factors such as medication effects or environmental stressors.

Limitations of the Study

Despite the strengths of our comprehensive multi-omics approach and longitudinal
design, our study has several limitations. First, the use of peripheral blood samples for
miRNA and DNA methylation analyses may not accurately reflect brain-specific
epigenetic changes associated with psychiatric disorders or be a consequence of lack of
statistical power due to the sample size. Second, due to a reasonable but limited sample
size in a homogenous (German and Austrian) population it is relevant to replicate our
findings in larger and heterogenous populations in future studies.

Conclusion

In conclusion, our study emphasizes the importance of comprehensive, longitudinal
phenotyping in capturing the complexity of SMD beyond categorical diagnoses. Our
multi-omics analysis further reveals that increased disease severity is associated with a
pro-inflammatory proteomic profile, potentially contributing to cognitive dysfunction.



Our work underscores the importance of considering illness severity as a key dimension
in psychiatric research and clinical practice. Tailoring interventions based on severity
rather than diagnosis alone may improve patient outcomes, and targeting inflammatory
pathways—potentially through modulating proteins like PLAUR—could offer new
therapeutic avenues for patients with SMD.
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Legends

Table I: Variables measured by the PsyCourse Study

Variable measured at each visits

Visit 1 Visit 2 Visit 3 Visit4

PANSS sum score* 49.58 (16.17) 46.34 (13.95) 46.03 (14.02) 45.89 (15.5)
IDSC sum score* 13.16 (10.83) 12.72(9.92) 11.96 (10.37) 12.29 (10.77)
YMRS sum score* 3.14 (4.98) 2.28(3.89) 2.46 (4.09) 2.17(3.63)
GAF score* 56.87 (13.11) 61.17 (13.6) 61.31(13.86) 61.26 (14.56)
Variable measured at a single visit
Sex (visit 1)

F 190 (42.9%)

M 253 (57.1%)
Age (mean; SD)? 19-79 (45.93; 12.49)

Diagnosis (visit 1)

Bipolar-I Disorder

143 (32.1%)

Bipolar-1l Disorder 35(7.8%)

Depression 21 (4.7%)

Schizoaffective Disorder 43 (9.6%)
Schizophrenia 204 (45.7%)

OPCRIT (visit4)

Not estimable 2
Single episode with good remission 17
multiple episodes with good 151
remission between episodes
multiple episodes with partial 152
remission between episodes
ongoing chronic disease 96
ongoing chronic disease with 9
deterioration
-999 (not measurable) 16
Presence of childhood trauma (visit 3)
No 218
Yes 201
-999 (not measurable) 24
Current psychiatric treatment (visit 1)
No 9
Yes. outpatient 295
Yes. day patient 22
Yes. inpatient 114
NA 3
First-episode patient (visit 1)
No 410
Yes 16
NA 17

* mean (SD)




Figure 1

(A) Graph representing the strategy to classify the longmixr participants based on clinical
evaluations. The consensus matrix displayed is the one computed by longmixr for the 2
clusters solution, while the consensus CDF was used to identify the optimal number of
clusters. (B) Consensus CDF (upper) and consensus matrix (bottom) plots of our
longmixr clustering. Spaghetti plots comparing the sum of the PANSS (negative, positive,
and general) scales (C, ANOVA p-value < 0.001), the sum of the YMRS scale across the
two clusters (D, ANOVA p-value < 0.001), the sum of the IDSC scale across the two
clusters (E, ANOVA p-value < 0.001), the sum of the GAF scale across the two clusters
(F, ANOVA p-value < 0.001), the time needed to finish Part B of the TMT tests across the
two clusters (G, ANOVA, p-value <0.001), and the number of errors made during the Part
B of the TMT test (H, ANOVA p-value = 0.005). Boxplot comparing the age at the first visit
of the two clusters (I, T Test p-value = 0.36), and barplots representing the sex (J, X2 p-
value = 0.458) and the diagnosis proportions in each cluster (K, X2 p-value =0.18).
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Figure 2

Boxplot comparing PRS between the two clusters, namely PRS for MD (A, T test adjusted
p-value = 0.150), BD (B, T test adjusted p-value = 0.674), SCZ (C, T test adjusted p-value
= 0.894), all 3 disorders (D, T test adjusted p-value = 0.674, sum of the individual PRS),
SCZtreatment resistance (E, T test adjusted p-value = 0.674) and for the P factor (F, T test
adjusted p-value = 0.971). Barplot representing the proportion of OPCRIT categories
measured at the fourth visit of the PsyCourse study in each cluster (G, X* p-value <
0.001). Spaghetti plot comparing the BMI of the two clusters (H, ANOVA p-value < 0.001),
and barplot representing the proportion of childhood trauma presence in each cluster (I,
X?, p-value = 0.07)
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Figure 3

Flowchart that describes the multiomics analyses that were performed in this study (A)
and volcano plot of the analysis comparing the miRNAome (B) and the methylome (C) of
the two clusters. Boxplot comparing the age acceleration (imputed age —real age) of the

two clusters (D).
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Figure 4

Volcano plot of the olink analysis (A, T test), and expression boxplot of 4 dysregulated
proteins across the two clusters (B). Network graph of the GO process enriched in the
proteins down-regulated (C), or up-regulated (D) in the high severity clusters. The color
and size of the nodes correspond respectively to the p-value and the number of genes
associated to the GO terms. The size of the edges represents the number of proteins in
common between the GO terms. Correlation heatmap of the partial correlation of
spearman between the protein’s expression and the neuropsychological assessment
variables (E, * p<0.05, ** p<0.005). The DE column indicates if the proteins were
differentially expressed in our analysis comparing the high and low severity patients’
groups. Boxplot representing the expression of the PLAUR gene according to the different
OPCRIT categories (F), and heatmap representing the partial correlation of spearman of
the PLAUR gene to the different neuropsychological assessments (G). The text in the tyle
is the adjusted p-value.



5 CTRC 0ID20752 DNER 01D20712
CTRC 101
DNER FLAUR 2
C1QA 1 054
6
_\ CXCL14[savDSL 0 0.0
- 05
& EPcAM]  , TAS
3
® Threshold 2 .. 104
= B cluster
[=% -¢ High_S: Low_§ High_5i Low_Severil
s . TG + Non-significant ; igh_Severity ow_Severity igh_Severity ow_Severity B ign_sevey
o GAL . [cpa0] Significant PLAUR 0ID20764 IL22RAT OID20449 BE Low sewery
s ., , = —
2 RABIT] ° . 1
0
N .
-1
I Py 2 High_Severity Low_Severity High_Severity Low_Severity
Estimate
adaptive immune response
number of genes R leukoc: ity number of genes
o 2 cell chemgtaxis leukocyte chemotaxis o s
8 O s O s
positive regulation ef interleukin-13 production O s O
negative regulation|of leukocyte proliferation O s Os
Q 5 lymphocyte mediated in O 9
interleukin-13_production O 10
negative-regulation of cell-cell adhesion "'a‘”“‘féll Il interferon
: : . . : adjust
regulation of interleukin-13 productlo;\ 003 f——
i i i 0.003
negative regulation of cell adhesionf}) o2
N . 0.002
0.01 onse to type Il interferon
0.001

ositive regulation of MAPK cascade

Partial Spearman correlation ANOVA F(1,167) = 11699, P < 0.001

DE
Up-regulated 15- e
’_i?-' i"_—‘i‘ Lo § 1 1 /_i Not Significant N
e Down-regulated 10- o
+

nrpsy_tmt_B_rt- == . — % -

oepsy_tmt_a_rt- | 1= - 5 ' *
0O gg-

nrosy_tmt_B_err=

nepey_tmi_A_err- 05-

nrpsy_dgt_sp_frw - -
oy ok s bk — o £c wew g Ccw o occ
oroes._dot_sp._bek ° = £238 +E 83 Ss 552
[ - - s 2 228 RRER £8 Eal
e -1 SE aEa acLa S5 o n2
6 % 4 p 22 P azc” g 285
% % 53 33§ 2% 52
wg =g = 0 = 2
& S 3 ER = =
£ EcE E
w g =
v4_opcrit
nrpsy_tmLB _
nrpsy_tmt_B_err - 0.09 (0.65)
PARTIAL_COR
nrpsy_tmt_A_rt-
0.1
nrpsy_tmt_A_err- 0(0.995) 0.0
-0

nrpsy_dat_sp_frw -
I 02

nrpsy_dot_sp_bck-

nrpsy_dg_sym -

PLAUR



Supplementary Figure 1

Spaghetti plots showing the time needed to finish (A, ANOVA p-value < 0.001) and the
number of errors (B, ANOVA p-value =0.146) made during Part A of the TMT test, as well
as the scores of the Digit Symbol test (C, ANOVA p-value <0.001), Verbal Digit Span test
forward (D, ANOVA p-value < 0.001) and backward (E, ANOVA p-value < 0.001) in both
clusters. (F) Barplots indicate the sex proportion in the two clusters across the different
categorical diagnoses, and (G) Comparison of age between the clusters grouped by age
and diagnosis using T tests (pvalues adjusted with BH method).
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Barplot of the sex proportions for each diagnosis
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Supplementary Figure 2
PCA plot of the miRNAome expression data (A) of the methylation state of CpG site (B) of
the patients. Correlation between real age of the participants during the first visit of the

PsyCourse study and the DNA imputed age using the Levine model of the methylClock R
package (C),
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Supplementary Figure 3

PCA plot of the protein expression in NPX (A). Barplot of the GO process significantly
enriched for the down-regulated (B) and up-regulated (C) proteins in the high severity
cluster. Correlation heatmap of the partial correlation of spearman between the
proteins’ expression and the neuropsychological assessment variables (* p<0.05, **
p<0.005). The DE column indicates if the proteins were differentially expressed in our
analysis comparing the high and low severity patients’ groups (D).



10-

High Severity
Low Severity

CLUSTER

%8L'8 Z0d

-10-

PC113.04%



negative regulation of cell adhesion-

negative regulation of cell-cell_

adhesion

positive regulation of interleukin-13_

production

negative regulation of leukocyte _

proliferation

interleukin-13 production-

regulation of interleukin-13 production-

'
a

1
- log10 padj

'
2



positive regulation of MAPK cascade-

cell chemotaxis-

chemotaxis-

taxis-

lymphocyte mediated immunity -

adaptive immune response based on

somatic recombination of immune

receptors built from immunoglobulin
superfamily domains

cellular response to type Il interferon-

leukocyte mediated immunity -

leukocyte chemotaxis -

response to type Il interferon-

= -

1

2
- log10 padj

[=)



Spearman correlation

DE-

nrpsy_dgt_sp_frw—

nrpsy_dgt_sp_bck—

nrpsy_dg_sym-

DE
Up-regulated
Not Significant

Down-regulated

0.5

-0.5



Supplementary Table |

Sex Proportions across the clusters for each diagnosis and results of their comparisons (X?).

. . Low Severit Low Severit High Severit High Severit I X? adjusted

Diagnosis (Male) ! (Female) ! g(Male) ! :;Female) Y| ¥ statistic | X* p-value p-valljle (BH)
Bipolar-1 Disorder 26(5,87%) 24(5,42%) 20(4,51%) 24(5,42%) 3,76E-02 | 0,8462253 1
Bipolar-Il Disorder 25(5,64%) 33(7,45%) 34(7,67%) 40(9,03%) 0,00E+00 1 1
Major Depressive Disorder | 28(6,32%) 24(5,42%) 24(5,42%) 43(9,71%) 1,67E-31 1 1
Schizophrenia 20(4,51%) 25(5,64%) 19(4,29%) 19(4,29%) 3,18E-01 |0,5728472 1
Schizoaffective Disorder 24(5,42%) 28(6,32%) 27(6,09%) 20(4,51%) 1,27E+00 |0,2605416 1




3.3 Discussion et perspective

En me basant sur les liens entre le Sl et les TPS développés dans Uintroduction

(Section 1.3), j’ai recherché des signatures biologiques des TPS et de la sévérité de leurs
symptdémes a partir des prélevements sanguins des participants de ’étude PsyCourse.
L’avantage de chercher des biomarqueurs dans le sang est d’avoir un acces non-invasif
et rapide aux échantillons. Pour atteindre cet objectif, j’ai utilisé deux approches

complémentaires.

3.3.1 Analyse du miRNAome sur des groupes élargis de patients

Dans un premier temps, j’ai regroupé les participants de l'étude PsyCourse selon les
classifications partagées de leurs maladies sous la condition élargie des troubles du
spectre de la schizophrénie ou du spectre des troubles thymiques. Un troisiéme groupe
formé par des individus neurotypique fut également inclus pour servir de base lors des
comparaisons de U'expression des miARN. Dans ce projet, j’ai utilisé plusieurs
approches dont des analyses d’expression différentielles, des TWAS pour identifier les
miARN dont U'expression est liée au risque génétique de la SCZ ou des TB, ainsi que des
modéles réseaux de neurones construit par un stagiaire que j’ai encadré. Ces modeéles
avaient pour objectif de différentier les individus neurotypiques des deux groupes de
patients en se basant sur Uexpression des miARN, tout en identifiant les miARN les plus

influents pour ces classifications.

Les analyses d’expression différentielles ont permis Uidentification de 191 miARN dont
108 qui n’ont pas été identifiés dans des études précédentes sur les TPS. Les TWAS ont
permises Uidentification de miARN associés aux TB (1 miARN) ou a la SCZ (8 miARN)
soulignant 'importance du génome dans U’étiologie de ces pathologies. Enfin, les
modeles de classifications ont montré des performances prometteuses pour distinguer
les individus neurotypiques des patients des groupes “psychotique” ou “thymique”. Ces
modeles pouvant identifier des relations non linéaires entre Uexpression des miARN et
les TPS, les 20 miARN contribuant le plus a ces modeles pour les rajouter dans nos

analyses ultérieures.

Apres avoir identifié les genes cibles de ces miARN, un filtrage a été effectué pour ne

conserver que les genes exprimés dans le sang ou le cerveau et ciblés par au moins 2
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miARN différents. Ces genes cibles ont été répartis en 3 catégories, en fonction des
analyses dans lesquelles les miARN les ciblant ont été identifiés, afin de préciser si ces
miARN étaient importants pour un seul des groupes de patients ou dans les deux.
L'investigation des fonctions biologiques de ces genes a révélé un enrichissement de
termes de GO représentant des voies biologiques. Certaines, comme celles associées a
la régulation de CARN-polymeérase Il étaient communes aux deux groupes de patients ce
qui suggere des mécanismes biologiques partagés entre les deux groupes élargis.
D’autre type de termes présentaient des enrichissements distincts dans un seul groupe.
Par exemple, j’ai observé un enrichissement de termes liés au développement
anatomique principalement chez les patients du groupe “psychotique”, tandis qu’un
enrichissement de termes de GO, associé au stress cellulaire, a été distingué dans le
groupe “thymique”. Ces résultats corroborent les études précédentes qui ont montrée
des différences structurelles du cerveau associées aux processus physiopathologiques
de la SCZ, ainsi qu’une altération des réponses cellulaires au stress chez les patients

atteints de TB239-234,

L'enrichissement de termes liés au stress, tels que les “réponse cellulaire au stimulus
de la dexaméthasone” ou encore la “réponse cellulaire au facteur inhibiteur de la
leucémie”, chez les patients atteint de troubles affectif (et, dans une moindre mesure,
ceux atteints de troubles psychotiques) renforce ’hypothése d’un lien entre le Sl et les
TPS. Il a déja été démontré que les cellules T des patients atteints de troubles affectifs
sont résistantes a la dexaméthasone, un glucocorticoide a action anti-inflammatoire qui
a un réle neuroprotecteur en réduisant Uinflammation au niveau du cerveau?®. De plus,
comme je Uai indiqué dans Uintroduction de ma these (Section 1.2.4.2 et

Section 1.3.2.2) les corticostéroides, comme la dexaméthasone, peuvent affecter le
SNC via l'axe HHS et provoquer des symptémes de manie, d’hypomanie et de
dépression. Ces symptdmes font partis des effets indésirables des médications basées
sur ces molécules®®. Le géne du facteur inhibiteur de la leucémie, qui a également une
action anti-inflammatoire dans les tissus périphériques, a été associé a la susceptibilité
de développer la SCZ*’. Ce facteur est connu pour réguler la différentiation des cellules

précurseurs neuronales en astrocytes®®. Les cellules gliales sont nécessaires pour la
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plasticité cellulaire, une inhibition de 'expression du facteur inhibiteur de la leucémie

par des miARN pourrait augmenter la susceptibilité de développer des TPS*°.

Lensemble de ces résultats souligne le réle du Sl dans la pathophysiologie des TPS,
ainsi que le réle régulateur des miARN dans ces troubles. Ils suggérent également que
les génes associés aux voies biologiques enrichies pourraient constituer des
biomarqueurs, mesurables dans le sang, de ces troubles. Les génes les plus ciblés par
les miARN associés aux TPS sont particulierement intéressants, car cette convergence
pourraitindiquer un réle clé dans U'étiologie de ces maladies. Dans cette optique, une
recherche bibliographique menée par un stagiaire sous ma supervision a révélé que 8
des 10 genes les plus ciblés ont déja été associés a des troubles psychiatriques ou
neurodéveloppementaux. Par exemple, le géne QKI est un régulateur de la
différentiation et de la maturation des cellules astrocytaires et pourrait étre associé au
développement et a la progression des TPS?*°, tandis que NFIB, un géne nécessaire a la
transcription de TADN en ARN via CARN polymérase Il, est associé a la déficience
intellectuelle et la macrocéphalie®*’. D’autres de ces genes comme DYRK1A sont
associés a des voies de signalisation, a 'épissage des ARN comme MBNL1, ou CELF24*
4 _En considérant leurs capacités a réguler de nombreuses voies biologiques cruciales
pour le développement et la fonction cérébrale, il est plausible que Ualtération de
Uexpression de ces genes contribue a l’étiologie des TPS en influencant la maturation
des cellules neuronales ou encore la plasticité cérébrale®°?*’. Leur identification dans
cette étude revient donc a enrichir la liste des possibles biomarqueurs de ces maladies
mais il serait nécessaire de réaliser des analyses de régulation entre les miARN et les
ARNmM dans le cerveau pour confirmer leur utilité. Cette étude permet donc de renforcer

Uhypothése d’un lien entre le Sl et les TPS.

A travers ces analyses, ce projet a également permis Uidentification de plusieurs miARN
et de leurs genes cibles qui peuvent potentiellement contribuer a ’étiologie des TPS et
gu’il serait possible de quantifier dans le sang des patients. Cependant, le manque de
cohorte de cohorte de validation m’a empéché d’investiguer Uutilité de ces miARN pour
Uidentification des états pathologiques. De plus, cette étude a été réalisée a partir
d’échantillons d’individus allemands. Pour augmenter la fiabilité de mes résultats, il

sera nécessaire que les études suivantes sur le sujet incorporent des cohortes plus
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diversifiées ethniguement et géographiquement pour augmenter la robustesse des

résultats.

3.3.2 Analyse du Sl basée sur des groupes de sévérité des TPS

Dans ma deuxieme étude, je n’ai fait aucune distinction entre les différents troubles
psychiatriques. Les groupes étudiés ont été identifiés grace a une classification semi-
supervisée, fondée uniquement sur les données longitudinales de la sévérité collectées
lors de l’étude PsyCourse. Cette méthodologie a permis d’identifier deux groupes de
patients qui se distinguent par la sévérité des symptdmes psychiatriques tels que les
symptoémes de manie, de dépression, ou encore de la SCZ. Ces différences étaient
observables a travers les échelles de symptomes tels que le PANSS ou le EGF qui ont
été utilisés pour établir ces groupes, que des variables indépendantes tel que
U'évaluation de U'évolution de la maladie, liste de contrble des critéres opérationnels, en
anglais, operational criteria checklist (OPCRIT)?*¢. Cette derniere mesure indigue une
évolution plus sévere des TPS dans un groupe par rapport a 'autre. Bien que le groupe
présentant une sévérité plus élevée possede une proportion plus importante d’individus
atteints de SCZ et une proportion moindre d’individus atteints de TB, ces différences de
répartition entre les deux groupes n’étaient pas statistiquement significatives. Cela
souligne le chevauchement important des symptomes entre les TPS et remet en
question la pertinence des frontiéres mises en place entre ces troubles par les

classifications catégoriques.

Concernant les facteurs de risques, 'labsence de différences significative entre les deux
groupes en termes de PRS est un résultat important. Cela suggere que les variants
génétiques identifiés par les GWAS sont davantage liés a la prédisposition des individus
aux différents TPS, qu’a la sévérité de ces troubles. De plus, bien que les deux groupes
ne soient pas statistiquement différents en termes de proportion de la présence de
traumatismes dans U’enfance, ily a une tendance vers une plus grande proportions de
ces traumatismes chez les patients avec les symptdmes les plus séveres. Cette
observation est cohérente avec les études qui ont liés les traumatismes enfantins avec
la sévérité des troubles psychiatriques®®?*°. De facon générale, ces observations

confirme 'importance des facteurs non-génétiques dans la trajectoire des TPS, en
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complément des facteurs génétiques qui influence la susceptibilité de développer ces

troubles.

Apres avoir identifié ces groupes de patients, j’ai comparé leurs méthylome, miRNAome,
et protéome avec l'objectif d’identifier des signatures biologiques de la sévérité des TPS.
Les analyses du méthylome et du miRNAome des groupes n’ont pas permis d’identifier
des différences significatives entre les deux groupes ce qui souléve plusieurs
hypothéses. Premierement, les altération épigénétiques liées a la sévérité des TPS
peuvent ne pas étre reflétées dans le sang périphérique, et des études utilisant des
échantillons de cerveaux post-mortem seraient plus appropriées pour les étudier.
Deuxiemement, les modification épigénétiques sont souvent relativement stables dans
le temps et il est possible que la fenétre temporelle de deux ans qu’ait durée U'étude
PsyCourse, menée par U'IPPG, ne soit pas suffisante pour capturer ces modifications.
Enfin, le fait que je n’ai pas identifié de différence d’expression des miARN entre les deux
groupes de patients indique que les modifications d’expression de ces ARN sont plus

liees au type de symptdmes (et donc de troubles) qu’a la sévérité de ces symptomes.

En revanche, 'étude du protéome, restreinte a un ensemble de cytokines liées au Sl a
révélée des différences intéressantes entre les groupes. Les patients avec les
symptémes les plus séveres avait une plus grande proportion de cytokines associées a
des voies biologiques pro-inflammatoires tandis que leurs sérums contiennent moins
de cytokines associées a la régulation de UIL-13, une cytokine anti-inflammatoire. Ces
résultats suggerent un lien potentiel entre Uinflammation systémique et la sévérité des
symptémes des TPS, en accord avec des études antérieures qui ont démontré une
augmentation des cytokines pro-inflammatoires dans le sang des patients atteints de
TPS*“. Ces résultats indiquent donc un role du Sl dans 'aggravation des symptomes

psychiatriques.

Les capacités cognitives d’un individu étant révélatrices de la sévérité des TPS, j’ai
identifié 7 protéines corrélées avec les variables des tests neuropsychologiques
mesurés lors de 'études PsyCourse. Ce résultat suggere un lien entre la dysrégulation
du protéome dans le sérum et les fonctions cognitives des participants. Il est
particulierement intéressant de remarquer que PLAUR et CD4, surexprimées dans le
sérum des patients avec les symptomes les plus séveres, sont négativement corrélés
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avec les capacités cognitives des participants. Cela pourrait indiquer que ces protéines
ont un réle dans le déclin cognitif des patients atteints de TPS. En revanche, 'expression
de la protéine ENPP5 est positivement corrélés a ces capacités cognitives, suggérant un
réle protecteur ou compensatoire. Parmi ces protéines, PLAUR se distingue par le fait
que son expression est corrélée au plus grand nombre de variables des test
neuropsychologiques. Cette corrélation avec les aptitudes cognitive est bien
documentée dans la littérature. Cette protéine est exprimée dans le SNC par les cellules
microgliales et son inactivation est connue pour induire des changements dans la sous-
unité A des récepteurs GABA?**". Cette protéine fait également parti du systeme
d’activation du plasminogéne de type urokinase qui est impliqué dans le recrutement de
leucocytes et la dégradation de la BHE******. La surexpression de cette protéine dans le
sang pourrait donc induire une dégradation de la BHE qui comme je l’ai indiqué dans
mon introduction serait propice a la mise en place et 'aggravation d’une neuro-
inflammation qui a son tour aggraverait les symptémes psychiatriques (Section 1.3.2.2).
Cela fait de cette protéine un candidat particulierement prometteur en tant que

biomarqueur de la sévérité des TPS.

ILest a noter que comme mon premier projet, cette étude est basée uniquement sur les
participants de U'étude PsyCourse, ce qui m’a limité pour évaluer la reproductibilité de
mes résultats. De plus, les financements de ma thése ne m’ont pas permis d’analyser
plus qu’une partie des échantillons de la 1° visite de '’étude PsyCourse. Si cela m’a été
suffisant pour réaliser les analyses présentées, je n’ai pu tester si des mesures
biologiques permettent ou non de vérifier 'appartenance a 'un des groupes identifiés.
En effet, ce type d’analyse nécessiterai la mise en place de modeéle d’apprentissage
automatiques. Bien que j’ai essayé de créer plusieurs modeles, dont des réseaux de
neurones, et des arbres de décision, le faible nombre d’échantillon a ma disposition ne
m’a pas permis de m’assurer que les modeles en question n’étaient pas sujet a des
problemes de surapprentissage. Les résultats de ces modeles n’étaient donc fiables et
présentables. Les résultats que j’ai obtenus avec les analyses que j’ai présentées
restent cependant intéressants car ils soulignent 'importance des réponses
inflammatoires pour 'aggravation de la sévérité des symptdémes des TPS. Plus

largement, ils s’inscrivent dans la continuité des appels précédents en faveur d’une
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réévaluation des modeles catégoriels traditionnels des troubles psychiatriques pour la
recherche scientifiqgues?'®?'’. En intégrant des approches dimensionnelles, basées sur
un ensemble précis de symptomes, il serait possible d’améliorer la classification et le
traitement des patients atteints de TPS. Lors de ce projet, les groupes de patients ont
été identifiés avec U'utilisation de ’ensemble des données longitudinales concernant la
sévérité des différents symptémes évalués lors de l'étude PsyCourse. Cela inclus les
symptomes de la SCZ, de la manie, et de la dépression, évalués a 'aide d’échelles de
symptoémes comme le PANSS, ainsi que les capacités cognitives évaluées avec des
tests neuropsychologiques. Les groupes de patients identifiés présentent donc des
différences de sévérité englobant 'ensemble de ces informations et ne sont pas
représentatif d’'une dimension symptomatique précise. Il serait intéressant de refaire ce
type d’analyse en se concentrant sur un seul type de symptéme. Cela pourrait permettre
d’identifier des voies biologiques dont les dérégulations sont responsables du
déclenchement et de 'aggravation de la sévérité d’'un symptdéme précis. Les recherches
futures devraient viser a élucider davantage le role exact de Uinflammation dans
laggravation des symptémes des TPS en se concentrant autant que possible sur des

dimensions précises de symptémes.

3.3.3 Limitations de cette these

Ma thése présente des résultats prometteurs mais certaines limites doivent étre prises
en compte pour les interpréter et il me semble nécessaire de les énoncer ici méme si

certaines U'on déja étés dans les parties précédentes.

Premierement, 'homogénéité de la cohorte PsyCourse (constituée uniquement de
participants allemands) limite la généralisation des résultats. Une meilleure
représentation des divers groupes ethniques et géographique permettrait d’évaluer la
robustesse des résultats que j’ai obtenu, car des variations génétiques et

environnementales pourraient influencer les signatures biologiques identifiées.

Deuxiemement, ’ensemble des analyses que j’ai réalisé est basé sur des prélevements
sanguins. Si ce type d’échantillon est représentatif des changements systémiques
provoqués par des maladies et accessible facilement, il est probable, qu’il ne

représente pas de maniere précise, les altérations qui se produisent spécifiquement
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dans le cerveau, qui est 'organe principalement affecté par les TPS. Lutilisation de
techniques permettant 'étude des tissus cérébraux ou du LCR, pourrait fournir des
informations supplémentaires cruciales pour mieux comprendre la biologie de ces

troubles.

Troisiemement, les approches épigénétiques et transcriptomiques menées a partir de la
classification réalisée avec les données de ’étude PsyCourse, sur une période de deux
ans, pourraient ne pas capturer certaines dynamiques a plus long terme. Des études
longitudinales sur des périodes plus longues seraient nécessaires pour mieux

comprendre U’évolution de ces altérations moléculaires dans le temps.

Enfin, ’absence de cohorte de validation m’a empéché de tester la robustesse et la
généralisation des signatures identifiées. Il sera important que des recherches futures
évaluent la reproductibilité et la pertinence clinique de ces résultats sur des
populations indépendantes pour vérifier si les génes identifiés au cours de cette thése
peuvent étre utilisés comme biomarqueurs des TPS ou de la sévérité de leurs

symptémes.

3.3.4 Conclusion et perspectives

Les deux études de cette these abordent les TPS sous des angles différents, ce qui
permet de mettre en évidence des aspects complémentaires de la biologie de ces

troubles.

Bien que j’aie critiqué les classifications diagnostiques traditionnelles dans mon
introduction, je dois admettre qu’elles ont 'avantage de donner aux patients des
indications claires sur les symptomes qui les affectent. Dans ma premiéere étude, j’ai
donc utilisé une approche centrée sur les classifications diagnostiques traditionnelles
qui a permis de renforcer les associations de certains miARN, réalisées par des études
précédentes, aux TPS et en identifiant de nouveaux miARN potentiellement impliqués
dans ces pathologies. Cette approche met en lumiére des voies biologiques distinctes
mais aussi partagées entre les troubles thymiques et les troubles psychotiques,
soulignant U'importance du Sl dans 'étiologie de ces troubles. Cette thése renforce
également le réle des miARN en tant que biomarqueurs potentiels des TPS, ouvrant la

voie a une meilleure compréhension des mécanismes sous-jacents a ces troubles.
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En revanche, ma seconde étude s’écarte des classifications diagnostiques catégorielles
pour se concentrer sur la sévérité des symptdmes a travers une approche
dimensionnelle. Cette méthodologie a été utilisé pour identifier des protéines,
principalement des cytokines, dans le sérum qui sont associées au Sl et a la gravité des
symptémes psychiatriques et non aux entités diagnostiques (SCZ, TB, ...) elles-mémes.
Cette étude met en évidence un lien potentiel entre inflammation et sévérité des
symptémes des TPS indépendamment des diagnostiques traditionnels. Cela apporte
une nouvelle perspective sur les mécanismes moléculaires sous-jacents a ces troubles.
En particulier, U'expression de la protéine PLAUR se distingue par une forte corrélation
avec les performances cognitives, ce gqui suggére un réle potentiel dans les altérations
cognitives observées chez certains patients atteints de TPS via la dégradation de la BHE
et la mise en place d’une neuro-inflammation aggravant le déclin cognitif des patients.
Ces résultats pourraient guider de futures études visant a élucider les mécanismes

moléculaires des déficits cognitifs dans les TPS.

Ainsi que je 'ai déja indiqué dans mon introduction, les TPS sont des troubles
complexes avec des facteurs de risques génétiques et non génétiques (Section 1.2.4). Je
me suis donc intéressé lors de mes analyses aux liens entre le génotype et les TPS et
leurs symptdmes. Dans mon premier projet, les TWAS gue j’ai réalisée ont permises
Uidentification de miARN dont U'expression régulée par le génotype est associée aux
phénotypes (TB ou SCZ), renforgcant le lien entre le génotype et les diagnostiques
traditionnels. Cependant, lorsque dans mon deuxiéme projet, j’ai comparé, entre mes
deux groupes de sévérités, les PRS des différents troubles dont les participants étaient
diagnostiqués, je n’ai pas identifié de différences statistiquement significatives. Cela
suggere que le génotype influence davantage la susceptibilité de développer les TPS
que la sévérité des symptémes liés a ces maladies. Il faut cependant prendre en compte
le fait que je n’ai comparé que les PRS, sans réaliser de GWAS a cause du faible nombre
d’individus disponibles. Il serait intéressant que dans le futur, des cohortes plus
importantes soient utilisées pour obtenir des groupes de sévérité similaires a ceux que
j’ai construits ou se focalisant sur un seul type de symptdémes (manie, dépression,

cognition, ...) pour réaliser des GWAS.
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En conclusion, ces deux études montrent que la classification des patients selon leurs
diagnostics reste utile pour identifier des signatures spécifiques a une maladie ou un
ensemble de maladie, et notamment des facteurs de risques tels que les facteurs
génétiques. Cependant, une approche dimensionnelle basée sur la sévérité peut mettre
en lumiere des mécanismes biologiques supplémentaires associés a un type précis de
symptdémes, potentiellement communs a plusieurs types de TPS. Cette distinction
ouvre la voie a une meilleure compréhension des différents facteurs contribuant a
Uétiologie et a la progression des TPS, ainsi qu’a Uidentification de cibles thérapeutiques
plus précises pour la prise en charge des patients. Il apparait donc crucial que dans le
futur, davantage d’études adoptent des approche dimensionnelles similaire a celle
utilisée dans mon second projet, ou la sévérité des TPS est analysée indépendamment
du diagnostic clinique traditionnel. En se concentrant sur un symptéme en particulier,
une telle approche pourrait permettre de mieux cerner les mécanismes sous-jacents de
ces symptdémes et favoriser le développement de stratégies thérapeutiques plus ciblées
et personnalisées. Mes résultats apportent donc des pistes prometteuses pour la
recherche sur les TPS, mais elles devront étre approfondies par des études postérieures

intégrant des populations plus diversifiées.
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4.1 Monocyte Signature Associated with Herpes Simplex Virus
Reactivation and Neurological Recovery after Brain Injury

L’article intitulé Monocyte Signature Associated with Herpes Simplex Virus

Reactivation and Neurological Recovery after Brain Injury a été soumis et publié en

2022 a ’**American Journal of Respiratory and Critical Care Medecine?®®.

J’ai contribué a ce projet en réalisant des analyses d’expression différentielle et de co-
expression d’ARNm et en participant a l'intégration des résultats que j’ai obtenu avec les

résultats de mes collegues.
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Abstract

Rationale: Brain injury induces systemic immunosuppression,
increasing the risk of viral reactivations and altering neurological
recovery.

Objectives: To determine if systemic immune alterations and
lung replication of herpesviridae are associated and can help
predict outcomes after brain injury.

Methods: We collected peripheral blood mononuclear

cells in patients with severe brain injury requiring invasive
mechanical ventilation. We systematically searched for
respiratory herpes simplex virus (HSV) replications in

tracheal aspirates. We also performed chromatin
immunoprecipitation sequencing, RNA-sequencing, and

in vitro functional assays of monocytes and CD4 T cells collected
on Day 1 to characterize the immune response to severe acute
brain injury. The primary outcome was the Glasgow Outcome
Scale Extended at 6 months.

Measurements and Main Results: In 344 patients with severe
brain injury, lung HSV reactivations were observed in 39% of the

232 patients seropositive for HSV and independently associated
with poor neurological recovery at 6 months (hazard ratio, 1.90;
95% confidence interval, 1.08-3.57). Weighted gene coexpression
network analyses of the transcriptomic response of monocytes to
brain injury defined a module of 721 genes, including PD-L1 and
CD80, enriched for the binding DNA motif of the transcriptional
factor Zeb2 and whose ontogenic analyses revealed decreased
IFN-y-mediated and antiviral response signaling pathways. This
monocyte signature was preserved in a validation cohort and
predicted the neurological outcome at 6 months with good
accuracy (area under the curve, 0.786; 95% confidence interval,
0.593-0.978).

Conclusions: A specific monocyte signature is associated with
HSV reactivation and predicts poor recovery after brain injury.
The alterations of the immune control of herpesviridae
replication are understudied and represent a novel therapeutic
target.

Keywords: brain injury; herpes simplex virus; monocytes;
pneumonia; controlled human infection
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At a Glance Commentary

Scientific Knowledge on the
Subject: Brain injury induces systemic
immunosuppression, which is
associated with bacterial hospital-
acquired pneumonia. It remains
unknown whether systemic immune
alterations and lung replication of
Herpesviridae are associated and can
help predict outcomes after brain injury.

What This Study Adds to the
Field: In a cohort of 344
mechanically ventilated brain-injured
patients, systematic screening by PCR
of Herpesviridae replication in
tracheal aspirates revealed frequent
herpes simplex virus reactivation.
Herpes simplex viral lung reactivation
was independently associated with
hospital-acquired pneumonia, longer
time to liberation from mechanical
ventilation, and poor neurological
outcome at six months. We also
define a monocyte transcriptional
signature that develops from day one
and is characterized by decreased
IFN-vy-mediated and antiviral
response signaling pathways. This
module of 721 genes, including PD-L1
and CD80, regulates CD4 T cell
functions and correlates with blood
cytokine levels. This gene network was
differentially organized in patients with
herpes simplex virus reactivation. This
monocyte signature predicted the
neurological outcome at six months
with good accuracy in discovery and
validation cohorts. Our study highlights
alterations of the immune control of
Herpesviridae as a critical, modifiable
contributor to the neurological
recovery of brain-injured patients.

Each year, more than 80 million individuals
worldwide suffer acute brain injury from all
causes, such as trauma, stroke, or
encephalitis (1). The rate of in-hospital
mortality after severe brain injury has
steadily decreased in the last decades.
Nevertheless, the rate of incomplete recovery
remains high, causing the world millions of
years of life lived with severe disability (2, 3).
Although some brain-targeted interventions
have been proven to increase recovery, the
interest in preventing secondary systemic
aggression of the brain has gained
importance (4, 5). Respiratory tract infections
are a frequent systemic complication
associated with aggravation of brain damage
and death (6). Better prevention of
respiratory complications is expected to help
enhance patient neurological recovery.

We have demonstrated that the
susceptibility to pneumonia in patients with
brain injury is associated with a state of
critical illness-related immunosuppression
(7-11). Herpes simplex virus (HSV)
persists in a latent state in sensory neurons
and can replicate in various tissues,
including the central nervous system
and the respiratory tract. Herpesviridae
reactivations are frequent in patients who
are immunocompromised, notably after
graft or chemotherapy (12), and are
associated with poor outcomes in patients
with sepsis-induced immunosuppression
(13-15). However, little data on HSV
and cytomegalovirus (CMV) reactivations
after brain injury are available, and no
recommendations are available.

We hypothesized that brain injury-
induced immunosuppression exposes
patients to HSV reactivations and could alter
neurological recovery. We then
systematically searched for viral reactivation
of HSV and CMYV in a prospective cohort of
344 patients hospitalized in ICUs and
investigated associations between the
immune response to brain injury, viral

reactivation, and outcomes. Some of the
results of this study have been previously
reported in the form of an abstract (16).

Methods

Study Design and Population

We conducted a monocenter, prospective
observational cohort to investigate the rate of
HSV and CMYV reactivation in patients with
brain injury hospitalized in ICUs and
investigated the immunological causes. The
study protocol was registered in December
2013 at https://clinicaltrials.gov/ (trial
registration: NCT02003196). The Ethics
Committee approved the study protocol of
Ouest IT Angers (France, reference number
2013/20) in November 2013. The Immunity
after Brain Injury Study Virus study was
conducted according to the Declaration of
Helsinki. A patient’s legal surrogate provided
written consent for participation when
possible. Patients who had recovered
sufficient capacity to provide consent were
asked to consent to continue in the trial up
to 6 months after the trauma.

Patients were enrolled from January 2013
to May 2019 in two French surgical ICUs of
one university hospital (Nantes). Inclusion
criteria were brain injury (Glasgow Coma
Scale) below or equal to 12, abnormal brain
computed tomography scan, and age between
18 and 75 years. Exclusion criteria were cancer
in the previous 5 years, immunosuppressive
drugs, and pregnancy. Control samples were
collected from 100 matched healthy blood
donors recruited at the Blood Transfusion
Center (Etablissement Frangais du Sang). For
each analysis, 10 to 25 patients with and
without HSV reactivation were randomly
selected from the available samples. Then, 10
to 25 healthy control samples were selected on
the basis of sample availability and matching
(age =10 years, same sex, same race) with the
randomly selected patients.
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Clinical Variables and Definitions
Glasgow Outcome Scale Extended (GOS-E)
at 6 months was scored by an assessor kept
blinded to the reactivation status, according
to a standardized approach (17). The eight-
point scale assesses the autonomy of patients
in daily activity. A GOS-E score of 1 indicates
death; 2 (vegetative state) indicates the
inability to obey commands and
speechlessness; 3 (lower end of severe
disability) indicates dependence on others for
care; 4 (upper end of severe disability)
indicates partial independence at home; 5
(lower end of moderate disability) indicates
the inability to work; 6 (upper end of
moderate disability) indicates reduced work
capacity; 7 (lower end of good recovery)
indicates an ability to resume previous
activities with some injury-related problems,
and 8 (upper end of good recovery) indicates
the absence of trauma-related problems. As
previously described, a poor outcome was
defined as a GOS-E between 1 (death) and 4
(severe disability) (18).

Virology Tests

HSV and CMYV serostatus was determined
using Liaison CMV IgG and HSV1/2 IgG on
Liaison XL (DiaSorin S.p. A). HSV and CMV
DNA detection and quantification on
tracheal aspirates and whole blood were
performed using two laboratory-developed
multiplex quantitative real-time PCRs that
comprise internal control. Differentiation
between HSV1 and HSV2 was made using
specific fluorescent probes.

RNA Sequencing

RNA was extracted from fluorescence-
activated cell sorting sorted cells using the
QIAGEN RNEasy plus minikit. For 3" digital
gene expression profiling, the RNA
sequencing protocol was performed
according to our implementation of the
protocol from Soumillon and colleagues
(Kilens and colleagues, 2018; Soumillon and
colleagues, 2014). Briefly, the libraries were
prepared from 10 ng of total RNA. The
mRNA poly(A) tails were tagged with
universal adapters, well-specific barcodes,
and unique molecular identifiers during
template-switching reverse transcription.
Barcoded complementary DNAs from
multiple samples were then pooled,
amplified, and tagmented using a transposon
fragmentation approach which enriches for
3" ends of complementary DNA. A library of
350 to 800 bp was run on a 100-cycle S Prime
run on Nova seq6000 at the Genomics

Antlantic platform (Nantes) platform facility
(Nantes). An average of 5 million 75 bp
single-end reads were obtained for each
sample. Samples were demultiplexed and
aligned to the hgl9 genome using the DGE
bioinformatics pipeline (19).

Bioinformatic analysis. Differential
expression and acetylation analyses were
realized using the DESeq2 package for
chromatin immunoprecipitation sequencing
(ChIP-seq) analysis; the fraction of reads in
the peaks variable was taken into account in
the design. Low abundance genes and peaks
were filtered, leaving 14,378 (CD14) and
10,054 (CD4) genes and 45,024 peaks for
subsequent analysis. Differentially acetylated
peaks were selected using DESeq2’s Wald
test (20), adjusted by multiple hypothesis
correction (Benjamini-Hochberg
Q value <0.05) and log2 fold-change of —1
for downregulated peaks and 1 for
upregulated peaks, which was chosen on the
basis of associated gene ontology results as
we have previously described (9, 21, 22). For
RNA sequencing, gene ontology analysis was
realized using the topGo R package. We
filtered the enriched term by their adjusted
P value to keep only the five most significant.
Odds ratios were computed as (IA/
foreground)/(IB/background), with IA the
number of genes in the foreground and IB
the number of genes in the background
related to the gene ontology term. GREAT
(Genomic Regions Enrichment of
Annotations Tool) was used with basal plus
extension association rule and a cutoff of 20
observed gene hits to determine gene
ontology enrichment in upregulated peaks
and transcription factor motifs binding was
assessed using Hypergeometric Optimization
of Motif EnRichment. Single-gene
enrichment was performed using Fisher’s
exact test by comparing associated genes in
up or downregulated peaks or background
set of peaks consisting of consensus peaks on
which the differential analysis was
performed. Data were plotted using the

ggplot2 R package.
WGCNA (Weighted Gene Co-expression

Network Analysis). We used the WGCNA R
package to generate a gene coexpression
signed network using the CD14 samples (23).
We chose a soft power of 11 using the
function “pickSoftThreshold” to follow an
approximate scale-free topology. Modules
were defined as branches of a hierarchical
cluster tree using the “cutreeHybrid”
function of WGCNA (minClusterSize = 150,
deepSplit =4, and cutHeight = 0.9999).

Chaumette, Cinotti, Mollé, et al.: Lung HSV Reactivation after Brain Injury

Modules with module eigengenes
correlations (r > 0.85) were merged. We
computed the correlation between the
module eigengenes and the sample
conditions using a Pearson correlation. In
addition, module features of the brown
module were ranked according to their value
importance in projection (VIP) that
measures their weight in the partial least
square regression, using the partial least
square R package. Module features that have
high VIP values were assumed important for
predicting the response variable (healthy,
HSV ™, and HSV™" conditions).

Statistical Analysis

Data were plotted using GraphPad Prism
and unpaired t test and Mann-Whitney
unpaired test with two-tailed P values and
95% confidence intervals (CIs). One-way
ANOVA with Bonferonni correction (post
hoc tests) were used for multiple
comparisons. The rates of hospital-acquired
pneumonia, invasive mechanical ventilation
discharge, ICU discharge, and death in a
time-to-event analysis were calculated via
Kaplan-Meier plots and were analyzed using
Cox regression models. A linear regression
test investigated correlations. Statistical
details of experiments (exact number of mice
per group, exact P values, dispersion, and
precision measures) can be found in the
figure legends. P < 0.05 for statistical
significance.For details of other METHODS,
see the online supplement.

Results

Viral Reactivations Were Associated
with Poor Neurological Outcomes

We prospectively included 344 patients with
brain injury in a prospective observational
cohort with a 6-month follow-up (Table 1).
Although no HSV replication was recorded
at the time of injury, 91 (39%) out of the
232 patients were seropositive and had
respiratory HSV replication within 2 weeks
after brain injury, as compared with 2 (1%)
patients who were seronegative (Figure 1A),
demonstrating that these were reactivations
induced by the brain injury, and neither
primoinfection nor reactivations
concomitant to the brain injury.
Susceptibility to viral reactivations was not
specific to HSV because CMV replication
was observed in 11% of patients seropositive
for CMV (Figure 1B).
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Table 1. Demographic Characteristics of Patients with Brain Injury with or without Herpes Simplex Virus Reactivation

Number of patients, n
mean (SD)
Male, n (%)
Pathology, n (%)
Trauma
Subarachnoid hemorrhage
Stroke
median (25-75th percentile)
median (25—-75th percentile)
Blood median (25-75th percentile)
Total leukocytes
Lymphocytes
Monocytes
Neutrophils
Bacterial hospital-acquired pneumonia
Yes, n (%)
Pao,/Fio, ratio
Acute respiratory distress syndrome, n (%)
HSV replication, n (%)
Lungs
Blood

Mechanical ventilation median (25-75th percentile)
ICU length of median (25-75th percentile)t

Serology HSV-negative

112 141 91
40 (18) 45 (17) 54 (15) 0.02
92 (82) 103 (72.5) 60 (66.7) 0.02

0.4

85 (75.9) 102 (71.8) 65 (72.2) —
16 (14.3) 21 (14.8) 14 (15.6) —
9 (8) 14 (10) 8 (9) —
6 (3-9) 6 (4-9) 6 (3-8) 0.7
42 (35-50) 43 (34-54) 51 (41-62) 0.1

16.5 (13.4-20) 14.2 (11.3-18.6)  14.9 (11.2-17.5) 0.4
1.5 (0.9-2.4) 1.5 (1-2.5) 1.4 (0.8-2.4) 0.9
1.1 (0.8-1.3) 1(0.7-1.5) 0.9 (0.6-1.4) 0.3

13.2 (9.2-17.6) 11.3 (8.3-15.6)  11.3 (7.5-14.5) 0.2
73 (6) 71 (50) 72 (80) <0.005

157 (108-206) 149 (120-222) 148 (125-199) 0.6
34 (30) 27 (19) 24 (26.7) 0.1

2 (1.8) 0 (0) 91 (100) <0.005
1(0.9) 0 (0) 86 (95.6) <0.005
1(0.9) 0 (0) 18 (20) <0.005
12 (7-23) 10 (4-19) 18 (11-25) 0.05
17 (10-31) 13 (7-26) 25 (17-34) 0.04

Serology HSV-positive

No reactivation  With reactivation P value*

Definition of abbreviation: HSV = herpes simplex virus.
*For comparison between no reactivation versus with reactivation.
TCalculated from a log-rank test with consideration of death as censure.

Asymptomatic HSV replications are
frequent in latently infected people (24),
and we questioned if HSV replications
were associated with respiratory and
neurological outcomes in patients with
brain injury. As compared with patients
without HSV reactivation, patients with
HSV reactivation had an increased risk of
hospital-acquired pneumonia (relative
risk, 1.54; 95% CI, 1.11-2.13) (Figure 1C)
and a longer duration of ICU
hospitalization (relative risk, 1.57; 95% CI,
1.22-2.03) (Figure 1D). We did not find
an association between HSV reactivation
and the relative risk of death at day 90
(relative risk, 1.21; 95% CI, 0.72-2.06)
(Figure 1E). At 6 months, HSV
reactivation was associated with
unfavorable neurological outcomes
assessed by the GOS-E between 1 and 4
(P=0.014) (Figure 1F). Differences in
patient baseline and brain injury
characteristics were taken into account by
using multivariate analysis to limit the
bias resulting from confounding factors in
observational cohorts, and the adjusted
hazard ratio for poor neurological
outcome at 6 months was 1.9 (95% CI,

1.08-3.57; P=0.03) in case of HSV
reactivation (Table 2). The demonstration
that HSV respiratory reactivations are an
independent risk factor for poor
neurological recovery after brain injury
prompted us to investigate their causes.

Epigenetic Regulation of Monocytes
and CD4 T Cells in Patients with

Brain Injury

Epigenetic immune modifications are well
described after sepsis and can be associated
with susceptibility or resistance to infections
(25). Thus, we profiled peripheral blood
mononuclear cells (PBMCs) from 25 healthy
donors and 20 patients with brain injury

(9 with and 11 without HSV reactivation)
using histone H3 lysine 27 acetylation
(H3K27ac) ChIP-seq, an epigenetic histone
mark of active enhancers and promoters
which is involved in immune regulation
during inflammation (Figure 2A) (26). In the
CD4-enriched PBMCs, that were composed
on average of 85% of CD4 " T cells and 15%
of CD14™ cells (Figure 2B), we first defined a
set of peaks common to all samples and
quantified peak heights as a function of
normalized reads counts in each sample (see

online supplement) (9, 21). We selected 618
differentially acetylated peaks (DAPs) that
were increased and 596 that were decreased
in patients (Figure 2C). Principal component
analysis indicated that the disease state was
significantly associated with the first and
second principal components (Figure 2D;
Figure E1A in the online supplement). We
noted that HSV™" and HSV ™~ status was not
distinguishable (Figure E1B). To gain a more
comprehensive overview of the pathway
altered, the DAPs were analyzed for gene
ontology enrichment using GREAT (27).
The ontology analysis showed that the
epigenetic reprogramming of PBMCs is
centered at the molecular level on the
response to lipopolysaccharide/bacterium
and to the regulation of the inflammatory
process (Figure 2E).

To identify important putative genes
in epigenetic regulation, we assigned peaks
to their nearest genes and tested for
enrichment of DAPs within each gene (22).
The gene coding for Zeb2, a transcriptional
inhibitor involved in the terminal
maturation of monocytes (28), was the hot
spot of the epigenetic regulation with
11 upregulated DAPs (Fisher’s exact test
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Figure 1. Lung reactivations of herpes simplex virus (HSV) are independently associated with poor neurological recovery in patients with brain
injury. (A) Kaplan-Meier estimates of the rates of HSV replication in the lungs of patients with brain injury who are HSV seropositive (n=232
patients) or HSV seronegative (n=112). (B) Kaplan-Meier estimates of the rates of cytomegalovirus (CMV) replication in the lungs of patients
with brain injury who are CMV seropositive (n=122) or CMV seronegative (n=222). (C-E) Kaplan-Meier estimates of the rates of (C) hospital-
acquired bacterial pneumonia, (D) hospitalization in the ICU, and (E) mortality in patients with (n=91) or without (n=253) HSV reactivation.

(F) Distribution of Extended Glasgow Outcome Scale (GOS-E) scores 6 months after brain injury. Each cell corresponds to a score on the scale;
the width of each cell represents the proportion of patients. The line between the two groups indicates the midpoint GOS-E (n=91 with HSV
reactivation and n=253 without). (A-E) Hazard ratios were calculated with the log-rank (Mantel-Cox) test. (F) Percentages of good outcomes
(GOS-E 5 to 8) were compared with a 2 test (P< 0.01 for reactivation effect). Cl = confidence interval; HR = hazard ratio.

P value=3.23¢”®) (Figure 2F; Figure E1B).
We also found the Zeb2 DNA binding
motif in 154 upregulated DAPs and 156
downregulated DAPs, indicating that Zeb2
is upregulated and implicated in the
epigenetic regulation of numerous genes
after brain injury.

Transcriptomic Activity of CD4 T Cells
in Patients with Brain Injury

To discriminate more thoroughly the role of
CD4 T cells independently from CD14 ™"

cells, we selectively sorted CD3 " CD4 ™" cells
(purity >95%) (Figure 2G). We first studied
the methylation of the promoter regions of
cytokine genes, a mechanism of epigenetic
programming that can change cell fate for
years. DNA methylation investigation is a
targeted approach, and can study a limited
number of genes. We measured the
methylation of the promoter regions of IL-2
and IL-4, two cytokines involved in response
to HSV and mainly produced by CD4 T cells
(29). The methylation of the promotor
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regions of these cytokines was not different
between patients and control subjects (Figure
E2A). We also carried out comparative
transcriptomics by RNA sequencing of
sorted CD4 T cells issued from 17 patients
and 13 healthy donors and confirmed that
the disease state was associated with the first
principal component (Figure E2B). However,
we found only 10 differentially expressed
genes (DEGs) between control subjects and
patients (Figure 2H) and a slight difference
between patients with or without HSV
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Table 2. Independent Risk Factors of a Poor Neurological Outcome 6 Months after Brain Injury

Patients, n

Age, mean (SD)

Male, n (%)

Pathology, n (%)

Trauma
Subarachnoid hemorrhage
Stroke

Glasgow Coma Scale median (25-75th
percentile)

SAPS median (25-75th percentile)

Anisocoria, n (%)

Hemoglobin concentration on ICU
admission, g/dL, median (25-75th
percentile)

Hypotension on ICU admission, n (%)

Herpes simplex virus, n (%)

Serology positive
Reactivation (blood or lung)
Lung reactivation
Blood reactivation

Cytomegalovirus, n (%)
Seropositive
Reactivation (blood or lung)
Lung reactivation
Blood reactivation

Virus reactivation (herpes simplex virus OR
cytomegalovirus), n (%)

Poor Neurological

Recovery Recovery
(GOS-E 1-4) (GOS-E 5-8)
226 118

48 (18 43 (17)
176 (78) 79 (67)
163 (72) 89 (75)

34 (15) 17 (14)

23 (10) 8(7)

6 (3-8) 7 (5-10)
47 (39-57) 40 (32-48)
55 (24) 17 (14)

11.9 (10.1-14) 11.8 (10-13.3)
167 (74) 87 (74)
152 (69) 80 (69)

72 (32) 19 (16)

68 (30) 19 (16)

16 (7) 3(3)

77 (37) 45 (39)

13 (6) 2(1.7)

9 (4) 2(1.7)

5 (2.22) 1 (0.85)

77 (34) 21 (18)

Good Neurological

P value Multivariate HR P value
0.01 1.01 (1.003-1.03) 0.01
0.03 — —
0.8 — —

<0.05 0.9 (0.83-0.97) 0.004

<0.05 — —
0.03 1.9 (1.04-3.76) 0.04
0.9 0.9 (0.9-1.006) 0.9
0.92 1.04 (0.6-1.8) 0.9
0.9 — —
0.001 1.9 (1.08-3.57) 0.03
0.005 — —
0.08 — —
0.7 — —
0.08 — —
0.3 — —
0.4 — —
0.002 — —

Definition of abbreviations: GOS-E = Glasgow Outcome Scale Extended; HR = hazard ratio; SAPS = simplified acute physiology score.

A GOS-E score of 1 indicates death; 2 indicates vegetative state (the inability to obey commands and speechlessness); 3 indicates lower
severe disability (the dependency on others for care); 4 indicates upper severe disability (partial independence at home); 5 indicates lower
moderate disability (the inability to work); 6 indicates upper moderate disability (reduced work capacity); 7 indicates lower good recovery (an
ability to resume previous activities with some injury-related problems); and 8 indicates upper good recovery (the absence of a trauma-related
problem). Boldface are for statistically significant values in multivariate analysis.

reactivation (Figures E2C-E). This series of
experiments suggest that the epigenetic
response to brain injury is more associated
with CD14" monocytes rather than CD4 "
T cells.

Transcriptomic Activity of Monocytes
in Patients with Brain Injury

To investigate the role of monocytes in the
susceptibility to HSV reactivation and
neurological outcome, we carried out
comparative transcriptomics by RNA
sequencing of sorted CD14 ™ cells collected

1 day after brain injury in 10 patients with
and 9 without subsequent HSV reactivation
and in 13 healthy donors (Figure 3A).
Principal component analysis of the 14,378
expressed genes illustrates that the disease
state was significantly associated with the
first principal components (Figure 3B). This
analysis indicates that the major source of
transcriptional variation in this cohort was
associated with the disease state, whereas age
and sex were not associated with PC1 or PC2
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(Figure E3). We identified 594 differentially
expressed genes among control subjects and
patients with brain injury (Figure 3C). We
confirmed four of the top DEGs at the
protein level (Figure 3D and Table E1 for the
list of DEGs). This signature was likely
specific to patients who had brain injury
because the expressions of PD-L1 and CD80
were not altered on monocytes of patients
hospitalized for severe coronavirus disease
(COVID-19) pneumonia (Figure 3E). The
gene ontology analysis (Figure 3F) and
functional tests (Figure 3G) revealed that the
activity of monocytes from patients was
decreased for IFN-y-mediated signaling and
defense against HSV, suggesting a role for
monocytes in the susceptibility to HSV of
patients with brain injury.

Association of the Monocyte
Signature with CD4 T-Cell Functions
Top DEGs included PD-L1 and CD80, genes
critical for antigen presentation to T cells.
We thus questioned the impact of the

monocyte signature on the functions of

T cells. We observed that CD4 T cells can
normally divide (Figures 4A and 4B and E4A
for CD4 T-cell proliferation in mixed
PBMC:s) but were polarized toward an
antiinflammatory Th2 phenotype (i.e.
GATA3" 114" IFN-y'°") (Figures 4C and
E4B-E for CD4 T-cell subsets). The capacity
of proliferation and the production of IFN-y
by CD8 T cells remained unchanged in
patients (Figure E4A). Direct CD4 T cells/
CD14™ cell contacts were frequent in the
spleen of patients with brain injury

(Figure 4D), and we found a correlation
between the monocyte signature and CD4
T-cell functional polarization (Figure 4E).
This series of results suggest that the
monocyte signature induces profound
alteration of the T-cell compartment. This
hypothesis was confirmed by the
demonstration that the production of IFN-y
and IL-4 by CD4 T cells was normalized after
CD4 T-cell isolation, as well as the selective
depletion of CD14" cells (Figure 4F). The
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Figure 2. Epigenetic regulation of CD4-enriched peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) after brain injury. (A) Study timeline. (B)
Composition of CD4-enriched PBMCs used for panels (C-F) (representative of more than 10 experiments). (C) Volcano plot of genes with
differential H3K27ac peak heights in CD4-enriched PBMCs between patients with brain injury (n=20) and healthy controls (n=25 independent
samples). (D) Principal component analysis of H3K27ac peaks in CD4-enriched PBMCs in healthy controls (pink, n=25) and patients with brain
injury (blue, n=20). Analysis was performed on 45,025 histone peak heights across all individuals. The significance of difference between each
group was estimated for PC1 and PC2 with the Mann-Whitney U test. (E) Enriched gene ontology categories using GREAT (Genomic Regions
Enrichment of Annotations Tool) in significantly (|log2FC| >1; false discovery rate <0.05 down and upregulated peaks) comparing CD4-enriched
PBMCs from 25 patients with brain injury and 20 healthy individuals. (F) Genome browser of median H3K27 acetylation of the gene locus
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heights for each individual are added for each peak. (G) Composition of CD4 T cells after cell sorting (representative of more than 10 experiments).
(H) Volcano plot of differential gene expression in transcriptomic analyses of CD4 T cells in healthy control subjects (n= 13) and patients with brain
injury (n=17). *P < 0.05. APC = allophycocyanin; DGE = differential gene expression; GO = gene ontogeny; PC = principal component.

intensity of the CD4 T cells reprogramming Different Organization of the the genes involved in response to brain

was higher in patients without HSV Transcriptomic Activity of Monocytes  injury among patients with or without HSV
reactivation (Figure 4G). We concluded that in Patients with or without HSV reactivation (Figure 5B). We thus

the CD4™" T cells GATA3 " IL-4" Reactivation investigated the organization of the genes
polarization is not intrinsic to lymphocytes We then investigated the association between  involved in response to brain injury and
but continuously maintained by the monocyte transcriptomic activity and exploited WGCNA to identify modules of
reprogrammed monocytes and is associated HSV reactivation (Figure 5A), but we found ~ coexpressed genes within this dataset (23).
with a low risk of HSV reactivation. no difference in the degree of expressionsof ~ WGCNA is a powerful method for
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Figure 3. Monocyte response to brain injury (Bl) is characterized by a decreased response to IFN-y and defense to herpes simplex virus (HSV).

(A) Study timeline and purity of CD14* monocytes used for panels B and C (Representative of more than 10 experiments). (B) Principal component
analysis plot of the CD14 samples from 12 healthy donors, 9 patients with HSV reactivation, and 9 without that show the characteristics of the samples
according to their gene expressions. The significance of difference between each group was estimated for PC1 and PC2 with the Mann-Whitney U test.
(©) Volcano plot of differential gene expression in transcriptome analyses of CD14 cells in healthy control subjects (n= 12) and patients with Bl (n=18).
(D) CD80, PD-L1, CCL2, and SIRPa expressions by monocytes in healthy control subjects (n=13) and patients at the indicated time after Bl (n=25).
(E) PD-L1 and CD80 expression on monocytes of five healthy patients and five patients hospitalized for coronavirus disease (COVID-19) pneumonia.
(F) Barplot represents the top five most significant terms of the gene ontology analysis of the up- and downregulated genes in CD14 after brain injury.
The length of the bar is proportional to the negative logq P value. The numbers inside the bars represent the odds ratio of the terms. (G) CD80 and
SIRPa expression on monocytes after overnight in vitro treatment with human recombinant IFN-y (1 pg/ml) (n= 12 healthy, n=15-20 on Day 1 and Day
7). Data are representative of three independent sections and shown as mean (SEM). One-way ANOVA with Dunnett’s multiple comparison test for post
hoc test. **P=0.01, ***P=0.001, and ****P= 0.0001. APC = allophycocyanin; DGE = differential gene expression; GO = gene ontonogy; MFI =mean
fluorescence intensity; ns = not significant; PBMC = peripheral blood mononuclear cell; PC = principal component.

the brown module was significantly than in healthy controls (Figure 5D). These
associated with HSV reactivation

organizing and interpreting wide-ranging

transcriptional alterations in immune
diseases (30, 31). Using this approach, we
identified 15 gene coexpression modules
associated with distinct gene ontology
categories (Figure E5SA and Table E2). Only

(Figures 5C and E5B). When investigating
gene expression of the brown module, we
found that the eigengene values of the brown
module were lower in HSV ™~ and HSV ™"
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results showed that the gene expression of
the brown module (Figure 5C) and the
intramodule coexpression changes (Figure
5D) are associated with the risk of HSV
reactivation in patients with brain injury.
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Figure 4. Pathophysiological role of the monocyte signature after brain injury. (A) CD4 T cells were obtained from Day 1 and Day 7 after brain
injury or in matched healthy control subjects. Sorted T cells were stained with carboxyfluorescein succinimidyl ester (CFSE), then cultured for

5 days after stimulation with anti-CD2, anti-CD3, and anti-CD28 microbeads. Left panels, representative histograms of CFSE-FITC + T cells

(blue without stimulation, red with stimulation). Right panel, the proliferation of T cells is shown as a percentage of the cells with zero, one, or two
or more divisions (n=4 patients by group). Data represent two pooled independent experiments. (B) The percentage of Ki67 CD4 T cells was
assessed by flow cytometry (n=4 healthy control subjects and n=5 patients with brain injury). Data represent two pooled independent
experiments. (C) Percentages of IFN-y*, GATA3", and IL-4" CD4 T cells in healthy control subjects (n=15) and at Day 1 (n=15), Day 7 (n=11),
and 6 months (n=7) after brain injury. IL production was assessed after 5 hours of Phorbol myristate acetate (PMA) and ionomycin (lo) in vitro
stimulation of peripheral blood mononuclear cells (PBMCs). Data represent three pooled independent experiments. (D) Immunohistochemical
analyses of spleen from control (patients with abdominal trauma without associated brain injury, left image) and patients with brain injury (patients
who are brain dead, right image). Blue, DAPI staining (nucleus); green, CD3 (T-cells zone); red, CD4; white, CD14 (monocytes). Scale bar, 33 pm
(n=3 control subjects and n=3 patients). Data are representative of three independent sections per patient. (£) Correlation between PD-L1 and
CD80 monocyte expression with the percentage of IL-4 CD4 T cells after PMA-lo in vitro stimulation (n=25). The correlation was tested by
Pearson’s test. (F) PBMCs with or without CD14" cells and sorted CD4 T cells with or without CD14" cells were stimulated in vitro with PMA-lo.
The production of IFN-y and IL-4 by CD4 T cells was measured by cytometry after intracellular staining (n= 11 healthy control subjects and
n=>5-10 patients per condition). Data are shown as mean (SEM) and represent three pooled independent experiments. One-way ANOVA with
Dunnett's multiple comparison test. (G) Percentages of IL4™ and GATA3" CD4 T cells in patients with brain injury with or without herpes simplex
virus (HSV) reactivation (n=15/group for IL-4 and n=6/group for GATA3). *P=0.05, **P=0.01, and ***P=0.001. FITC = fluorescein isothiocyanate;

MFI =mean fluorescence intensity.

(Figure 5F), confirming that the monocyte
transcriptomic signature was regulated at an
epigenetic level. Because we had identified
Zeb2, a transcription factor involved in gene
repression (32), to be the most regulated
transcriptional factor in response to brain
injury (Figure 2), we hypothesized that the
Zeb?2 might regulate the genes in the brown

We chose to investigate the brown
module further and found that it was
associated with IFN signaling, response
to virus, and antigen presentation
(Figures 5E and E5C). We also observed a
positive correlation between epigenetic
regulation markers (from Figure 2) and gene
expression (R=0.23; Pvalue <2.2e™ 16y
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module. To test this, we investigated whether
the Zeb2 DNA binding motif was enriched
in H3K27ac promoter peaks in any of the 15
modules, and we found that the brown
module was one of the two modules
significantly enriched for the Zeb2 binding
motif (odds ratio = 1.18; P value =0.02)
(Table E2). Further inspection of the target
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Figure 5. Coordinated monocyte response modules are associated with herpes simplex virus (HSV) reactivation. (A) Study timeline. (B) Volcano
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genes of Zeb2 in the brown module revealed
IRF9, a transcription factor that controls the
IFN gene response and antiviral immunity
(33, 34). IRF9 was downregulated in the
HSV™ and HSV™ patients at the
transcriptional level (Figure 5G), supporting
the role of Zeb2 in the induction of the
monocyte signature in response to brain
injury.

We thus questioned whether disease
status affected the coexpression (as defined
by Pearson correlation coefficient R) within
the genes of the brown module in the
monocytes. Although the coexpression of
721 randomly selected genes from each
condition was absent (random, median =0),
the coexpression of the brown module genes
was high in control subjects and HSV*
(median R =0.4 and 0.32, respectively) and
strongly reduced in patients with HSV ™~
(median R =0.2) (Figure 5H), which
suggested that genes within the brown
module are correlated with each other, but
to a lesser extent in patients with HSV ™.
Pairwise correlations between genes in the
brown modules were significantly higher in
healthy control subjects and HSV positive
than in patients with HSV negative (Figure
5I). Using partial least squares regression to
represent the brown module features
according to their VIP, we found major
differences in important gene nodes between
control subjects, HSV ™, and HSV ™" (Figure
5]). Our analysis showed that the brown
module, which contains genes implicated in
response to viral infection and the IFN-y
pathway, was downregulated in response to
brain injury. Most importantly, this gene
network was differentially organized in
patients who have or have not developed
HSV reactivation.

External Validation of the Monocyte
Signature Association with HSV
Reactivation

We then tested the robustness of the brown
module in a validation cohort of patients
with brain injury followed in ICU for HSV

reactivation. We sorted monocytes from
blood samples collected either on Day 1
(n=23) or Day 7 (n=31) after brain injury
(Figure 6A), and we used two distinct and
complementary summary statistics to test the
module preservation (35). First is the
composite module preservation statistic
median rank, whose value decreases in
preserved module (Figure 6B). Second, the
Z-summary summarizes the individual Z
statistic values that result from permutation
tests and whose value increases with
preservation (Figure 6C). In both statistics,
the brown module was the most preserved
module among the 15 defined in the
discovery cohort.

Moreover, we observed a significant
correlation between the degree of expression
of the DEGs common to the discovery and
validation cohorts (R =0.91) (Figure 6D). We
also found that the organization of the genes
of the “IFN-gamma-mediated signaling
pathway” correlated with the brown module
eigengene in the two cohorts (Figure 6E) and
that these genes similarly correlated within
each cohort (Figure 6F). These results indicate
that the regulation of the IFN-y pathway is
similar in the two cohorts. When investigating
the association of this gene module with the
risk of HSV reactivation in the validation
cohort, we confirmed that the most important
gene nodes were different between control
subjects, HSV ™, and HSV " (Figure 6G). We
also found that the eigengene value was lower
in HSV ™~ than in HSV ™" on Day 7 (Figure 6H)
and that the expression of PD-L1 on
monocytes was higher on Day 7 in patients
with HSV™" than HSV ™ (Figure 61). All the
results obtained in this validation cohort thus
demonstrated the robustness of the brown
module association with the risk of HSV
reactivation in patients with brain injury.

Organization of the Transcriptomic
Activity of CD4 T Cells in Patients
with or without HSV Reactivation
Given the power of the WGCNA approach
in discovering a monocyte signature

associated with HSV reactivation, we decided
to reproduce this pipeline of analysis in

CD4 T cells. We thus reanalyzed the
transcriptomic data described in Figure 2H
but could define only one module gathering
all the genes (not shown). When we limited
the WGCNA to the samples collected in
patients, we could define six gene modules,
but none of them was associated with HSV
reactivation (Figure E6). These results
reinforced our hypothesis that the epigenetic
regulation of PBMCs after brain injury is not
centered at the level of CD4 T cells but rather
at the monocyte compartment.

Monocyte Signature is Associated
with HSV Reactivation and
Neurological Outcome

To confirm the pathophysiological relevance
of this signature, we demonstrated that the
monocyte signature was correlated with the
duration of ICU hospitalization (Figure 7A),
the rating on the GOS-E at 6 months
(Figure 7B), and can predict the neurological
outcome with good accuracy (area under
the curve, 0.786; 95% CI, 0.593-0.978)
(Figure 7C). Finally, we correlated the
monocyte signature with routine clinical
parameters and a panel of 34 plasma
cytokines to translate the complex immune
signatures into clinical use. Remarkably,
neurological recovery (GOS-E score) and
several cytokines (indicated by an arrow)
highly correlated with the brown module
(Figure 7D), thereby translating these
immunological findings into promising
candidates for outcome prediction.

Discussion

In this large prospective cohort of patients
with severe brain injury, we first observed
that lung HSV reactivations were frequent
and associated with in-hospital
complications and long-term neurological
outcomes. After excluding a role for
intrinsic modifications of conventional

Figure 5. (Continued). represent the odds ratio of the terms. (F) Correlation plot between the genes expressed in the CD14 samples (rlog)

and the associated ChIP-seq peaks within 1 kb of the TSS for all expressed genes associated with a WGCNA module (number of

associations = 7,746). The blue lines represent the linear regression. Pearson correlation was used. (G) Boxplot representing the reads (in CPM)
of the gene /RFI in the different conditions. (H) Violin plot representing the Pearson correlation of the genes in the brown module for each
condition, and randomly chosen genes were used as control (“random”). (/) Pairwise Spearman’s rank correlation coefficient between genes in
the brown module in healthy, HSV ™, and HSV* conditions. The width of the line indicates the strength of correlation. (J) Hive plot representing
the features network of the brown module, with x-axis depicting nodes ranked by their value importance in projection (VIP) scores, and y-axis
depicting Pearson correlation to healthy, HSV™, and HSV™ conditions, respectively. ChIP-seq = chromatin immunoprecipitation sequencing;
CPM = count per million; DEG = differentially expressed genes; ME =module expression; MHC = major histocompatibility complex;

PLS-CV = partial least square-cross validation; TAP =transporter associated with antigen processing; TSS = transcriptional start site;

WGCNA = weighted gene co-expression network analysis.
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Figure 6. Conservation of the brown module in an independent cohort of patients with brain injury. (A) Validation cohort timeline. (B and C)
Preservation median rank and (C) preservation Z-summary of the 15 gene modules in samples collected on Day 1 (n= 10 healthy, 13 HSV™,
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306

American Journal of Respiratory and Critical Care Medicine Volume 206 Number 3 | August 1 2022



CD4 T cells, we employed deep
characterization and mechanistic
investigations to identify a signature of
monocytes characterized by a gene
module enriched for Zeb2 DNA motif
binding in the peripheral blood of patients
with brain injury, which is observed
before lung HSV reactivation and
associated with long-term outcomes.
More than the degree of gene expression,
we found that the organization of this
gene network was the primary
determinant of HSV reactivation.

We observed 91 cases of HSV
reactivation out of 232 (39%) patients who
were seropositive (26% of the total
population), which is consistent with
preceding demonstrations of
herpesviridae reactivations in patients
who are septic (13, 36, 37). In these prior
studies, herpesviridae reactivations were
associated with respiratory complications
and the risk of in-hospital death.
Currently, we made the novel finding that
lung HSV reactivations are associated
with long-term neurological sequelae in
patients with brain injury. We also
observed that reactivations were more
frequent for HSV than CMV, which could
explain why specific antiviral prophylactic
treatment of CMYV reactivation has failed
to improve outcomes in patients who are
critically ill (14). Our demonstration that
brain injury induces broad alterations of
the virome composition suggests that
interventions aiming to prevent
pathogenic viral reactivations in patients
who are critically ill should have a broad
viral spectrum, including HSV. In this
setting, immune interventions would be
an asset compared with drugs targeting a
specific virus.

Immune monitoring of patients with
brain injury can help predict viral
reactivation and select patients who would
benefit from a preventive approach (38).
Although brain injury provokes changes in

the systemic lymphocyte composition,
conventional CD4 T cells and natural killer
cells were proposed in animal models of
stroke as the most relevant population
affected (39, 40). Using PBMCs and
lymphoid organs from a large human cohort
of patients hospitalized with severe brain
injury, we failed to demonstrate intrinsic
alterations or apoptosis/necrosis of the
lymphocyte lineages. Instead, we
demonstrated that the alterations of the
cytokine production by CD4 T cells depend
on monocyte response to brain injury. These
results complete our previous observation
that the low production of IFN-y by natural
killer cells in patients with brain injury was
driven by a decreased production of IL-12 by
mononuclear phagocytes and not by intrinsic
alterations of innate-like lymphocytes (11).
We could not discern whether altered
monocytes are, per se, responsible for the loss
of control of viral replication rather than a
consequence of higher severity of brain
injury, and more studies are required to
address this question by investigating the
modulation of our identified signature
during HSV reactivation in patients
responding or not to antiviral treatments.
Similarly, we did not observe the monocyte
signature in patients with COVID-19, but
reproducing the analysis of monocytes in
patients who were noncomatose critically ill
is needed to address the specificity of our
brain injury monocyte signature. Our splenic
analyses (see Figure 4D) were performed in
samples collected after brainstem death, and
we thus cannot discriminate the role of brain
injury from the brain-death process and its
massive adrenergic surge in the reported
observations.

We observed profound modifications of
the transcriptional activity of monocytes
associated with alterations of epigenetic
regulation, which suggest that our
observations are reminiscent of the
phenomenon of trained innate immunity.
Indeed, the two pillars of this memory of

innate immunity are epigenetic and
metabolic reprogramming of mononuclear
cells, mainly reported in humans after
infections or vaccination (41). Our results
showed that this phenomenon could develop
after brain injury and link the quality of this
reprogramming on Day 1 with the resistance
to subsequent lung replication of a
neurotropic virus. This could prove
significant in a period in which COVID-19
pneumonia is a world matter of concern,
and therapeutic interventions such as
B-glucan could be proposed to modulate

the epigenetic reprogramming of
monocytes (25).

We and others have demonstrated that
monocytes from patients who are critically ill
are epigenetically reprogrammed toward
tolerance (9) or trained immunity (42). ZEB2
is a zinc-finger E homeobox-binding
transcription factor recently found to be
expressed by myeloid and lymphoid cell
lineages. In monocyte and macrophage cells,
ZEB?2 regulates critical transcriptional
networks involved in cell differentiation,
maintenance, and tissue-specific identities
(28, 43). Our study completes this
information by demonstrating a role for
ZEB2 in the monocyte functional adaptation
to acute brain injury.

The organization of the brown gene
module, which includes PDL1 and CD80,
was associated with an early risk of HSV
reactivation, whereas low degrees of gene
expression correlated with favorable and
long-term neurological recovery. This
observation questioned the relationship
between HSV reactivation, immune
reprogramming, and neurological
recovery. We propose that the reduced
expression of the brown module genes is a
physiological immune adaptation
promoting neurological recovery, possibly
by limiting brain inflammation via
resistance to IFN-vy. The persistence of
normal organization of this gene network,
characterized by intergene solid

Figure 6. (Continued). (DGEs) common to both the discovery and the validation cohorts. DGEs found in both cohorts (red), DGEs found only in
the discovery cohort (yellow), and DGEs not found in the discovery cohort (grey). (E) Scatter plot of KME in the discovery and the validation
cohorts of the 81 genes associated to the gene ontology “IFN-gamma-mediated signaling pathway” (R=0.45; P=2.5x 10"°). (F) Circle plots
representing the pairwise Spearman’s rank correlation coefficient of genes of the brown module in the discovery and the validation cohorts. The
width of the line indicates the strength of correlation. Positive correlations are represented in red. (G) Hive plot representing the features network
of the brown module, with x-axis depicting nodes ranked by their value importance in projection (VIP) scores, and y-axis depicting Pearson
correlation to healthy, HSV™~, and HSV™ conditions, respectively. (H) Boxplot represents each condition’s eigengene values for the brown
module that are statistically associated with HSV reactivation. P values calculated by Wilcoxon rank-sum tests. (/) PD-L1 expressions by
monocytes in healthy control subjects (n=10) and patients with or without HSV reactivation at the indicated time after brain injury (n=54).
One-way ANOVA with Dunnett’s multiple comparison test. #P<0.01 versus all others and *P< 0.05. HSV = herpes simplex virus; KME = module

eigengene-based connectivity.
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Figure 7. Brain injury—specific monocyte signature is associated with long-term neurological outcomes. (A) Association of PD-L1 and CD80
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correlations, thus deprives patients of a
necessary adaptation of the systemic
immune system to brain injury and
increases the risk of HSV reactivation.
Regarding the impact of viral
reactivation on outcomes, HSV is known
to lyse cells and induce tissue damage in
case of replication. It was thus not
surprising to find an association between
lung HSV reactivation and acute
respiratory distress syndrome in this
cohort. Of interest, we associated HSV
replication with the organization of the
monocyte reprogramming observed after
brain injury. This suggested that HSV
replication can be a marker of nonoptimal
physiological systemic immune response
to brain injury. However, our findings
support an association, not necessarily

Respiratory complications have been
associated with in-hospital complications
(44), but viral respiratory reactivation is
not yet recognized as a significant
determinant of neurological recovery in
patients who are comatose. In patients
with brain injury, we associated an early
specific monocyte signature with the risk
of lung reactivation of a neurotropic virus
and disability at 6 months. Gene module
containing PDL1 and CD80 possibly
offers an easily accessible biomarker to
define optimal systemic immune
adaptation to brain injury and predict
favorable outcome after brain injury. Our
results also suggest that HSV respiratory
reactivation should be systematically
screened in patients with severe brain
injury to define nonoptimal systemic

characterization of monocyte
reprogramming provides new insights
into acute response to brain injury and
immune surveillance and will help to pave
the way toward precision treatment of
HSV reactivation.
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Identification de profils omiques liés a la sévérité des maladies psychiatriques du spectre affectif a

psychotiques
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Résumé : Les troubles psychiatriques (TP),
tels que la schizophrénie, et les troubles
bipolaires, affectent environ 12,5% de la
population mondiale en 2019. Ces troubles
sont définis par une perturbation de la
cognition, de I'humeur, et du comportement
d’un individu. Aujourd’hui, la psychiatrie est la
seule branche de la médecine moderne pour
laguelle aucun biomarqueur (BM) n'a été
validé pour aider a réaliser le diagnostic.
Pourtant, de nombreuses études montrent qu’il
existe un lien entre le systéme immunitaire (SI)
et les TP. Il devrait donc étre possible
d’identifier des BM des TP dans le sang. Lors
de cette thése, jai utilisé des méthodes
omiques pour investiguer le Sl d’individus
atteints de TP apres les avoir regroupés par la
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communes a des groupes élargis de TP,
incluant des miARN déja associés aux TP ainsi
que dautres qui ne l'étaient pas déja. Jai
également étudié le Sl de patients atteints de
TP aprés les avoir classés de fagon non
supervisée en 2 groupes, selon la sévérité de
leurs symptdbmes, a laide des données
phénotypiques collectées durant [I'étude
longitudinale PsyCourse (IPPG, Germany). Si
les analyses du méthylome et du miRNA n’ont
pas permis d’identifier de différences entre les
2 groupes de sévérité, 'analyse du protéome a
permis d’identifier des signatures spécifiques
avec notamment une up-régulation de PLAUR,
un géne connu pour étre associé a la
disruption de la barriere hémato-encéphalique
et aux capacités cognitive des individus. Dans

similarité de leurs troubles ou selon la sévérité
de leurs symptdmes. Jai identifié des
signatures altérées de miRNA spécifiques ou

l'ensemble, cette thése apporte un éclairage
sur les signatures moléculaires liées a la
sévérité des TB.

Identification of omics profiles linked to the severity of psychiatric illnesses from the affective to
psychotic spectrum

Keywords : Psychiatric disorders, Gene signature, Unsupervised classification, Transcriptome, Proteome,
Epigenome

Abstract : Psychiatric disorders (PD), such as
schizophrenia, and bipolar disorder, affect
approximately 12.5% of the global population in
2019. These disorders are defined by a
disturbance in cognition, mood, and behaviour
or an individual. Today, psychiatry is the only
branch of modern medicine for which no
biomarker (BM) has been validated to help
make the diagnosis. However, many studies
show that there is a link between the immune
system (IS) and PD. It should therefore be
possible to identify BMs of PDs in the blood. In
this thesis, | used omics methods to investigate
the IS of individuals with PD after grouping them
by the similarity of their disorders or by the
severity of their symptoms. | identified altered
mMiRNA signature specific or common to broad

groups of PD, including miRNAs already
associated with BD as well as others that were
not already associated with BD. | also studied
the proteome, methylome and miRNAome of
PD patients after unsupervised classification
into 2 groups, according to the severity of their
symptoms, using phenotypic data collected
during the longitudinal PsyCourse study (IPPG,
Germany). While methylome and miRNA
analyses did not identify differences between
the 2 severity groups, proteome analysis
identified specific signatures, including an up-
regulation of PLAUR, a gene known to be
associated with blood-brain barrier disruption
and cognitive abilities. Overall, - this.~thesis
sheds light on the molecular ‘signatures-related
to BD severity



