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Résumé

Le thymus subit un vieillissement précoce, appelé involution thymique, qui cause une
perte de fonction du thymus avec ’dge. A ce jour, les mécanismes de renouvellement des
cellules épithéliales thymiques (TECs) sont encore mal compris, c’est pourquoi nous avons
voulu identifier les cellules souches de 1’épithélium thymique. Comme les cellules souches
sont quiescentes dans plusieurs tissus, les objectifs de notre étude étaient de déterminer si
I’épithélium thymique contenait des cellules quiescentes et d’étudier la cinétique de
prolifération des TECs chez les souris jeunes et adultes. Pour ce faire, nous avons utilisé une
souris transgénique (H2B-GFP Tet-On) nous permettant d’identifier les cellules ne se divisant
pas sur une longue période de temps (LRC, label-retaining cells). Nous avons d’abord montré
que les TECs proliféraient plus rapidement chez les femelles que les males. De plus, nous
avons trouvé plusieurs différences entre I’épithélium thymique post-natal et adulte : (1) les
TECs corticales (cTECs) et médullaires (mTECs) ont un taux de prolifération similaire chez
les jeunes souris, mais chez 1’adulte, les cTECs proliférent plus lentement que les mTECs; (2)
les TECs proliferent plus rapidement chez les souris jeunes que adultes; (3) des LRC sont
détectées chez I’adulte, mais pas chez les jeunes souris. Les LRC, retrouvées dans le
compartiment cTEC, sous-expriment des génes associés a la sénescence et surexpriment des
genes importants pour le développement et le renouvellement des TECs. Ces résultats
montrent que ces cellules sont quiescentes et suggerent qu’elles pourraient bel et bien étre les

progéniteurs thymiques responsables du renouvellement des TECs adultes.

Mots-clés : Cellules épithéliales thymiques, involution, cellules souches, label-retaining

assay, développement thymique.
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Abstract

The thymus undergoes a rapid degeneration with age termed thymic involution that
causes a loss of function of the thymus with age. To this day, mechanisms of thymic
maintenance are still unknown. This is why we aimed to identify thymic epithelial stem cells.
Since stem cells are quiescent in many tissues in adults, our main objectives were to determine
whether the thymic epithelium contains quiescent cells and study the proliferation kinetics of
thymic epithelial cells in neonatal and adult mice. To this end, we used the transgenic mouse
model H2B-GFP Tet-On, a label-retaining assay allowing us to identify cells that have not
divided for a prolonged period of time, which are called label-retaining cells (LRC). First, we
showed that in the adult thymus, females’ thymic epithelial cells (TECs) proliferated more
actively than males’ TECs. We observed three main differences between neonatal and adult
thymi: (1) cTECs and mTECs have similar proliferation rates in young, but mTECs cycled
more actively in adult mice; (2) neonatal TECs have a higher turnover rate than adult’s TECs,
and (3) we were able to detect LRC in adult mice, but not in neonatal mice. These LRC are
contained in the cTEC compartment and express very low levels of senescence-associated
proteins and show a high expression of genes important for thymic development and. These
results show that the LRC identified in adult thymi are not senescent cells and therefore might
represent the elusive thymic progenitor cells responsible for thymic maintenance and

regeneration in adult mice.

Keywords: Thymic epithelial cells, thymic involution, stem cells, label-retaining assay,

development.
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Introduction

1.1 Introduction générale

Le plus important attribut du systéme immunitaire adaptatif est sa capacité a distinguer
le soi du non-soi. Cette caractéristique nécessite une rigoureuse sélection des lymphocytes
pendant leur maturation afin qu’ils ne réagissent pas contre des antigénes provenant de
I’individu (le soi), tout en conservant la capacité de reconnaitre une grande diversité
d’antigenes étrangers (non-soi). Les lymphocytes T jouent un rdle clé dans le systéme
immunitaire adaptatif, tant pour la régulation des réponses immunitaires que I’élimination des

cellules infectées (1).

Le thymus est le seul organe lymphoide primaire capable de supporter la maturation et
la sélection des lymphocytes T tolérants au soi. Ce processus est principalement régulé par les
cellules épithéliales thymiques (TECs, thymic epithelial cells), constituant principal du stroma
thymique (2-4). Le thymus subit toutefois un vieillissement précoce, appelé involution
thymique, qui entraine une perte de fonction progressive avec 1’dge (5). Cette involution est
causée entre autres par une détérioration du stroma thymique, caractérisée par une diminution
du nombre de TECs et une désorganisation de I’architecture de 1’épithélium thymique (6).
L’atrophie thymique a normalement peu de conséquences grace a |’établissement d’une
mémoire immunitaire périphérique, mais menera éventuellement a une plus grande
susceptibilité aux infections et aux cancers (7, 8). En outre, cette perte de fonction s’avere
particulierement problématique lors d’atteintes au systéme immunitaire périphérique, par
exemple lors de chimiothérapie, d’exposition aux radiations ou encore lors d’infection par le
virus d’immunodéficience humain (VIH), puisqu’il est alors impossible de reconstituer la

mémoire immunitaire perdue (9, 10).

La dégénérescence tissulaire du thymus et la diminution du nombre de TECs restent

mystérieuses considérant que les TECs proliférent activement (11) et montrent des capacités



régénératives importantes méme chez I’adulte (11, 12). En outre, les cellules progénitrices de
1’épithélium thymique n’ont pas encore été caractérisées chez 1’adulte et 1’identification de ces
cellules représente la premicre étape vers le développement de stratégies permettant la
prévention de I’involution thymique, ou encore la régénération complete du thymus. Dans les
prochaines sections, je ferai une révision des fonctions et propriétés du thymus, ainsi que des

connaissances actuelles sur les potentielles cellules progénitrices de 1’épithélium thymique.

1.2 Fonctions et propriétés du thymus

1.2.1 Roles du thymus et des TECs

La production des lymphocytes T est hautement régulée afin de générer des cellules
qui soient non seulement fonctionnelles, mais aussi tolérantes aux antigénes du soi. Le thymus
est séparé en 2 régions anatomiques, le cortex et la médulla (Figure 1, p.3), qui orchestrent
séquentiellement la maturation des thymocytes. Les TECs situées dans la région corticale
(cTECs, cortical TECs) sont responsables du recrutement des précurseurs des cellules T, de la
régulation des premicres étapes de maturation des thymocytes, i.e. [’initiation du
réarrangement du récepteur des cellules T (TCR, T cell receptor), et la détermination de la
lignée de différentiation. Elles sont également en charge de la sélection positive, processus qui
¢liminera les thymocytes dont le TCR n’est pas fonctionnel ou incapable d’interagir avec les
complexes majeurs d’histocompatibilité de classe I ou II de I’individu (MHC-I et MHC-II,
major histocompatibility complex). Pour leur part, les TECs médullaires (mTECs, medullary
TECs), conjointement avec les cellules dendritiques de la médulla, sont responsables de la
sélection négative. Cette étape permet d’¢liminer les lymphocytes T autoréactifs, i.e. dont le
TCR se lie trop fortement a un complexe MHC-peptide du soi. Ce processus vise a ¢liminer
les lymphocytes T qui engendreraient une réaction auto-immune. C’est seulement apres ces
deux étapes de sélection que les thymocytes deviennent matures et fonctionnels, i.e. des

lymphocytes T naifs qui pourront alors quitter le thymus (3, 13, 14).
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Figure 1. Régions corticale et médullaire du thymus montrées par une coloration a

I’hématoxyline et éosine.

1.2.2 L’épithélium thymique : des populations cellulaires hétérogeénes

Les TECs sont divisées en deux populations, cTECs et mTECs, exprimant toutes deux
le marqueur épithélial EpCAM, mais ayant chacune leurs marqueurs spécifiques. Les cTECs
sont caractérisées par 1’expression de 1’aminopeptidase Ly51, du récepteur endocytique
CD205, de la sous-unité du thymoprotéasome PSMBI11 (ou B5T), de la protéase PRSS16 et de
la cytokératine 8 (K8) (3, 15, 16). Pour leur part, les mTECs sont principalement identifiées
par leur motif de glycosylation reconnu par la lectine Ulex europaeus agglutinin-1 (UEAT) et
par ’expression de cytokératine 5 (K5), de claudine 3/4 et de CD40, un récepteur de la famille

des tumor necrosis factors impliqué dans la différentiation des mTECs (3, 11, 15, 16).

Cependant, ces catégories sous-estiment la complexité et [1’hétérogénéité de
I’épithélium thymique. Tout d’abord, les mTECs sont divisées en trois populations selon leur
niveau de différentiation (15, 17-19). Les mTECs immatures sont caractérisées par une faible
expression de MHC-II et de CD80, et n’expriment pas le facteur de transcription Autoimmune
regulator (AIRE; MHC-II°CD80"°AIRE"). Les mTECs matures (MHC-II"CD80™AIRE")
jouent un rdle crucial dans la sélection négative puisque 1’expression de AIRE leur permet de
produire plusieurs antigénes tissus-spécifiques qui reproduisent I’immunopeptidome
périphérique, permettant ainsi 1’élimination des lymphocytes T potentiellement autoréactifs.
Un troisieme stade de maturation a récemment été découvert qui représente le stade de

différentiation terminale des mTECs. En effet, une partie des mTECs matures diminuent leur



expression de MHC-II, de CD80 et de Aire (MHC-II’CD80AIRE") tout en conservant une
expression faible des antigénes tissus-spécifiques, pour devenir des mTECs dites post-AIRE,
terminalement différentiées et post-mitotiques (20). D’autre part, il existe des TECs dont le
phénotype ne correspond pas aux catégories habituelles de ¢cTECs et de mTECs. En effet,
certaines TECs expriment a la fois des cytokératines spécifiquement associées aux cTECs, soit
K8, et aux mTECs, soit K5. Le thymus embryonnaire au jour embryonnaire 12.5 (E12,5) est
composé¢ majoritairement de ces cellules double-positives (K5'K8") (21-23). Elles sont
¢galement retrouvées en proportion beaucoup plus faible dans le thymus néo-natal, surtout a la

jonction cortico-médullaire (11, 23-25).

Cette grande hétérogénéité rend difficile 1’¢lucidation des voies de différentiation des
TECs et, par conséquent, ’identification des cellules épithéliales progénitrices thymiques
(TEPC, thymic epithelial progenitor cells). 1l est donc primordial de connaitre le
développement embryonnaire des TECs et de comprendre les processus de renouvellement et
de régénération du thymus chez 1’adulte afin de mieux comprendre la biologie du thymus et

les processus de différentiation des TECs.

1.3 Développement et cellules souches du thymus

1.3.1 Organogenése et morphogenese du thymus

L’organogenese du thymus débute a E9,5 et se fait en deux étapes (16, 26-29).
Premiérement, il y a induction et croissance des primordiums thymique et parathyroidien a
partir de la troisiéme poche pharyngienne de 1’endoderme (Figure 2, p.5) (30, 31). A ce stade,
les cellules progénitrices du thymus ne sont pas encore identifiables des autres cellules
environnantes, car elles ne sont pas suffisamment différenciées. Ce n’est qu’au jour E11,5
qu’elles exprimeront FOXNI, le premier marqueur de TECs (Figure 2, p.5). Par la suite, les
primordiums thymique et parathyroidien se détachent du pharynx pour migrer vers leur

emplacement final respectif. L expression de FOXNI1 est nécessaire a la différentiation initiale



des progéniteurs des TECs en cTECs et mTECs fonctionnels (27-29, 32), mais aussi au
maintien du potentiel prolifératif des TECs et de la thymopoiése tout au long de la vie (33,
34). En effet, les souris mutantes pour ce géne, appelée souris nues (nude mice, notées
Foxnl™), ont un important défaut de développement du thymus qui reste a un état
rudimentaire non différencié et n’est jamais colonisé par des lymphocytes (29, 35). De plus,
une sous-expression de FOXN1 méne a une involution thymique précoce (34), alors qu’une
surexpression de FOXNI, méme dans un thymus entiérement atrophié¢, ménera a la
régénération de 1’épithélium thymique et de la thymopoi¢se (36). D’autres facteurs de
croissance sont requis pour la spécification cellulaire initiale du primordium, tels que Sonic
hedgehog (SHH), Wingless-int 5B (WNT5B), WNT4, bone morphogenic protein 4 (BMP4) et
fibroblast growth factor 8 (FGF8) (30, 31). Plus précisément, les protéines WNT4 et WNTS5B
sont deux régulateurs directs de 1’expression de FOXN1 (37) et BMP4 est nécessaire pour le
maintien de I’expression de FOXNI (38). C’est en se penchant sur les processus
développementaux du thymus qu’ont émergé les premicres théories sur 1’identité et le

phénotype des TEPC, qui ont grandement évoluées au cours de la derniere décennie.

E9.5-10.5 E11.5 E12.5
Antérieur
oot — %
sz Ventral Dorsal
Postérieur
-
Pharynx
Légende
M Parathyroides (GCM2) =+ Expression de BMP4
M Thymus (FOXN1) Expression de SHH

Figure 2. Développement embryonnaire du thymus et de la parathyroide chez la souris.
Le thymus et la parathyroide se forment a partir de la troisiétme poche pharyngienne
du feuillet de I’endoderme. Les précurseurs de la parathyroide, qui expriment Gem?2,
sont illustrés en rouge et les précurseurs du thymus, qui expriment Foxnl1, sont illustrés

en bleu. Les précurseurs de la parathyroide apparaissent a E9,5, avant ceux du thymus



a E11,5. Les organes se détachent de ’cesophage et migrent vers leur emplacement

respectif a partir de E12,5 (pp1 a pp4 : poches pharyngiennes 1 a 4).

1.3.2 Modzéles actuels des voies de différentiation des TECs

Les premicres théories sur les voies de différentiation des TECs ont été ¢laborées en se
basant sur la morphogenése du thymus. En observant les étapes d’apparition des différents
marqueurs de ¢cTECs et de mTECs, un premier mode¢le, dit modele synchrone, a proposé
I’hypothése d’'une TEPC bipotente ayant un phénotype mixte, marquant a la fois pour des
antigénes spécifiques aux cTECs et aux mTECs (21, 23, 39). En effet, a E12,5, les TECs
coexpriment K5 et K8 avant de se différencier. Ces cellules double-positives K5'K8" sont
capables de produire un microenvironnement thymique complet a E12,5 (21, 23), méme a
partir d’'une seule cellule (22), démontrant ainsi I’existence d’un progéniteur bipotent chez
I’embryon. Par la suite, d’autres études ont révélé 1’existence de progéniteurs unipotents chez
les deux populations de TECs (24, 40). Ce progéniteur génererait donc des progéniteurs
unipotents, qui produiraient ensuite des cTECs et des mTECs (Figure 3A, p.7). Toutefois, le
phénotype et les caractéristiques de ces progéniteurs restent a €lucider et leur présence chez

I’adulte n’a pas été¢ démontrée.

Cependant, des travaux plus récents ont montrés que les mTECs dérivaient de
progéniteurs ayant précédemment exprimé des marqueurs spécifiques aux cTECs. Il a d’abord
¢été observé qu’apres avoir exprimé FOXN1, les TECs expriment d’abord K8 a E11,5, avant de
coexprimer K5 a E12,5 (23, 39). Aussi, plusieurs études ont montré que les TECs a ce stade
développemental expriment plusieurs marqueurs spécifiquement associé¢s aux cTECs, soit
CD205, B5t, une forte expression de ’interleukine 7 (IL-7) et de Delta-like ligand 4 (DLL4)
(19, 41-44), tout en ayant la capacité de former un microenvironnement thymique fonctionnel
complet (45). De plus, Ohigashi ef al (2013) ont montré que toutes les mTECs proviennent de
cellules progénitrices B5t”, une sous-unité du thymoprotéasome spécifiquement exprimée par
les ¢cTECs. Leur étude se base sur un modele de souris transgéniques exprimant la

recombinase Cre sous le contrdle du promoteur de B5t, permettant de marquer a la green



fluorescent protein (GFP) les cellules qui expriment ou ont exprimé la protéine B5t (46).
Finalement, Ribeiro et a/ (2013) ont montré que des TECs IL-7" & E14.,5, comprenant
majoritairement des ¢TECs CD205 Ly51", pouvaient se différencier a la fois en c¢TECs
(CD205 Ly51") et en mTECs (CD80") lors de culture d’organe réagrégé (RTOC, reaggregate
thymic organ culture) (47). Toutes ces données, incompatibles avec le modele synchrone, ont
mené au modele de différentiation asymétrique progressif, dans lequel une cellule épithéliale
souche thymique (TEPC) génére un progéniteur transitoire ayant un phénotype semblable aux
cTECs (tTEPC = cTEPC, Figure 3B, p.7). Ce progéniteur pourrait ensuite produire
directement des cTECs ou un progéniteur de mTECs (mTEPC). A I’heure actuelle, il est
impossible d’exclure la possibilit¢ d’un troisieme modele de différentiation symétrique par
¢tapes, dans lequel un progéniteur transitoire, portant des marqueurs spécifiques de cTECs,
produirait des progéniteurs spécifiques aux cTECs (¢cTEPC) ou aux mTECs (mTEPC, Figure
3C, p.7).

A Modéle synchrone B Modéle asymétrique progressif C Modéle symétrique progressif
TEPC
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Figure 3. Modéles actuels des voies de différentiation des TECs. (A) Dans le modéle

mTEPC

synchrone, les progéniteurs non différenciés bipotents (TEPC) divergent pour former
des progéniteurs unipotents engagés vers la différentiation en ¢cTECs (cTEPC) ou
mTECs (mTEPC). (B) Dans le modéle asymétrique progressif, le progéniteur bipotent

(TEPC) passe par un stade transitionnel ({TEPC) portant des caractéristiques associées



aux cTECs, pouvant a la fois produire des ¢cTECs et des progéniteurs de mTECs
(mTEPC). (C) Dans le modéle symétrique progressif, le progéniteur bipotent (TEPC)
produit des progéniteurs transitoires (tTEPC) qui produisent des progéniteurs de

¢TECs (¢cTEPC) et de mTECs (mTEPC).

1.3.3 L’épithélium thymique adulte : renouvellement et régénération

Comme 1’é¢tude des TECs chez les souris adultes présente plusieurs obstacles, la
plupart des études ont été effectuées chez 1I’embryon; les progéniteurs des TECs chez 1’adulte
n’ont donc toujours pas été identifiés. En effet, il s’avére pratiquement impossible de cultiver
in vitro des TECs primaires extraites de souris adultes, rendant difficile I’évaluation du
potentiel prolifératif des différentes catégories de TECs. Nous devons donc utiliser d’autres

stratégies afin d’étudier la régénération et le maintien du thymus chez les souris adultes.

Le thymus subit de nombreux changements pendant la croissance et la vie adulte d’un
individu. La croissance du thymus atteint son z¢nith a environ 4 semaines chez la souris, ou la
cellularité y est maximale tant dans le compartiment stromal que lymphoide, puis le thymus
commence a s’atrophier. De plus, le ratio cTECs : mTECs varie grandement avec 1’age. Les
cTECs sont plus abondantes que les mTECs a E18 et a la naissance, mais les mTECs
deviennent rapidement plus nombreuses apres la naissance (11). Avec le vieillissement et
I’involution du thymus, le nombre de TECs et la quantit¢ de lymphocytes T produits

diminuent, alors que le nombre de fibroblastes et d’adipocytes augmente (11, 34, 48-50).

Malgré cette perte cellulaire progressive, les TECs proliférent activement pendant la
vie adulte : a 4 semaines, environ 10% des TECs sont produites par prolifération cellulaire
quotidiennement et on trouve encore des cellules en prolifération chez la souris & 10 mois,
bien qu’elles soient moins nombreuses (11). De plus, les TECs montrent une grande capacité
régénérative méme a un age avancé. Par exemple, la castration induit une prolifération
importante des TECs tant chez les souris adultes que chez les jeunes, bien que cette
régénération soit seulement transitoire (11, 49, 51, 52). D’autre part, un thymus dont les

cTECs ont été presque toutes éliminées par ablation sélective est apte a régénérer sa



population corticale. Cependant, cette capacit¢ de régénération dépend des hormones
sexuelles, puisque les souris males et les femelles virilisées par administration de Sa-
dihydrotestostérone sont incapables de rétablir le compartiment cortical des TECs, alors que
les femelles et les males castrés montrent une régénération similaire 21 jours apres 1’ablation
des cTECs (53). Ainsi, méme avec 1’age, le thymus conserve une importante capacité de

prolifération, mais qui semble dépendre des hormones sexuelles.

Le thymus est un organe trés sensible aux changements physiologiques et métaboliques
qu’un individu rencontre au cours de sa vie (6). Il subira une involution dans plusieurs
situations, par exemple lors d’infection (54-57), de stress physiologique (58) ou
psychologique (59) et pendant la grossesse (60—62). Il est également sensible au métabolisme

énergétique de I’individu (6, 63—66).

Si le thymus est capable de prolifération et de régénération importante, il s’avere
toutefois incapable de se préserver de ’atrophie liée a 1’age. Plusieurs hypothéses ont été
émises quant aux raisons de 1’involution thymique, mais aucune n’a encore ¢ét¢ démontrée.
Certains ont suggéré que I’arrét de la production de lymphocytes T représentait une économie
d’énergie, expliquant ainsi ’atrophie thymique aiglie observée pendant les périodes de
gestation, de stress ou d’infection (67). D’autres ont proposé que le maintien de la production
de lymphocytes T naifs risquait d’augmenter la production de lymphocytes T régulateurs
(Tregs) dirigés contre des antigénes infectieux, ou encore la production de lymphocytes T
auxiliaires (CD4+) ou cytotoxiques (CD8+) dirigés contre des antigénes du soi, provoquant
ainsi des maladies immunitaires (68). En outre, la longue durée de vie des lymphocytes T
mémoires, dont le répertoire a été sélectionné et optimisé sur plusieurs années, réduit
considérablement les conséquences néfastes que pourrait avoir une diminution de la
production de lymphocytes T naifs. Cependant, avec I’augmentation de I’espérance de vie, ce
défaut immunitaire représente un probléme grandissant. Afin de mieux comprendre la
régulation de la prolifération des TECs et le processus de 1’involution thymique, nous voulons
identifier les cellules souches épithéliales thymiques. Ceci nous permettra éventuellement de
déterminer des cibles thérapeutiques ou de développer une thérapie cellulaire visant la

prévention de ’atrophie thymique ou encore la régénération compléte du thymus. Pour ce



faire, nous nous sommes appuyé€s sur les connaissances actuelles sur les cellules souches

d’autres tissus afin d’élaborer notre stratégie d’étude.

1.3.4 Cellules souches : ce que nous apprennent les autres tissus

Les cellules souches sont définies par leur capacit¢ a produire des cellules
différenciées, leur propre état non différencié et surtout, leur capacité a s’auto-renouveler,
c’est-a-dire a se perpétuer sur une longue période de temps. Cette derniere propriété permet de
distinguer les cellules souches des cellules progénitrices transitoires (transit-amplifying cells)

(69).

Les cellules souches chez I’adulte ont des propriétés différentes selon leur tissu
d’origine. Certaines se diviseront rapidement et posséderont une trés grande capacité
proliférative, et ce, sur une longue période de temps afin de remplacer les cellules perdues par
I’usure normale du tissu ou de répondre a une situation pathologique. Dans cette catégorie se
retrouvent les cellules souches hématopoiétiques (HSCs, hematopoietic stem cells), les cellules
souches de 1’épithélium intestinal, de 1’épiderme et des glandes mammaires (69—71). D’autres
cellules souches ont un taux de prolifération (ou turnover) relativement bas en conditions
physiologiques, mais peuvent €tre fortement activées en situation d’insulte tissulaire, a I’instar
des cellules souches des muscles squelettiques, du pancréas et du foie (69, 70, 72, 73). Dans
d’autres tissus, les cellules souches ne se divisent que rarement et possédent peu de potentiel
clonogénique, méme lors d’insulte tissulaire. C’est le cas par exemple pour les cellules

souches rénales, du cerveau ou du cceur (70).

Les cellules souches sont majoritairement quiescentes chez 1’adulte, c’est-a-dire
qu’elles se divisent a une fréquence treés faible (69, 70, 74, 75). Il a été suggéré que cette
propriété leur permet de se préserver des dommages potentiels associés a la division cellulaire
(76). 11 existe toutefois une certaine hiérarchie dans les cellules souches. Chez la souris par
exemple, certaines HSCs se divisent activement environ tous les 9 a 36 jours, alors que

d’autres, appelées dormant HSCs, se divisent rarement, soit environ a tous les 56 a 145 jours
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(73, 74). On trouve aussi des exceptions ou les cellules souches ne sont pas quiescentes,
comme les cellules souches de 1’épithélium gastro-intestinal qui se divisent a tous les 2 a 7
jours (77). D’autre part, certains tissus ne possédent pas de cellules souches quiescentes telles
que définies plus haut. Par exemple, 1’épithélium de 1’cesophage posséde une population
uniforme de cellules progénitrices qui se divisent environ deux fois par semaines de manicre
stochastique afin de maintenir 1’intégrit¢ du tissu (78). Enfin, il peut y avoir différentes
cellules souches pour différentes fonctions. Par exemple, le renouvellement de 1’épiderme en
conditions normales repose sur ’activité de cellules souches qui proliférent activement, alors
que la réparation des blessures réactivera les cellules souches quiescentes des follicules pileux
(76). Au vu de la grande diversité des cellules souches chez I’adulte, il est important d’avoir

une méthode adaptée au tissu d’intérét pour réussir a les identifier et a les caractériser.

1.3.5 Modeéles d’étude des cellules souches

Plusieurs modeles expérimentaux ont été utilisés afin d’identifier et de caractériser les
cellules souches. La majorit¢ de ces modeles se basent sur le fait que celles-ci sont tres
souvent quiescentes; ces expériences sont regroupées sous la dénomination de label-retaining
assay (75). Ceux-ci consistent a marquer les cellules avec une molécule fluorescente ou
radioactive qui sera répartie de facon égale entre les cellules filles lors des divisions
cellulaires, permettant ainsi d’évaluer la prolifération des cellules sur une longue période. Les
premiers essais ont été effectués avec des marqueurs d’ADN comme la 5-bromo-2-
désoxyuridine (BrdU), qui s’integre dans les chromosomes lors de la réplication cellulaire a la
place de la thymidine. Aprés une période d’exposition a la BrdU allant de quelques jours a
plusieurs semaines (pulse), toutes les cellules ayant proliféré ont incorporé le marqueur. Par la
suite, ’exposition a la BrdU est stoppée et s’ensuit une période appelée chase, durant
habituellement entre 2 et 10 semaines. Pendant cette période, les cellules en division rapide
perdront leur marquage par dilution de la molécule entre les cellules filles, tandis que les
cellules différenciées et post-mitotiques qui auraient pu rester BrdU™ seront graduellement

¢liminées du tissu par usure normale. Ceci permet donc le marquage spécifique des cellules
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qui se divisent rarement dans un tissu et possédent une longue durée de vie, caractéristiques
fréquentes des cellules souches. On nommera ces cellules label-retaining cells (LRC). Le
méme genre d’essai peut étre réalisé avec la thymidine tritiée (H*-thymidine), I’identification
des LRC se faisant par radiodétection (75). Il restera toutefois a démontrer que ces cellules
sont bel et bien des cellules souches, le plus souvent par transplantation in vivo ou essais de
clonogénicité in vitro. On peut également évaluer le profil d’expression génique des cellules
par analyse du transcriptome (microarray, séquengage d’ARN de nouvelle génération, RT-
PCR), bien que ces analyses ne soient pas aussi convaincantes qu’une démonstration directe

de leur potentiel clonogénique.

L’utilisation de BrdU ou de H3—thymidine pose cependant certains problémes. Si les
analyses histologiques des LRC sont faciles a effectuer, I’analyse ou le tri des LRC par
cytométric de flux est plus problématique. En effet, cette technique nécessite la
perméabilisation des cellules pour un marquage par anticorps fluorescent spécifique a la BrdU.
D’autre part, utilisation de H’ -thymidine ne permet pas la reconnaissance du marqueur par
un anticorps et il est donc impossible d’analyser les cellules en cytométrie de flux ou de les
trier. En conséquence, isoler ces cellules pour une transplantation ou encore pour 1’analyse
d’expression génique n’est pas possible. Afin de contourner ce probleéme, Tumbar et al (2004)
ont développé un modele de souris transgénique permettant I’expression d’une histone H2B
couplée a la GFP (H2B-GFP) sous le contréle d’un promoteur inductible par la tétracycline
(reverse-controlled tetracycline transactivator) dans les cellules de 1’épiderme (79). Ce
modele, induisant ’expression d’une protéine fluorescente dans les cellules d’un tissu
spécifique, rend possible le tri des LRC sans perméabilisation préalable et permet donc de
tester leur potentiel clonogénique in vivo ou in vitro, ainsi que ’analyse de leur signature
moléculaire. Différentes variantes de ce modele ont d’ailleurs été fréquemment utilisé dans
I’é¢tude des cellules souches de plusieurs autres tissus, notamment des cellules souches
hématopoictiques (73, 74), de ’endometre (80, 81), des muscles squelettiques (82), des reins
(83), du tissu adipeux (84) et de I’épithélium de 1’cesophage (78).

Pour 1’é¢tude des cellules souches de I’épithélium thymique, nous avons utilisé la souris
produisant le facteur de transcription reverse tetracycline-controlled transactivator (rtTA)

exprimé sous le controle du promoteur constitutif ROSA26 (Figure 4, p. 13). Ce facteur de
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transcription activé en présence de tétracycline ou de son analogue, la doxycycline, induira
’expression de H2B-GFP. A I’aide de ce modéle, nous avons pu évaluer la présence de

cellules se divisant rarement dans le thymus afin de les caractériser davantage.

A € M2-rtTA
C
C C

ROSA26
locus

Col1A1
locus

H2B-GFP [B-globin polyA

Neonatal

& 4
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Figure 4. Modéle de souris transgénique H2B-GFP Tet-On. (A) Construits utilisés
pour la génération des cellules souches embryonnaires et des souris transgéniques
H2B-GFP. Le M2-rtTA est sous le controle du promoteur constitutif ROSA26 (en
haut) et ’ADNc de H2B-GFP a été inséré dans le locus CollAl sous le contrdle du
promoteur CMV minimal dépendant de la tétracycline (en bas). SA : splice acceptor;
TetOP : tetracycline operator elements fused to CMV minimal promotor. (B-C) Schéma
expérimental pour les souris néo-natales (B) et adultes (C), décrivant le traitement a la
doxycycline (pulse) et la période de dilution de la H2B-GFP (chase). Les souris sont

analysées a intervalle régulier aprés I’arrét du traitement de doxycycline.
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2. Projet de recherche

2.1 Principes

Le thymus subit un vieillissement précoce menant a une perte de fonction avec 1’age.
En effet, I’involution du thymus engendre des conséquences importantes sur la santé des
individus, telles qu’une augmentation de la susceptibilité aux infections et aux cancers chez les
individus agés. Afin de mieux comprendre et d’éventuellement trouver des moyens de
prévenir cette dégénérescence, ou encore de reconstituer un microenvironnement thymique
fonctionnel, nous voulons identifier et caractériser les TEPC chez les souris adultes, en plus de
déterminer les cinétiques de prolifération des différentes populations épithéliales. Ceci nous
permettra de mieux comprendre la biologie du thymus au cours de ’involution thymique et
pourra nous renseigner sur des cibles thérapeutiques potentielles visant a régénérer ce tissu

indispensable.

2.2 Hypotheése

Les cellules souches de plusieurs tissus sont quiescentes, comme les cellules souches
hématopoiétiques et les cellules souches des follicules pileux, alors que d’autres cyclent
continuellement, comme les cellules épithéliales intestinales. Nous voulons vérifier si le
thymus adulte contient des cellules quiescentes en conditions physiologiques, qui
représenteraient de potentielles cellules souches thymiques. Si le thymus contient de telles
cellules quiescentes, nous pourrons les isoler afin de les caractériser davantage et
éventuellement démontrer leur nature en tant que cellules progénitrices ou souches de

I’épithélium thymique.



2.3 Objectifs

2.3.1 Déterminer s’il y a des cellules quiescentes dans le thymus néo-natal et
adulte en utilisant le modéle de souris transgénique H2B-GFP Tet-On et les

caractériser.

2.3.2 Comparer les cinétiques de prolifération des TECs dans plusieurs

conditions physiologiques chez la souris.

2.3.2.1  Compoarer le turnover des cTECs et de mTECs chez les souris jeunes et

adultes a I’aide du modele de souris transgénique H2B-GFP Tet-On.

2.3.2.2  Comparer le turnover des TECs maéles et femelles chez les adultes a

I’aide du modele de souris transgénique H2B-GFP Tet-On.

2.3.2.3  Définir les processus de croissance des populations ¢épithéliales

thymiques de la naissance jusqu’au stade adulte.
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Abstract

Progress in our understanding of thymic epithelial cell (TEC) renewal and homeostasis is
hindered by the lack of markers for TEC progenitors. Stem and progenitor cell populations
display remarkable diversity in their proliferative behavior. In some but not all tissues,
stemness is associated with quiescence. The primary goal of our study was to discover
whether quiescent cells were present in neonatal and adult TECs. To this end, we used a
transgenic label-retaining cell (LRC) assay in which a histone H2B-GFP fusion protein is
expressed under the control of the reverse tetracycline-controlled transactivator and the
tetracycline operator minimal promoter. In adult mice, we found that both cortical and
medullary TECs (cTECs and mTECs) proliferated more actively in females than males.
Moreover, we observed three main differences between neonatal and adult TECs: 1) neonatal
TECs proliferated more actively than adult TECs, 2) whereas cTECs and mTECs had similar
turnover rates in young mice, the turnover of mTECs more rapid than that of cTECs in adults,
and 3) while no LRC could be detected in young mice, LRC were detectable after a 16-week
chase in adults. In female mice, LRC were found almost exclusively among cTECs and
expressed relatively low levels of p/6INK4a, pl9ARF and Serpinel, and high levels of Bmil,
Foxnl, Trp63 and Wnt4. We conclude that LRC in adult TECs are not senescent post-mitotic
cells and may represent the elusive progenitors responsible for TEC maintenance in the adult

thymus.
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Background

Thymic aging precedes that of other organs and leads to a progressive decline in
thymic function with age in all jawed vertebrates (1-5). By the age of 45 years, approximately
75% of epithelial cells have been replaced by fibroblasts and adipocytes in the human thymus
(1,6-8). Nonetheless, the precocious loss of thymic epithelial cells (TEC) is intriguing
considering that TECs are not postmitotic cells such as mature neurons or differentiated
cardiomyocytes. Indeed, based on Ki67 and BrdU labeling, Gray et al. found that in 4 week-
old mice, about 10% of TECs arose from proliferation daily (9). The proportion of dividing
TECs decreased with age, but some Ki67™ TECs could still be detected in 12 month-old mice
(9). In line with this, Rode and Boehm demonstrated that in preadolescent and adult mice,
after acute loss, cortical TECs (cTECs) were able to proliferate vigorously, albeit in a sexually
dimorphic manner (10). Why is the substantial regenerative potential of TECs insufficient to
prevent age-related thymic involution? Our inability to answer this question illustrates our lack
of understanding of TEC homeostasis and the scarcity of data on the nature and properties of

TEC progenitors (4,11-13).

Two groups directly demonstrated the existence of bipotent cTEC/mTEC progenitors.
Rossi et al. reported that a single embryonic TEC injected into a fetal thymus gave rise to both
cTEC and medullary TECs (mTECs) (14). Using in vivo cell lineage analysis, Bleul et al.
demonstrated the presence of bipotent TEC progenitors at birth, but also detected unipotent
progenitors (15). Nonetheless, the proportion and functional importance of unipotent vs.
bipotent TEC progenitors are unknown and, alike what occurs in other tissues, might well
change over time (4,15). Thus, the mammary gland initially develops from multipotent
embryonic progenitors, which give rise to both myoepithelial cells and luminal cells, but later
in life the maintenance of each lineage is ensured by unipotent progenitors able to differentiate
into either myoepithelial or luminal lineages (16). Progress in our understanding of TEC
renewal and homeostasis is hindered by the lack of markers or colony forming assays for TEC

progenitors.
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Stem and progenitor cell populations display remarkable diversity in their proliferative
behavior (17). In some tissues, stemness is associated with quiescence. Thus, hematopoietic
stem cells (HSCs) and hair follicle bulge divide infrequently to prevent stem-cell exhaustion
(18-20). In other tissues, there are no slow-cycling or quiescent stem cells (21,22). Thus the
esophageal epithelium is maintained by a single population of cells that divide stochastically
to generate proliferating and differentiating daughters with equal probability (23). Stem cell
behavior can also change as a function of age: HSCs proliferate extensively until 3 weeks of

age, and then switch to a quiescent adult phenotype (24,25).

The primary goal of our study was to discover whether non-senescent quiescent cells
were present in neonatal and adult TECs. To this end, we used a transgenic label-retaining cell
(LRC) assay in which a histone H2B-GFP fusion protein (H2B-GFP) is expressed under the
control of the reverse tetracycline-controlled transactivator (rtTA) and the tetracycline
operator minimal promoter (18,20,26). One advantage of this system is that H2B-GFP-
retaining cells can be visualized and isolated alive, thereby enabling performance of additional
analyses on LRC. Our secondary objective was to compare the turnover of cTECs and mTECs
in neonatal and adult thymus. We report that 1) in adult but not neonatal mice, cTECs and
mTECs show different turnover rates 2) adult TECs proliferate more extensively in female
than male mice, and 3) LRC displaying putative features of progenitor cells are present in

adult TECs.
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Materials and methods

Mice

B6.Cg-Gt(ROSA)26Sor™! " T4™M2a¢/y and STOCK Tg(tetO-HIST1H2BJ/GFP)47Efu/J
mice purchased from The Jackson Laboratory (Bar Harbor) were bred and housed under
specific-pathogen-free conditions in sterile ventilated racks at the Institute for Research in
Immunology and Cancer. For H2B-GFP pulse-chase experiments, doxycycline was
incorporated in food (2 g/kg) (Hartlan Laboratories), or in drinking water (2 mg/ml of
doxycycline supplemented with 5% sucrose) (27,28). All procedures were in accordance with
the Canadian Council on Animal Care guidelines and approved by the Comité de Déontologie

et Expérimentation Animale de I’Université de Montréal.

Flow cytometry analysis and sorting

Enrichment of thymic stromal cells was performed as previously described (9,29).
Thymic stromal cells were stained with biotinylated Ulex Europaeus Lectin 1 (UEAT1; Vector
Laboratories) and PE-Cy7 or PE-TexasRed conjugated streptavidin (BD Biosciences) and the
following antibodies: 1) AlexaFluor-700 anti-CD45 and PE anti-I-A® from BD Biosciences, i)
AlexaFluor-647 anti-Ly51 and APC-Cy7 anti-EpCAM from BioLegend. Viability of cells was
assessed using 7-AAD (BD Biosciences). TECs were selected as CD45 EpCAM". In neonatal
mice, mTECs and cTECs were defined as UEA-1"Ly51" and UEA-1"Ly51", respectively. In
adult mice, mTECs and cTECs were defined as Ly51 and Ly51", respectively (see
Supplemental Figure 1, p.60 for gating strategies and isotype controls). Adult female H2B-
GFP"" tTA" mice were treated with doxycycline and thymic stromal cells from 2 to 3 mice
were sorted and pooled for quantitative RT-PCR (qRT-PCR) analysis. Live TECs (7-AAD"
CD45 EpCAM") were sorted as ¢cTECs (Ly51" I-A® %) and mTECs (Ly51™ I-A® ™), and
further separated in GFP" (LRC) and GFP~ (non-LRC) populations (see Supplemental Figure
2, p. 61, for gating strategy). TECs were sorted on a three laser FACSAria (BD Biosciences)
or analyzed on a three laser LSR II (BD Biosciences) using FACSDiva and FlowJo softwares

(BD Biosciences) (30).
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RT-PCR experiments

Gene expression was compared between LRC and non-LRC from the same TEC
preparations. Total RNA was isolated using Trizol™ as recommended by the manufacturer
(Invitrogen), and then further purified using RNeasy Micro columns (Qiagen). Sample quality
was assessed using Bioanalyzer RNA Pico chips (Agilent). Reverse transcription was
performed using High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems) as
described by the manufacturer. Samples were pre-amplified for 12 cycles using TagMan®
PreAmp Master Mix (Applied Biosystems). Gene expression levels were determined using
pre-validated TagMan Gene Expression Assays (Applied Biosystems) and Universal Probe
Library Assays (Roche). Acth (Mm00607939), Gapdh (Mm4352932) and Hprt
(MmO01545399) were used as endogenous controls. Detection of qRT-PCR reaction was done
using an ABI PRISM® 7900HT Sequence Detection System (Applied Biosystems) as
described (31).

Statistical analyses

Unless stated otherwise, results are expressed as means + SD, statistical significance was
tested using Student unpaired two-tailed t test, and differences with a p value < 0.05 were
considered significant. The half-life of GFP" cells were calculated with GraphPad Prism
software V5.01 using a one-phase decay nonlinear regression analysis. Comparison between

GFP dilution kinetics has been determined using extra sum-of-squares F test.
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Results

Experimental model

Doxycycline leads to expression of H2B-GFP in all tissues of mice bearing the 774
and the H2B-GFP genes. When doxycycline is withdrawn, because of the dynamic
interchange of H2B among nucleosomes, H2B—GFP dilutes equally between two daughter
cells during cell division (18,20,23,32). Thus, the H2B—GFP content can be analyzed in a
manner similar to that used for CFSE staining (32). In quiescent cells, H2B-GFP is detectable
for at least six months (33-35), and at least five cell divisions are required for a H2B-GFP" cell
to be rendered undetectable by flow cytometry (GFP") (19,32). For pulse-chase experiments in
adult mice, doxycycline administration was initiated at 4-5 weeks of age and was pursued for
6 weeks. For “neonatal” mice, doxycycline was administered throughout the gestation period
and was terminated at birth. During the chase period, beginning at TO, we analyzed two
parameters. First, we studied the percentage of GFP" cells: cells whose GFP fluorescence
intensity was greater than that of negative controls (mice with the H2B-GFP but not the r¢TA
gene). Second, we assessed the frequency of cells that had undergone 0 or 1 division only
during the chase period (GFP" cells); cells that remained GFP™ at the end of the chase period
were considered to be LRC. When attempting to identify GFP" cells, we took into account
that, in the absence of cell division, the GFP content of labeled cells decreases by 50% every
24 days due to H2B-GFP degradation (32); the gate defining GFP" cells was shifted

accordingly during the chase period.

Population dynamics of cTECs and mTECs in neonates

TEC subsets change in number and proportion as a function of age, and these changes
are particularly dramatic during the first month of life in mice (9). Therefore, as a prelude to
our study of TEC turnover in young mice, we analyzed the numbers of cTECs (CD45"
EpCAM Ly51"UEA1") and mTECs (CD45 EpCAM'Ly51 UEA1") at several time points
during the first 12 weeks of life (Fig. 1A,B, p.25). In accordance with previous results (9),

cTECs represent the major TEC population at birth. Numbers of mTECs increased very
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rapidly during the first three weeks, more slowly thereafter, and reached a zenith at around
seven weeks. By contrast, the number of ¢cTECs decreases sharply between week one and
three (Fig. 1A,B, p.25). Hence, cTECs represent only 1.99% + 0.66 of TECs by three weeks.
Notably, a similar decrease of cTECs was previously observed in 4 week-old C57BL6 mice
(9). Also, the loss of cTECs could not be ascribed to a downregulation of the cTEC marker
Ly51 because similar results were observed with another cTEC marker, CD205 (Supplemental
Figure 3, p.62). Following a nadir at three weeks, cTEC numbers increased progressively and

adult cTEC/mTEC ratios were reached at about seven weeks of age (Fig. 1A,B, p.25).

Turnover of TECs in young mice

Mice bearing the r¢T4 and the H2B-GFP genes were pulsed during gestation as their mothers
were given doxycycline from conception to birth. Thereafter, GFP expression was chased
from birth to 12 weeks of age. H2B-GFP dilution occurred at same rate in cTECs and mTECs:
they exhibited similar proportions of GFP" and GEP" cells (Fig. 2A-C, p.27) and the half-life
of GFP" cells was similar for both TEC subsets (Table I, p.26). The transient increase in the
percentage of GFP" ¢cTECs at three weeks (Fig. 2B, p.27) was not significant and probably
resulted from a loss of GFP~ ¢cTECs since the absolute number of GFP" ¢cTECs in the thymus
did not increase during this time frame (data not shown). Notably, all TECs were GFP™ after
12 weeks of chase (Fig. 2A,B, p.27). Hence, none of the TECs containing GFP at birth became
an LRC. Our data are consistent with previous observations based on BrdU and Ki67 labeling
showing that TECs proliferate extensively during the neonatal period (9). In addition, our data

demonstrate that, in young mice, cTECs and mTECs have similar turnover kinetics.

These observations raise the question: if neonatal mTECs and cTECs display similar
proliferation rates (Fig. 2A-C, Table I, p. 26-27), how can we explain the sharp decrease in
cTEC numbers observed between week one and three (Fig. 1B, p.25)? During this period, the
proportion of apoptotic cTECs was inferior or equal to that of apoptotic mTECs (Fig. 1C,
p.25). Hence, the cTEC loss cannot be explained by preferential apoptosis of cTECs. We
found a plausible explanation to this conundrum by using a metric that we called the GFP

content index, which is the sum of the GFP fluorescence intensity of all GFP" cells. In closed
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Figure 1. Population dynamics of ¢cTECs and mTECs in neonatal mice. (A) TECs
(CD45 EpCAM") were labeled with anti-Ly51 Ab and UEA1 to segregate ¢TECs
(UEA1Ly51") and mTECs (UEA1'Ly517). The gating strategy is depicted in
Supplemental Fig. 1. (p.60) (B) Numbers of mTECs and ¢TECs show majo variations
during the neonatal period. A star indicates a significant decrease (p < 0.05) in the
absolute cell number relative to the previous time point. (C) Percent of apoptotic cells
in ¢cTECs and mTECs, defined as 7-AAD™; necrotic cells (7-AAD"™) were excluded

from analysis. Each group includes 5 to 8 mice.

system, without any input a of new GFP" cells, the total GFP content cannot increase; it can
only decrease as a function of cell division and GFP catabolism. Any increase in the total GFP

content implies the arrival of new GFP" cells during the chase period. At T0, the GFP content
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of ¢cTECs was superior to that of mTECs and, as expected for cells in a closed system (no new
input), the GFP content of cTECs decreased progressively during the chase period (Fig. 2D,
p-27). The salient finding was that the GFP content of mTECs showed a significant increase
during week one (p = 0.026) and thereafter remained superior to that of cTECs (Fig. 2D, p.27).
The increase in the GFP content of mTECs means that, at least during week one, mTECs
receive new cell input. In other words, GFP" cells that did not possess mTEC markers at birth

acquired these markers after birth.

Table 1. Turnover of TECs in young and adult mice.

p value
Young Adult female Adult male
Male vs Female

% LRC 0.0% 7.6% + 4.1 47.0% + 5.7 1.1x107
Half-life (wks) 1.1 15.4 35.0
¢TECs 0.0043
(95% CI) (09t01.6)  (12.7t0 19.4)  (25.6to0 55.0)
R? 0.68 0.78 0.71 -
% LRC 0.0% 1.1%+ 0,8 11.0%+ 4,2 22x107°
Half-life (wks) 0.9 5.7 10.9
mTECs 0.0002
(95% CI) (0.8 to 1.2) (5.2 t0 6.3) (9.0 to 13.9)
R? 0.79 0.94 0.89 -
p value, Half-life
0.3676 <0.0001 <0.0001 -

¢TECs vs mTECs

Percentages of LRC after 16 weeks of chase are calculated from 5 to 10 mice for female
and 3 to 4 mice for male. Standard deviations are indicated beside. Half-life of GFP+
cells is calculated by one phase decay nonlinear regression, with the constraint of the
plateau equal to zero. The 95% confidence interval is indicated in parenthesis and R*

represents the fitting of the nonlinear regression curve. Extra sum-of-squares F tests
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were performed to compare GFP dilution kinetics in cTECs vs mTECs, and in male vs

female adult mice. Unpaired two-tailed Student’s t-test was performed to compare

percentage of LRC in female and male adult mice. All calculations were done using

GraphPad Prism software.
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Figure 2. Neonatal TECs contain no LRC. (A) Representative profiles of H2B-GFP

fluorescence intensity during a 12 week-chase period. Birth corresponds to the
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beginning of chase period (T0) and time is indicated in weeks. Solid lines represent

fluorescence in H2B-GFP' rtTA" mice; as a negative control, fluorescence in H2B-GFP"*

rtTA™ mice is depicted in gray. Cells whose fluorescence intensity is greater than the
negative control are considered to be GFP". Cells to the right of red dashed lines
correspond to cells that have undergone 0 or 1 division only and are referred to as
GFP" cells. Percentages of GFP" (black) and GFP" (red) cells are indicated in the gate
delimiting the GFP" region. Red dashed lines delimiting the GFP" gate were adjusted
for all time points, considering the H2B-GFP half-life of 24 days (32). (B) Percentages
of GFP” cells in ¢cTECs and mTECs. (C) Percentage of GFP" cells in TEC subsets. (D)
GFP content index of TEC subsets. Each dot represents one mouse and lines connect

the means. Each group included 5 to 13 mice.

Turnover of TECs in adult mice - Adult TECs contain long-term LRC

Following doxycycline administration for six weeks, adult male and female mice
possessing the rt74 and H2B-GFP genes were analyzed during a chase period of 16 weeks.
Mice were 26 to 27 weeks old at the end of the chase period. Consistent with previous studies
based on BrdU and Ki67 labeling (9), GFP dilution curves revealed that TECs proliferated less
actively in older (Fig. 3-4, Table I, p.26, 29-30) than in younger (Fig. 2, Table I, p.26-27)
mice. Here, three notable findings emerged. Firstly, in both male and female adult mice, GFP
dilution was much faster in mTECs than in ¢cTECs (Fig. 3A,B and 4A,B, Table I, p.26, 29-30).
Moreover, MHC-II"' mTECs (mTEChi) lost their fluorescence faster than MHC-II' mTECs
(mTEC") (Supplemental Figure 4, p.63). Secondly, both ¢cTECs and mTECs proliferated more
actively in females (Fig. 3, p.29) than in males (Fig. 4, p.30). Indeed, based on one-phase
decay non-linear regression analysis, the half-life of TECs was about twice shorter in females
than in males (Table I, p.26). Thirdly, in contrast to young mice, adult mice contained LRC. In
females, about 10% of ¢cTECs, but virtually no mTECs, remained GFP" at the term of a 16-
week chase (Fig. 3C, p.29). The proportion of GFP™ was even greater in male mice (Fig. 4C,
p.30).
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Figure 3. Turnover of TEC subsets in adult female mice. (A) Representative profiles of
H2B-GFP intensity during a 16 week-chase period in adult female thymi. TO
corresponds to the beginning of the chase period and time is indicated in weeks. Solid
lines represent fluorescence in H2B-GFP" rtTA" mice; as a negative control,
fluorescence in H2B-GFP" rtTA™ mice is depicted in gray. Percentages of GFP" (black)
and GFP" (red) cells are indicated in the gate delimiting the GFP" region. Red dashed
lines delimiting the GFP" gate were adjusted for all time point, considering the H2B-
GFP half-life of 24 days (32). (B) Percentage of GFP" cells in TEC subsets. (C)
Percentage of GFP" cells in TEC subsets. (D) Total GFP content of TEC subsets. Each

29



dot represents one mouse and lines connect the means. Each group included S to 10
mice. Data for ¢cTECS and mTECs were compared at all time points; * indicates a

significant difference between cTECS and mTECs (p < 0.01).

A B — ¢TEC
mTEC * ~ mTEC
95,3% 100 7 . . * p<0,01
79,5% *
| 80 7 .
TO % -
& 60 -
I ™
Ll Lot bl L} b ] |"' g‘ 40 T
831% 20 4
44.7%
| 0 T T T r T
T4
| ] 4 8 12 16
I C Time of chase (weeks)
, 100 1
83,6% 61,5% 80 -
f o
70 2; 34 3'I!fu 8 50 -
T8 | T
('R
O 40 A
I I =
A 20
I"64,4% I 336% o . ' . : .
44,5% | 13,5% 0 4 8 12 16
[ | D Time of chase (weeks)
| |
T2 | .
| 10" °
———es e 3
2
Ia02% | & 10°
o8
| 11.0% c
Q
I & 10&
T16 I t
' 10" — . . : .
H2B-GFP > Time of chase (weeks)

Figure 4. Turnover of TEC subsets in adult male mice. (A) Representative profiles of
H2B-GFP intensity during a 16 week-chase period in adult male thymi. TO corresponds

to the beginning of the chase period and time is indicated in weeks. Solid lines represent
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fluorescence in H2B-GFP' rtTA" mice; as a negative control, fluorescence in H2B-GFP"*

rtTA™ mice is depicted in gray. Percentages of GFP* (black) and GFP" (red) cells are
indicated in the gate delimiting the GFP* region. Red dashed lines delimit the GFP"
gate and were adjusted for all time point, considering the H2B-GFP half-life of 24 days
(32) (B) Percentages of GFP* cells in TEC subsets. (C) Percentage of GFP" cells in TEC
subsets. (D) GFP content index of TEC subsets. Each dot represents one individual and
lines connect the means. Each group included 3 to 4 mice. Data for cTECS and mTECs
were compared at all time points; * indicates a significant difference between cTECS

and mTECs (p <0.01).

The LRC phenotype is typically found in two cell types: i) postmitotic (terminally
differentiated or senescent) cells that can no longer undergo cell division and ii) quiescent
somatic progenitor/stem cells with clonogenic potential (18,19,33,36). In order to gain insights
into the nature of thymic epithelial LRC, we analyzed the cell size and gene expression profile
of TECs from adult mice chased for 16 weeks. We focused on female LRC because they
represent a small discrete cell population in a rapidly proliferating compartment (Fig. 3C,
p-29). By contrast, we surmised that LRC in males might be functionally more heterogeneous
(Fig. 4C, p.30). Indeed, since the proliferation rate of male TECs is relatively modest, we
hypothesized that their large LRC population might contain a mixture of progenitor cells and
post-mitotic cells. One hallmark of senescent cells is that they increase in size (37). In
accordance with this concept, we found that the size of mTEC™ cells was larger than that of
other TEC subsets (Fig. S5A, p.33). This makes sense since 4ire’ mTECs are uniformly
mTEC" and postmitotic (38). Notably, we observed that GFP" ¢TECs (LRC) were
significantly smaller than GFP~ ¢cTECs. We then sorted GFP™ and GFP~ ¢TECs and GFP~
mTEC" cells [there were practically no GFP" mTECs in females at the end of a 16-week
chase (Fig. 3C, p.29)] in order to assess the expression of three senescence-associated
transcripts: pl6INK4a and pl19ARF which inhibits the G1- to S-phase transition in the cell
cycle and is upregulated in senescent cells (37,39) and Serpinel which is both necessary and
sufficient for the induction of replicative senescence downstream of p53 (40,41). We found
that expression of p/6INK4a and Serpinel transcripts was lower in LRC than in GFP c¢TECs
and GFP~ mTEC" cells (Fig. 5B, p.33). Levels of p/94RF were similar in LRC and GFP
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cTECs but were upregulated in the mTECP population. In order to gain insight into a possible
progenitor cell functionality of adult cTEC LRC, we assessed the expression of four genes that
promote TEC proliferation and maintenance and whose absence leads to thymic atrophy:
Bmil, Foxnl, Trp63 and Wnt4 (42-47). Expression of Foxnl, Trp63 and Wnt4 adopted the
following hierarchy: LRC > GFP cTECs > mTEC" population (Fig. 5C, p.33). For Bmil, the
hierarchy was slightly different: LRC > mTECP population > GFP c¢TECs. In addition, we
evaluated the expression of transcripts overexpressed in cTECs (Psmbl1, Prssi6) or mTECs
(Cd40, Cd80 and Tnfrsflia) (29,48). cTEC LRC did not show evidence of bipotentiality: their
gene expression profile was typical of cTECs with no upregulation of mTEC markers. (Fig.
5D, p.33). In fact, LRC expressed even higher levels of cTEC markers (Psmbl1 and Prssi6)
than GFP cTECs (Fig. 5D, p.33). Finally, we observed no difference in the expression of
MHC-II on GFP" and GFP~ ¢TECs (data not shown). Collectively, these data strongly suggest
that, at least in females, cortical LRC are not senescent cells. Their transcriptomic profile
rather suggests that they express genes promoting TEC replication potential and that they
might therefore be TEC progenitor/stem cells.
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Figure 5. Cell size and gene expression profile of LRC. (A-D) Flow cytometry and qRT-

PCR analyses were performed on TECs from female mice, treated with doxycycline for

6 weeks and chased for 16 weeks. Two experiments were performed on 2 and 3 pooled

thymi. (A) Side scatter area of TEC subsets. As a function of their MHC-II expression,
mTECs were separated into mTEC" (blue) and mTEC" (green). (B) qRT-PCR analysis

of senescence-associated transcripts in TEC subsets. Data depict transcript abundance

relative to GFP~ ¢TECs. (C) qRT-PCR analysis of transcripts associated with TEC

development and maintenance. Data depict transcript abundance relative to GFP~

c¢TECs. (D) qRT-PCR analysis of transcripts associated with cTEC or mTEC lineages.

Data depict transcript abundance relative to GFP~ ¢TECs.
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Figure 6. The clearance rate of GFP" TECs is more rapid in young than in adult mice.
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the TEC frequency at TO (the beginning of the chase period). Data are depicted as the
mean = SEM.
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Discussion

Gray et al. previously demonstrated that the turnover of TECs diminished with age (9).
We confirm this observation using a different mouse model and report supplemental
differences between neonates and adult mice: 1) whereas cTECs and mTECs had similar
proliferation rates in young mice, mTECs proliferated more actively than ¢TECs in adults, and
i1) LRC were detectable after a 16-week chase in adults (Fig. 3-4, p.29-30) but no LRC were
found when the chase is initiated at birth (Fig. 2, p.27). Why did we detect LRC in adults but
not young mice? H2B-GFP expression at TO was lower in neonates than in adults: the
percentage of TECs that were GFP™ at the beginning of the chase period was about 70% in
adults but 35% in neonates (Fig. 2-4, p.27, 29-30). However, this discrepancy in GFP
fluorescence intensity could not be held solely responsible for the absence of LRC in neonates.
Indeed, we calculated that the clearance rate of GFP™ and GFP* TECs was significantly more
rapid in young than in adult mice (Fig. 6 and Table I, p.26 and 34). Accordingly, a plausible
explanation for the absence of LRC in neonates would be that the mitotic behavior of TEC
progenitor/stem cells is similar to that of HSCs. Thus, mouse HSCs are actively proliferating
until three weeks after birth, at which time they abruptly switch to become a predominantly

quiescent population (24, 25). Hence, by contrast to adult HSCs, neonatal HSCs are not LRC.

One notable point with neonatal TECs is that the ¢cTEC/mTEC ratio changed
dramatically during the first weeks of life: the number of mTEC:s steadily increased from birth
to seven weeks whereas the number of cTECs showed a dramatic decrease between week one
and week three (Fig. 1A,B, p.25). The discrepancies in the population dynamics of cTECs and
mTECs cannot be explained by differences in apoptosis (Fig. 1C, p.25) or proliferation rates
(Fig. 2A-C, Table I, p.26-27). One salient observation is that the total GFP content of mTECs
increased from birth to week one. This means that during this period, mTECs were not in a
closed compartment. They received some input of GFP" cells that did not express mTEC
markers at the beginning of the chase period. In theory, GFP" cells that join the mTEC

compartment during this period could be thymic or extrathymic cells. However, recent reports
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have revealed that the majority of mTECs are derived from B5t-expressing precursor cells (49)
and that embryonic TECs expressing the cTEC marker CD205 give rise to both cTECs and
mTECs in reaggregate thymus organ cultures (48). Hence, our favorite hypothesis to explain
the increase in mTEC total GFP content at week one (Fig. 2D, p.27) and the decrease of
cTECs number at 3 weeks (Fig. 1B, p.25) is that cells with a cTEC phenotype (Ly51 UEA1")
at TO acquire an mTEC phenotype (Ly51 UEA1") during the neonatal period.

Two major points can be made from our observations in adult mice. First, both cTECs
and mTECs proliferate more actively in females than males. This observation is consistent
with the fact that following cTEC depletion in adult Ccx-ckri:hDTR transgenic mice,
restoration of thymopoietic activity (and presumably cTEC regeneration) was observed in
females but not males (10). Moreover, thymic involution in mice and humans is more
precocious in males than females (50-52). Further studies are warranted to decipher the
mechanisms responsible for this sexual dimorphism. Androgens may have a direct effect on
the thymus by affecting TEC metabolism or an indirect effect mediated, for instance, by
changes in the microbiota which can enhance production of cytokines (such as IFN-y) (10,53).
Second, LRC are present in adult TECs. In females, LRC are found exclusively in the ¢cTEC
compartment. Based on their relatively small cell size, low expression of p/6INK4a, pl 9ARF
and Serpinel, and high expression of Bmil, Foxnl, Trp63 and Wnt4, we conclude that female
cTEC LRC are not senescent post-mitotic cells and may well be TEC progenitors. They also
express higher levels of B5T than other TECs, which further support the hypothesis that LRC
would be progenitor TECs (49). To address to issue, our plan is to perform reaggregation and
transplantation experiments along with transcriptome sequencing of female and male TEC
LRC. Assuming that TEC LRC may represent adult TEC progenitor/stem cells, their
transcriptomic analysis could provide us with novel insights into their functional potential and

allow us to discover surface markers specific for this cell subset.
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4. Discussion

Nous avons utilis¢ un modele de souris transgénique exprimant H2B-GFP sous le
contréle du promoteur inductible rtTA (74, 79) afin de déterminer si 1’épithélium thymique
contenait des cellules quiescentes chez les souris jeunes et adultes. Ces cellules
représenteraient de potentielles cellules souches de 1’épithélium thymique puisque les cellules
souches chez I’adulte sont quiescentes dans plusieurs tissus. En comparant les thymus des
souris jeunes et adultes, nous avons obtenu trois résultats importants : (1) les TECs proliferent
beaucoup plus rapidement chez les souris jeunes que chez les adultes; (2) les mTECs et les
cTECs ont un taux de prolifération similaire chez les jeunes souris alors que les mTECs se
divisent plus rapidement que les ¢cTECs chez les adultes (Table 1, p.28) et (3) le thymus
adulte, mais pas le thymus néo-natal, contient des LRC (Figure 3-5, p.29-30 et 33). Celles-ci
expriment des marqueurs spécifiques aux cTECs et n’expriment pas de marqueurs de
sénescence. De plus, nous avons montré que chez I’adulte, les TECs proliferent environ deux
fois plus rapidement chez les femelles que chez les males. Ces résultats montrent le grand
dynamisme des populations épithéliales thymiques tout au long de la vie d’un individu et

aident a comprendre les processus de croissance et de vieillissement du thymus.

Dans les prochaines sections, je discuterai des implications et des perspectives que ces
découvertes amenent. Il est a noter que les figures mentionnées dans la discussion réferent aux

figures de ’article.

4.1 La force de I’age : ce qui differe entre jeunes et adultes.

L’involution thymique qui se produit avec 1’dge est un phénoméne complexe, influencé
par plusieurs facteurs (voir section 1.3.3. L’¢pithélium thymique: renouvellement et
régénération, p. 8). La morphologie du thymus varie grandement tout au long de la vie d’un

individu, avec I’accumulation progressive de cellules adipeuses et fibroblastiques dans le



stroma thymique et la diminution de la cellularit¢ globale de ’organe (11). Afin de bien
comprendre le vieillissement tissulaire, et plus particulierement I’impact du vieillissement sur
les cellules épithéliales thymiques, nous devons d’abord comprendre les mécanismes sous-

jacents au développement thymique et ainsi qu’a sa dégénérescence progressive.

A la naissance, ’épithélium thymique est majoritairement composé de cTECs, mais
rapidement les mTECs deviennent la population prédominante (Figure 1, p.25) (11).
Etonnamment, le nombre de ¢cTECs diminue entre la premiére et la troisiéme semaine aprés la
naissance, et cette diminution ne peut étre expliquée par une apoptose préférentielle ou une
trop faible prolifération des cTECs (Figures 1 et 2, p.27 et 29). Ou se retrouvent donc ces
cellules «perdues» si elles ne sont pas mortes ? Une des explications possibles est la
différentiation d’une sous-population des cTECs en un autre type cellulaire qui ne
contribueraient donc plus a I’index du contenu en GFP de la population des cTECs. D’autre
part, I’index du contenu en GFP des mTECs augmente de la naissance a une semaine d’age,
montrant un apport en nouvelles cellules dans la population des mTECs pendant cette période
(Figure 2, p. 27). Ces résultats nous laissent penser qu’il pourrait y avoir différentiation des
cTECs en mTECs pendant les premicres semaines de vie. Cette hypothése est soutenue par des
travaux précédents montrant que les TECs dérivent toutes de progéniteurs exprimant des
marqueurs spécifiques aux cTECs, soit 5t (aussi connu comme PSMBI11), IL-7 ou encore
CD205 (19, 41-44). De plus, I’'index du contenu en GFP des cTECs diminue d’autant que
celui des mTECs augmente et globalement, il n’y a pas de perte significative du contenu en
GFP dans I’¢pithélium thymique pendant cette période (Figure 2D, p.27). Ce scénario
expliquerait a la fois 1’augmentation du contenu en GFP des mTECs et la diminution du
nombre de cTECs. Il se pourrait également que certaines cTECs continuent de se différencier
en mTECs pendant I’age adulte, mais moins fréquemment. La mort cellulaire et la dégradation
protéique normale de la protéine fluorescente (H2B-GFP) rendent cependant ce phénomene
indétectable par notre technique. Toutefois, nous ne pouvons exclure 1’hypothése (certes
moins probable) que des cellules n’étant pas catégorisées comme des TECs par notre méthode,
1.e. EpCAM’, contribuent a I’augmentation du contenu en GFP de mTECs en se différenciant

en TECs pendant la premicre semaine.
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Il a été montré précédemment qu’il y avait une diminution du nombre de cellules en
division (Ki67") avec I’age (11), résultats que nous avons reproduits avec un modéle
expérimental différent (Table I, p.28). Cependant, nous avons démontré pour la premiére fois
que les cTECs proliférent environ trois fois plus lentement que les mTECs chez les adultes,
alors que les deux populations proliférent a la méme vitesse dans le thymus néo-natal (Table I,
p.28). Pourquoi une telle dichotomie entre jeunes et adultes ? Si le compartiment des cTECs
fournit bel et bien des cellules au compartiment des mTECs pendant la premicre semaine de
vie, il est probable que les cTECs proliférent activement afin de supporter la croissance du
tissu, mais que dans le thymus adulte, ce phénoméne serait grandement réduit, voire stoppé,
puisque le tissu n’est plus en croissance. Cela expliquerait la diminution de la prolifération des
TECs observée. Ces disparités entre jeunes et adultes montrent que le furnover des TECs néo-
natales et adultes est différent et que 1’age des souris doit étre pris en considération dans les

¢tudes sur le thymus.

Un autre fait intéressant est que le thymus adulte contient des cellules quiescentes,
alors que le thymus des jeunes souris n’en contient pas. Considérant que les cellules
quiescentes de I’épithélium thymique représentent de potentielles cellules souches thymiques,
une explication plausible pour cette divergence est que les progéniteurs de I’épithélium
thymique se comporteraient comme les HSCs pendant le stade néo-natal. En effet, les HSCs
passent d’un phénotype hautement prolifératif pendant le développement embryonnaire a un
phénotype quiescent chez 1’adulte, et ce, seulement a partir de 3 semaines d’age (85, 86).
Toutefois, notre modele expérimental ne permet pas de déterminer directement si les LRC
détectées dans le thymus adulte sont bel et bien des cellules souches. Il est donc primordial de

caractériser davantage ces cellules.

4.2 Les LRC sont-elles des cellules souches ?

Les cTECs contiennent une population, qu’on appellera LRC, qui ne s’est pas divisée

ou s’est divisée seulement une fois pendant une période chase de 16 semaines (Figure 3-4,
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p-29-30). Afin de déterminer si ces LRC sont de potentielles cellules souches ou simplement
des cellules post-mitotiques différenciées, nous avons voulu déterminer si elles sont
quiescentes ou sénescentes. Les LRC sont plus petites que les autres cTECs et sont aussi
beaucoup plus petites que les mTEC™, qui sont des cellules dites matures (Figure 5A, p.33).
Cela suggere que les LRC ne sont pas sénescentes, puisque les cellules sénescentes sont
habituellement plus grosses que leurs €quivalents non-sénescents (87). De plus, les LRC
n’expriment pas de geénes associées a la sénescence (Figure 5B, p.33); ce qui suggere
fortement qu’elles sont quiescentes. Il reste toutefois a démontrer que ces cellules sont encore
aptes a proliférer. Pour ce faire, nous observerons la localisation des LRC dans le thymus. Si
nous observons des doublets de LRC (deux cellules H2B-GFP" qui sont collées 1’une a
I’autre), il y a de fortes chances que ces cellules soit capable de proliférer. De plus, nous
voulons faire des essais de clonogénicité in vitro et in vivo, ce qui montrera sans équivoque
leur capacité a proliférer. Enfin, nous avons montré que les LRC surexprimaient Foxnl, Wnt4,
Trp63 et Bmil, genes impliqués dans le développement et le renouvellement du thymus, dont
I’absence induit une atrophie thymique (34, 37, 88-91), comparativement aux cTECs GFP"
(non-LRC) et aux mTECs (Figure 5C, p.33). Ce résultat suggere que les LRC pourraient bel et

bien étre les cellules progénitrices de 1’épithélium thymique.

Comme [I’identit¢ des progéniteurs thymiques est encore incertaine, nous avons
cherché a savoir si les LRC possédent un phénotype proche de celui des cTECs ou un
phénotype mixte i.e. exprimant a la fois des marqueurs de cTECs et de mTECs. De fait, les
LRC n’expriment pas de marqueurs de mTECs et surexpriment méme les marqueurs de
cTECs comparé aux cTECs non-LRC (Figure 5D, p.33). Si les LRC s’averent étre les cellules
souches de 1’épithélium thymique, ces observations supportent 1’hypothese selon laquelle les
progéniteurs de TECs seraient des cTECs et non des cellules au phénotype mixte comme le
proposaient les premiers modeles (voir section 1.3.2. Modeles actuels des voies de
différentiation des TECs, p.5). De plus, les mTECs dérivant de cellules exprimant PSMBI11, la
forte expression de PSMBI11 par les LRC renforce I’hypothése selon laquelle les LRC seraient

des cellules progénitrices.

Afin de confirmer que les LRC sont bien des cellules souches, nous planifions analyser

le profil d’expression génique des LRC (¢cTECs GFP™) par séquengage d’ARN de nouvelle
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génération et le comparer a celui des cTECs non-LRC (GFP"). Cela nous permettra d’évaluer
I’expression de plusieurs génes spécifiquement surexprimés ou sous-exprimés dans les cellules
souches d’autres tissus (76). Nous pourrons également trouver des marqueurs spécifiques pour
les LRC, ce qui faciliterait leur purification. Cependant, I’analyse de 1’expression génique
n’est pas suffisante pour prouver leur nature de cellules souches. C’est pourquoi nous ferons
des essais de clonogénicité in vivo par culture d’organe thymique par réagrégation (RTOC,
reagreggate thymic organ culture) et par culture in vitro. Nous pourrons également faire des
essais de différentiation in vitro par stimulation au RANKL afin d’évaluer la capacité des LRC

a se différencier en mTECs (45).

4.3 Dimorphisme sexuel des TECs

Le thymus est grandement influencé par les hormones sexuelles (voir section 1.3.3.
L’¢épithélium thymique : renouvellement et régénération, p.8), et ce, méme en conditions
physiologiques. En effet, le déclin de la cellularité¢ du thymus avec 1’age est plus rapide chez
les males que les femelles (92). Pour ces raisons, nous avons analysé la cinétique de dilution
de la H2B-GFP chez les souris adultes en comparant les males et les femelles. Nos résultats
montrent que les TECs chez 1’adulte proliférent environ deux fois plus rapidement chez les

femelles que chez les males (Table I, Figures 3 et 4, p.28, 31 et 32).

Plusieurs facteurs pourraient causer ces disparités, par exemple les hormones sexuelles,
le métabolisme, la présence ou l’absence du chromosome Y. Les hormones sexuelles
influencent la prolifération cellulaire dans plusieurs tissus, et ce, de fagon différente selon le
type cellulaire, le sexe et I’age de I’individu (93-97). Il a également ét¢ montré que les
estrogenes augmentaient la capacité d’auto-renouvellement des HSCs (98). 1l est donc
plausible que les hormones affectent la prolifération des TECs. Cependant, I’effet des
hormones sexuelles peut également étre indirect. Ainsi, en conditions normales, les cellules en
prolifération dans la glande mammaire ne sont pas celles qui expriment les récepteurs

d’estrogéne ou de progestérone, mais plutot celles situées en proximité directe des cellules en
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prolifération (99). Un phénomeéne similaire se produirait pendant le développement urogénital
chez les males, ou les hormones sexuelles males induiraient la sécrétion de facteurs de
croissance par les cellules mésenchymateuses environnantes, qui a leur tour influenceraient les
cellules épithéliales du tractus urogénital (100, 101). Enfin, les hormones affectent divers
processus, comme le métabolisme (102) ou la flore intestinale (103), qui peuvent mener a la

sécrétion de cytokines qui pourraient affecter a leur tour le thymus.

Ces observations meénent aux trois questions suivantes : (1) la prolifération des TECs
est-elle directement affectées par les hormones sexuelles ? (2) A quel point les hormones
sexuelles influencent-elles I’involution thymique ? (3) Les hormones sexuelles affectent-elles
la fonction des TECs ? Pour répondre a ces questions, nous analyserons le transcriptome des
TECs au cours de l’involution thymique, soit a 1’age de 6 mois, dans trois conditions
différentes : chez des femelles, chez des males et chez des males castrés avant leur puberté et
qui n’auront donc jamais été exposés a de grandes concentrations d’androgeénes. Nous
pourrons ainsi évaluer 1’effet des androgenes en comparant les transcriptomes des souris males
castrées et non castrées. Nous pourrons également évaluer 1’effet du contenu chromosomique
différent et de la présence d’estrogénes en comparant les femelles aux males. Ces analyses
transcriptomiques nous renseigneront sur les voies de signalisation qui sont différentiellement
activées selon les sexes. Nous évaluerons également la fonctionnalité¢ des TECs dans les trois
groupes expérimentaux en comparant I’expression de molécules connues pour étre impliquées
dans la maturation des thymocytes et I’attraction des cellules progénitrices des thymocytes
(early thymic progenitor), ainsi que l’expression des antigénes tissus-spécifiques par les
mTECs. Enfin, nous analyserons les profils phénotypiques, les nombres et proportions de
cellules des différentes populations du thymus, soit les thymocytes, les cellules stromales
mésenchymateuses et les cellules épithéliales, chez des souris maéles, femelles et males
castrées. Enfin, nous analyserons 1’impact des androgénes sur la prolifération cellulaire des
TECs en effectuant une analyse de la dilution de H2B-GFP dans des souris castrées adultes.
Ces analyses nous permettront de mieux comprendre I’impact des hormones et du sexe sur

I’homéostasie du thymus a 1’age adulte.
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5. Conclusion et perspectives

Le thymus est essentiel au développement d’un systéme immunitaire adaptatif
fonctionnel et son déclin avec 1’age meéne a une plus grande susceptibilité aux cancers et aux
infections chez les personnes vieillissantes. Afin de mieux comprendre ce phénoméne
d’atrophie thymique liée a 1’age, nous avons cherché a identifier les cellules souches ou
progénitrices de I’épithélium thymique chez 1’adulte, cellules responsables du renouvellement
et de la régénération du tissu. Pour ce faire, nous avons utilis€¢ une souris transgénique
permettant d’isoler les cellules quiescentes d’un tissu, ce qui nous a permis de découvrir pour
la premicre fois de potentielles cellules souches de 1’épithélium thymique chez 1’adulte. Si ces
cellules s’averent bel et bien étre des cellules souches, il sera intéressant de développer une
méthode permettant leur expansion in vitro afin d’éventuellement pouvoir reconstituer un
thymus fonctionnel. Cette procédure rendrait possible 1’établissement d’une tolérance centrale
des lymphocytes T contre les antigénes du donneur chez le receveur d’une greffe par exemple,
ou encore pourrait permettre la reconstitution du systtme immunitaire chez les patients
infectés par le VIH. De plus, mieux comprendre le fonctionnement et les voies de régulation
de la prolifération des cellules souches thymiques pourraient mener a d’éventuels traitements

permettant la prévention ou le renversement de I’involution thymique.

Finalement, nous avons étudi¢ les cinétiques de prolifération des TECs chez les souris
post-natales et adultes afin de mieux comprendre les processus de développement et
d’involution du thymus. Nos résultats démontrent I’importance de prendre en considération le
sexe et 1’dge des sujets dans les études sur le thymus, puisque le thymus est en continuel
changement tout au long de la vie d’un individu et est influencé par de nombreux facteurs, tels

que les infections, le stress, le métabolisme et les hormones sexuelles.
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Figure S1: Stratégies d’identification des TECs. (A) Identification des TECs
(EpCAM'CD45") et séparation en cTECs (Ly5S1"UEA1") et mTECs (Ly51'UEAL") par
cytométrie de flux pour les jeunes souris. (B) Contrdles isotypiques pour les anticorps anti-
EpCAM, anti-Ly51 et controle négatif pour UEAl. (C) Identification des TECs
(EpCAM'CD45") et séparation en ¢TECs (Ly51" MHC-II"), mTEC® (Ly51~ MHC-II) et
mTEC" (Ly51" MHC-II") par cytométrie de flux pour les souris adultes. (D) Contrdles
isotypiques pour I’anticorps anti-MHC-II (I-Ab).
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Figure S2 : Stratégies de tri des LRC. Les cellules stromales thymiques ont été triées selon

leur marquage EpCAM" CD45 MHC-II" et séparées en ¢cTECs (Ly51") et mTECs (Ly51).

Chacune de ces populations ont ensuite été séparées selon I’intensité de fluorescence de H2B-

GFP : les LRC sont GFPhi, les non-LRC sont GFP".
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Figure S3 : Diminution des cTECs a deux et trois semaines d’age. Le thymus contient tres

peu de cTECs a 2 et 3 semaines d’age, qu’elles soient définies par leur expression de Ly51 ou

de CD205.
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Figure S4 : Les mTECs matures (MHC-Hhi) proliferent plus rapidement que les mTECs
immatures chez les souris femelles adultes. (A) Profils représentatifs de 1’intensité de
fluorescence en H2B-GFP des mTEC® et des mTEC™ pendant une période de chase de 16
semaines. Les pourcentages moyens de cellules GFP" (en noir) et de GFP" (en rouge) sont
indiqués sur chaque graphique. Les lignes pointillées rouges délimitant les cellules GFP™ ont
été ajustées pour chaque temps afin de considérer la demie-vie de la protéine H2B-GFP de 24
jours. (B) Les pourcentages de cellules GFP" dans les sous-ensembles de mTECs. (C) Les
pourcentages de cellules GFP™ dans les sous-ensembles de mTECs (0 ou 1 division
seulement). Chaque point représente un individu, la ligne connecte les moyennes. Chaque

groupe expérimental inclut 5 a 9 individus.
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