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Résumé 

Les éléments transposables (TE) sont des séquences répétitives représentant environ 45% des 

génomes humain et murin. Il est généralement assumé que leur expression est réprimée dans les 

cellules somatiques pour protéger l’intégrité du génome, et cette régulation épigénétique est 

fréquemment perdue dans les cancers, menant à la surexpression des TEs dans les tumeurs. 

Puisque l’expression aberrante des TEs est associée à l’infiltration de la tumeur par les cellules 

immunitaires, les TEs sont considérés comme des cibles prometteuses d’immunothérapies du 

cancer. Une meilleure description de l’expression des TEs dans les tissus somatiques ainsi que 

dans le thymus, l’organe responsable du développement de la tolérance au soi des lymphocytes 

T, est toutefois nécessaire pour évaluer la capacité des TEs d’induire des réponses immunitaires 

et déterminer si l’expression des TEs est belle et bien spécifique aux tumeurs. L’objectif de cette 

thèse est donc de brosser un portrait exhaustif de l’expression des TEs dans les tissus somatiques 

humains ainsi que dans le thymus. Pour ce faire, des données transcriptomiques et 

immunopeptidomiques ont été analysées pour mieux comprendre les interactions entre les TEs 

et les lymphocytes T à l’état basal. Nos résultats ont montré que l’expression des TEs est répandue 

dans les tissus somatiques humains, bien que leur niveau d’expression varie d’un tissu à l’autre 

et que plusieurs TEs sont exprimés de façon tissu-spécifique. De plus, les TEs peuvent être traduits 

et présentés par le CMH-I à la surface de cellules non-cancéreuses. Nous avons aussi déterminé 

que les TEs ont trois fonctions potentielles dans le thymus : ils pourraient fournir des sites de 

liaison à un grand nombre de facteurs de transcription dans toutes les populations cellulaires du 

thymus, ils stimuleraient la sécrétion d’IFN ɑ/β par les pDCs thymiques, et ils contribuent aux 

sélections positive et négative des thymocytes. Nos travaux illustrent la complexité des 

interactions entre les TEs et le système immunitaire adaptatif. Finalement, étant donnée 

l’expression répandue des TEs dans les tissus somatiques, nos travaux soulignent l’importance 

d’établir la tolérance des lymphocytes T à l’égard des TEs pour éviter des réactions auto-immunes. 

Mots-clés: Éléments transposables, peptides associés au CMH-I, thymus, immunologie, 

transcriptomique. 



4 

Summary 

Transposable elements are repetitive sequences representing around 45% of the human and 

murine genomes. It is generally assumed that their expression is repressed in somatic cells to 

preserve genomic integrity, but this epigenetic regulation is frequently lost in cancer cells, leading 

to the aberrant expression of TEs in tumors. As aberrant TE expression is associated with tumor 

infiltration by immune cells, TEs are considered as promising cancer immunotherapy targets. 

However, a better description of TE expression in somatic tissues and in the thymus, the organ 

responsible of T cell self-tolerance induction, is required to evaluate the potential of TEs to induce 

immune responses as well as the tumor specificity of TE expression. Thus, this thesis’ objective is 

to draw an exhaustive profile of TE expression in human somatic tissues and in the thymus. To do 

so, we analyzed transcriptomic and immunopeptidomic data to better understand interactions 

between TEs and T cells at steady state. Our work shows that TE expression is widespread in 

human somatic tissues, even though their expression level varies between tissues and many TEs 

are expressed in a tissue-specific manner. Additionally, TEs are translated and presented by the 

MHC-I on the surface of non-malignant cells. We also determined that TEs have three potential 

functions in the thymus: they could provide transcription factor binding sites in all cell populations 

of the thymus, they might induce the constitutive IFN ɑ/β secretion of thymic pDCs, and they 

contribute to both positive and negative selections of thymocytes. Altogether, our work 

illustrates the complexity of the interactions between TEs and the vertebrate adaptive immune 

system. Given the widespread expression of TEs in somatic tissues, this thesis highlights the 

importance of establishing T cell tolerance towards TE sequences to avoid autoimmune reactions 

in peripheral tissues.  

Keywords: Transposable elements, MHC I-associated peptides, thymus, immunology, 

transcriptomics. 
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Chapitre 1 : Introduction 

1.1 Le thymus et le développement des lymphocytes T 

Le thymus est l’organe lymphoïde primaire responsable de la génération d’un répertoire de 

lymphocytes T fonctionnels et tolérants au soi (1). La fonction du thymus est d’apprendre aux 

lymphocytes T à distinguer le soi immunitaire, c’est-à-dire l’ensemble des antigènes présentés 

par les cellules saines de notre corps, du non-soi (2, 3). Au niveau cellulaire, le thymus contient 

deux populations principales : les cellules hématopoïétiques et les cellules stromales. La lignée 

hématopoïétique comprend majoritairement des lymphocytes T, mais également des 

lymphocytes B, des cellules dendritiques (DC) et des macrophages (4-9). Le compartiment stromal 

contient quant à lui principalement des cellules épithéliales, endothéliales et des fibroblastes (10-

12).  

Le thymus est séparé en deux régions principales : le cortex et la médulla thymiques (13). Au cours 

de leur développement, les thymocytes (lymphocytes T immatures) passent d’abord environ deux 

semaines dans le cortex (14), puis ils migrent vers la médulla (15) pour un séjour d’environ 4-5 

jours (16). (Figure 1.1). Suivant leur entrée dans le thymus, les progéniteurs des thymocytes (ETP) 

qui migrent depuis la moelle osseuse se différencient en thymocytes double négatifs CD4-CD8- 

(DN) (17, 18), stade au cours duquel ils initient l’expression de la chaine β du TCR (T cell receptor) 

(Figure 1.1) (19). Après la sélection β, qui assure que la chaine β du TCR est fonctionnelle, les 

thymocytes DN acquièrent un phénotype double positif CD4+CD8+ (DP) et commencent à 

exprimer la chaine ɑ du TCR, produisant ainsi un récepteur TCRɑβ complet (20). Les thymocytes 

DP subissent alors la sélection positive dans le cortex, qui a pour objectif d’assurer que la 

conformation du TCRɑβ exprimé par le thymocyte est appropriée. Les thymocytes ayant survécu 

à la sélection positive se commettent à un statut simple positif CD4-CD8+ ou CD4+CD8- (SP) et 

migrent vers la médulla thymique, où les thymocytes auto-réactifs sont éliminés lors de la 

sélection négative (Figure 1.1) (21). Plus de 95% des thymocytes seront éliminés par apoptose au 

cours de ces vagues de sélection pour assurer un répertoire de lymphocytes T fonctionnels et 

tolérants du soi (22, 23). Finalement, les thymocytes ayant survécu à la sélection négative peuvent 

compléter leur maturation en lymphocytes T CD4 ou CD8 naïfs qui migrent à l’extérieur du thymus 
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pour accomplir leur fonction de surveillance dans la périphérie (Figure 1.1) (16). Les sections 

suivantes décriront plus en détails les sélections positive et négative des thymocytes.  

 

Figure 1.1 - Étapes de maturation des lymphocytes T dans le thymus. 

Les précurseurs des lymphocytes T (ETP) entrent dans le cortex thymique et se différencient en 

thymocytes doubles négatifs CD4-CD8- (DN). Durant leur séjour dans le cortex, les thymocytes DN 

amorcent l’expression de la chaine β du TCR et subissent la sélection β, réarrangent la chaine ɑ 

du TCR pour exprimer un TCRɑ/β complet, transitent vers le stade double positif CD4+CD8+ (DP) 

et subissent la sélection positive. Les thymocytes DP sélectionnés peuvent alors migrer vers la 

médulla thymique, où ils se différencient en thymocytes simples positifs (SP) CD4+CD8- ou CD4-

CD8+ et les thymocytes auto-réactifs sont éliminés lors de la sélection positive. Les lymphocytes 

T matures fonctionnels et tolérants au soi peuvent émigrer du thymus vers la périphérie pour 

accomplir leur fonction de surveillance. Reproduit avec la permission de Springer Nature : Nature 

Reviews Immunology (Miller JFAP) ©2011 (24). 

1.1.1 Présentation antigénique dans le thymus 

La présentation antigénique par le complexe majeur d’histocompatibilité (CMH) est déterminante 

pour le développement des thymocytes (25). En effet, au cours de leur développement les 

thymocytes interagissent avec une grande diversité d’antigènes du soi présentés par le CMH à la 
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surface de cellules présentatrices d’antigènes (APC) thymiques. Ces interactions avec les APCs 

thymiques permettent de confirmer que le TCR exprimé par un thymocyte est fonctionnel, c’est-

à-dire que sa conformation permet d’interagir avec les complexes CMH-peptides des cellules du 

corps, tout en ayant une faible affinité pour les antigènes du soi. 

1.1.1.1 Voie de présentation classique du CMH 

1.1.1.1.1 Molécules du CMH 

La présentation antigénique se fait par l’entremise de deux catégories de molécules du CMH, qui 

sont des protéines transmembranaires aussi connues sous le nom d’antigènes des leukocytes 

humains (HLA) : les molécules du CMH de classe I (CMH-I), reconnues par les lymphocytes T CD8, 

et celles de classe II (CMH-II) (26) reconnues par les lymphocytes T CD4. Les molécules du CMH 

ont deux caractéristiques essentielles à leur fonction : elles sont polygéniques et hautement 

polymorphiques. En effet, les molécules du CMH-I sont encodées par trois gènes chez l’humain 

(HLA-A, HLA-B et HLA-C) et chez la souris (H2-K, H2-D et H2-L), alors que les molécules du CMH-II 

sont encodées par trois gènes chez l’humain (HLA-DR, HLA-DP et HLA-DQ) et deux gènes chez la 

souris (I-A et I-E) (27-30). Les séquences des molécules du CMH sont aussi hautement variables, 

avec plus de 36 000 allèles annotés chez l’humain (31). Ces variations dans la séquence des 

molécules du CMH permettent de diversifier le répertoire d’antigènes présentés par les cellules 

d’un individu (32-34). Cette grande diversité d’allèles HLA a un avantage évolutif : puisque les 

allèles HLA exprimés par un individu impactent sa propension aux infections par des pathogènes, 

augmenter le nombre total d’allèles HLA exprimés au sein de la population diminue la probabilité 

que la population soit décimée par un nouveau pathogène (35, 36).   

Tel que mentionné plus tôt, il existe des distinctions importantes entre le CMH-I et le CMH-II, tant 

au niveau de leurs propriétés que des antigènes qu’ils présentent. Premièrement, alors que le 

CMH-I est exprimé à la surface de la quasi-totalité des cellules nuclées – bien  que son niveau 

d’expression varie grandement entre types cellulaires (37, 38) – l’expression du CMH-II est 

restreinte aux cellules présentatrices d'antigènes (39). Deuxièmement, des différences 

importantes existent dans la structure des molécules du CMH-I et du CMH-II : le CMH-I est 

composé d’une chaine ɑ ainsi que d’une sous-unité invariante β2-microglobuline (B2M) (40), alors 
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que le CMH-II est un hétérodimère composé des chaines lourdes ɑ et β (41). Ces différences 

structurelles ont un impact sur la nature des peptides qui peuvent être présentés par les 

molécules du CMH-I et du CMH-II. En effet, la région de liaison des peptides du CMH-I étant 

fermée à ses deux extrémités, les peptides pouvant lier le CMH-I ont généralement une longueur 

de 8 à 12 acides aminés (Figure 1.2B,C) (42). La région de liaison des peptides du CMH-II est quant 

à elle ouverte, permettant aux peptides de dépasser aux deux extrémités de la poche de liaison; 

les peptides liant le CMH-II peuvent ainsi atteindre des longueurs de 25 acides aminés (Figure 

1.2E,F) (42). Finalement, une des différences les plus importantes entre les molécules du CMH-I 

et du CMH-II est l’origine des peptides qu’elles présentent : les peptides présentés par le CMH-I 

résultent de la dégradation des protéines endogènes à la cellule (43, 44), alors que les peptides 

présentés par le CMH-II proviennent de protéines exogènes captées par endocytose (Figure 

1.2A,D) (45, 46).  

Cette thèse se concentrera sur la présentation antigénique par le CMH-I pour deux raisons 

principales. Premièrement, le CMH-I est exprimé par presque toutes les cellules nuclées. 

Deuxièmement, les peptides présentés par le CMH-I sont endogènes à la cellule, et fournissent 

donc une représentation de son état interne (47).  
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Figure 1.2 - Présentation antigénique par le CMH-I et le CMH-II 

(A) Les peptides présentés par le CMH-I proviennent de la dégradation des protéines endogènes 

à la cellule par le complexe du protéasome. (B) Schématisation et structure de la poche de liaison 

du peptide au CMH-I. (C) Motifs de la séquence et longueur typique des peptides présentés par 

le CMH-I. (D) Les peptides présentés par le CMH-II proviennent de la capture de protéines 

exogènes par la cellule. (E) Schématisation et structure de la poche de liaison du peptide au CMH-

II. (F) Motifs de la séquence et longueur typique des peptides présentés par le CMH-II. Reproduit 

avec la permission d’Elsevier : Seminars in Immunology (Gfeller D, Liu Y, Racle J) ©2023 (48). 

1.1.1.1.2 Biogenèse des peptides associés au CMH-I 

Les peptides associés au CMH-I (MAP) proviennent de protéines de tous les compartiments 

cellulaires (49-51). Ce ne sont toutefois pas toutes les protéines qui génèrent des MAPs. En effet, 

seul un faible pourcentage du protéome génère des MAPs : l’ensemble des MAPs couvre 
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seulement 10% des séquences protéiques exprimées par une cellule, et ces MAPs proviennent 

d’environ 60% des gènes exprimés par la cellule (52) qui sont enrichis en motifs de régulation par 

les micro ARNs (miRNA) (53). De plus, des études récentes ont montré que 3-10% des MAPs 

proviennent de régions non-codantes du génome comme les longs ARN non-codants (lncRNA), 

les introns, les régions non-traduites (5’UTR et 3’UTR) ou les régions intergéniques (54, 55). 

L’immunopeptidome, c’est-à-dire l’ensemble des MAPs présentés à la surface d’une cellule, est 

donc complexe puisqu’il contient des MAPs générés par une grande diversité de régions 

génomiques. 

Traditionnellement, il a été assumé que la plupart des MAPs proviennent de la dégradation en 

peptides des protéines stables exprimées par la cellule par le complexe du protéasome (Figure 

1.3) (43). Il a toutefois été démontré qu’une proportion importante des MAPs proviennent de 

polypeptides produits lors de la ronde pionnière de traduction (56), qui sert de contrôle de la 

qualité aux ARN messagers, ainsi que par des produits ribosomaux défectueux (DRiPs), c’est-à-

dire des protéines mal traduites, mal repliées ou encore contenant des signaux de terminaison 

prématurés (Figure 1.3) (57, 58). Ceci permet à la cellule de présenter rapidement des MAPs aux 

lymphocytes T CD8 dans le contexte d’infections virales et la mise en place rapide de réponses 

immunitaires (59).  

Les peptides générés par le protéasome sont ensuite acheminés dans le réticulum endoplasmique 

(ER) par les transporteurs associés au traitement des antigènes 1 et 2 (TAP1/2) (60, 61). Une fois 

entrés dans l’ER, l’ajout des peptides au dimère de la chaine ɑ du CMH-I et de la sous-unité B2M 

est facilité par trois chaperonnes : la tapasine, la calréticuline et Erp57 (Figure 1.3) (62-64). Si la 

longueur du peptide ne permet pas sa liaison au CMH-I, sa séquence peut être clivée en N-

terminal par l’aminopeptidase associée au traitement des antigènes dans l’ER (ERAAP) (65). Les 

peptides ne parvenant pas à lier le CMH-I ainsi que les molécules du CMH-I ayant un repliement 

inapproprié sont retournés dans le cytoplasme par le système de dégradation protéique associé 

à l’ER (ERAD) (66, 67). Les complexes CMH-peptides correctement assemblés sont quant à eux 

acheminés à la membrane plasmique pour être présentés aux lymphocytes T CD8 (Figure 1.3).   
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Figure 1.3 - Voie de présentation antigénique par le CMH-I. 

Les protéines exprimées par la cellule ainsi que les produits ribosomaux défectueux (DRiPs) sont 

dégradés en peptides par le complexe du protéasome. Les peptides sont ensuite acheminés dans 

le réticulum endoplasmique (ER) par les transporteurs TAP1/2, et incorporés aux molécules du 

CMH-I stabilisées par les chaperonnes tapasine, ERp57 et calréticuline. Les peptides n’ayant pas 

une longueur appropriée pour lier le CMH-I peuvent être clivés en N-terminal par des 

aminopeptidases dans le cytoplasme ou dans l’ER (ERAAP). Les complexes CMH-peptides sont 

acheminés à la membrane plasmique, alors que les peptides ne parvenant toujours pas à lier le 

CMH-I sont retournés dans le cytoplasme par le système de dégradation protéique ERAD. 
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Reproduit avec la permission de Springer Nature : Nature Reviews Immunology (Neefjes J, 

Jongsma MLM, Paul P & Bakke O) ©2011 (68). 

1.1.2 Vagues de sélection des lymphocytes T 

1.1.2.1 Sélection positive dans le cortex 

Suite à la sélection β, la première vague de sélection que les thymocytes exprimant un TCRɑβ 

complet doivent traverser est la sélection positive, qui a lieu dans le cortex et est médiée par les 

cellules épithéliales thymiques du cortex (cTEC) (Figure 1.4) (69-71). La sélection positive assure 

que les TCRɑβ exprimés par les thymocytes ont une affinité suffisante pour les complexes CMH-

peptides du soi. Les thymocytes ayant un TCRɑβ capable d’interagir avec le CMH-I se différencient 

en thymocytes CD8+ SP, alors que ceux ayant un TCRɑβ restreint au CMH-II deviennent des 

thymocytes CD4+ SP. Les thymocytes dont le TCRɑβ a peu ou pas d’affinité pour les complexes 

CMH-peptides entrent en apoptose, un phénomène nommé mort par négligence (Figure 

1.5) (72).   
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Figure 1.4 - Sélections positive et négative des thymocytes. 

Suite à leur entrée par les vaisseaux sanguins de la jonction cortico-médullaire, les thymocytes 

DP exprimant un TCRɑ/β subissent la sélection positive dans le cortex en formant des interactions 

avec les molécules du CMH exprimées par les cTECs pour valider la fonctionnalité de leur TCR. Les 

thymocytes sélectionnés peuvent ensuite migrer vers la médulla et se différencier en thymocytes 

CD4 SP ou CD8 SP. Dans la médulla, les thymocytes scannent les antigènes du soi présentés par 

les différentes populations d’APCs médullaires (mTECs, DCs, lymphocytes B et fibroblastes), et les 

thymocytes auto-réactifs sont éliminés lors de la sélection négative. Reproduit avec la permission 
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de Springer Nature : Nature Reviews Immunology (Klein L, Kyewski B, Allen PM & Hogquist KA) 

©2014 (21). 

 

Figure 1.5 - Modèle de sélection des thymocytes par affinité du TCR 

Dans ce modèle, le développement des thymocytes est déterminé par l’affinité de leur TCR pour 

les complexes CMH-peptides des APCs thymiques. Les thymocytes dont le TCR a une affinité trop 

faible meurent par négligence, alors que ceux ayant une affinité forte pour le soi sont éliminés 

lors de la sélection négative ou redirigés vers un état de lymphocytes T régulateurs (Tregs). Les 

thymocytes ayant une affinité faible ou intermédiaire pour le soi peuvent quant à eux compléter 

leur maturation en lymphocytes T naïfs. Reproduit avec la permission de Springer Nature : Nature 

Reviews Immunology (Klein L, Kyewski B, Allen PM & Hogquist KA) ©2014 (21). 

 

Une caractéristique unique des cTECs est la présentation d’un répertoire distinct d’antigènes du 

soi par le CMH. Ceci est dû à l’expression de trois protéines impliquées dans la voie de 

présentation antigénique: la sous-unité β5t du thymoprotéasome (CMH-I), la cathepsine L et la 

sérine protéase thymus-spécifique (TSSP) (CMH-II) (73-76). La délétion de ces trois protéines 

entraine des défauts de différenciation en thymocytes SP, démontrant leur implication dans la 

sélection positive des thymocytes (77-79). La fréquence et l'abondance des peptides présentés 

CMH spécifiques aux cTECs, qui sont générés par ces trois protéines, restent cependant obscures. 

En effet, lorsque des peptides présentés par le CMH-II à la surface des cTECs ont été séquencés, 

il a été observé que ces antigènes étaient aussi présentés par des APCs spléniques (80). Il est 

toutefois à noter que seulement 12 antigènes parmi les plus abondants – ces 12 peptides 

occupaient environ 20% de toutes les molécules du CMH-II exprimées à la surface des cTECs – ont 
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été séquencés en raison de limitations techniques; les peptides spécifiques aux cTECs générés par 

le thymoprotéasome, la cathepsine L ou la TSSP pourraient être moins abondants et ne pas avoir 

été séquencés.  

1.1.2.2 Sélection négative dans la médulla 

Les thymocytes migrent ensuite vers la médulla thymique pour y subir la sélection négative, qui 

a pour but d’établir la tolérance au soi des lymphocytes T, ou tolérance centrale (81). Cette étape 

repose sur un mécanisme inverse à la sélection positive : les thymocytes dont le TCRɑ/β a une 

affinité trop grande pour les antigènes du soi sont éliminés par apoptose, alors que ceux ayant 

une affinité faible ou intermédiaire, c’est-à-dire les thymocytes tolérants au soi, survivent et 

peuvent compléter leur maturation (Figure 1.5) (82-85). Il a toutefois été montré que certains 

thymocytes ayant une grande affinité pour le soi peuvent éviter l’apoptose et se différencier en 

lymphocytes T régulateurs (Treg), des cellules ayant une fonction immunosuppressive (Figure 1.5) 

(86-89). L’établissement de la tolérance centrale se ferait donc via deux mécanismes : 

l’élimination par apoptose des thymocytes auto-réactifs et la génération de Tregs.  

Contrairement à la sélection positive, qui est médiée uniquement par les cTECs, plusieurs types 

cellulaires différents sont impliqués dans la sélection négative des thymocytes. Les deux 

principaux types cellulaires dirigeant la sélection négative sont les cellules épithéliales thymiques 

de la médulla (mTEC) ainsi que les cellules dendritiques (DC) (Figure 1.4) (90-93). Deux autres 

populations de cellules, les lymphocytes B et les fibroblastes, ont des rôles plus limités dans la 

sélection négative des thymocytes CD4 SP et CD8 SP, respectivement (94, 95). Néanmoins, leur 

contribution est importante à l’établissement de la tolérance centrale puisque les souris dont la 

présentation antigénique est perturbée dans les populations thymiques de lymphocytes B et de 

fibroblastes développent des maladies auto-immunes.  

Les mTECs sont une population présentant une grande hétérogénéité tant au niveau 

phénotypique que fonctionnel. De fait, il existe plusieurs sous-populations de mTECs ayant des 

fonctions distinctes dans le développement des thymocytes (Figure 1.6). Premièrement, les 

mTECs CMH-IIlo CD80lo CCL21+ (mTEC(I)) sont une sous-population de mTECs immatures qui 

sécrètent la chimiokine CCL21, dont la fonction est de stimuler la migration des thymocytes DP 
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du cortex vers la médulla (96). Les mTEC(I) poursuivent ensuite leur maturation et forment la 

sous-population de mTECs CMH-IIhi CD80hi (mTEC(II)), des mTECs matures qui sont essentiels à 

l’établissement de la tolérance au soi (97). Les mTEC(II) présentent une grande diversité 

d’antigènes du soi grâce à l’expression génique promiscuitaire (PGE), un mécanisme unique de 

régulation génique. Finalement, des études récentes ont montré que différentes populations de 

mTECs mimétiques, c’est-à-dire des mTECs présentant des similarités phénotypiques avec des 

cellules différenciées de la périphérie, peuvent aussi se développer à partir des mTEC(II) (Figure 

1.6): une population principale de mTECs CMH-IIlo CD80lo KRT10+ (mTEC(III)) présentant des 

similitudes avec des cornéocytes (98, 99) ainsi que plusieurs autres populations plus rares (100). 

Ces populations rares de cellules mimétiques comprennent des cellules similaires aux cellules 

basales du poumon, aux cellules tuft intestinales, aux cellules M, aux cellules musculaires, aux 

cellules neuroendocrines, aux cellules ciliées et aux ionocytes (101-103). Ces populations de 

cellules mimétiques permettent la présentation d’antigènes spécifiques à certains types 

cellulaires de la périphérie aux thymocytes.  

 

Figure 1.6 - Hétérogénéité des cellules épithéliales thymiques. 

Les progéniteurs des cellules épithéliales thymiques (TEC) (Transit-amplifying TEC) se 

différencient en cTECs ou en mTECs. La population de mTECs est divisée en plusieurs sous-
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populations : les mTEC(I) CCL21+ et les mTEC(II) (Aire-stage mTEC). Les mTEC(II) peuvent quant à 

elles poursuivre leur maturation en cellules mimétiques présentant des similarités avec des 

cellules différenciées retrouvées dans les tissus périphériques. Reproduit avec la permission de 

Cell Press : Trends in Immunology (Michelson DA, Mathis D) ©2023 (104). 

 

Les cellules dendritiques (DC) sont le deuxième groupe de cellules centrales à l’établissement de 

la tolérance centrale. On retrouve trois sous-populations de DCs thymiques, qui sont localisées 

dans la médulla thymique : les DC conventionnelles de type 1 (cDC1) et de type 2 (cDC2) ainsi que 

les DCs plasmacytoïdes (pDC). Les pDCs et les cDC1 se développent dans le thymus, alors que les 

cDC2 migrent à partir de la périphérie (105-108). Les DCs thymiques peuvent présenter des 

antigènes captés dans les vaisseaux sanguins à la jonction cortico-médullaire du thymus qui ne 

sont pas nécessairement exprimés par les mTECs (109); les DCs thymiques jouent donc un rôle 

essentiel dans l’établissement de la tolérance centrale. Finalement, il a été montré que des 

antigènes exprimés par les mTECs peuvent être transférés aux DCs thymiques par transport 

vésiculaire (110-112). Les pDCs, bien qu’elles contribuent elles aussi à la présentation antigénique 

dans le thymus, sécrètent de l’interféron (IFN) ɑ/β façon constitutive (113). Cette propriété est 

unique aux pDCs thymiques, puisque les pDCs extrathymiques ne sécrètent de l’IFNɑ/β qu’en 

présence de pathogènes. Dans le thymus, il a été démontré que l’IFNɑ/β régule les stades de 

maturation tardive des thymocytes en stimulant la génération de Tregs et de lymphocytes T CD8 

innés (114-118). 

1.1.4 Expression génique promiscuitaire 

1.1.4.1 Expression de gènes tissu-spécifiques et tolérance centrale 

La fonction principale du thymus est d’induire la tolérance des lymphocytes T à l’endroit des 

protéines exprimées par les différents tissus de la périphérie, c’est-à-dire hors du thymus. Pour 

ce faire, les mTECs matures (principalement les mTEC(II), et dans une moindre mesure les mTECs 

mimétiques) expriment une grande diversité de séquences, un phénomène nommé expression 

génique promiscuitaire (PGE) qui est essentiel à l’établissement de la tolérance au soi des 
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lymphocytes T. De fait, les mTECs murines expriment près de 20 000 gènes, ce qui représente 

environ 85% du gènes codant pour des protéines, un nombre bien plus élevé que les 12 000-

14 000 gènes typiquement exprimés dans les tissus périphériques (119-121). De façon 

intéressante, le répertoire des gènes exprimés par les mTECs inclue un grand nombre de gènes 

et d’isoformes tissu-spécifiques (122-125); il est présumé que l’immunopeptidome des mTECs 

récapitule ainsi le répertoire des antigènes du soi que les lymphocytes T rencontreront dans la 

périphérie. Il a toutefois été montré que la PGE ne cible pas les gènes de façon stochastique : les 

gènes spécifiques aux tissus peu ou pas exposés à la surveillance immunitaire comme le cerveau 

ou les testicules sont sous-représentés parmi les gènes exprimés par les mTECs (121), suggérant 

que la tolérance centrale peut être plus permissive envers les antigènes de certains tissus. De 

plus, des mécanismes de tolérance périphérique sont en place pour limiter l’activation des 

lymphocytes T contre des antigènes du soi puisque des lymphocytes T autoréactifs sont présents 

dans le sang d’individus sains sans qu’ils ne développent de maladies auto-immunes (126, 127). 

1.1.4.2 Régulateurs de la PGE 

Trois protéines ont été identifiées comme les principales régulatrices de la PGE : le régulateur 

autoimmun (AIRE), la protéine à doigt de zinc du prosencéphale embryonnaire 2 (FEZF2), et la 

protéine hélicase à ADN à chromodomaine (CHD4). Ces trois protéines ont des rôles non-

redondants dans l’établissement de la tolérance centrale en stimulant l’expression de répertoires 

de gènes majoritairement distincts (128-130). Des données récentes de séquençage à cellule 

unique (scRNA-seq) ont montré que l’expression des gènes tissu-spécifiques par les mTECs est 

fortement associée à l’expression d’AIRE et de FEZF2 (101, 131). Ces trois protéines régulent 

toutefois l’expression génique via des mécanismes distincts (Figure 1.7). De fait, alors que FEZF2 

agit comme un facteur de transcription classique (132), AIRE ne lie pas une séquence d’ADN 

précise, mais plutôt des marques épigénétiques répressives. En effet, les gènes ciblés par AIRE 

sont associés avec des marques de chromatine inactive, telles que la triméthylation de la lysine 

27 de l’histone 3 (H3K27me3), H3K9me3, ou encore la méthylation de l’ADN (133-135) (136). 

Finalement, CHD4 agit en remodelant la chromatine au niveau des promoteurs des gènes cibles 

de FEZF2 et au niveau des super-activateurs (super-enhancers) des cibles d’AIRE, ce qui permet 

l’induction de l’expression des gènes tissus-spécifiques par FEZF2 et AIRE (Figure 1.7) (130). 
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Chacun de ces trois régulateurs est essentiel à l’établissement de la tolérance centrale; la perte 

de la fonction d’une de ces protéines est suffisante pour causer des réactions auto-immunes 

affectant plusieurs organes (128-130). 

 

Figure 1.7 - Induction de l'expression des gènes tissus-spécifiques par AIRE et FEZF2. 

AIRE, FEZF2 et CHD4 stimulent l’expression de gènes tissus-spécifiques dans les mTECs matures 

(mTEC(II)) dans le cadre de l’expression génique promiscuitaire via des mécanismes distincts. 

FEZF2 lie la séquence de son motif de liaison à l’ADN au promoteur de ses gènes cibles en formant 

des interactions avec CHD4, un régulateur épigénétique. AIRE et CHD4 lient tous les deux la 

séquence des super-activateurs (super-enhancers) des gènes cibles d’AIRE sans former 

d’interaction directe. Le remodelage de la chromatine aux régions des super-activateurs permet 

à AIRE d’initier la transcription de ses gènes cibles sans implication de CHD4. Reproduit avec la 

permission de Springer Nature : Inflammation and Regeneration (Benlaribi R, Gou Q & Takaba H) 

©2022 (137). 
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1.1.4.3 Mosaïcisme de la médulla thymique  

L’expression de près de 85% des gènes pose cependant un dilemme pour les mTECs : l’expression 

d’une aussi grande diversité de protéines pourrait induire un stress protéotoxique délétère pour 

les cellules. Il a cependant été montré que l’expression des gènes tissu-spécifiques (TRG), et plus 

spécifiquement des TRGs induits par AIRE, est mosaïque au sein des mTECs, avec seulement 3-5% 

des mTECs exprimant un TRG donné (Figure 1.8) (119, 130). L’expression des TRGs ne semble 

toutefois pas être stochastique, puisque des sous-groupes de gènes colocalisés dans des régions 

chromosomiques précises sont coexprimés par les mTECs (138, 139). De plus, le complexe du 

protéasome semble jouer un rôle central dans la prévention du stress protéotoxique en 

dégradant les protéines exprimées par les mTECs : l’inhibition de son activité cause une 

diminution du nombre de progéniteurs mTECs, une atrophie thymique ainsi que de l’auto-

immunité (140).  

 

Figure 1.8 - Mosaïcité de la médulla thymique. 

En tant que population, les mTEC(II) expriment environ 85% 

des gènes du génome humain, ce qui permet de présenter aux 

thymocytes un répertoire d’antigènes représentatif des 

différents organes périphériques (représentés par les 

différentes couleurs). Les gènes tissus-spécifiques ne sont 

toutefois exprimés que par 3-5% des mTECs, créant une 

grande hétérogénéité au niveau de l’expression génique au 

sein de la médulla thymique. Reproduit avec la permission de 

Springer Nature : Nature Reviews Immunology (Kadouri N, 

Nevo S, Goldfarb Y & Abramsom J) ©2020 (141). 

 

La dégradation protéique par le protéasome ne semble toutefois pas affecter toutes les protéines 

exprimées dans le cadre de la PGE. En effet, il a été montré que l’expression de certains facteurs 

de transcription importants pour la différenciation cellulaire mène à la formation des populations 
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rares de mTECs mimétiques (100). Bien que des expériences de lignage cellulaire aient montré 

que les mTECs mimétiques émergent des mTECs exprimant AIRE, l’expression de AIRE ne semble 

pas essentielle au développement des mTECs mimétiques puisque ces populations sont 

présentes, bien qu’en nombre restreint, lorsqu’AIRE est déplété (100). Ces mTECs mimétiques 

possèdent des caractéristiques phénotypiques de cellules périphériques différenciées (par 

exemple, de kératinocytes, de cellules musculaires, ou de cellules ciliées) (103, 142-144). Ces 

cellules conservent tout de même une signature génique propre aux mTECs, révélant que leur 

différenciation en cellules périphériques est seulement partielle (100). Les mTECs mimétiques 

semblent néanmoins importantes pour l’établissement de la tolérance centrale, puisqu’induire 

l’expression d’antigènes dans ces cellules est suffisant pour causer la délétion des lymphocytes T 

spécifiques à ces antigènes (100).  

1.2 Les éléments transposables 

Les éléments transposables (TE) sont des séquences répétitives ayant la capacité de dupliquer 

leur séquence dans l’ADN qui représentent entre le tiers et la moitié des génomes des 

mammifères (145, 146). Bien qu’ils soient considérés comme des séquences non-codantes de 

l’ADN, les TEs contiennent fréquemment des séquences codant pour des protéines (147). 

L’intégration de ces séquences dans le génome pose un dilemme cornélien pour les cellules hôtes. 

En effet, l’insertion de TEs dans le génome représente une opportunité évolutive exceptionnelle 

pour l’hôte, mais menace par le fait même l’intégrité du génome. L’organisme hôte doit donc 

maintenir un fragile équilibre entre la répression de leur expression et l’exaptation des fonctions 

des TE procurant un avantage évolutif.  

1.2.1 Classification et caractéristiques 

Les TEs représentent une grande diversité de séquences classées en fonction de leurs structures 

et de leurs mécanismes de transposition (Figure 1.9) (148). Les TEs sont généralement séparés en 

2 catégories principales : les éléments de classe 1, aussi connus sous le nom de rétroéléments 

endogènes (ERE), et les éléments de classe 2, ou transposons à ADN. Les EREs sont eux-mêmes 

subdivisés en trois classes : les rétrovirus endogènes (ERV), qui possèdent de longues séquences 

terminales répétées (LTR), ainsi que les éléments nucléaires dispersés longs et courts (LINE et 
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SINE, respectivement) qui ne possèdent pas de LTRs (148). Les TEs sont finalement regroupés 

selon leur homologie en sous-familles ayant de quelques dizaines à des centaines de milliers de 

copies de leurs séquences dans le génome (Figure 1.9) (149). En parallèle, les TEs peuvent être 

qualifiés d’autonomes s’ils encodent toute la machinerie nécessaire à leur transposition, ou de 

non-autonomes s’ils doivent emprunter la machinerie de TEs autonomes pour se mobiliser (148).  

 

Figure 1.9 – Classification  des TEs. 

À gauche: classification des TEs en types, sous-types, classes et sous-familles. Le pourcentage du 

génome occupé par chaque classe de TEs est indiqué. À droite: Structure typique et longueur de 

chaque classe de TEs. Le type d’ARN polymérase responsable de la transcription de chaque type 

de TE et la présence d’un signal de polyadénylation sont indiqués. Reproduit avec permission 

d’Elsevier : Trends in Cancer (Ishak CA, Classon M & De Carvalho DD) ©2018 (150). 

 

1.2.1.1 Transposons à ADN 

Les transposons à ADN sont des séquences autonomes représentant 3% du génome humain qui 

mobilisent leurs séquences sans passer par un intermédiaire à ARN (151). Des analyses 

phylogénétiques ont montré que les séquences de plusieurs transposons à ADN sont associées à 

celles de bactéries (152-155). Deux mécanismes distincts peuvent être utilisés par les transposons 

à ADN pour mobiliser leur séquence (Figure 1.10): i) en excisant la séquence du transposon via 

des cassures double-brin au site donneur (156), ou ii) en clivant uniquement le brin sens du 

transposon, puis en synthétisant le brin antisens pour générer un intermédiaire double-brin qui 
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sera inséré au site receveur (157, 158). Les transposons à ADN sont donc des séquences d’une 

longueur de 1 000 à 3 000 nucléotides contenant la séquence d’une seule protéine, typiquement 

une transposase ou une hélicase essentielle à leur transposition, flanqués de séquences 

terminales répétées inversées (TIR)  et dont l’expression est initiée par l’ARN polymérase II (Figure 

1.9) (150, 154).  

1.2.1.2 Éléments à LTRs 

Les éléments à LTRs sont des rétrotransposons autonomes représentant 8-9% du génome humain 

(151). Les éléments à LTRs proviennent de rétrovirus ayant infecté la lignée germinale, 

permettant leur transmission verticale aux générations subséquentes (159, 160). Comme leur 

nom le suggère, les éléments à LTRs utilisent un mécanisme de transposition basé sur la 

rétrotranscription (161). Lors de leur réplication, l’expression des éléments à LTRs mène à la 

formation de capsules pseudo-virales dans lesquelles survient la rétrotranscription de l’élément 

à LTRs (162). L’ADN complémentaire ainsi formé peut ensuite être inséré dans le génome de la 

cellule hôte par le biais d’une intégrase (Figure 1.10) (163). La séquence des éléments à LTRs, 

typiquement d’une longueur de 6 000 à 11 000 nucléotides, contient trois gènes (gag, pol et env) 

transcrits par l’ARN polymérase II et flanqués de deux séquences LTRs (Figure 1.9) (164). Les gènes 

gag et pol codent pour des polyprotéines clivées de façon post-traductionnelle par une protéase 

encodée par pol. Le gène gag contient toute l’information nécessaire à la formation de la capsule 

pseudo-virale, alors que le gène pol encode une protéase, une transcriptase inverse, la 

ribonucléase H, et une intégrase (165, 166). Le gène env code quant à lui pour les protéines 

permettant la fusion de la capsule pseudo-virale avec la membrane plasmique, permettant la 

transmission horizontale à d’autres cellules (167, 168). La majorité des éléments à LTRs ont 

toutefois perdu leur gène env en raison de troncations et de mutations dans sa séquence, et ne 

peuvent donc se dupliquer dans le génome que de façon intracellulaire (169). Dans les génomes 

humain et murin, les éléments à LTRs sont enrichis dans les régions de la chromatine riches en AT 

et associées à des marques d’histones répressives (170).   
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1.2.1.3 LINE 

Les LINEs sont des rétrotransposons autonomes représentant 21% du génome humain (151). Le 

mécanisme de transposition des LINEs s’appelle la rétrotranscription médiée par la cible : une 

endonucluéase encodée par le LINE cause un bris d’ADN simple-brin à sa séquence cible, puis le 

fragment d’ADN simple-brin ainsi formé est utilisé comme amorce pour la rétrotranscription 

(Figure 1.10) (171, 172). La séquence LINE, d’une longueur d’environ 6 000 nucléotides, contient 

typiquement deux gènes (ORF1 et ORF2) transcrits par l’ARN polymérase II (Figure 1.9) (173). La 

protéine générée par ORF1 est une chaperonne liant et stabilisant les transcrits dérivés du LINE 

(174), alors que la protéine codée par ORF2 possède les activités endonucléase et transcriptase 

inverse (175, 176). En raison de la séquence cible reconnue par la protéine ORF2 (5’-TT/AAAA-3’), 

les LINE sont enrichis dans les régions génomiques riches en AT (177). Chez l’humain, les éléments 

de la sous-famille L1 sont les seuls LINEs à avoir conservé la capacité de transposer de façon 

autonome, bien que seule une infime fraction de ces séquences soient actives (environ 100 des 

500 000 séquences L1 dans le génome humain) (178, 179).  

1.2.1.4 SINE 

Les SINEs sont des rétrotransposons non-autonomes représentant environ 15% du génome 

humain (151). Ils empruntent donc la machinerie de transposition des LINEs pour se dupliquer. 

Bien qu’ils utilisent la même machinerie de réplication, les séquences des SINEs ne sont pas 

enrichies dans les mêmes régions du génome que les LINEs et sont plutôt retrouvées dans des 

régions riches en GC (180). Les SINEs étant des séquences dérivées des ARN de transfert ou 

ribosomaux, leurs séquences sont courtes (environ 600 nucléotides) et hétérogènes, et leur 

transcription est initiée par l’ARN polymérase III (181-183). Une seule sous-famille SINE, la sous-

famille Alu, est toujours active dans le génome humain en détournant la machinerie des éléments 

L1 (184).  
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Figure 1.10 - Mécanismes de transposition des TEs. 

Résumé schématisé des mécanismes de transposition des éléments transposables de classe I (à 

gauche) ou de classe II (à droite). Les éléments à LTRs produisent une capsule pseudo-virale, dans 

laquelle survient la rétrotranscription de leurs ARN messagers (ARNm). Les éléments sans LTR 

(LINEs et SINEs) utilisent plutôt un mécanisme de rétrotranscription médiée par la cible. Les 

éléments de classe II, ou transposons à ADN, peuvent utiliser plusieurs mécanismes de 

transposition. Les deux principaux sont i) via des cassures double-brin (Tyrosine recombinases et 

DD(E/D)-transposases) ou ii) en générant une cassure simple-brin et en synthétisant le brin 

complémentaire pour produire un intermédiaire d’ADN double-brin (Rolling circle). Reproduit 

avec permission d’Annual Reviews : Annual Review of Genetics (Wells JN & Feschotte C) ©2020 

(148). 
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1.2.2 Impact des éléments transposables sur l’évolution du génome 

L’intégration de TEs dans le génome représente à la fois une source de séquences régulatrices et 

de protéines ayant des fonctions variées pour la cellule hôte, et une menace pour la stabilité 

chromosomique (185, 186). En effet, les éléments transposables s’insèrent dans le génome sans 

considération pour les impacts qu’ils ont sur la cellule hôte et peuvent ainsi perturber la séquence 

de gènes (187-189). Les éléments transposables sont ainsi un couteau à double tranchant pour 

leurs cellules hôtes, et sont donc sujets à une pression évolutive forte pour les fixer lorsqu’ils sont 

bénéfiques ou les éliminer lorsqu’ils sont délétères pour l’hôte.  

1.2.2.1 Transposition des TEs dans le génome 

Après leur intégration dans le génome, les TEs entrent typiquement dans une phase 

d’amplification, durant laquelle le nombre de copies de leurs séquences augmente rapidement 

(190-192). Ces insertions dans le génome peuvent toutefois causer des évènements de délétion, 

d’amplification et de réorganisation chromosomique associés au cancer et à l’infertilité (185, 193, 

194). Ainsi, la transposition des TEs dans le génome est soumise à une forte pression de 

purification pour éliminer les évènements d’insertion ayant des impacts négatifs sur l’hôte (195-

197). Cette sélection de purification couplée à la dérive génétique entraine donc la 

dégénérescence progressive de la majorité des TEs (198-200). Bien que la quasi-totalité des TEs 

ait perdu la capacité de transposer leurs séquences, certains TEs ou certaines régions de leurs 

séquences peuvent être préservés et fixés dans la population s’ils procurent un avantage évolutif 

à leur hôte (201, 202). Des études phylogénétiques ont montré que les TEs fixés sont peu 

conservés entre espèces, suggérant que la fixation des TEs répond à des besoins précis de l’hôte, 

notamment l’adaptation des espèces à leur environnement (203-206). Ce phénomène, nommé 

exaptation ou domestication, permet à l’organisme hôte de détourner une propriété ou une 

fonction d’un TE à son avantage. 

1.2.2.2 Exaptation des TEs 

L’exaptation des TEs est une source importante de séquences régulatrices, d’exons, de gènes et 

d’ARN non-codants pour l’organisme hôte (Figure 1.11) (207). Ces fonctions domestiquées des 

TEs peuvent ainsi avoir de nombreux impacts sur le développement et le fonctionnement de 
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l’organisme hôte. Par soucis de clarté, les fonctions exaptées des TEs dans le développement et 

la fonction du système immunitaire seront abordés dans la section 1.3, « Interactions entre les 

TEs et le système immunitaire ». 

 

Figure 1.11 - Processus cellulaires obtenus grâce à l'exaptation des TEs par leurs cellules hôtes. 
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(A) L’insertion d’un TE, ou d’une partie d’un TE, dans la séquence d’un gène peut mener à la 

formation d’un nouvel exon. (B) L’insertion de la séquence d’un TE, ou d’une partie du TE, peut 

mener à la formation d’un nouveau gène dont l’expression est régulée par une séquence 

régulatrice de l’hôte ou du TE lui-même. (C) L’insertion d’un TE peut mener à la formation d’un 

nouveau lncRNA, ou de nouveaux domaines de lncRNA préexistants. (D, E) L’insertion de TEs en 

amont de la séquence d’un gène ou d’un lncRNA peut mener à la formation de nouveaux 

promoteurs (D) ou activateurs (E). (F) L’insertion de TEs dans le génome peut modifier la structure 

de la chromatine en fournissant des sites de liaison à la protéine CTCF, et ainsi permettre 

l’expression des gènes en relâchant la chromatine. Reproduit avec la permission de Springer 

Nature : Mobile DNA (Etchegaray E, Naville M, Volff JN & Haftek-Terreau Z) ©2021 (207). 

Il a été montré que les séquences des TEs fournissent des sites de liaisons à l’ADN à de 

nombreuses protéines (Figure 1.11D,E). De fait, des analyses de données d’immunoprécipitation 

de la chromatine de 7 facteurs de transcription (ESR1, TP53, MYC, RELA, POU5F1, SOX2, CTCF) 

ont montré que 5 d’entre eux (ESR1, TP53, POU5F1, SOX2, CTCF) ont la capacité de lier les 

séquences des TEs et que les séquences de leurs motifs de liaison situés dans des TEs ont été 

conservés au cours de l’évolution (208). Des études subséquentes ont confirmé ces résultats, 

démontrant que les TEs contribuent à 12-18% des boucles d’ADN en fournissant des sites de 

liaison à CTCF, et que la délétion des TEs contenant ces sites de liaisons de CTCF avait un impact 

majeur sur la structure tridimensionnelle de la chromatine (Figure 1.11F) (209, 210). De plus, les 

TEs peuvent agir comme promoteurs ou activateurs (enhancers) pour une grande diversité de 

facteurs de transcription de façon tissu-spécifique, tant chez l’humain que chez la souris (211-

218). De façon intéressante, il a été montré que la contribution des TEs aux promoteurs pouvait 

fournir des sites d’initiation de la transcription (TSS) de façon tissu-spécifique (219), incluant des 

cadres de lecture ouverts en amont (uORF, de l’anglais upstream open reading frame) qui sont 

des régulateurs connus de la traduction des ARNm (220). Ainsi, l’insertion de TEs dans les 

génomes des mammifères a favorisé l’évolution de réseaux de régulation géniques en fournissant 

des sites de liaisons à des facteurs de transcription ainsi qu’à des régulateurs de la structure de la 

chromatine. Finalement, bien que les évènements de transposition des TEs soient généralement 

associés à l’instabilité génomique, il a été montré que la transposition d’éléments L1 dans les 
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neurones contribue à la plasticité synaptique, une caractéristique importante pour le 

fonctionnement du cerveau (221, 222).  

Les TEs ont aussi des fonctions diverses au niveau des ARN. Premièrement, il a été montré que 

l’insertion de TEs dans la séquence de gènes pouvait modifier l’épissage des ARNm. Par exemple, 

l’insertion d’un Alu dans un intron du gène TBXT cause l’exclusion de l’exon 6 du gène en 

favorisant la formation de boucle avec un autre TE, ce qui aurait causé la perte de la queue chez 

les hominoïdes (223). De plus, les ARNm encodés par les TEs peuvent former des complexes 

ribonucléoprotéiques (224), comme les ARNm dérivés d’éléments L1 interagissant avec la 

nucléoline pour stimuler le renouvellement des cellules souches embryonnaires et leur synthèse 

d’ARN ribosomaux (225). Un autre exemple est l’interaction de la protéine Spen avec les ARNm 

d’éléments à LTRs menant à l’inactivation du chromosome X par le long ARN non-codant (lncRNA) 

Xist (226). Il a aussi été démontré que les TEs contribuent de façon importante aux séquences des 

lncRNAs (Figure 1.11C) et peuvent modifier leur localisation intracellulaire et leur fonction (227-

230). Finalement, il a été observé que les ARN interagissant avec Piwi (piRNA) ainsi que près de 

20% des micro ARN (miRNA) peuvent être dérivés des séquences des TEs (231-239).  

 

Enfin, il existe plusieurs exemples de gènes encodés par des TEs ayant été domestiqués par leurs 

cellules hôtes, soit en générant de nouveaux gènes ou sous-forme d’exons s’insérant dans la 

séquence de gènes préexistants (Figure 1.11A,B). Un exemple frappant est que plusieurs gènes 

dérivés de TEs sont essentiels à la formation du placenta : les gènes peg10/11 dérivés de gènes 

gag (240, 241), ou encore les syncytines 1/2, dérivées de gènes env d’éléments à LTRs qui médient 

les fusions de membranes (167, 242). Un autre exemple est CENP-B, une protéine dérivée d’un 

transposon à ADN impliquée dans la progression de la fourche de réplication de l’ADN (243, 244). 

Les TEs peuvent aussi générer de nouveaux exons et modifier la fonction de gènes préexistants. 

Une étude récente a montré que l’incorporation de transposases encodées par des TEs dans la 

séquence de facteurs de transcription est un phénomène fréquent chez les vertébrés ayant 

impacté l’évolution de nombreux facteurs de transcription (245). Un autre exemple est TMPO, 

dont l’épissage alternatif génère un isoforme contenant un domaine dérivé d’un rétrotransposon 
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et interagissant avec la lamina nucléaire (246). En somme, la littérature regorge d’exemples de 

fonctions exaptées des TEs ayant impactées le développement et l’homéostasie des cellules des 

vertébrés, et ce même s’ils ont perdu leur capacité à produire des protéines.   

1.2.3 Régulation de l’expression 

Puisque la transposition des TEs peut être délétère au fonctionnement de la cellule hôte, plusieurs 

mécanismes de régulation transcriptionnelle et post-transcriptionnelle ont été développés pour 

réprimer leur expression et leur activité. Comme plusieurs TEs partagent des similarités avec des 

pathogènes, plusieurs mécanismes de défense immunitaire peuvent aussi reconnaitre les ARN et 

protéines des TEs pour les dégrader et bloquer leur réplication. S’en suit donc une course à 

l’armement entre les TEs et leurs cellules hôtes, où les cellules hôtes tentent de réprimer 

l’expression des TEs, et les TEs essaient d’échapper à cette régulation. Les sections subséquentes 

aborderont plus en détails les différents mécanismes régulant l’expression des TEs dans les 

cellules des mammifères.  

1.2.3.1 Régulation épigénétique 

La régulation épigénétique est un mécanisme central à la répression de l’expression des TEs. Cette 

régulation s’exerce autant au niveau de la méthylation de l’ADN que des modifications des 

histones. Ces mécanismes agissent de façon non-redondante en ciblant des répertoires distincts 

de TEs. En effet, la méthylation de l’ADN régule l’expression de TEs plus jeunes, alors que 

modifications des histones répriment l’expression des TEs plus anciens (247). Il a été montré que 

la méthylation des cytosines des dinucléotides CpG par les ADN méthyltransférases (DNMT) est 

essentielle au développement (Figure 1.12), puisque chez la souris la perte d’activité de DNMT1 

cause une expression aberrante des TEs létale lors du développement embryonnaire (248). De 

façon similaire, l’inhibition de l’activité des DNMT par la 5-azadeoxycytidine dans des fibroblastes 

embryonnaires humains entraine une surexpression d’éléments L1 (249). Toujours chez l’humain, 

la délétion de DNMT3L mène à une expression anormale d’éléments à LTRs qui cause un arrêt de 

la méiose chez les spermatocytes (250). Finalement, il a été montré que la méthylation m6A des 

ARN par les protéines méthyltransférases METTL3-METTL4 diminue le temps de demi-vie des ARN 

générés par les TEs dans les cellules souches embryonnaires (251).  
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Figure 1.12 – Régulation épigénétique des TEs par les protéines KZFPs.  

Les protéines KZFPs interagissent avec les séquences des TEs via leur domaine en doigt de zinc 

(ZF) et recrutent le corépresseur KAP1. KAP1 permet ensuite l’interaction avec les DNMTs, HP1, 

la méthyltransférase de l’histone H3K9 SETDB1, le complexe de remodelage de la chromatine et 

de désacétylation des histones NuRD. Reproduit avec la permission de Annual Reviews : Annual 

Reviews of Genetics (Bruno M, Mahgoub M & Macfarlan TS) ©2019 (252). 

Les TEs subissent aussi une régulation épigénétique au niveau des histones. La marque d’histone 

la plus fréquemment retrouvés aux séquences des TEs est H3K9me3, qui peut être déposée par 

l’histone méthyltransférase SETDB1 ou encore la protéine d’hétérochromatine HP1 (Figure 1.12) 

(253-257). L’expression des TEs peut aussi être réprimée par le retrait de marques d’histones 

associées à la chromatine active; LSD1 et le complexe NuRD retirent respectivement les marques 

H3K4me2 et H3K9ac de la séquence des TEs pour réprimer leur expression (Figure 1.12) (258, 

259). Étant donné la grande diversité de TEs présents dans les génomes eucaryotes, les 

mécanismes épigénétiques régulant leur expression peuvent différer d’un TE à l’autre (260, 261) 
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et d’autres marques d’histone ont été associées avec la répression des TEs : H4K20me3, 

H3K27me3, H4R3me2, ainsi que la biotinylation et la sumoylation des histones H2A, H3 et H4 

(262-266). 

Au centre de la régulation épigénétique des TEs se trouve une famille d’environ 400 facteurs de 

transcription : les protéines en doigt de zinc de la boîte associée Krüppel (KZFP). Les KZFPs lient la 

séquence des TEs grâce à leur domaine à doigt de zinc (267), et permettent le recrutement des 

DNMT, HP1, SETDB1 et du complexe NuRD pour médier la régulation épigénétique des TEs (Figure 

1.12) (252). De nombreuses évidences suggèrent que les KZFPs évoluent en réponse aux nouvelles 

insertions de TEs dans le génome. Premièrement, il existe une forte corrélation entre le nombre 

de KZFPs et le nombre de TEs présents dans le génome des mammifères (268). De plus, il a été 

montré que des mutations dans le domaine de liaison à l’ADN des KZFPs sont soumises à la 

sélection naturelle positive, suggérant que l’émergence de KZFPs ayant des spécificités diverses 

a été importante pour l’évolution des primates (269). Ainsi, il existe de grandes divergences entre 

les KZFPs présentes dans les génomes des mammifères, et seulement ~20% des KZFPs sont 

conservées entre l’humain et la souris (270). Des analyses phylogénétiques plus poussées ont 

montré que l’insertion de nouveaux TEs dans les génomes eucaryotes menait à l’évolution de 

nouvelles KZFPs permettant leur répression (271). Finalement, il a été observé que l’extrémité 5’ 

des éléments L1 récents évoluait pour perdre les sites de liaison des KZFPs régulant leur 

expression et échapper à leur régulation épigénétique (271). Ces évidences montrent que la 

régulation épigénétique des TEs est dynamique et que les cellules hôtes doivent constamment 

s’adapter aux nouvelles insertions et à l’évolution de TEs dans leur génome.  

1.2.3.2 Mécanismes post-transcriptionnels 

Plusieurs mécanismes post-transcriptionnels répriment aussi l’activité de TEs ayant échappé à la 

régulation épigénétique ou des nouvelles insertions de TEs n’étant pas encore régulées au niveau 

épigénétique. Plusieurs de ces mécanismes post-transcriptionnels font partie de la défense 

cellulaire antivirale et ciblent différentes étapes du processus de réplication des TEs.  
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Figure 1.13 – Facteurs de restriction agissant aux différents stades de replication des TEs. 

Schématisation du processus de réplication des éléments à LTR. L’action des différents facteurs 

de restriction pour bloquer la réplication des TEs est indiquée en rouge. Reproduit avec la 

permission d’Elsevier : Current Opinion in Virology (Dewannieux M & Heidmann T) ©2013 (272). 

 

Les ARNm encodés par les TEs peuvent être ciblés par l’interférence à ARN (Figure 1.13), qui induit 

la méthylation de l’ADN et l’incorporation de marques d’histones répressives à la séquence des 

TEs ou encore stimule la dégradation des ARNm encodés par les TEs (273). Dans les cellules de 

mammifères, les piRNAs et les miRNAs semblent être les principaux mécanismes d’interférence 

à ARN ciblant les TEs, bien qu’il ait été montré que les courts ARN interférents (siRNA) régulent 

l’expression des TEs dans les ovocytes chez la souris (274, 275) et chez l’humain (276). Les piRNAs 

régulent l’expression des TEs dans la lignée germinale (277-280), alors que les miRNAs répriment 

quant à eux l’expression des TEs dans les cellules somatiques (281-283).  
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De nombreux mécanismes de défense antivirale contribuent aussi à l’inhibition de la réplication 

des TEs. De fait, plusieurs études ont montré que divers facteurs de restriction bloquant les 

différents stades de la réplication des rétrovirus (Figure 1.13), tels TRIM5ɑ, SAMHD1, l’hélicase à 

ARN MOV10 et la protéine en doigt de zinc ZAP contribuent aussi à la répression de la réplication 

des TEs (284-288). Finalement, les protéines de la famille APOBEC, qui stimulent la désamination 

des cytosines en uraciles, modifient les séquences des protéines encodées par les TEs, ce qui 

empêche leurs réplications subséquentes (Figure 1.13) (289-292).  

1.2.3.3 Expression au cours du développement 

L’expression des TEs est typiquement réprimée de façon épigénétique pour prévenir des 

évènements de réplication qui menaceraient l’intégrité génomique. Cette régulation 

épigénétique est toutefois perturbée durant le développement par d’importantes vagues de 

réorganisation de la chromatine (293). La chromatine est relâchée lors de ces phases de 

réorganisation, permettant l’expression des TEs. Deux types cellulaires sont particulièrement 

affectés par ce phénomène : les cellules souches embryonnaires (ESC) et les cellules de la lignée 

germinale (294, 295). L’expression des TEs varie en effet rapidement lors des premiers stades de 

développement embryonnaire (Figure 1.14) (296). L’expression des TEs par les ESCs est 

essentielle au maintien de la pluripotence en fournissant des sites de liaison à divers facteurs de 

transcription (297, 298). De plus, environ 40% des lncRNA exprimés par les ESCs sont dérivés de 

TEs (299), dont plusieurs sont essentiels au développement. Par exemple, linc-RoR est un lncRNA 

presque entièrement composé de TEs de 7 sous-familles différentes qui maintient la pluripotence 

des ESCs en agissant comme une éponge à miRNA et en empêchant leur liaison à leurs gènes 

cibles (300, 301). L’activité des TEs dans la lignée germinale représente quant à elle une 

importante source de variation génétique. De fait, l’activité des TEs cause de 12-15% des 

mutations spontanées de la lignée germinale de la souris (302). Bien que la transposition des TEs 

soit plus rare dans la lignée germinale humaine (302), ces données montrent que les TEs 

contribuent à l’évolution des génomes de leurs organismes hôtes et peuvent causer des maladies 

génétiques lorsqu’ils perturbent la séquence ou l’expression de gènes (303).  
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Figure 1.14 – Expression dynamique des TEs durant l’embryogenèse.  

Niveaux de méthylation de l’ADN et de H3K9me3 ainsi que d’expression de différents TEs lors du 

développement embryonnaire et de la différenciation en cellules somatiques. Reproduit avec la 

permission de Springer Nature : Cell Regeneration (Wang J, Huang J & Shi G) ©2020 (304). 

 

En dehors des ESCs, il est généralement considéré que l’expression des TEs est réprimée dans les 

cellules somatiques (Figure 1.14) (305). Une exception potentielle à ce modèle est le cerveau où 

l’expression et la transposition d’éléments L1 ont été observées (222, 306-310), bien que la 

fréquence de ces événements de transposition soit débattue (221, 311, 312). Certaines évidences 

suggèrent toutefois que certains TEs pourraient échapper à la répression exercée par leur hôte et 

être exprimés dans les cellules somatiques. En effet, il a été montré que différentes sous-familles 

de TEs sont enrichies aux TSS de façon tissu-spécifique (219). Il a aussi été observé que certains 

TEs sont enrichis dans des régions de chromatine active de façon tissu-spécifique, suggérant que 

leur expression est associée à des fonctions biologiques précises (214). Puisqu’un portrait global 

de l’expression des TEs dans l’ensemble des tissus humains n’a jamais été brossé, il est toutefois 

difficile d’évaluer l’expression et la fonction des TEs dans les cellules somatiques humaines.  
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1.2.3.4 Dérégulation de l’expression des TEs dans les cancers 

Les modifications épigénétiques survenant lors de la tumorigenèse perturbent elles aussi la 

répression des TEs, menant à leur surexpression dans les cellules cancéreuses (313). De fait, 

l’expression aberrante des TEs a été observée dans plusieurs types de tumeurs (314-322) et est 

corrélée négativement avec le niveau de méthylation de l’ADN (323). L’expression aberrante des 

TEs peut aussi contribuer à la tumorigenèse i) en créant des réorganisations chromosomiques lors 

d’évènements de rétrotransposition (324-327), ou ii) en stimulant l’expression d’oncogènes via la 

formation de transcrits chimériques (328, 329). L’expression de protéines membranaires 

encodées par les gènes env des éléments à LTRs a aussi été associée à une plus grande 

prolifération des cellules cancéreuses et à la croissance de la tumeur (330), alors que la protéine 

Np9 encodée par les éléments HERV-K contrôle la migration des cellules cancéreuses (331).  

De façon intéressante, l’expression aberrante des TEs dans les cellules cancéreuses n’est pas 

uniquement avantageuse pour la tumeur, puisqu’elle peut aussi induire des réponses 

immunitaires antitumorales. En effet, la nature hautement répétitive des TEs peut mener à la 

formation d’ARN double-brins (dsRNA) (332-334). Ces dsRNAs sont ensuite reconnus par des 

récepteurs de l’immunité innée comme RIG-I et MDA5, un état nommé « mimétisme viral » (viral 

mimicry) associé à l’activation de l’immunité innée et à la sécrétion d’IFN (335, 336). L’expression 

aberrante des TEs dans les cellules cancéreuses est aussi associée à une plus grande infiltration 

de la tumeur par les lymphocytes T CD8, une meilleure survie des patients et une meilleure 

réponse des patients aux immunothérapies par inhibiteur de points de contrôle (immune 

checkpoint inhibitors) (314, 319, 323, 337). Ces résultats suggèrent que les TEs surexprimés par 

les cellules cancéreuses génèrent des antigènes présentés par le CMH-I qui sont reconnus comme 

du non-soi par les lymphocytes T CD8. 

1.3 Interactions entre les TEs et le système immunitaire 

Tel que mentionné précédemment, les TEs ont un impact important sur l’évolution du génome 

de leur hôte. Les interactions complexes que forment les TEs avec le système immunitaire de leur 

hôte en sont un exemple flagrant. En effet, les TEs ont plusieurs contributions essentielles au 

développement et à la fonction du système immunitaire des gnathostomes. De par leur nature, 
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l’expression des TEs peut toutefois mener à des conflits avec le système immunitaire. En effet, 

puisque plusieurs TEs tirent leur origine de pathogènes, leur expression peut induire des réponses 

immunitaires. Ces conflits entre les TEs et le système immunitaire peuvent être lourds de 

conséquences pour leur hôte, mais peuvent aussi être exploités à des fins thérapeutiques. 

1.3.1 Contribution des TEs au développement et à la fonction immunitaires  

Plusieurs des fonctions exaptées des TEs décrites précédemment ont aussi un impact sur le 

développement et la fonction des cellules immunitaires. Premièrement, les TEs régulent 

l’expression de gènes impliqués dans la différenciation et l’activation des cellules immunitaires 

en fournissant des sites de liaison à divers facteurs de transcription. En effet, il a été montré que 

les TEs fournissent des sites de liaison à STAT1 et à IRF1 lors de la réponse aux interférons (338), 

lors de l’activation des lymphocytes T (218, 339), ou encore à NF-κB et AP-1 lors de l’activation 

des macrophages (340). Des données transcriptomiques montrent aussi que l’expression des TEs 

change drastiquement lors de l’activation des lymphocytes B (320), mais des analyses plus 

poussées seraient nécessaires pour déterminer si ces changements d’expression des TEs causent 

l’activation des lymphocytes B ou en résultent. Finalement, il a été observé que les TEs peuvent 

agir comme séquences cis-régulatrices lors de la différenciation des lymphocytes T Th2 : l’ajout 

de marques d’histones répressives à la séquence de TEs réprime l’expression de gènes en aval et 

permet la différenciation de lymphocytes T CD4 naïfs en lymphocytes T Th2 (341). Ainsi, les TEs 

impactent le développement et l’activation de plusieurs populations de cellules immunitaires en 

régulant l’expression de gènes.  

Une des particularités des vertébrés est le développement du système immunitaire adaptatif, qui 

procure une plus grande spécificité ainsi qu’une mémoire immunitaire. Il a été observé que les 

gènes RAG1/2, qui sont essentiels au développement des lymphocytes T et B en médiant la 

recombinaison V(D)J, sont dérivés de transposons à ADN (342, 343). De façon intéressante, des 

gènes homologues à RAG1/2 ont été détectés chez l’oursin, suggérant que ces gènes étaient 

présents dans le génome bien avant d’acquérir une fonction dans le développement de 

l’immunité adaptative (344). Les TEs auraient donc joué un rôle central dans l’émergence de 

l’immunité adaptative en permettant la diversification des récepteurs antigéniques.  
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Finalement, en plus de toutes ces contributions au développement et à la fonction des cellules 

immunitaires, il a été montré que les TEs peuvent directement défendre leurs cellules hôtes 

contre les infections virales. En effet, différentes protéines encodées par les gènes env d’éléments 

à LTRs interagissent avec les récepteurs des virus pour bloquer leur internalisation (Figure 1.13) : 

Fv4 et Rmcf2 chez la souris (345, 346), chf chez la poule (347), enFeLV chez le chat (348) et SUPYN 

chez l’humain (349). Ces résultats montrent donc que, suite à leur insertion dans le génome, les 

TEs peuvent contribuer à protéger leur hôte contre l’intégration des séquences de nouveaux 

pathogènes.  

1.3.3 Reconnaissance des TEs par le système immunitaire et thérapies ciblant les 

TEs 

Puisque les transposons à ADN et les éléments à LTRs tirent respectivement leur origine de 

bactéries et de virus, leurs séquences contiennent des similarités avec ces pathogènes et peuvent 

donc entrainer des réponses immunitaires. Tel que mentionné plus tôt, l’expression aberrante 

des TEs peut mener à la formation de dsRNAs, qui sont des structures normalement associées aux 

infections virales, ce qui cause l’activation des récepteurs MDA5 et RIG-I. La transposition des TEs 

peut également mener à la formation d’hybrides ARN:ADN ou d’ADN cytosolique, des structures 

causant l’activation de la voie cGAS-STING et la sécrétion d’interféron (350, 351). L’activation de 

ces voies de l’immunité innée entraine la sécrétion de différentes cytokines qui stimulent un 

microenvironnement pro-inflammatoire, ce qui augmente l’infiltration lymphocytaire de la 

tumeur. Finalement, plusieurs études montrent que la surexpression des TEs dans les cellules 

cancéreuses mène à la présentation de MAPs dans différents types de cancers (329, 352-355). 

Ainsi, l’expression anormale des TEs dans les tumeurs peut être reconnue par les système 

immunitaires inné et adaptatif et causer des réponses antitumorales. Ces exemples d’activation 

du système immunitaire contre les TEs ont mené à l’élaboration de plusieurs thérapies 

anticancéreuses exploitant l’expression aberrante des TEs dans les tumeurs. 

De fait, l’état de mimétisme viral peut être provoqué dans les tumeurs en perturbant la régulation 

de l’expression des TEs. Ainsi, il a été montré que les agents hypométhylants tels l’azacytidine et 

la décitabine (323, 336, 356) ou encore les inhibiteurs des histones méthyltransférases (357, 358) 
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causent une surexpression des TEs. De même, l’inhibition des enzymes éditant les ARNs TEs telles 

ADAR1 permet la reconnaissance des dsRNAs générés par les TEs par MDA5 et cause un état de 

mimétisme viral (359, 360). De façon intéressante, cet état de mimétisme viral crée un 

environnement pro-inflammatoire qui contribue au recrutement et à l’activation des cellules 

immunitaires adaptatives dans les tumeurs (323, 359).  

Finalement, plusieurs études ont montré que l’expression aberrante des TEs dans les tumeurs 

mène à la présentation d’antigènes dérivés des TEs qui peuvent activer des réponses des 

lymphocytes B et T. De fait, les éléments à LTRs ayant conservé leurs séquences codant pour le 

gène env peuvent générer des protéines exprimées à la membrane plasmique (316, 361-363). Il 

a été montré que la liaison d’anticorps à ces protéines TEs membranaires permet le recrutement 

de cellules NK et est associée à une meilleure réponse aux immunothérapies par inhibiteur de 

points de contrôle (364). L’expression aberrante des TEs mène aussi à la présentation de MAPs 

dans un grand nombre de cancers (323, 329, 352-355, 365-367). Les études ayant testé 

l’immunogénicité des MAPs dérivés des TEs ont toutefois donné des résultats contradictoires : 

dans certaines études, les MAPs TEs induisent des réponses des lymphocytes T CD8 (352, 355, 

367), alors que dans d’autres études les MAPs TEs semblent tolérés par les lymphocytes T CD8 

(317, 354). 

Ces données suggèrent que les lymphocytes T apprennent à tolérer les séquences des TEs lors de 

leur développement dans le thymus. Le manque de données sur l’expression et la fonction des 

TEs dans le thymus rend cependant difficile d’évaluer leur rôle dans l’établissement de la 

tolérance au soi des lymphocytes T. Chez l’humain, il a été démontré que l’élément à LTRs ERVPb1 

était exprimé plus fortement dans le thymus que dans les autres tissus somatiques étudiés et que 

sa séquence était conservée entre les génomes des primates, suggérant un rôle dans le 

développement ou la fonction du thymus (368). Puisque l’expression d’ERVPb1 a été mesurée 

dans le thymus entier, il est toutefois difficile d’évaluer dans quelles cellules ce TE est exprimé et 

quelle y serait sa fonction. Une autre étude réalisée chez la souris suggère qu’un antigène encodé 

par le gène env d’un TE exprimé par les mTECs induirait la sélection négative de lymphocytes T 

CD4, mais cette étude est basée sur l’expression du TE au niveau transcriptomique et la 

présentation de l’antigène par le CMH-I n’a pas été validée (369). Une meilleure compréhension 
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de la contribution des TEs à l’établissement de la tolérance au soi des lymphocytes T serait donc 

nécessaire pour faciliter l’identification d’antigènes dérivés des TEs pouvant être ciblés dans des 

contextes d’immunothérapie du cancer.  

1.3.4 Objectifs de la thèse 

La littérature regorge d’exemples de fonctions exaptées des TEs dans les cellules de leurs hôtes. 

La très grande majorité des études se concentrant toutefois sur les fonctions des TEs lors des 

stades précoces du développement, l’expression et le rôle des TEs dans les tissus somatiques 

demeurent nébuleux. Dans un contexte ou un grand nombre d’équipes de recherche tentent 

d’identifier des MAPs TEs à la surface de cellules cancéreuses pour la mise en place 

d’immunothérapies, évaluer l’expression des TEs dans les tissus somatiques humains permettrait 

d’évaluer la toxicité de telles thérapies pour le patient. De plus, bien que des données suggèrent 

que les TEs sont impliqués dans l’éducation des lymphocytes T dans le thymus chez la souris, la 

présentation de MAPs TEs par les cellules thymiques doit être démontrée. Puisque les 

lymphocytes T apprennent à tolérer les antigènes présentés dans le thymus, il serait inutile de 

tenter de cibler les MAPs TEs retrouvés dans le thymus dans des contextes d’immunothérapies 

du cancer. 

Cette thèse vise donc à répondre à trois questions principales : i) l’expression des TEs est-elle 

répandue dans les tissus somatiques humains, ii) cette expression au niveau transcriptomique 

mène-t-elle à la présentation de MAPs à la surface de cellules non-cancéreuses, et iii) les 

lymphocytes T apprennent-ils à tolérer les TEs lors de leur développement dans le thymus? Nos 

travaux de recherche avaient donc pour objectif de mieux comprendre l’expression et la fonction 

des TEs dans les tissus somatiques et le thymus.  
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Chapitre 2 : Projet 1 

2.1 Article #1: Widespread and tissue-specific expression of 

endogenous retroelements in human somatic tissues. 

2.1.1 Résumé en français 

Titre en français : Expression répandue et tissu-spécifique des rétroéléments endogènes dans les 

tissus somatiques humains. 

Les rétroéléments endogènes (ERE) représentent environ 42% du génome humain et ont été 

associés à des pathologies fréquentes telles les maladies autoimmunes et le cancer. Le dogme 

central stipule que les EREs sont exprimés dans les cellules souches embryonnaires (ESC) et dans 

la lignée germinale, mais sont réprimés dans les cellules souches différenciées. Malgré des 

évidences que les EREs peuvent être exprimés aux niveaux des ARN et des protéines dans certains 

contextes, une analyse exhaustive de l’expression des EREs dans les tissus humains est nécessaire.  

À l’aide de données transcriptomiques (RNA-seq), nous avons analysé l’expression des EREs dans 

un panel de 32 tissus et types cellulaires somatiques humains incluant les cellules épithéliales de 

la médulla (mTEC). Un indice de tissu-spécificité a été mesuré afin d’identifier les sous-familles 

EREs exprimées de façon tissue-spécifique. Nous avons aussi analysé le transcriptome de mTECs 

provenant de souris sauvages ou pour lesquelles AIRE est déplété. Finalement, nous avons 

développé une approche protéogénomique combinant le RNA-seq et la spectrométrie de masse 

(MS) pour déterminer si les EREs sont traduits et génèrent des MAPs dans des lignées B-LCL de 

16 individus. 
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Nos travaux montrent que tous les tissus et types cellulaires étudiés expriment les EREs, bien que 

la magnitude de leur expression varie grandement d’un tissu à l’autre. L’expression des EREs était 

particulièrement élevée dans deux tissus n’exprimant par le CMH I (ESCs et les testicules), et dans 

un type cellulaire exprimant très fortement le CMH I (mTECs). L’utilisation de notre modèle murin 

a permis de démontrer que l’expression forte des EREs dans les mTECs est indépendante de AIRE. 

L’analyse en MS des lignées de B-LCL a identifié 103 ereMAPs non redondants. Ces ereMAPs 

dérivaient préférentiellement de la traduction sense d’EREs introniques. Notamment, une 

analyse détaillée de la composition en acides aminés des ereMAPs a révélé qu’ils possèdent une 

homologie de séquence avec des MAPs viraux. 

Cette étude montre que l’expression des EREs dans les tissus somatiques est plus répandue et 

hétérogène qu’anticipée. L’expression forte et diversifiée des EREs dans les mTECs, couplée à leur 

capacité de générer des MAPs, suggère que les EREs pourraient jouer un rôle important dans 

l’établissement de la tolérance au soi. Les propriétés similaires aux MAPs viraux des ereMAPs 

pourrait expliquer la grande immunogénicité des ereMAPs non-exprimés par les mTECs. 

2.1.2 Contribution des auteurs 

Jean-David Larouche : Conception du projet. Écriture des scripts, réalisation des analyses bio-

informatiques et analyse des résultats pour les figures 2.1 à 2.6 et les figures supplémentaires 2.1 

à 2.7. Écriture de la première version du manuscrit. 

Assya Trofimov : Contribution à l’écriture des scripts et à la conception des analyses bio-

informatiques (figure 2.2 et figure supplémentaire 2.2) 

Leslie Hesnard : Contribution à la figure 2.3A. Isolation des mTECs de thymus humains (figures 

2.1 et 2.2, figures supplémentaires 2.1 et 2.2). Réalisation des expériences d’ELISPOT de la figure 

supplémentaire 2.7, B et C. 
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Gregory Ehx : Contribution à la figure 2.6A et à la figure supplémentaire 2.7A. 

Qingchuan Zhao : Contribution à l’analyse de la méthylation de l’ADN (figure supplémentaire 

2.5C). 

Krystel Vincent : Conception du projet, analyse des résultats et écriture de la première version 

du manuscrit. 

Chantal Durette : Recherches des bases de données de MS dans Peaks (figure 2.4). 

Patrick Gendron : Téléchargement des données transcriptomiques de GTEx et de TCGA. 

Jean-Philippe Laverdure : Génération du protéome canonique personnalisé (figure 2.4). 

Contribution aux figures supplémentaires 2.4 et 2.5A. 

Éric Bonneil : Validation manuelle des spectres MS/MS des ereMAPs (figure 2.4). 

Caroline Côté : Isolation des mTECs de thymus humains (figures 2.1 et 2.2, figures 

supplémentaires 2.1 et 2.2). 

Sébastien Lemieux : Analyse des résultats. 

Pierre Thibault : Analyse des résultats. 

Claude Perreault : Conception du projet, analyse des résultats et écriture de la première version 

du manuscrit. 

2.1.3 Version originale publiée dans Genome Medicine 

Larouche JD, et al. (2020). “Widespread and tissue-specific expression of endogenous 

retroelements in human somatic tissues”. Genome Medicine; 12(1):40. 

Jean-David Larouche1,2, Assya Trofimov1,3, Leslie Hesnard1,2, Gregory Ehx1,2, Qingchuan Zhao1,2, 

Krystel Vincent1,2, Chantal Durette1, Patrick Gendron1, Jean-Philippe Laverdure1, Éric Bonneil1, 

Caroline Côté1, Sébastien Lemieux1,4, Pierre Thibault1,5* and Claude Perreault1,2,6*.  
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2.1.3.1 Abstract 

Background: Endogenous retroelements (ERE) constitute about 42% of the human genome and 

have been implicated in common human diseases such as autoimmunity and cancer. The 

dominant paradigm holds that EREs are expressed in embryonic stem cells (ESC) and germline 

cells but are repressed in differentiated somatic cells. Despite evidence that some EREs can be 

mailto:pierre.thibault@umontreal.ca
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expressed at the RNA and protein levels in specific contexts, a systems-level evaluation of their 

expression in human tissues is lacking.  

Methods: Using RNA-sequencing data, we analyzed ERE expression in 32 human tissues and cell 

types, including medullary thymic epithelial cells (mTECs). A tissue-specificity index was 

computed to identify tissue-restricted ERE families. We also analyzed the transcriptome of mTECs 

in wild-type and Autoimmune regulator (AIRE)-deficient mice. Finally, we developed a 

proteogenomic workflow combining RNA-sequencing and mass spectrometry (MS) in order to 

evaluate whether EREs might be translated and generate MHC I-associated peptides (MAP) in B-

lymphoblastoid cell lines (B-LCL) from 16 individuals. 

Results: We report that all human tissues express EREs but the breadth and magnitude of ERE 

expression are very heterogeneous from one tissue to another. ERE expression was particularly 

high in two MHC-I-deficient tissues (ESCs and testis) and one MHC-I-expressing tissue, mTECs. In 

mutant mice, we report that the exceptional expression of EREs in mTECs was AIRE-independent. 

MS analyses identified 103 non-redundant ERE-derived MAPs (ereMAPs) in B-LCLs. These 

ereMAPs preferentially derived from sense translation of intronic EREs. Notably, detailed analyses 

of their amino acid composition revealed that ERE-derived MAPs presented homology to viral 

MAPs.  

Conclusions: This study shows that ERE expression in somatic tissues is more pervasive and 

heterogeneous than anticipated. The high and diversified expression of EREs in mTECs and their 

ability to generate MAPs suggest that EREs may play an important role in the establishment of 
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self-tolerance. The viral-like properties of ERE-derived MAPs suggest that those not expressed in 

mTECs can be highly immunogenic.  

Keywords: Endogenous retroelements, immunopeptidome, major histocompatibility complex, 

medullary thymic epithelial cells, somatic tissues, systems biology, transcriptome. 

2.1.3.2 Background 

Endogenous retroelements (ERE) are remnants of transposable elements that successfully 

integrated our germline DNA millions of years ago (198, 272). After initial integration in the 

genome, EREs further increased their copy number via several successive waves of 

retrotransposition (370, 371). Now, most ERE sequences contain mutated or truncated open 

reading frames and have lost their capacity to transpose in the genome (198). Phylogenic analyses 

have allowed the classification of EREs in families based on sequence homology (372, 373). Most 

EREs are categorized in three groups, which altogether comprise ~42% of the human genome: 

the long-terminal repeats (LTR) as well as the long and short interspersed nuclear elements (LINE 

and SINE) (147, 151, 374).  

 

Hosts repress ERE expression in order to protect their genomic integrity from deleterious 

insertions of EREs in open reading frames (375, 376). Indeed, a strict epigenetic regulation of ERE 

sequences is applied at both the DNA and histone levels (377). Growing evidence suggests that 

KRAB zinc finger proteins (KZFPs) are involved in an evolutionary arms race to repress the 

expression of novel ERE integrations (271). KZFPs recruit numerous restriction factors to silence 

ERE sequences: the histone methyltransferase SETDB1, DNA methyltransferase proteins, the 
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nucleosome remodeling and deacetylase complex NuRD and the heterochromatin protein HP1 

(252). KZFP-independent mechanisms, such as the HUSH complex (378) and the histone 

demethylase LSD1 (258), also apply non-redundant epigenetic silencing on ERE sequences. 

Nevertheless, some “domesticated” EREs contribute at many levels to human development and 

survival. Specifically, ERE sequences are key components of several promoters and enhancers of 

genes implicated in interferon responses, DNA damage response in the male germline and 

maintenance of stem cell pluripotency (212, 338, 379). Additionally, a LINE-derived transcript is 

essential to embryonic stem cells (ESCs) self-renewal via activation of rRNA synthesis (225). 

Finally, syncytins are ERE-derived proteins that mediate cell-cell fusion to allow formation of the 

placental syncytium (167, 380).  

 

The dominant paradigm holds that EREs are expressed in ESCs as well as in germline cells, but are 

repressed in other differentiated cells outside specific contexts in which they have relevant 

functions (377). However, studies on ERE expression have been limited to subsets of ERE families 

in one or few tissues. Additionally, to our knowledge, no study has addressed ERE expression in 

the thymus where central T-cell immune tolerance is established. Hence, we have no clue as to 

the ability of EREs to induce T-cell tolerance. In the present report we demonstrate that ERE 

expression is widespread in human tissues, but with tissue-specific profiles. In addition, our mass 

spectrometry (MS) analyses revealed that the three main groups of EREs generate MHC I-

associated peptides (MAPs) retaining similarities with viral peptides. Finally, we found that mTECs 

express top levels of EREs, in a fashion that is independent of the Autoimmune regulator (AIRE), 

which could mediate self-tolerance to the antigens deriving from them.  
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2.1.3.3 Methods 

Transcriptomic data manifest 

RNA-seq data of 30 non-redundant human tissues were downloaded from the Genotype-Tissue 

Expression (GTEx) on the dbGaP portal (accession number phs000424.v8.p2.c1) (381). When 

possible, 50 samples were randomly selected per tissue, otherwise all available samples were 

analyzed. Transcriptomic data of ESCs were downloaded from the sequence read archive from 

Lister et al (382). RNA-seq data of purified hematopoietic cells were obtained from the Gene 

Expression Omnibus (GEO) (projects PRJNA384650 and PRJNA225999). Six human mTEC samples 

were analyzed: four from (352) and two additional samples processed with the same protocol 

with minor modifications: i) after transfer to our laboratory, thymic samples were frozen in 

cryovials containing a cryoprotective medium composed of 5% DMSO and 95% Dextran-40 

solution (5% concentration), ii) CD45- cells were magnetically enriched with the CD45 Microbeads 

human kit from Miltenyi Biotec (no. 130-045-801) prior to mTEC sorting, iii) cDNA libraries were 

prepared with the KAPA mRNAseq stranded kit (KAPA, Cat no. KK8421), and iv) sequencing 

generated around 400x106 reads per sample. For the complete list of human samples analyzed, 

see Table S1 of Additional File 2. Mature murine mTECs (mTEChi) data were obtained from St-

Pierre et al (383) on GEO (accession GSE65617).  

 

Expression of transcripts derived from EREs and canonical genes 

RNA-seq reads of human samples were trimmed with Trimmomatic 0.35 (384) to remove 

adapters and low quality sequences. Expression levels of transcripts and EREs were quantified in 
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transcripts per million (TPM) with kallisto 0.43.1 (385) with indexes composed of i) Ensembl 88 

(GRCh38.88) transcripts and human ERE sequences from RepeatMasker or ii) Mouse mm10 

(GRCm38) transcripts and murine ERE sequences from RepeatMasker for human and murine 

samples, respectively. TPM values of transcripts and ERE sequences were summed in genes and 

ERE families based on Ensembl and RepeatMasker annotations, respectively, using the aggregate 

function in R.  

 

ERE expression profiling in human tissues 

Expression levels of ERE families were computed for each tissue by calculating the median 

expression across all samples for a given tissue. The numbers of standard deviations from the 

mean (row Z-score) of ERE families for each tissue were determined using the scale function in R. 

The Euclidean distance was then calculated between all tissues based on the row Z-scores of ERE 

families, followed by an unsupervised hierarchical clustering. The pvClust package in R (386) was 

used to assess the statistical significance of the clustering using a bootstrap procedure (1000 

iterations). Finally, standard deviations of expression of each ERE family between samples of a 

given tissue were computed.  

 

Quintile ranking of ERE expression in somatic tissues  

Median expression of ERE families were calculated among all samples of a given tissue. Tissues 

were then ranked based on their expression level of each ERE family individually and assigned to 
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quintiles of 6, 6, 8, 6 and 6 tissues, respectively. Finally, tissues were sorted based on the number 

of times they were assigned to the fifth quintile.  

 

Identification and characterization of tissue-restricted EREs (TREs) 

The 𝜏-index of tissue specificity was calculated as per Yanai et al (387). Briefly, the 𝜏-index is 

defined as: 

𝜏 =
𝛴!"#$ (1 − 𝑥!)

𝑁 − 1  

where xi is the level of expression of a gene or ERE family in tissue i normalized to its maximal 

expression level among all tissues and N is the number of tissues. Genes and ERE families with 

𝜏≥0.8 were considered as tissue-restricted. To determine in which tissue(s) a tissue-restricted 

gene or ERE family was overexpressed, a binary pattern was computed as reported by Yanai et al 

(387). Briefly, tissues were sorted based on their expression level for each tissue-restricted gene 

(TRG) or ERE family (TRE). The distance between neighboring tissues was calculated, and the 

maximal distance or ‘gap’ was used as threshold for the binary pattern. Tissues with an expression 

level above the gap were considered as overexpressing the TRG or TRE while other tissues were 

considered as underexpressing them, and were given a value of 1 or 0, respectively. ERE groups 

were determined for all identified TREs, and the proportions of LINE, LTR and SINE elements in 

TREs were compared to their representation among ERE families. A chi-squared test was 

performed to assess enrichment of discrete ERE groups among TREs. Using the above described 

binary pattern, the number of overexpressing tissues was determined for each TRG or TRE.  



 68 

 

Impact of AIRE on ERE expression in mTECs 

Lists of AIRE-dependent, AIRE-independent and constitutively expressed genes were generated 

as per St-Pierre et al (383). Expression levels of these three sets of genes as well as ERE families 

were compared between wild-type (n=3) and AIRE knock-out (n=3) murine mTEChi using Wilcoxon 

tests. Expression levels of each individual ERE family were also compared between wild-type and 

AIRE knock-out mice using Wilcoxon tests.  

 

MS analyses 

Immunopeptidomic data of a cohort of 16 B-lymphoblastoid cell lines (B-LCL) samples from 

Pearson et al (52) were downloaded from the Pride Archive (Project PXD004023). For the detailed 

protocol of mild acid elution and peptide processing, see Granados et al (388). Peptides were 

identified using Peaks X (Bioinformatics Solution Inc.) and peptide sequences were searched 

against the personalized proteome of each sample. For peptide identification, tolerance was set 

at 5 ppm and 0.02 Da for precursor and fragment ions, respectively. Occurrence of oxidation (M) 

and deamination (NQ) were considered as post-translational modifications.  

 

Identification of ereMAPs 

For individual B-LCL samples, RNA-seq reads were aligned to the Ensembl 88 human reference 

genome (GRCh38.88) using STAR (389) with default parameters. Using the intersect mode of the 
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BEDTools suite (390), reads entirely mapping in RepeatMasker and Ensembl annotations were 

separated in ERE and canonical datasets respectively, and any read seen in the canonical dataset 

was discarded from the ERE dataset. Unmapped reads, secondary alignments and low quality 

reads were then removed from the ERE dataset using Samtools view (391) with the following 

parameters: -f “163”, “147”, “99” or “83” and -F “3852”. In order to keep a manageable database 

size, ambiguous nucleotides were trimmed from reads of the ERE dataset, followed by translation 

in all possible reading frames. Finally, the resulting ERE amino acid sequences were spliced to 

remove sequences following stop codons. Only sequences of at least 8 amino acids were kept and 

given a unique ID to generate a theoretical ERE proteome. In parallel, a canonical personalized 

proteome containing the polymorphisms of the donor was generated as per (352) for each 

sample. Briefly, single-nucleotide variants were detected using freebayes version 1.0.2 (392), and 

variants with a minimal alternate count of 5 were inserted in transcript sequences using pyGeno 

(393). Expression levels of transcripts were quantified with kallisto using GRCh38.88 transcripts 

(downloaded from Ensembl) as index, and only transcripts with a TPM>0 were translated into a 

canonical proteome, which was concatenated with the ERE proteome to generate a Personalized 

Proteome unique to each sample. To validate our proteogenomic workflow, we also analyzed 

matched transcriptomic and immunopeptidomic data of an ovarian cancer cell line (OVCAR-3) 

treated with interferon-ɣ (IFNɣ) to increase MHC-I expression.  

 

Peptide annotation and validation 
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Following peptide identification, a list of unique peptides was extracted for each sample and a 

false discovery rate (FDR) of 5% was applied on the peptide scores. Binding affinities to the 

sample’s HLA alleles were predicted with NetMHC4.0 (394) or with NetMHCpan-4.0 (395) when 

an HLA allele was not included in NetMHC4.0, and only 8 to 11-amino-acid-long peptides with a 

percentile rank ≤ 2% were included for further annotation. For each peptide, a binary code was 

generated based on the presence or absence of its amino acid sequence in the ERE and canonical 

proteomes and an ERE status of “Yes”, “Maybe” or “No” was given to the peptide accordingly. 

Peptides that were seen only in the ERE proteome or the canonical proteome were classified as 

“Yes” and “No” respectively. To determine if candidates with a “Maybe” status were ereMAP 

candidates, we retrieved all their possible nucleotide coding sequences from the sample’s reads 

and split them in a set of 24-nucleotide-long subsequences (k-mers). These k-mers were then 

queried in 24-nucleotide-long k-mer databases generated from our ERE and canonical reads 

datasets using Jellyfish version 2.2.3 (396) (with the -C argument to consider the read’s sequence 

and its reverse complement). Only peptides encoded by more than one read were kept for further 

validation to reduce risks of sequencing errors. If at least one of the MAP-coding sequences (MCS) 

was only seen in the canonical read dataset, the peptide was discarded. “Maybe” peptides were 

considered as ereMAP candidates if the minimal occurrence of their most abundant MCS was at 

least 10 times higher in the ERE k-mer database than in the canonical k-mer database. Because 

leucine and isoleucine variants are not distinguishable by standard MS approaches, all possible 

I/L variants for each ereMAPs candidates were searched in the personalized proteome. If one of 

the I/L variants had a higher expression in the personalized proteome, the ereMAP candidate was 

discarded. The genomic region generating each ereMAP candidate was determined by mapping 
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the reads coding for the peptide on the GRCh38.88 assembly of the reference genome with the 

BLAT algorithm of the UCSC Genome Browser. If a clear genomic region could not be found, the 

peptide was discarded. Genomic regions coding for ereMAPs candidates were then inspected in 

IGV (397) to see if the MCS contained known germline polymorphisms (using dbSNP v.149), and 

candidates were kept or discarded based on their orientation in ERE and annotated sequences. 

Briefly, any ereMAP candidate whose MCS mapped in the sense of a gene coding sequence was 

discarded, whereas candidates whose coding sequences mapped in intergenic regions were 

considered as ereMAPs no matter their orientation. Candidates were also discarded if they 

fulfilled these two conditions: i) their MCS mapped in the sense of an intron and in antisense of 

the ERE, and ii) if their MCS did not map in other ERE sequences (for the complete decision tree, 

see Figure S3). Finally, MS/MS spectra of the ereMAPs candidates were manually validated to 

ensure the quality of the identification. Peptides that passed all these validation steps were then 

considered as ereMAPs.  

 

Characterization of ereMAPs  

During manual validation in IGV, characteristics regarding the family and group of the ERE 

generating the peptides, the type of genomic region encoding the peptide (coding sequence, 

intronic or intergenic) and the orientation of the peptide sequences (sense or antisense) were 

retrieved for individual ereMAPs. When a peptide was identified in multiple samples and had 

different characteristics depending upon the sample, all possibilities were kept, otherwise they 

were aggregated to reduce redundancy. The expression levels of ERE families that were source or 
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non-source of ereMAPs were averaged among B-LCL samples, and their distributions were 

compared with a Mann-Whitney test. We next compared the proportions of the three main 

groups of EREs (LINE, LTR and SINE) in the genome, transcriptome and immunopeptidome. 

Representation of EREs in the transcriptome was assessed in our B-LCL samples: the expression 

levels of LINE, LTR and SINE elements were summed in each sample and divided by the expression 

level of all EREs. We then averaged these transcriptomic proportions across all B-LCL samples. We 

used immunopeptidomic proportions of LINE, LTR and SINE elements from the ereMAPs 

identified in this work, whereas the genomics proportions were taken from Treangen et al (374). 

A chi-squared test was performed to compare the proportions of ERE groups at the genomic, 

transcriptomic and immunopeptidomic levels. The proportions of ERE sequences located in 

intergenic and intronic regions as well as in coding sequences were determined by intersecting 

the genomic localization of ERE sequences with the localization of introns and exons from the 

UCSC Table Browser (files downloaded on August 21, 2019). A chi-squared test was used to 

determine the enrichment of a certain genomic region for ereMAPs generation. Last, Kendall tau 

correlation between the number of ereMAPs generated by each ERE family and the number of 

copies of the family’s sequence in the human genome (determined from RepeatMasker 

annotations) was computed with a confidence level of 95%.  

 

Expression profiling of ereMAPs’ coding sequences 

To evaluate the expression of the ereMAP-coding sequences in peripheral tissues, we 

downloaded RNA-seq data of 30 tissues from the GTEx consortium (phs000424.v7.p2). For the 
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complete protocol of this analysis, see Laumont et al (352). Briefly, we generated 24-nucleotide-

long k-mer databases for each sample, in which we queried each ereMAP-coding sequence’s 24-

nucleotide-long k-mer set. For each ereMAP, the minimal occurrence in the k-mer set was used 

as the number of reads coding for the peptide in a given sample (roverlap). The number of reads 

coding for a peptide was normalized between RNA-seq experiments by dividing roverlap by the total 

number of reads of the sample and multiplying this number by 108 to obtain the number of reads 

detected per hundred million reads sequenced (rphm). We then averaged the log-transformed 

rphm values (log10(rphm + 1)) for each tissue, and an average expression superior to 10 rphm in 

a tissue was considered as significant. This analysis was also performed on 12 TCGA cohorts (50 

randomly selected samples per cohort) to assess the expression level of the ereMAPs identified 

on B-LCLs in the following cancer types: urothelial bladder carcinoma, breast invasive carcinoma, 

colon adenocarcinoma, head-neck squamous cell carcinoma, kidney renal clear cell carcinoma, 

liver hepatocellular carcinoma, lung adenocarcinoma, lung squamous cell carcinoma, ovarian 

cancer, pancreatic adenocarcinoma, prostate adenocarcinoma and skin cutaneous melanoma. 

Last, methylation data (HM27 array for ovarian cancer, HM450 for other cancer types) matched 

with the RNA-seq samples used to profile ereMAPs’ expression in TCGA cohorts were downloaded 

when available. Only probes located in a window of 5000 nucleotides from the ereMAPs’ genomic 

locations were used for this analysis. We then computed the Pearson correlation between the 

ereMAP’s RNA expression (in rphm) and the methylation level of the genomic region coding for 

the peptide. 

 

Amino acid composition of ereMAPs 
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In addition to the list of ereMAPs identified on our B-LCL samples, two linear and MHC I-restricted 

epitopes’ sequences datasets were downloaded from the Immune Epitope Database: a first 

dataset of 36 472 MAPs from any virus infecting human cells and a second one of 282 069 human 

canonical MAPs (downloaded on August 7, 2019). Lists of 8 to 11-amino-acid-long MAPs were 

extracted from these two datasets. Usage frequency of each amino acid was calculated by 

dividing their occurrences by the total number of amino acids in the ERE, viral and human 

canonical MAPs datasets. In parallel, datasets were separated in subsets of 8, 9, 10 and 11-amino-

acid-long MAPs, and frequencies of amino acids were computed for each peptide position of each 

subset of MAPs. The 11-amino-acid-long MAP subset was discarded because of an insufficient 

number of ereMAPs (n = 2). 

 

Viral homology 

To assess the similarity between ereMAPs and viral peptides, we used the same datasets of viral 

and human canonical MAPs from the Immune Epitope Database used for the amino acid 

composition analysis (see section “Amino acid composition of ereMAPs” of the Methods). We 

aligned ereMAP sequences to this database of viral peptides using version 2.2.28 of the Protein 

Basic Local Alignment Tool (BLASTp) (398) in the blastp-short mode with the following arguments: 

-word_size 2, -gapopen 5, -gapextend 2, -matrix PAM30, and -evalue 10 000 000. As a control, 

human canonical MAPs were aligned to the viral peptides dataset with BLASTp. For the viral 

homology analysis, we compared the 103 ERE MAPs to 10,000 groups of 103 randomly sampled 
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canonical MAPs. We calculated the percentage of identity (%I) of ereMAPs and canonical MAPs 

with viral peptides as: 

%% =	
𝑀&'( × 𝐿'

𝐿)
× 100% 

where Mmax is the maximal percentage of identical matches with the viral MAPs database, La is 

the length of the alignment and Lp is the length of the ereMAP or the canonical MAP. The average 

percentage of identity of ereMAPs and each subgroup of the bootstrap distribution was 

computed, and the p-value was determined as the number of times that the percentage of 

identity of the bootstrap distribution was higher than the percentage of identity of ereMAPs 

divided by the number of bootstrap iterations (10,000) as per Granados et al (53). 

 

ereMAPs’ immunogenicity prediction 

We used the Repitope algorithm (399) with default settings to predict ereMAPs’  immunogenicity 

to determine their potential to activate CD8 T cells. As negative control, immunogenicity scores 

of thymic MAPs identified by Adamopoulou et al (400) were also computed using Repitope, and 

the distributions of thymic MAPs’ and ereMAPs’ immunogenicity scores were compared with a 

Mann-Whitney test.  

 

Generation of monocyte-derived dendritic cells  
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Monocyte-derived dendritic cells were generated from frozen PBMCs, as previously described 

(401, 402). Briefly, DCs were prepared from the adherent PBMC fraction by culture for 8 days in 

X-vivo 15 medium (Lonza Bioscience) complemented with 5% human serum (Sigma-Aldrich), 

Sodium pyruvate (1 mM), IL-4 (100 ng/mL, Peprotech) and GM-CSF (100 ng/mL, Peprotech). After 

7 days of culture, DCs were matured overnight with IFNγ (1000 IU/mL, Gibco) and LPS (100 ng/mL, 

Sigma Aldrich). DCs were loaded with 2 µg/mL of peptide during 2h after maturation process and 

were then irradiated (40 Gy) before they were used as APCs in T-DC culture. As control, the 

experiment was performed for the MelanA peptide when the number of T cells was sufficient.  

 

In vitro peptide-specific T cell expansion 

Peptide-specific CD8+ T cells were expanded as previously described, with some minor 

modifications (402, 403). Briefly, thawed PBMCs were first CD8+ T-cell enriched using the Human 

CD8+ T cell isolation kit (Miltenyi Biotech) and co-incubated with autologous peptide-pulsed DCs 

at an APC:T cell ratio of 1:10. Expanding T cells were cultured for four weeks (with pulsed-DC 

stimulation every 7 days) in Advanced RPMI medium (Gibco) supplemented with 8% human 

serum (Sigma-Aldrich), L-glutamine (Gibco) and cytokines. For the first coculture week, IL-12 (10 

ng/mL) and IL-21 (30 ng/mL) were added to the medium. Two days after, IL-2 (100 UI/mL) was 

also added to the cytokine mix. The second week, IL-2 (100 UI/mL), Il-7 (10 ng/mL), IL-15 (5 ng/mL) 

and Il-21 (30 ng/ml) were added to the medium. For the two last weeks of coculture, IL-2 (100 

UI/mL), Il-7 (10 ng/mL) and IL-15 (5 ng/mL) were used. Medium supplemented with the 

appropriate cytokine mix was added in the cocultures every two days. At the end of the fourth 
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week of coculture, cells were harvested in order to perform an ELISPOT assay. If the number of 

specific T cells was not sufficient at the end of the fourth week of coculture, cocultures were 

maintained for an additional week (week 5). 

 

IFNγ ELISPOT assay 

ELISpot Human IFNγ (R&D Systems, USA) kit was used according to the manufacturer’s 

recommendations to perform the experiment. Harvested CD8+ T cells were then plated and 

incubated at 37°C for 24 hours in the presence of irradiated peptide-pulsed PBMCs (40 Gy) that 

were used as stimulator cells. As negative control sorted CD8 T cells were incubated with 

irradiated nonpulsed PBMCs. Spots were revealed as mentioned in the manufacturer protocol 

and were counted using an ImmunoSpot S5 UV Analyzer (Cellular Technology Ltd, Shaker Heights, 

OH). IFNγ production was expressed as the number of peptide-specific spot-forming cells (SFC) 

per 106 CD8+ T cells after subtracting the spot counts from negative control wells. 

 

2.1.3.4 Results 

Expression of ERE transcripts in normal human tissues and cells 

To assess ERE expression in healthy human tissues, we quantified the expression levels of the 809 

ERE families contained in the RepeatMasker annotations in 1371 samples from 30 different 

healthy human tissues and 2 cell types (mTECs and ESCs). For brevity, mTECs and ESCs will be 

referred to as tissues in the rest of the manuscript. We calculated the median expression of each 

ERE family among samples of a given tissue (Table S2) and then computed the row Z-score across 
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tissues. Unsupervised hierarchical clustering identified a significant cluster of three cell types with 

high ERE expression: ESCs, testis and mTECs (Figure 2.1).  Remaining tissues could then be visually 

separated in two groups of low and intermediate ERE expression (Figure 2.1). High ERE expression 

(cluster 1) in ESCs and testis was expected. The salient finding was the high ERE expression in 

mTECs which, to the best of our knowledge, has never been reported before. Comparison with 

hematopoietic cell types at several differentiation stages confirmed the high ERE expression in 

mTECs and ESCs (Supplementary Figure 2.1A). Computing the standard deviation of ERE 

expression among individual samples for each tissue also revealed that most ERE families 

displayed low interindividual variability (Supplementary Figure 2.1B). Finally, while quintile 

ranking analysis showed that ERE expression was generally concordant between ERE families in 

each tissue analyzed, almost all tissues expressed some ERE families at high level (Supplementary 

Figure 2.2), suggesting that some tissue-specific factors regulate ERE expression in human tissues.  

 

Most human tissues show a tissue-specific ERE expression. 

To ascertain if expression of discrete ERE families was restricted to specific tissues, we computed 

the 𝜏-index of tissue-specificity as defined by Yanai et al (387). Briefly, the 𝜏-index compares the 

expression of a gene in a set of tissues and has a value ≤0.4 for housekeeping genes and ≥0.8 for 

tissue-restricted genes (404). We identified a total of 124 ERE families with a tissue-restricted 

expression. As control, we computed the 𝜏-index for annotated genes and known tissue-restricted 

genes (TRGs), such as INS, CRP and CHRNA1. The majority (108/124) of the tissue-restricted ERE 

families (TREs) were identified in ESCs, testis and mTECs, revealing that in addition to their high 
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expression of EREs, these tissues express a broader repertoire of EREs than other tissues (Figure 

2.1, Figure 2.2A). Nonetheless, tissue-restricted expression of EREs is a widespread phenomenon 

across human tissues because we identified TREs in 17 out of the 32 human tissues analyzed. For 

a given tissue, the number of TREs is positively associated with the number of TRGs (Figure 2.2A) 

suggesting some commonality between expression regulation of TRGs and TREs. We also 

identified a significant enrichment of LTRs in TREs (86.29%) relative to their proportion among all 

ERE families (71.45%), revealing an increased tissue specificity of LTR sequences compared to 

LINEs and SINEs (Figure 2.2B). Finally, TREs’ expression was typically restricted to fewer tissues 

than TRGs, with 89.5% of TREs (111/124) being tissue-specific (Figure 2.2C, Table S3). Altogether, 

these results show that ERE expression in healthy human tissues is widespread but not 

homogeneous. Indeed, 124 ERE families, most of which are LTR elements with low copy numbers, 

showed tissue-specific expression. 

 

Impact of the AIRE gene on ERE expression in mTECs 

Out of the three tissues with high ERE expression (Figure 2.1), two express no or barely detectable 

MHC-I molecules (testis and ESCs, respectively), whereas mTECs express standard levels of MHC-

I (38, 405, 406). Promiscuous expression of genomic sequences is a quintessential feature of 

mTECs that is driven in part by the AIRE gene and also by other genes whose identity is still 

debated (407). Since the role of mTECs is to induce tolerance to the MAPs that they display, EREs 

expressed in mTECs could be tolerogenic. However, T cell-mediated responses towards EREs were 

previously observed, suggesting that the establishment of central tolerance towards EREs in the 
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thymus is incomplete (369, 408). Therefore, we next investigated the contribution of the AIRE 

transcription factor to ERE expression in mTECs. To do so, we quantified the expression of ERE 

families as well as canonical genes in mTECs extracted from wild-type and AIRE knock-out mice. 

Canonical genes were sorted in three categories based on St-Pierre et al (383) : i) constitutively 

expressed genes, ii) AIRE-independent TRGs and iii) AIRE-dependent TRGs. As expected, 

expression of AIRE-dependent TRGs significantly decreased in the absence of AIRE, whereas 

constitutively expressed genes and AIRE-independent TRGs were minimally affected by AIRE 

depletion (Figure 2.3A). Strikingly, global ERE expression was independent of AIRE since it was 

unchanged in AIRE knock-out relative to wild-type mice (Figure 2.3A). Furthermore, computing 

Mann-Whitney tests for each ERE family revealed that the absence of AIRE did not affect the 

expression of any ERE family (Figure 2.3B). Hence, expression of all ERE families was independent 

of AIRE in mTECs.  

 

Translation of ERE transcripts by healthy cells 

We next sought to determine whether some ERE transcripts are translated in healthy cells. 

However, the identification of EREs by MS can be challenging due to their inherently low 

abundance in the corresponding proteome and the lack of appropriate protein databases for 

large-scale searches. We therefore decided to investigate the contribution of EREs to the 

immunopeptidome, which is mainly composed of peptides derived from rapidly degraded 

proteins (409, 410). To do so, we reanalyzed previously reported transcriptomic and 

immunopeptidomic data from 16 B-lymphoblastoid cell lines (B-LCL) (Table S4) (52). As 
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conventional approaches do not include ERE sequences, we developed a proteogenomic 

workflow combining RNA-sequencing and MS to enable ereMAP identification (Figure 2.4A, 

Supplementary Figure 2.3). Briefly, we generated for each B-LCL a personalized proteome that 

contained only the sample’s expressed sequences as well as its polymorphisms. Canonical and 

ERE RNA sequences were translated in silico and concatenated to generate a personalized 

proteome that was used to identify MAPs in MS analyses (Figure 2.4A). For each MAP identified, 

we retrieved the peptide’s coding sequence and proceeded to its annotation. Two categories of 

peptides were kept as ereMAP candidates to be further manually validated: i) peptides that were 

only seen in the ERE proteome, and ii) peptides seen in both the ERE and canonical proteomes 

(“Maybe” candidates) and for which the occurrence of the coding sequences was at least 10-fold 

higher in ERE reads compared to canonical reads.  

 

Our proteogenomic approach enabled the identification of 129 ereMAPs in the 16 B-LCL samples 

analyzed, revealing that ERE sequences are translated in non-neoplastic cells (Figure 2.4B). Of 

those, 103 were non-redundant, confirming that ereMAPs can be shared by multiple individuals 

(Table S5). Of course, the extent of interindividual sharing would be considerably greater in 

cohorts of HLA-matched individuals since various HLA allotypes present different sets of MAPs 

(409). Profiling of the ereMAPs’ RNA expression in healthy human tissues showed that 26% 

(27/103) of ereMAPs’ coding sequences were expressed at high levels by multiple tissues 

(Supplementary Figure 2.4). Hence, since highly expressed transcripts are preferential sources of 

MAPs (52), ereMAPs derived from abundant transcripts could be presented on the surface of a 

wide range of tissues (Supplementary Figure 2.4). We also observed that ereMAPs were 
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generated by the three main groups of ERE sequences (SINE, LINE, LTR), confirming that they all 

have the potential to be translated in healthy cells (Figure 2.4C). As EREs are frequently 

dysregulated in cancer cells, we quantified the RNA expression of the ereMAPs identified on B-

LCLs in 12 cohorts from TCGA (Supplementary Figure 2.5A). Strikingly, the majority of ereMAPs 

(94/103, 91.3%) were expressed at similar levels by healthy and cancer cells (Figure 2.5B), and 

ereMAPs’ RNA expression in cancer cells did not correlate with DNA methylation levels 

(Supplementary Figure 2.5C). Additionally, applying our proteogenomic workflow on an ovarian 

cancer cell line (OVCAR-3) enabled the identification of 5 ereMAPs, including one peptide 

(TPRHIIVRF) also presented by B-LCL samples (Table S6). Together, these proteogenomic analyses 

show that several EREs are translated and generate ereMAPs in B-LCLs, and suggest that this is 

also the case in a wide range of human tissues and pathologies. 

 

High expression of intronic regions is the main source of ereMAPs 

We next investigated the mechanisms leading to presentation of ereMAPs on the cell surface. 

First, we noted that ereMAPs preferentially derived from highly expressed ERE transcripts (Figure 

2.5A). For the majority of ereMAPs, this transcription was in the same sense as the ERE sequence 

in the genome, but ~30% of ereMAPs (34/103) resulted from antisense transcription (Figure 2.5B), 

which is common for EREs (335, 336, 411). Even though ereMAPs were generated by the three 

main groups of EREs (Figure 2.4C), the relative frequency of LTR translation was higher than that 

of LINEs and SINEs (Figure 2.5C). Indeed, the representation of LTRs in the immunopeptidome 

was superior to the space they occupy in the genome or their abundance in the transcriptome 
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(Figure 2.5C). Additionally, intronic EREs were a preferential source of ereMAPs: while 51% of 

EREs were intronic, ~79% of ereMAPs derived from intronic EREs (Figure 2.5D). Finally, we noted 

that some ERE families generated several distinct ereMAPs (Table S5). This can be explained in 

part by variations in the genomic space occupied by the various ERE families. Indeed, we observed 

a moderate, yet significant, correlation between the number of genomic copies and the number 

of ereMAPs (Figure 2.5E). Altogether, these results demonstrate that i) ereMAPs are generated 

by both sense and antisense transcripts that are preferentially located in introns and expressed 

at high levels, and ii) generation of ereMAPs is enhanced when a family belongs to the LTR group 

occupying a large genomic space.  

 

ereMAPs have a viral-like amino acid composition 

We next asked to what extent ereMAPs and their coding transcripts might retain some traces of 

their phylogeny (“viral features”). We found conspicuous differences between amino acid 

frequencies in ereMAPs relative to both viral MAPs and canonical human MAPs listed in the 

Immune Epitope Database (Figure 2.6A). Indeed, ereMAPs showed lower abundance of multiple 

amino acids (aspartic and glutamic acids, phenylalanine, methionine, asparagine, and tryptophan) 

and higher frequencies of leucine (L) and proline (P) residues. ereMAPs had therefore a less 

balanced (i.e., more skewed) amino acid composition. Furthermore, analysis of amino acid usage 

at individual MAP positions revealed that, relative to human MAPs, some residues were 

specifically enriched in ERE and viral MAPs, such as arginine (R) in P5 of 8 amino acid-long MAPs 

(Figure S6). We therefore aligned ereMAPs sequences to the viral MAPs dataset using BLAST and 



 84 

calculated the average percentage of identity between ereMAPs and viral MAPs. We then 

compared this result with a bootstrap distribution (10,000 iterations) of randomly selected 

canonical MAPs that were also aligned to the viral MAPs dataset (Figure 2.6B). This analysis 

revealed that ereMAPs had a significantly higher percentage of identity with viral MAPs than all 

10,000 randomly selected sets of canonical MAPs. Finally, we investigated if the viral features of 

ereMAPs might confer them the ability to activate CD8 T cells. First, immunogenicity prediction 

using the Repitope algorithm showed that ereMAPs have significantly higher immunogenicity 

scores than canonical MAPs presented in the thymus (Supplementary Figure 2.7A). Additionally, 

IFNɣ ELISpot assays demonstrated that two cancer-specific ereMAPs (i.e. not expressed by 

mTECs), identified by Laumont et al (352) on B-ALL samples, have the ability to activate CD8 T 

cells (Supplementary Figure 2.7B, C). Hence, ereMAPs clearly retain features that reflect their viral 

origin, conferring them the ability to elicit CD8 T cell responses when their expression is repressed 

in mTECs.  

 

2.1.3.5 Discussion 

Hundreds of scientific articles have alluded to the potential implication of EREs in various human 

diseases, particularly cancer and autoimmunity (198, 320, 337, 412-415). We therefore felt 

compelled to draw the global landscape of ERE expression in human somatic cells. One salient 

point emerging from this atlas is that ERE expression in somatic tissues is more pervasive and 

heterogeneous than anticipated. All tissues express EREs but the breadth and magnitude of ERE 

expression are very heterogeneous from one tissue to another. Thus, we identified 124 ERE 

families expressed in a tissue-restricted fashion, most of which were LTR elements. LTRs can act 
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as promoters and enhancers to stimulate gene expression (212, 338), and some LTR families are 

tissue-specifically enriched in intronic enhancer regions containing transcription factor binding 

sites (214). Our work therefore suggests that EREs, and more particularly LTRs, may regulate gene 

expression in a wide range of somatic tissues. In future experiments, single cell analyses might 

unveil a further level of heterogeneity that we could not capture by global tissue expression 

profiling. It was previously reported that EREs were expressed at high levels in two MHC I-

deficient cell types: ESCs and testis (416, 417). That similar levels of expression were found in 

mTECs for three major groups of EREs (LINE, SINE and LTR) (Fig. 1) is remarkable and raises 

fundamental questions as to the mechanism and role of ERE expression in mTECs. The key role of 

mTECs is to induce central immune tolerance to a vast repertoire of self-peptides displayed by 

somatic tissues (407, 418). Given the large-scale expression of EREs in peripheral tissues 

highlighted in the present report, we speculate that it may be important for gnathostomes to be 

tolerant to a wide array of ERE-derived antigens. As a corollary, when EREs are overexpressed, for 

instance in cancer cells (319, 323), only those that are not expressed in mTECs may be 

immunogenic. Induction of tolerance to the multitude of self-peptides depends on the unique 

ability of mTECs to promiscuously express thousands of otherwise tissue-specific genes (21, 119). 

Promiscuous gene expression in mTECs is driven in part by AIRE and in part by other genes whose 

identity is unresolved, which may include FEZF2 as well as genes involved in DNA methylation, 

histone modification and RNA splicing (121, 129, 383, 407, 419). Our data clearly show that the 

overexpression of numerous ERE families in mTECs is entirely AIRE-independent (Fig. 3). This 

observation underscores the relevance of further studies on the mechanisms of AIRE-

independent promiscuous gene expression in mTECs.  
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A notable finding was that our MS analyses identified ereMAPs derived from LINEs (n = 47), SINEs 

(n = 29) and LTRs (n= 27). This means that these EREs are translated and produce peptides that 

are adequately processed for presentation by MHC-I molecules. Our analyses suggest a higher 

propensity of LTRs towards peptide generation. As SINEs do not contain protein-coding 

sequences, they were expected to generate fewer peptides. However, the reason why LTRs would 

be more efficiently translated than LINEs remains elusive but might include codon usage and 

sequence conservation. A few ereMAPs have previously been identified in cancer cells (323, 352, 

414). The presence of ereMAPs on normal cells means that the mere identification of ereMAPs 

on cancer cells could not be sufficient to infer that these MAPs are cancer-specific nor 

immunogenic. Nevertheless, we have previously shown in mice that some ereMAPs are truly 

cancer-specific, immunogenic and can elicit protective anti-tumor responses (352). Furthermore, 

compelling evidence has been reported that some LTRs can generate immunogenic ereMAPs in 

clear cell renal cell carcinoma in humans (337). These studies coupled to our findings that 

ereMAPs i) retain viral-like features (Fig. 6) and ii) can be recognized by CD8 T cells (Fig. S7B and 

C) suggest that ereMAPs may represent particularly attractive targets for the development of 

cancer vaccines. In line with this, we must also emphasize that the number of translated EREs is 

certainly superior to the number of ereMAPs identified in our study: i) collectively our 16 B-LCLs 

expressed 39 MHC-I allotypes out of the thousands that can be found in human populations 

(Table S5), and ii) like canonical proteins (52), some translated EREs may not generate MAPs.  
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We anticipate that the biogenesis of ereMAPs in normal and neoplastic cells will be a fertile field 

of investigation. First, several observations suggest that the landscape of ereMAPs is highly 

diversified: i) the MAP repertoire is shaped by several cell type-specific variations in gene 

expression (47), and ii) ERE transcription is highly heterogeneous among various cell types (Fig. 1) 

and can be drastically affected by neoplastic transformation (420). The processing of ereMAPs is 

also intriguing. Indeed, following their integration in human genomes, EREs have undergone 

several rounds of mutation and truncation and very few have previously been shown to be 

translated (198, 242). Because ERE sequences are degenerate, they are not expected to yield 

stable polypeptides. However, MAPs preferentially derive from rapidly degraded unstable 

peptides, commonly referred to as defective ribosomal products (410). We therefore hypothesize 

that for most EREs, translation may yield ereMAPs but not stable long-lived proteins. In other 

words, the products of ERE translation may be detectable only in the immunopeptidome and not 

in the proteome. 

2.1.3.6 Conclusions 

In summary, transcriptomic analysis demonstrated that ERE expression is heterogeneous in 

healthy human tissues, with a higher expression in mTECs, ESCs and testis than in other tissues. 

mTECs are the sole normal human cells that express high levels of both EREs and MHC-I 

molecules. In mutant mice, we report that the exceptional expression of EREs in mTECs is AIRE-

independent. We also identified ERE families expressed in a tissue-restricted manner, revealing 

that most healthy human tissues have a unique ERE signature. MS analyses of 16 B-LCL samples 

enabled the identification of 103 non-redundant ereMAPs, showing that EREs contribute to the 

immunopeptidome of healthy cells. Interestingly, sharing of ereMAPs by multiple B-LCL samples 
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was observed, and ereMAPs’ coding sequences are expressed at similar levels in other somatic 

tissues, suggesting that ereMAPs could also be presented by other cell types. Finally, we found 

that ereMAPs bear strong homology to viral MAPs and therefore have the potential to be 

particularly immunogenic. We hope that this work will serve as a reference in further studies on 

EREs in various physiological and pathological conditions. 

 

2.1.3.7 Abreviations 

AIRE : Autoimmune regulator; B-LCL: B-lymphoblastoid cell line; ELISpot: Enzyme-Linked 

Immunospot ; ERE: Endogenous Retroelements; ereMAP: ERE-derived MAP; ESC: Embryonic stem 

cells; FDR: False discovery rate; GTEx: Genotype-Tissue Expression project; IFNɣ: Interferon-ɣ; 

LINE: Long interspersed nuclear element; LTR: Long terminal repeat; MCS : MAP-coding sequence; 

MAP: MHC I-associated peptide; mTEC: medullary thymic epithelial cells; MS: Mass spectrometry; 

SINE: Short interspersed nuclear element; TPM: transcripts per million; TRE: Tissue-restricted ERE; 

TRG: Tissue-restricted gene; WT: Wild-type; KZFP: KRAB Zinc Finger Protein 
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2.1.3.9 Figures 

 

Figure 2.1 - Expression profiling of endogenous retroelements in 30 healthy human tissues and 
2 cell types. 

Hierarchical clustering of tissues based on the expression levels of the 809 ERE families sorted in 

LINE, LTR and SINE elements. For each tissue, mean expression of ERE families was computed 

among available samples. Row Z-scores were then determined for each ERE family across tissues. 

Significant clusters identified by pvClust are indicated.  
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Figure 2.2 - Tissue specificity of ERE expression in healthy human tissues. 

Tissue-specificity indexes were computed for ERE families as well as annotated genes. (A) Barplots 

showing the number of TRGs and TREs for each of the 32 healthy human tissues analyzed. (B) Pie 

charts depicting the proportions of the 809 ERE families (left panel) or TREs (right panel) belonging 

to the LINE, LTR and SINE groups (Chi-squared test, *P≤0.05). (C) Histogram showing the number 

of tissues in which each identified TRGs and TREs are overexpressed.  
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Figure 2.3 - ERE expression is independent of AIRE in mouse mTECs. 

(A) Boxplot showing the expression levels of constitutively expressed genes, AIRE-dependent 

TRGs, AIRE-independent TRGs (lists of genes based on St-Pierre et al (383)) as well as ERE families 

in wild-type (n=3) and AIRE knock-out (n=3) mice. (B) Heatmap depicting the expression levels of 

ERE families in each replicate of wild-type and AIRE knock-out murine mTECs. A Mann-Whitney 

test was used for statistical analysis in both panels, n.s. not significant (P>0.05), ***P≤0.001. 
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Figure 2.4 - ERE sequences are translated and contribute to the immunopeptidome of B-LCLs. 

(A) Schematic depicting how the personalized proteome of each B-LCL sample was generated. 

The personalized proteome was generated by combining the ERE and the canonical proteomes 

and then used to identify MAPs by MS. MAPs were annotated to keep only ereMAPs. (B, C) 

Barplots showing the number of ereMAPs identified in B-LCL samples separated by (B) individual 

samples analyzed and (C) according to the three main groups of EREs. 

 

Figure 2.5 - Sense transcription of intronic EREs is the main source of ereMAPs. 

(A) Boxplot showing the mean expression levels (log10(TPM + 1)) of ERE families that are source 

or non-source of ereMAPs in B-LCLs (Mann-Whitney test, ***P≤0.001). (B) Barplot showing the 

number of ereMAPs generated by sense or antisense transcription of ERE sequences. (C) Stacked 

barplot depicting the proportions of LINE, LTR and SINE groups in the genome, transcriptome and 

immunopeptidome. Statistical significance was computed with a chi-squared test (**P≤0.01). (D) 

Pie charts depicting the percentages of all ERE sequences (left) and of ereMAPs-coding sequences 

(right) that are localized in intergenic regions, introns or coding sequences (Chi-squared test, 

***P≤0.001). (E) Scatterplot showing the Kendall tau correlation between the number of 
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ereMAPs generated by each ERE family and the number of copies of the ERE family’s sequence in 

the human genome based on RepeatMasker annotations.  

 

Figure 2.6 - Endogenous retroelements retained sequence homology with viruses. 

(A) Barplot showing the frequencies of each amino acid in ereMAPs, viral MAPs and human 

canonical MAPs. Abbreviations for amino acids: Y, Tyrosine; W, Tryptophan; V, Valine; T, 

Threonine; S, Serine; R, Arginine; Q, Glutamine; P, Proline; N, Asparagine; M, Methionine; L, 

Leucine; K, Lysine; I, Isoleucine; H, Histidine; G, Glycine; F, Phenylalanine; E, Glutamic Acid; D, 

Aspartic Acid; C, Cysteine; A, Alanine. (B) Human canonical MAPs and ereMAPs were aligned to a 

database of viral peptides using BLAST, and the percentage of identity of their sequences with 

viral peptides was computed. The red line represents the average percentage of identity of 

ereMAPs with viral MAPs. A bootstrap procedure was used to calculate the percentage of identity 

of 10,000 sets of 103 randomly selected human canonical MAPs with viral MAPs. P-value was 
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calculated as the number of times the bootstrap distribution had a higher percentage of identity 

with viral MAPs than ereMAPs (P<0.0001).   

2.1.2.10 Supplementary figures 
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Supplementary Figure 2.1 - Comparison of ERE expression between mTECs and other cell types. 

(A) Hierarchical clustering of mTECs and multiple hematopoietic cell types based on the 

expression levels of the 809 ERE families sorted in LINE, LTR and SINE. For each cell type, the mean 

expression of ERE families was computed among available samples. Row Z-scores were then 

determined for each ERE family across cell types. (B) Low interindividual variation in ERE families’ 

expression. Boxplot depicting the log-transformed value of the standard deviation of the 

expression of each ERE family between samples for the 32 healthy human tissues analyzed. 

Abbreviations: B.S.G.: Band segmented granulocytes; M.P.: Myelomonocytic progenitors; M.S.G.: 

Minor salivary gland. 
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Supplementary Figure 2.2 - Quintile ranking of ERE families in healthy human tissues. 

Pie charts represent the percentage of LTR, LINE and SINE families that were assigned to each 

quintile for the 32 healthy human tissues analyzed. Tissues were sorted based on the number of 

ERE families that were assigned to the 5th quintile.  
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Supplementary Figure 2.3 - Manual validation of ereMAPs' nucleotide coding sequence in the 
human genome. 

Flowchart depicting the decision tree for each ereMAP candidate during manual validation in IGV. 

After mapping of the peptide’s coding sequence on the human genome with BLAT, candidates 

were considered as ereMAPs or discarded based on the orientation of the peptide’s coding 

sequence towards the ERE sequence and other genomic regions (CDS, introns).  
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Supplementary Figure 2.4 - Expression of ereMAPs' coding sequence in healthy human tissues. 

Heatmap showing the average expression, in reads per hundred million reads sequenced (rphm), 

of ereMAPs’ coding sequences in 32 human healthy tissues/cell types (see Table S1). Peptides 

were sorted based on the group of the ERE sequence generating the peptide (LINE, LTR or SINE). 

Positive tissues (rphm > 10) are shown with bold squares. B-LCL and mTECs are indicated with 

black and red stars, respectively. 
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Supplementary Figure 2.5 - Expression profiling of B-LCL ereMAPs in cancer. 

(A) Heatmap showing the average expression, in reads per hundred million reads sequenced 

(rphm), of B-LCL ereMAPs’ coding sequences in 12 cohorts of cancers from TCGA. Peptides were 

sorted based on the group of the ERE sequence generating the peptide (LINE, LTR or SINE). 

Positive tissues (rphm > 10) are shown with bold squares. (B) Barplot depicting the number of B-

LCL ereMAPs with high (above threshold in ≥2 cancer types) or low expression in TCGA cohorts. 

Shades of grey show the expression of ereMAPs in healthy tissues from GTEx (high if expression 

is above threshold in ≥2 tissues, otherwise expression is defined as low). (C) Heatmap showing 

the Pearson correlation between ereMAPs’ RNA expression and DNA methylation level. 

Abbreviations for TCGA cohorts: BLCA, urothelial bladder carcinoma; BRCA, breast invasive 
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carcinoma; COAD, colon adenocarcinoma; HNSC, head-neck squamous cell carcinoma; KIRC, 

kidney renal clear cell carcinoma; LIHC, liver hepatocellular carcinoma; LUAD, lung 

adenocarcinoma; LUSC, lung squamous cell carcinoma; OV, ovarian cancer; PAAD, pancreatic 

adenocarcinoma; PRAD, prostate adenocarcinoma; SKCM, skin cutaneous melanoma. 
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Supplementary Figure 2.6 - Comparison of amino acid usage of ERE-derived, viral, and human 
MAPs. 

Heatmaps showing amino acid frequencies at all positions of 8, 9 and 10 amino acid-long peptides 

for ereMAPs (top), canonical human (middle) and viral (bottom) MAPs. Abbreviations for amino 

acids: Y, Tyrosine; W, Tryptophan; V, Valine; T, Threonine; S, Serine; R, Arginine; Q, Glutamine; P, 

Proline; N, Asparagine; M, Methionine; L, Leucine; K, Lysine; I, Isoleucine; H, Histidine; G, Glycine; 

F, Phenylalanine; E, Glutamic Acid; D, Aspartic Acid; C, Cysteine; A, Alanine.  

 

 

Supplementary Figure 2.7 - Assessment of ERE-derived MAPs' immunogenicity. 

(A) Boxplot showing the immunogenicity scores of thymic MAPs and ereMAPs predicted by the 

Repitope algorithm. Statistical significance was computed with a Mann-Whitney test 

(***P≤0.001). (B , C) Barplots showing the numbers of spot-forming cells (SFCs) per 106 CD8+ T 

cells measured by IFNɣ ELISpot assay for two cancer-specific ereMAPs, (B) KISLYLPAL and (C) 

KILILLQSL, and MelanA as positive control. N/A indicates that the experiment could not be 

performed due to a limited number of T cells. 
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Chapitre 3 : Projet 2 

3.1 Article #2: Transposable elements regulate thymus development 

and function. 

3.1.1 Résumé en français 

Titre en français : Les éléments transposables régulent le développement et la fonction 

thymiques. 

Les éléments transposables (TE) sont des séquences répétitives représentant environ 45% des 

génomes humain et murin qui sont exprimés fortement par les cellules épithéliales thymiques de 

la médulla (mTEC). Dans cette étude, nous avons réalisé des analyses multi-omiques des TEs dans 

des cellules thymiques humaines et murines pour déterminer leur rôle précis dans le 

développement des lymphocytes T. Nos données montrent que l’expression des TEs est forte 

dans le thymus humain, et qu’elle varie grandement i) entre les populations thymiques et ii) au 

cours du développement. Les TEs fournissent des sites de liaison à un grand nombre de facteurs 

de transcription dans tous les types cellulaires du thymus humain. Deux types cellulaires 

expriment des répertoires de TEs particulièrement larges : les mTECs et les cellules dendritiques 

plasmacytoïdes (pDC).  Dans les mTECs, les TEs interagissent avec des facteurs de trancription 

essentiels au développement et à la fonction des mTECs (ex : PAX1 et RELB) et génèrent des 

peptides associés au CMH-I impliqués dans l’éducation des lymphocytes T. De façon marquée, 

AIRE, FEZF2 et CHD4 régulent des répertoires non-redondants de TEs dans les mTECs murines. 

Chez l’humain, les pDCs thymiques ont une expression homogène et forte des TEs qui mène à la 

formation de dsRNA qui induisent la signalisation de RIG-I et MDA5, ce qui explique la sécrétion 
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constitutive d’IFN ɑ/β des pDCs thymiques. Cette étude illustre la diversité des interactions entre 

les TEs et le système immunitaire adaptatif. Les TEs sont des parasites génétiques, et les deux 

types cellulaires exprimant le plus fortement les TEs (mTECs et pDCs) sont essentiels à 

l’établissement de la tolérance au soi des lymphocytes T. Nous proposons donc que l’expression 

des TEs dans les cellules du thymus est critique pour prévenir des réactions auto-immunes chez 

les vertébrés.  

3.1.2 Contribution des auteurs 

Jean-David Larouche : Conception du projet. Écriture des scripts, réalisation des analyses bio-

informatiques, réalisation des expériences et analyse des résultats pour les figures 3.1 à 3.6 et les 

figures supplémentaires 3.1 à 3.10. Écriture de la première version du manuscrit. 

Céline Laumont : Conception des analyses des figures 3.3a et b. Contribution aux scripts de 

traitement et de contrôle de la qualité des données de scRNA-seq. 

Assya Trofimov : Contribution aux analyses des figures 3.1c et d. 

Krystel Vincent : Conception du projet, analyse des résultats et écriture de la première version 

du manuscrit. 

Leslie Hesnard : Contribution à l’isolation des pDCs thymiques (figure 3.4c). 

Sylvie Brochu : Isolation des mTECs et cTECs de thymus de souris K5D1 (figure 3.6). 

Caroline Côté : Isolation des mTECs et cTECs de thymus de souris K5D1 (figure 3.6). 

Juliette Humeau : Contribution à la quantification des images de microscopie confocale (figure 

3.4d). 

Éric Bonneil : Recherches des bases de données de MS dans Peaks (figure 3.6). 
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Joël Lanoix : Immunoprécipitation des complexes CMH-I-peptides (figure 3.6). 

Chantal Durette : Validation manuelle des spectres MS/MS des ereMAPs (figure 3.6). 

Patrick Gendron : Contribution aux analyses de la figure 3.2f. 

Jean-Philippe Laverdure : Génération du protéome canonique personnalisé (figure 3.6). 

Ellen Richie : Génération des souris K5D1 (figure 3.6). 

Sébastien Lemieux : Analyse des résultats. Contribution à la conception de la figure 3.2b. 

Pierre Thibault : Analyse des résultats. 

Claude Perreault : Conception du projet, analyse des résultats et écriture de la première version 

du manuscrit. 

3.1.3 Version révisée soumise à eLife 

“Transposable elements regulate thymus development and function” 

Jean-David Larouche1,2, Céline M. Laumont3,4, Assya Trofimov1,5,6,7, Krystel Vincent1, Leslie 

Hesnard1, Sylvie Brochu1, Caroline Côté1, Juliette Humeau1, Éric Bonneil1, Joël Lanoix1, Chantal 

Durette1, Patrick Gendron1, Jean-Philippe Laverdure1, Ellen R. Richie8, Sébastien Lemieux1,9, 

Pierre Thibault1,10, Claude Perreault1,2*. 

1 Institute for Research in Immunology and Cancer, Université de Montréal; Montréal, Canada. 

2 Department of Medicine, Université de Montréal; Montréal, Canada.		

3 Deeley Research Centre, BC Cancer; Victoria, Canada. 

4 Department of Medical Genetics, University of British Columbia; Vancouver, Canada. 
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5 Department of Computer Science and Operations Research, Université de Montréal; Montréal, 

Canada. 

6 Department of Physics, University of Washington; Seattle, USA. 

7 Fred Hutchinson Cancer Center; Seattle, USA. 

8 Department of Epigenetics and Molecular Carcinogenesis, University of Texas M.D. Anderson 

Cancer Center; Houston, USA. 

9 Department of Biochemistry and Molecular Medicine, Université de Montréal; Montréal, Canada. 

10 Department of Chemistry, Université de Montréal; Montréal, Canada. 

*Corresponding author. Email:  claude.perreault@umontreal.ca 

3.1.3.1 Abstract 

Transposable elements (TE) are repetitive sequences representing ~45% of the human and mouse 

genomes and are highly expressed by medullary thymic epithelial cells (mTEC). In this study, we 

investigated the role of TEs on T-cell development in the thymus. We performed multi-omic 

analyses of TEs in human and mouse thymic cells to elucidate their role in T cell development. We 

report that TE expression in the human thymus is high and shows extensive age- and cell lineage-

related variations. TE expression correlates with multiple transcription factors in all cell types of 

the human thymus. Two cell types express particularly broad TE repertoires: mTECs and 

plasmacytoid dendritic cells (pDC). In mTECs, transcriptomic data suggest that TEs interact with 

transcription factors essential for mTEC development and function (e.g., PAX1 and REL), and 

immunopeptidomic data showed that TEs generate MHC-I-associated peptides implicated in 

about:blank
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thymocyte education. Notably, AIRE, FEZF2, and CHD4 regulate small yet non-redundant sets of 

TEs in murine mTECs. Human thymic pDCs homogenously express large numbers of TEs that 

likely form dsRNA, which can activate innate immune receptors, potentially explaining why 

thymic pDCs constitutively secrete IFN ɑ/β. This study highlights the diversity of interactions 

between TEs and the adaptive immune system. TEs are genetic parasites, and the two thymic cell 

types most affected by TEs (mTEcs and pDCs) are essential to establishing central T-cell tolerance. 

Therefore, we propose that orchestrating TE expression in thymic cells is critical to prevent 

autoimmunity in vertebrates. 

3.1.3.2 Introduction 

Self/non-self discrimination is a fundamental requirement of life (423). In jawed vertebrates, the 

thymus is the only site where T lymphocytes can be properly educated to distinguish self from non-

self (424, 425). This is vividly illustrated by Oncostatin M-transgenic mice, where T-cell 

production occurs exclusively in the lymph nodes (426). These mice harbor normal numbers of T-

cell receptors (TCR) αβ T cells but present severe autoimmunity and cannot fight infections (427). 

Intrathymic generation of a functional T-cell repertoire depends on choreographed interactions 

between the TCRs of thymocytes and peptides presented by major histocompatibility complex 

(MHC) molecules on various antigen-presenting cells (APC) (428). Positive selection depends on 

self-antigens presented by cortical thymic epithelial cells (cTEC) and ensures that TCRs recognize 

antigens in the context of the host’s MHC molecules (429, 430). The establishment of central 

tolerance depends on two main classes of APCs located in the thymic medulla: dendritic cells (DC) 

and medullary TEC (mTEC) (431-433). Two other APC types have a more limited contribution to 

central tolerance: thymic fibroblasts and B cells (94, 434). High avidity interactions between 
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thymic APCs and autoreactive thymocytes lead to thymocyte deletion (negative selection) or 

generation of regulatory T cells (Treg) (435). 

 

The main drivers of central tolerance, mTECs and DCs, display considerable phenotypic and 

functional heterogeneity. Indeed, recent single-cell RNA-seq (scRNA-seq) studies have identified 

several subpopulations of mTECs: immature mTEC(I) that stimulate thymocyte migration to the 

medulla via chemokine secretion (436), mTEC(II) that express high levels of MHC and are 

essential to tolerance induction, fully differentiated corneocyte-like mTEC(III) that foster a pro-

inflammatory microenvironment (437), and finally mimetic mTECs that express peripheral tissue 

antigens (100). Three different proteins whose loss of function leads to severe autoimmunity, 

AIRE, FEZF2, and CHD4, have been shown to drive the expression of non-redundant sets of 

peripheral tissue antigens in mTECs (129, 130, 438). DCs, on the other hand, are separated into 

three main populations. Conventional DC 1 and 2 (cDC1 and cDC2) have an unmatched ability to 

present both endogenous antigens and exogenous antigens acquired via cross-presentation or cross-

dressing (439). Plasmacytoid DC (pDC) are less effective APCs than cDCs, their primary role 

being to produce interferon alpha (IFNɑ) (439). Notably, thymic pDCs originate from intrathymic 

IRF8hi precursors, and, in contrast to extrathymic pDCs, they constitutively secrete high amounts 

of IFNɑ (105, 106, 113). This constitutive IFNɑ secretion by thymic pDCs regulates the late stages 

of thymocyte development by promoting the generation of Tregs and innate CD8 T cells (114-

118).  

 

Transposable elements (TE) are repetitive sequences representing ~45% of the human and mouse 

genomes (374, 377). Most TEs can be grouped into three categories: the long and short interspersed 
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nuclear elements (LINE and SINE, respectively) and the long terminal repeats (LTR). These broad 

categories are subdivided into over 800 subfamilies based on sequence homology (147). TE 

expression is typically repressed in host cells to prevent deleterious integrations of TE sequences 

in protein-coding genes (375). Unexpectedly, TEs were recently found to be expressed at higher 

levels in human mTECs than in any other MHC-expressing tissues and organs (i.e., excluding the 

testis) (440, 441), suggesting a role for TEs in thymopoiesis. Since some TEs are translated and 

generate MHC I-associated peptides (MAP) (440), they might induce TE-specific central tolerance 

(442). Additionally, TEs provide binding sites to transcription factors (TF) and stimulate cytokine 

secretion via the formation of double-stranded RNA (dsRNA) (338, 340, 341, 350, 443). Hence, 

TEs could have pleiotropic effects on thymopoiesis. To evaluate the role of TEs in thymopoiesis, 

we adopted a multipronged strategy beginning with scRNA-seq of human thymi and culminating 

in MS analyses of the MAP repertoire of mouse mTECs.  

3.1.3.3 Results 

LINE, LTR, and SINE expression shows extensive variations during ontogeny of the human 

thymus 

We first profiled TE expression in various thymic cell populations during development. To do so, 

we quantified the expression of 809 TE subfamilies (classified according to the RepeatMasker 

annotations) in the scRNA-seq dataset of human thymi created by Park et al. (102). Cells were 

clustered in 19 populations representing the main constituents of the thymic hematolymphoid and 

stromal compartments (Figure 3.1a and Supplementary Figure 3.1). The expression of TE 

subfamilies was quantified at all developmental stages available, ranging from 7 post-conception 

weeks (pcw) to 40 years of age (Supplementary file 1 – Table 1). Unsupervised hierarchical 

clustering revealed three clusters of TE subfamilies based on their pattern of expression during 
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thymic development (Figure 3.1b, upper panel): i) maximal expression at early embryonic stages 

persisting, albeit at lower levels, throughout ontogeny (cluster 1), ii) an expression specific to a 

given timepoint (cluster 2), or iii) a high expression at early embryonic stages that decreases rapidly 

at later timepoints (cluster 3). LINE and SINE subfamilies were enriched in cluster 1, whereas LTR 

subfamilies were significantly enriched in clusters 2 and 3 (Figure 3.1b, lower panel). Expression 

of individual LINE and SINE subfamilies was highly shared among different cell types (Figure 

3.1d). In contrast, the LTR subfamilies' expression pattern was shared by fewer cell subsets and 

adopted a quasi-random distribution (Figure 3.1d). The pattern of expression assigned to TE 

subfamilies (Figure 3.1c, innermost track) was not affected by the proportion of cells of different 

developmental stages (embryonic or postnatal) (Figure 3.1c, outermost track, and Supplementary 

Figure 3.2). This suggests that our observations do not result from a bias in the composition of the 

dataset. To gain further insights into the expression of TE subfamilies, we studied two biological 

processes known to regulate TE expression in other contexts: cell proliferation and expression of 

KRAB zinc-finger proteins (KZFP) (271, 444). Cell cycling scores negatively correlated with TE 

expression in various thymic cell subsets, particularly for LINE and SINE subfamilies shared 

among cell types (Supplementary Figure 3.3 and Supplementary file 1 – Table 2), whereas analysis 

of KZFP expression identified ZNF10 as a probable repressor of L1 subfamilies in Th17 and NK 

cells (Supplementary Figure 3.4 and Supplementary file 1 – Table 3). Thus, we conclude that the 

expression of the three main classes of TEs shows major divergences as a function of age and 

thymic cell types.  

 

TEs form interactions with transcription factors regulating thymic development and function 
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TEs provide binding sites to TFs (211, 298, 338), and T-cell development is driven by the 

coordinated timing of multiple changes in transcriptional regulators (445). We, therefore, 

investigated interactions between TE subfamilies and TFs during the development of the human 

thymus. Two criteria defined an interaction: i) a significant and positive correlation between the 

expression of a TF and a TE subfamily in a given cell population, and ii) the presence of the TF 

binding motif in the loci of the TE subfamily (Figure 3.2a). Additionally, we validated the 

correlations we obtained using a bootstrap procedure to ascertain their reproducibility (see Material 

and Methods for details). This procedure removed weakly correlated TF-TE pairs (Figure 3.2b). 

TF-TE interactions were observed in all thymic cell populations (Figure 3.2c, d, Supplementary 

Figure 3.5, and Supplementary file 1 – Table 4). Numerous TF-TE interactions were conserved 

between hematolymphoid and stromal cell subsets (Figure 3.2e). However, the number of 

interactions and the complexity of the interaction networks were much higher in mTECs than in 

other cell populations (Figure 3.2c, d, Supplementary Figure 3.5, and Supplementary Figure 3.6).  

 

Several TFs instrumental in thymus development and thymopoiesis interacted with TE subfamilies 

(Supplementary Figure 3.6, and Supplementary file 1 – Table 4). These TFs include the NFKB1 

and REL subunits of the NF-κB complex and PAX1 in mTECs (446-448) and JUND in thymocytes 

(449). In DCs, the most notable TF-TE interactions involved interferon regulatory factors (IRF), 

which regulate the late stages of T-cell maturation, and TCF4, which is essential for pDC 

development (114, 450). This observation is consistent with evidence that TEs have shaped the 

evolution of IFN signaling networks (338). Finally, we found significant interactions between 

CTCF and TE subfamilies in mTECs and endothelial cells, suggesting that the binding of CTCF to 

TE sequences affects the tridimensional structure of the chromatin in the thymic stroma (209). 
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Interestingly, LINE and SINE subfamilies that occupy more genomic space interacted with higher 

numbers of transcription factors (Supplementary Figure 3.7).  

 

Using data from the ENCODE consortium for hematopoietic cells (451, 452), we looked at the 

histone marks at the TE loci identified as TF interactors by our analyses (i.e., correlated with TF 

expression and containing the TF binding motif). The objective was to determine if they could act 

as promoters or enhancers (Figure 3.2a and Supplementary file 1 – Table 5). We found several TE 

promoter and enhancer candidates in all eight hematopoietic cell types analyzed, with a striking 

overrepresentation of LINE and SINE compared to LTR sequences (Figure 3.2f and Supplementary 

file 1 – Table 6). Finally, we analyzed publicly available ChIP-seq data of ETS1, an important TF 

for NK cell development (453), to confirm its ability to bind TE sequences. Indeed, 19% of ETS1 

peaks overlap with TE sequences (Figure 3.2g). Notably, ETS1 peaks overlapped with TE 

sequences (Figure 3.2h, in red) in the promoter regions of PRF1 and KLRD1, two genes critical 

for NK cells’ effector functions (454, 455). Hence, our data suggest that TEs affect thymic 

development and function by providing binding sites to multiple TFs.  

 

TEs are highly and differentially expressed in human thymic APC subsets 

We next sought to determine whether the high expression of TEs reported in mTECs (32, 33) was 

limited to this cell subset or was found in other thymic cell types. Since several thymic stromal 

cells reach maturity after birth (101), we selected postnatal samples for the following analyses. We 

computed two distinct Shannon entropy indices: one for the global diversity of TEs expressed by 

all cells of a given population, and another for the median value of TE diversity expressed by 
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individual cells of a population (Figure 3.3a). Then, we computed a linear model to represent the 

diversity of TEs expressed by a cell population based on the diversity of TEs expressed by 

individual cells (Figure 3.3a, blue curve). Two salient findings emerged from this analysis. First, 

the diversity of TEs expressed in the T-cell lineage decreases during differentiation according to 

the following hierarchy: DN thymocytes > DP thymocytes > SP thymocytes (Figure 3.3a, 

Supplementary Figure 3.8). Second, among the populations of thymic APCs implicated in positive 

and negative selection (Figure 3.3a, orange dots), cTECs, mTECs, and DCs expressed broader 

repertoires of TEs than B cells and fibroblasts. While cTECs and DCs expressed highly diverse TE 

repertoires at both the population and individual cell levels, the breadth of TE expression in mTECs 

was found only at the population level (Figure 3.3a). Accordingly, intercellular heterogeneity (i.e., 

deviation from the linear model) was higher for mTECs than other cell populations (Figure 3.3b).  

 

We next focused on thymic APCs expressing the broadest TE repertoires: cTECs, mTECs, and 

DCs (Figure 3.3a). To this end, we annotated these APC subpopulations based on previously 

published lists of marker genes (Figure 3.3c and Supplementary Figure 3.9) (102, 103). We 

performed differential expression analyses to determine whether some TE subfamilies were 

overexpressed in specific APC subsets. pDCs and mTEC(II) overexpressed a broader TE repertoire 

than other APCs: 32.01% of subfamilies were overexpressed in pDCs and 10.88% in mTEC(II) 

(Figure 3.3d and Supplementary file 1 – Table 7). The nature of the overexpressed TEs differed 

between pDCs and other thymic APC subsets. Indeed, pDCs overexpressed LTRs, LINEs, and 

SINEs, including several Alu and L1 subfamilies (Figure 3.3d and Supplementary file 1 – Table 

7). In contrast, other thymic APCs predominantly overexpressed LTRs.  
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TE expression showed wildly divergent levels of intercellular heterogeneity in APC subsets. 

Indeed, whereas most TE subfamilies were expressed by <25% of cells of the mTEC(II) population, 

an important proportion of TEs were expressed by >75% of pDCs (Figure 3.3e). To evaluate this 

question further, we compared TE expression between metacells of thymic APCs; metacells are 

small clusters of cells with highly similar transcription profiles. This analysis revealed that 

overexpression of TE subfamilies was shared between pDC metacells but not mTEC(II) metacells, 

reinforcing the idea that TE expression adopts a mosaic pattern in the mTEC(II) population 

(Supplementary Figure 3.10). We conclude that cTECs, mTECs, and DCs express broad TE 

repertoires. However, two subpopulations of thymic APCs clearly stand out. pDCs express an 

extremely diversified repertoire of LTRs, SINEs, and LINEs, showing limited intercellular 

heterogeneity, whereas the mTEC(II) population shows a highly heterogeneous overexpression of 

LTR subfamilies.  

 

TE expression in human pDCs is associated with dsRNA structures 

The high expression of a broad repertoire of TE sequences in thymic pDCs was unexpected (Figure 

3.3d). LINE and SINE subfamilies, in particular, were highly and homogeneously expressed by 

thymic pDCs (Figure 3.4a). Constitutive IFNɑ secretion is a feature of thymic pDCs not found in 

extrathymic pDCs. We, therefore, hypothesized that this constitutive IFNɑ secretion by thymic 

pDCs might be mechanistically linked to their TE expression profile. We first assessed whether 

thymic and extrathymic pDCs have similar TE expression profiles by reanalyzing scRNA-seq data 

from human spleens published by Madissoon et al. (456) (Supplementary Figure 3.11a, b). This 

revealed that extrathymic pDCs express TE sequences at similar or lower levels than other splenic 

cells (Supplementary Figure 3.11c, d). We then used pseudobulk RNA-seq methods to perform a 
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differential expression analysis of TE subfamilies between thymic and splenic pDCs. This analysis 

confirmed that TE expression was globally higher in thymic than in extrathymic pDCs (Figure 

3.4b). Since TE overexpression can lead to the formation of dsRNA (350, 443), we investigated if 

such structures were found in thymic pDCs. pDCs were magnetically enriched from primary human 

thymi following labeling with anti-CD303 antibody (a marker of pDCs). Then, pDC-enriched 

thymic cells were stained with an antibody against CD123 (another marker of pDCs) and the J2 

antibody that stains dsRNA. The intensity of the J2 signal was more than 10-fold higher in CD123+ 

relative to CD123- cells (Figure 3.4c, d). We conclude that thymic pDCs contain large amounts of 

dsRNAs. To evaluate if these dsRNAs arise from TE sequences, we analyzed in thymic APC 

subsets the proportion of the transcriptome assigned to two groups of genomic sequences known 

as important sources of dsRNAs: TEs and mitochondrial genes (457). Strikingly, whereas the 

percentage of reads from mitochondrial genes was typically lower in pDCs than in other thymic 

APCs, the proportion of the transcriptome originating from TEs was higher in pDCs (~22%) by 

several orders of magnitude (Supplementary Figure 3.12). Finally, we performed gene set 

enrichment analyses to ascertain if the high expression of TEs by thymic pDCs was associated with 

specific gene signatures. These analyses highlighted signatures of antigen presentation, immune 

response, and interferon signaling in thymic pDCs (Figure 3.4e and Supplementary file 1 – Table 

8). Notably, thymic pDCs harbored moderate yet significant enrichment of gene signatures of RIG-

I and MDA5-mediated IFN ɑ/β signaling compared to all other thymic APCs (Figure 3.4e and 

Supplementary file 1 – Table 8). Altogether, these data support a model in which the high and 

ubiquitous expression of TEs in thymic pDCs would lead to the formation of dsRNAs triggering 

innate immune sensors, which might explain their constitutive secretion of IFN ɑ/β. 

 



 117 

AIRE, CHD4, and FEZF2 regulate distinct sets of TE sequences in murine mTECs 

The essential role of mTECs in central tolerance hinges on their ability to ectopically express 

tissue-restricted genes, whose expression is otherwise limited to specific epithelial lineage (119, 

140). This promiscuous gene expression is driven by AIRE, CHD4, and FEZF2 (129, 130, 438). We, 

therefore, investigated the contribution of these three genes to the expression of TE subfamilies 

in the mTEC(II) population (Figure 3.3d). First, we validated that mTEC(II) express AIRE, CHD4, and 

FEZF2 in the human scRNA-seq dataset (Figure 3.5a). Next, we analyzed published murine mTEC 

RNA-seq data to assess the regulation of TE sequences by AIRE, CHD4, and FEZF2. Differential 

expression analyses between knock-out (KO) and wild-type (WT) mice showed that these three 

factors regulate TE sequences, but the magnitude and directionality of this regulation differed 

(Figure 3.5b and Supplementary file 1 – Table 9). Indeed, while CHD4 had the biggest impact on 

TE expression by inducing 433 TE loci and repressing 463, FEZF2’s impact was minimal, with 97 TE 

loci induced and 60 repressed (Figure 3.5b). Besides, AIRE mainly acted as a repressor of TE 

sequences, with 326 loci repressed and 171 induced (Figure 3.5b). Interestingly, there was 

minimal overlap between the TE sequences regulated by AIRE, CHD4, and FEZF2, indicating that 

they have non-redundant roles in TE regulation (Figure 3.5c). Additionally, AIRE, CHD4, and FEZF2 

preferentially targeted LTR and LINE elements, with significant enrichment of specific subfamilies 

such as MTA_Mm-int and RLTR4_Mm that are induced by Aire and Fezf2, respectively (Figure 3.5d 

and Supplementary Figure 3.13a). While AIRE and CHD4 preferentially targeted evolutionary 

young TE sequences, the age of the TE sequence did not seem to affect the regulation by FEZF2 

(Supplementary Figure 3.13b). We also noticed that the distance between regulated TE loci was 

smaller than the distributions of randomly selected TEs (Supplementary Figure 3.13c). This 
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suggests that AIRE, CHD4, and FEZF2 nonrandomly affect the expression of TE sequences located 

in specific genomic regions. We observed no significant differences in the genomic localization of 

TE loci targeted by AIRE, CHD4, and FEZF2 relative to the genomic localization of all TE sequences 

in the murine genome: most TE loci were located in intronic and intergenic regions 

(Supplementary Figure 3.13d). Enrichment for intronic TEs could not be ascribed to induction of 

global intron retention: the intron retention ratio was similar for TEs regulated or not by AIRE, 

CHD4, and FEZF2 (Supplementary Figure 3.13e). ChIP-seq-based analysis of permissive histone 

marks showed that TE loci induced by AIRE, CHD4, and FEZF2 were all marked by H3K4me3 (Figure 

3.5e). As a proof of concept, we validated that 31.42% of AIRE peaks overlap with TE sequences 

by reanalyzing ChIP-seq data, confirming AIRE’s potential to bind TE sequences (Figure 3.5f). 

Hence, AIRE, CHD4, and FEZF2 regulate the expression of small yet non-redundant repertoires of 

TE sequences associated with permissive histone marks.  

 

TEs are translated and presented by MHC class I molecules in murine TECs 

Several TEs are translated and generate MAPs (440). Hence, the expression of TEs in cTECs and 

even more in mTECs raises a fundamental question: do these TEs generate MAPs that would shape 

the T cell repertoire? Mass spectrometry (MS) is the only method that can faithfully identify MAPs 

(458-460). Despite its quintessential role in central tolerance, the MAP repertoire of mTECs has 

never been studied by MS because of the impossibility of obtaining sufficient mTECs for MS 

analyses: mTECs represent ≤ 1% of thymic cells, and they do not proliferate in vitro. To get enough 

cTECs and mTECs for MS analyses, we used transgenic mice that express cyclin D1 under the 

control of the keratin 5 promoter (K5D1 mice). These mice develop dramatic thymic hyperplasia, 
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but their thymus is morphologically and functionally normal (461-463). Primary cTECs and 

mTECs (2 replicates of 70 x 106 cells from 121 and 90 mice, respectively) were isolated from the 

thymi of K5D1 mice as described (464). Following cell lysis and MHC I immunoprecipitation, 

MAPs were analyzed by liquid chromatography MS/MS (Figure 3.6a). To identify TE-coded 

MAPs, we generated a TE proteome by in silico translation of TE transcripts expressed by mTECs 

or cTECs, and this TE proteome was concatenated with the canonical proteome. MS analyses 

enabled the identification of a total of 1636 and 1714 MAPs in mTECs and cTECs, respectively. 

From these, we identified 4 TE-derived MAPs in mTECs and 2 in cTECs, demonstrating that TEs 

can be translated and presented by MHC I in the thymic cortex and medulla (Figure 3.6b and 

Supplementary file 1 – Table 10). These MAPs were coded by the three major groups of TE: LINEs 

(n=1), LTRs (n=1), and SINEs (n=4). Next, we evaluated whether the low number of TE MAPs 

identified could result from mass spectrometry detection limits (465, 466). We measured the level 

and frequency of TE expression in two subsets of cTECs (Figure 3.6c, left) or mTECs (Figure 3.6c, 

right) using scRNA-seq data from Baran-Gale et al. (467). TE subfamilies generating MAPs in 

cTECs or mTECs are highlighted in red in their respective plots. Strikingly, TECs highly and 

ubiquitously expressed the MAP-generating TE subfamilies. These results suggest that the 

contribution of TEs to the MAP repertoire of cTECs and mTECs might be significantly 

underestimated by the limits of detection of MS. This is particularly true for mTECs because they 

express high levels of TEs (Figure 3.3d), but their TE profile displays considerable intercellular 

heterogeneity (Figure 3.3e and Supplementary Figure 3.10). Nonetheless, our data provide direct 

evidence that TEs can generate MAPs presented by cTECs and mTECs, which can contribute to 

thymocyte education.  
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3.1.3.4 Discussion 

TEs are germline-integrated parasitic DNA elements that comprise about half of mammalian 

genomes. Over evolutionary timescales, TE sequences have been co-opted for host regulatory 

functions. Mechanistically, TEs encode proteins and noncoding RNAs that regulate gene 

expression at multiple levels (147, 468). Regulation of IFN signaling and triggering innate sensors 

are the best-characterized roles of TEs in the mammalian immune system (442). TEs are 

immunogenic and can elicit adaptive immune responses implicated in autoimmune diseases (440, 

442, 469, 470). Pervasive TE expression in various somatic organs means that co-evolution with 

their host must depend on establishing immune tolerance, a concept supported by the highly 

diversified TE repertoire expressed in mTECs (440). This observation provided the impetus to 

perform multi-omic studies of TE expression in the thymus. At the whole organ level, we found 

that TE expression showed extensive age- and cell lineage-related variations and was negatively 

correlated with cell proliferation and expression of KZFPs. The negative correlation between TE 

expression and cell cycle scores in the thymus is coherent with recent data showing that 

transcriptional activity of L1s is increased in senescent cells (413). A potential rationale for this 

could be to prevent deleterious transposition events during DNA replication and cell division. On 

the other hand, the contribution of KZFPs to TE regulation in the thymus is likely underestimated 

due to their typically low expression (471) and scRNA-seq detection limit. Additionally, TEs 

interact with multiple TFs in all thymic cell subsets. This is particularly true for the LINE and SINE 

subfamilies that occupy larger genomic spaces. Notably, TEs appear to play particularly important 

roles in two cell types located in the thymic medulla: mTECs and pDCs.  
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As mTECs are the APC population crucial to central tolerance induction, their high and diverse TE 

expression is poised to impact the T cell repertoire's formation profoundly. The extent and 

complexity of TF-TE interactions were higher in mTECs than in all other thymic cell subsets. These 

interactions included PAX1 and subunits of the NF-κB complex (e.g., RELB). PAX1 is essential 

for the development of TEC progenitors (448), and RELB is for the development and differentiation 

of mTECs (472). RelB-deficient mice have reduced thymic cellularity, markedly fewer mTECs, 

lack Aire expression, and suffer from autoimmunity (447, 473). Under the influence of Aire, Fezf2, 

and Chd4, mTECs collectively express almost the entire exome (119, 140). However, the 

expression of all genes in each mTEC would cause proteotoxic stress (140). Hence, promiscuous 

expression of tissue-restricted genes in mTECs adopts a mosaic pattern: individual tissue-restricted 

genes are expressed in a small fraction of mTECs (21, 100). The present work shows that mTECs 

also express an extensive repertoire of TEs in a mosaic pattern (i.e., with considerable intercellular 

heterogeneity). Aire, Fezf2, and Chd4 regulate non-redundant sets of TEs and preferentially induce 

TE sequences associated with permissive histone marks. The immunopeptidome of thymic stromal 

cells is responsible for thymocyte education and represents one of the most fundamental “known 

unknowns” in immunology. Inferences on the immunopeptidome of thymic stromal cells are based 

on transcriptomic data. However, i) TCRs interact with MAPs, not transcripts, and ii) the MAP 

repertoire cannot be inferred from the transcriptome (47, 458, 474). Using K5D1 mice presenting 

prominent thymic hyperplasia, we conducted MS searches of TE MAPs, identifying 4 TE MAPs 

in mTECs and 2 in cTECs. These results demonstrate that cTECs and mTECs present TE MAPs 

and suggest they present different TE MAPs. However, the correlation between transcriptomic and 

immunopeptidomic data suggests that TECs can present many more TE MAPs. Their profiling will 

require MS analyses of enormous numbers of TECs or the development of more sensitive MS 

techniques. As TE MAPs have been detected in normal and neoplastic extrathymic cells (352, 365, 
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367, 440), the presentation of TEs by mTECs is likely essential to central tolerance. In line with 

vibrant plaidoyers for a collaborative Human Immunopeptidome Project (459, 475), our work 

suggests that immunopeptidomic studies should not be limited to protein-coding genes (2% of the 

genome) but also encompass non-coding sequences such as TEs. 

 

The second population of cells exhibiting high TE expression, pDCs, are mainly seen as producers 

of IFN ɑ/β and potentially as APCs (439). Thymic and extrathymic pDCs are ontogenically and 

functionally different. They develop independently from each other from different precursor cells 

(105, 106, 476). IFN ɑ/β secretion is inducible in extrathymic pDCs but constitutive in thymic 

pDCs (113, 439). In line with the location of pDCs in the thymic medulla, their constitutive IFN 

ɑ/β secretion is instrumental in the terminal differentiation of thymocytes and the generation of 

Tregs and innate CD8 T cells (114-118). We report here that high TE expression is also a feature 

of thymic, but not extrathymic, pDCs. Thus, the present study provides a rationale for the 

constitutive IFN ɑ/β secretion by thymic pDCs: they homogeneously express large numbers of TEs 

(in particular LINEs and SINEs), leading to the formation of dsRNAs that trigger RIG-I and MDA5 

signaling that causes the constitutive secretion of IFN ɑ/β. As such, our data suggest that 

recognition of TE-derived dsRNAs by innate immune receptors promotes a pro-inflammatory 

environment favorable to the establishment of central tolerance in the thymic medulla. 

 

At first sight, the pleiotropic effects of TEs on thymic function may look surprising. It should be 

reminded that the integration of genetic parasites such as TEs is a source of genetic conflicts with 

the host. Notably, the emergence of adaptive immunity gave rise to higher-order conflicts between 

TEs and their vertebrate hosts (442, 477). The crucial challenge for the immune system is 



 123 

developing immune tolerance towards TEs to prevent autoimmune diseases that affect up to 10% 

of humans (478) without allowing selfish retrotransposition events that hinder genome integrity. 

The resolution of these conflicts has been proposed to be a determining factor in shaping the 

function of the immune system (477). Our data suggest that the thymus is the central battlefield for 

conflict resolution between TEs and T cells in vertebrates. Consistent with the implication of TEs 

in autoimmunity, more than 90% of putative causal variants associated with autoimmune diseases 

are in allegedly noncoding regions of the genome (478). In this context, our study illustrates the 

complexity of interactions between TEs and the vertebrate immune system and should provide 

impetus to explore them further in health and disease. We see two limitations to our study. First, 

as with all multi-omic systems immunology studies, our work provides a roadmap for many future 

mechanistic studies that could not be realized at this stage. Second, our immunopeptidomic 

analyses of TECs prove that TECs present TE MAPs but certainly underestimate the diversity of 

TE MAPs presented by cTECs and mTECs.  

3.1.3.5 Methods 

Experimental design 

This study aimed to understand better the impacts of TE expression on thymus development and 

function. Thymic populations are complex and heterogeneous, so we opted for single-cell RNA-

seq data to draw a comprehensive profile of TE expression in the thymus. To better understand the 

impact of AIRE, FEZF2, and CHD4 on TE expression in the mTEC(II) population, RNA-seq data 

from WT and KO murine mTEC, as well as ChIP-seq for different histone marks in murine mTECs, 

were reanalyzed to characterize the TE sequences regulated by these three proteins. Unless stated 

otherwise, studies were done in human cells. For MS analyses, two replicates of 70 million cells 

from K5D1 mice (461) were injected for both cTECs and mTECs. All experiments were in 
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accordance with the Canadian Council on Animal Care guidelines and approved by the Comité de 

Déontologie de l’Expérimentation sur des Animaux of Université de Montréal. Primary human 

thymi were obtained from 4-month-old to 12-year-old children undergoing cardiovascular 

surgeries at the CHU Sainte-Justine. This project was approved by the CHU Sainte-Justine 

Research Ethics Board (protocol and biobank #2126). 

Transcriptomic data processing 

Preprocessing of the scRNA-seq data was performed with kallisto (385), which uses an 

expectation-maximization algorithm to reassign multimapping reads based on the frequency of 

unique mappers at each sequence and bustools workflow. For human thymic data from Park et al. 

(102) and splenic data from Madissoon et al. (456), two different indexes were built for the 

pseudoalignment of reads with kallisto (version 0.46.0): one containing Ensembl 88 (GRCh38.88) 

transcripts used for the annotation of cell populations, and a second containing Ensembl 88 

transcripts and human TE sequences (LINE, LTR, SINE) from RepeatMasker (479) which was 

used for all subsequent analyses of TE expression. For murine data from Baran-Gale et al. (467), 

cell-type annotations from the original publication were used, and an index containing mm10 

transcripts and murine TE sequences from RepeatMasker was used to analyze TE expression. The 

cell barcodes were corrected, and the feature-barcode matrices were generated with the correct 

count functions of bustools (version 0.39.3) (480). For murine bulk RNA-seq data, an index 

composed of mm10 (GRCm38) transcripts and murine TE sequences from RepeatMasker was used 

for quantification with kallisto. 

ChIP-seq data reanalysis 

ChIP-seq data for i) ETS1 in human NK cells, ii) AIRE in murine mTECs, and iii) several histone 

marks of mTECs from WT mice were reanalyzed (see “Availability of data and materials” for 
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the complete list). ETS1 ChIP-seq reads were aligned to the reference Homo sapiens genome 

(GRCh38) using bowtie2 (version 2.3.5) (481) with the --very-sensitive parameter. Multimapping 

reads were removed using the samtools view function with the -q 10 parameter, and duplicate reads 

were removed using the samtools markdup function with the -r parameter (482). Peak calling was 

performed with macs2 with the -m 5 50 parameter (483). Peaks overlapping with the ENCODE 

blacklist regions (484) were removed with bedtools intersect (390) with default parameters. 

Overlap of ETS1 peaks with TE sequences was determined using bedtools intersect with default 

parameters. BigWig files were generated using the bamCoverage function of deeptools2 (485), and 

genomic tracks were visualized in the USCS Genome Browser (486). For the murine histone marks 

and AIRE data, reads were aligned to the reference Mus musculus genome (mm10) using bowtie2 

with the --very-sensitive parameter. Multimapping reads were removed using the samtools view 

function with the -q 10 parameter, and duplicate reads were removed using the samtools markdup 

function with the -r parameter. For histone marks, read coverage at the sequence body and flanking 

regions (+/- 3000 base pairs) of TE loci induced by AIRE, FEZF2, and CHD4 was visualized using 

ngs.plot.r (version 2.63) (487). For AIRE, peaks overlapping with the ENCODE blacklist regions 

were removed with bedtools intersect, and overlap of peaks with TE sequences was determined 

using bedtools intersect with default parameters.  

Cell population annotation 

Feature-barcode matrices were imported in R with SingleCellExperiment (version 1.12.0) (488). 

As a quality control, cells with less than 2000 UMI detected, less than 500 genes detected, or more 

than 5% reads assigned to mitochondrial genes were considered low quality and removed from the 

dataset with scuttle (version 1.0.4) (489). Cells with more than 7000 genes detected were 

considered doublets and removed. Normalization of cell size factors was performed with scran 
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(version 1.18.7) (490), and log-normalization of read counts was done with scuttle with default 

parameters. Variable regions of TCR and IG genes, as well as ribosomal and cell cycle genes (based 

on Park et al. (102)), were removed, and highly variable features were selected based on a mean-

variance trend based on a Poisson distribution of noise with scran. Adjustment of sequencing 

depths between batches and mutual nearest neighbors (MNN) correction were computed with 

batchelor (version 1.6.3) (491). Cell clustering was performed with scran using the Jaccard index 

for edge weighting and the Louvain method for community detection. Lists of marker genes for 

human thymic cell populations and TEC subsets were taken from Park et al. (102) and Bautista et 

al. (103), whereas marker genes of splenic populations were based on Madissoon et al. (456). 

TE expression throughout thymic development 

The expression of TE subfamilies was obtained by summing the read counts of loci based on the 

RepeatMasker annotations. For each TE subfamily in each cell population, expression levels 

amongst developmental stages were normalized by dividing them with the maximal expression 

value. Next, the Euclidean distance between each TE subfamily in each cell population (based on 

their normalized expression across developmental stages) was computed, followed by 

unsupervised hierarchical clustering. The tree was then manually cut into three clusters, and 

enrichment of LINE, LTR, and SINE elements in these three clusters was determined using Fisher’s 

exact tests. The cluster assigned to each TE subfamily in each cell population was visualized in a 

circos plot using the circlize package (version 0.4.14) (492) in R, and the percentage of each cell 

population found in embryonic or postnatal samples. Finally, we computed the frequency that each 

TE family was assigned to the three clusters, and the maximal value was kept. As a control, a 

random distribution of the expression of 809 TE subfamilies in 18 cell populations was generated. 

A cluster (cluster 1, 2, or 3) was randomly attributed for each combination of TE subfamily and 
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cell type, and the maximal occurrence of a given cluster across cell types was then computed for 

each TE subfamily. Finally, the LINE, LTR, and SINE elements distributions were compared to 

the random distribution with Kolmogorov-Smirnov tests. 

Regulation of TE expression by cell proliferation and KZFPs 

Proliferation scores were generated for each dataset cell using the CellCycleScoring function of 

Seurat (version 4.1.0). As per Cowan et al. (493), we combined previously published lists of G2M 

and S phase marker genes (494) to compute the proliferation scores. For each thymic cell 

population, we calculated the Spearman correlation between proliferation scores and the expression 

of TE subfamilies. The Benjamini-Hochberg method was applied to correct for multiple 

comparisons. Correlations were considered positive if the correlation coefficient was ≥0.2 and the 

adjusted p-value≤0.05, and negative if the coefficient was ≤-0.2 and the adjusted p-value≤0.05. We 

also computed the median of all correlation coefficients for each cell population. We then assigned 

the class of each TE subfamily correlated with cell proliferation and compared this distribution to 

the distribution of classes of all TE subfamilies in the human genome. The percentage of overlap 

of the sets of TE subfamilies significantly correlated with cell proliferation was determined. A list 

of 401 human KZFPs was downloaded from Imbeault et al. (271). Spearman correlations between 

KZFP and TE expression were independently computed in each cell population with the same 

methodology as the cell proliferation analysis, and Benjamini-Hochberg correction for multiple 

comparisons was applied. The information on the enrichment of KZFPs within TE subfamilies was 

downloaded from Imbeault et al. (271). Sharing of KZFP-TE pairs between cell populations was 

represented using the circlize package. 

Estimation of TE sequences’ age 
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The sequence divergence (defined as the number of mismatches per thousand) was given by the 

milliDiv value in RepeatMasker. The milliDiv values of each TE locus were divided by the 

substitution rate of its host’s genome (2,2x10-9 mutation/year for Homo sapiens and 4.5x10-9 

mutation/year for Mus musculus (151, 495)). Finally, the age of each TE subfamily was determined 

by averaging the age of all loci of the subfamily. 

Interactions between TE subfamilies and transcription factors 

We downloaded a list of 1638 transcription factors (TF) manually curated by Lambert et al. (496). 

For each cell population of the thymus, Spearman correlations were computed for each possible 

pair of TF and TE subfamily, and the Benjamini-Hochberg method was applied to correct the p-

values for multiple comparisons. Correlations were considered significant if i) the correlation 

coefficient was ≥0.2, ii) the adjusted p-value was ≤0.05, and iii) the TF was expressed by ≥10% of 

the cells of the population. The correlations were validated using a bootstrap procedure (1000 

iterations) to ensure their reproducibility. Briefly, we randomly selected n cells out of the n cells 

of a given population (while allowing cells to be selected multiple times). The empirical p-value 

was determined by dividing the number of iterations with a correlation coefficient <0.2 by the total 

number of iterations (1000). In parallel, the curated binding motifs of 945 TFs were downloaded 

from the JASPAR database. We then used the Find Individual Motif Occurences (FIMO) software 

(497) to identify the 100 000 genomic positions with the most significant matches for the TF 

binding motif. These lists of binding motif positions were then intersected with the positions of TE 

loci with the intersect function of BEDTools (version 2.29.2) (390), and the percentage of TE loci 

of each subfamily harboring TF binding motifs was determined. Thus, in a specific cell population 

of the thymus, a TF was considered as interacting with a TE subfamily if it satisfied two criteria: 

i) its expression was correlated with the one of the TE family (spearman coefficient ≥0.2, adjusted 
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p-value ≤0.05 and expression of TF in ≥10% of cells), and ii) at least one locus of the TE subfamily 

contained a binding motif of the TF. For each cell population, networks of interactions between TF 

and TE subfamilies were generated with the network package (version 1.17.1) (498) in R and 

represented with the ggnetwork package. For the sake of clarity, only the most significant 

interactions were illustrated for each cell type (i.e., correlation coefficient ≥0.3, TF binding sites in 

≥1% of the loci of the TE subfamily, and TF expression in ≥10% of cells of the population). Sharing 

of TF-TE interactions between cell populations was represented with a chord diagram using the 

circlize package. For each TE subfamily, the number of interactions with TFs and the number of 

loci of the TE subfamily in the human genome were determined. Wilcoxon-Mann-Whitney tests 

were used to compare the number of interactions with TF of LTR, LINE, and SINE elements, 

whereas Kendall tau correlation was calculated between the number of interactions with TF and 

the number of loci of TE subfamilies.  

Identification of TE promoter and enhancer candidates 

From the previously identified list of TF-TE interactions, we isolated the specific loci containing 

TF binding sites from the subfamilies whose expression was positively correlated with the TF. To 

determine if these TE loci could act as promoters or enhancers, we used histone ChIP-seq data 

from the ENCODE consortium for H3K27ac, H3K4me1, and H3K4me3. BED files from the 

ENCODE consortium were downloaded for eight immune cell populations: B cells, CD4 Single 

Positive T cells (CD4 SP), CD8 Single Positive T cells (CD8 SP), dendritic cells (DC), monocytes 

and macrophages (Mono/Macro), NK cells, Th17, and Treg. TE loci colocalizing with peaks in 

histone ChIP-seq data were identified using the intersect function of BEDTools (version 2.29.2). 

To be considered enhancer candidates, TE loci had to colocalize with H3K27ac and H3K4me1 but 

not H3K4me3. To be considered as promoter candidates, TE loci had to colocalize with H3K27ac 
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and H3K4me3, but not H3K4me1, and be located at ≤ 1000 nucleotides from a transcription start 

site (TSS) annotated in the refTSS database (499).  

Diversity of TE expression 

The human thymic scRNA-seq dataset was subsampled to retain only postnatal cells, as it was 

shown by Bornstein et al. (56) that thymic APCs are mainly found in postnatal samples. The 

diversity of TE sequences expressed by thymic populations was assessed using Shannon entropy. 

Using the vegan package (version 2.5-7) (500) in R, two distinct Shannon entropy metrics were 

computed for each cell population. First, the Shannon entropy was computed based on the 

expression level (i.e., log(read count)) of TE subfamilies for each cell individually. The median 

entropy was calculated for each cell population. In parallel, the diversity of TE sequences expressed 

by an entire population was also assessed. For this purpose, a binary code was generated to 

represent the expression status of TE subfamilies in each cell (where 1 is expressed and 0 is not 

expressed). For each population separately, the binary codes of individual cells were summed to 

obtain the frequency of expression of each TE subfamily in the population, which was used to 

compute the Shannon entropy of TE sequences expressed by the population. A linear model was 

generated with the lm function of the stats package in R to summarize the data distribution. The 

deviation (Δy) from the observed population’s TE diversity and the one expected by the linear 

model was computed for each cell population. 

TE expression in thymic APC 

A differential expression analysis of TE subfamilies between the subsets of thymic APC was 

performed with the FindAllMarkers function with default parameters of Seurat (501) with the 

MAST model. Finally, the heterogeneity of TE expression inside thymic APC subsets was 

evaluated with the MetaCell package (version 0.3.5) (502). The composition of the metacells was 
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validated based on manual annotation (see the “Single-cell RNA-seq preprocessing” section), and 

only metacells with >50% of cells belonging to the same subset of thymic APCs were kept. 

Differential expression of TE subfamilies between metacells was performed as described above, 

and the percentage of overlap between the sets of TEs overexpressed by the different metacells was 

computed.  

Isolation of human thymic pDCs and immunostaining of dsRNAs 

Primary human thymi were obtained from 4-month-old to 12-year-old children undergoing 

cardiovascular surgeries at the CHU Sainte-Justine. This project was approved by the CHU Sainte-

Justine Research Ethics Board (protocol and biobank #2126). Thymi from 4-month-old to 12-year-

old individuals were cryopreserved in liquid nitrogen in the following solution: 95% (PBS-5% 

Dextran 40 (Sigma-Aldrich)) – 5% DMSO (Fisher Scientific). Protocol for thymic pDCs isolation 

was based on Stoeckle et al. (503). Briefly, thymic samples were cut in ~2mm pieces, followed by 

three rounds of digestion (40 min, 180 RPM at 37℃) in RPMI 1640 (Gibco) supplemented with 

2mg/mL of Collagenase A (Roche) and 0.1mg/mL of DNase I (Sigma-Aldrich). APCs were then 

enriched using Percoll (Sigma-Aldrich) density centrifugation (3500g, 35min at 4℃), followed by 

an FBS cushion density gradient (5mL of RPMI 1640 containing enriched APCs layered on 5mL 

of heat-inactivated FBS (Invitrogen, 12483020), 1000RPM for 10min at 4℃) to remove cell debris. 

Finally, thymic pDCs were magnetically enriched using the QuadroMACS Separator (Miltenyi). 

Cells were stained with a CD303 (BDCA-2) MicroBead Kit (Miltenyi), and labeled cells were 

loaded on LS columns (Miltenyi) for magnetic-activated cell sorting.  

Purified thymic pDCs were pipetted on poly-L-lysine (Sigma-Aldrich, 1:10 in dH2O) coated 15μ-

Slide 8 well (ibid) and incubated for 2h at 37℃ in RPMI 1640 supplemented with 10% BSA 

(Sigma-Aldrich). Cells were fixed using 1% [w/v] paraformaldehyde (PFA, Sigma-Aldrich) in PBS 
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1X (Sigma-Aldrich) for 30min at room temperature. Cells were permeabilized for 30min at room 

temperature with 0.1% [v/v] Triton X-100 (Sigma-Aldrich) in PBS 1X, followed by blocking using 

5% [w/v] BSA (Sigma-Aldrich) in PBS 1X for 30min at room temperature. Immunostaining was 

performed in four steps to avoid unspecific binding of the secondary antibodies: i) incubation 

overnight at 4℃ with the mouse monoclonal IgG2a J2 antibody anti-dsRNA (Jena Bioscience, cat. 

RNT-SCI-10010500, dilution 1:200), ii) incubation with the donkey anti-mouse IgG (H+L) 

antibody coupled to Alexa Fluor 555 (Invitrogen, cat. A-31570, dilution 1:500) for 30min at room 

temperature, iii) incubation with the mouse monoclonal IgG1 clone 6H6 anti-CD123 (eBioscience, 

cat. 14-1239-82, 1:100) for one hour at room temperature, and iv) incubation with the goat anti-

mouse IgG1 polyclonal Alexa Fluor 488 antibody (Invitrogen, cat. A-21121, 1:1000) for 30min at 

room temperature. Finally, cells were stained with DAPI (Invitrogen, cat. D3571, 1:1000) for 5 

minutes at room temperature. All antibodies and DAPI were diluted in a blocking solution. Image 

acquisition was made with an LSM 700 laser scanning confocal microscope (Zeiss) using a 40x oil 

objective (Zeiss, Plan-Neofluar N.A. 1.4) and the ZEN software. Using the whiteTopHat function 

of the EBImage package and the sigmoNormalize function of the MorphoR package in R, the 

background of the DAPI signal was removed. The nuclei were segmented on the resulting images 

as circular shapes based on the DAPI signal. The mean intensity of CD123 and J2 staining was 

determined for each cytoplasm, defined as 19nm rings around nuclei. Based on the distribution of 

the CD123 signal across cells, a threshold between CD123- and CD123+ cells was set up for each 

replicate independently. J2 signal intensity was compared between CD123- and CD123+ cells using 

the Wilcoxon Rank Sum test in R. 

Gene set enrichment analysis 
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Gene set enrichment analyses were performed to determine which biological processes are enriched 

in mTEC(II) and pDCs. Differential gene expression analyses were performed between each 

possible pair of thymic APCs subsets using MAST with the FindMarkers function of Seurat. The 

gene set enrichment analysis was performed using the iDEA package (version 1.0.1) (504) in R. 

As per Ma et al. (504), the fold change and standard error of gene expression were used as input 

for iDEA, in addition to predefined lists of gene sets compiled in the iDEA package. Gene sets 

associated with antigen presentation, interferon signaling, and immune response were manually 

annotated. iDEA was launched with default parameters, except for the 500 iterations of the Markov 

chain Monte Carlo algorithm, and p-values were corrected with the Louis method. We also 

visualized the expression of AIRE, FEZF2, and CHD4 in the TEC lineage to validate their 

expression in mTEC(II).  

TE loci regulated by AIRE, FEZF2, and CHD4 

A differential expression analysis of TE subfamilies between WT and Aire-, Fezf2-, or Chd4-KO 

mice was performed with the voom method of the limma package (version 3.46.0) (505, 506). 

Stringent criteria (i.e., an expression below 2 transcripts per million (TPM) in all samples) were 

applied to remove lowly expressed TEs. TE subfamilies with i) a fold change ≥2 and an adjusted 

p-value ≤0.05 or ii) a fold change ≤-2 and an adjusted p-value ≤0.05 were considered as induced 

and repressed, respectively. The percentage of overlap between the sets of TE loci induced or 

repressed by AIRE, FEZF2, and CHD4 was computed. The class and subfamily were assigned to 

each regulated TE locus, and the distributions of classes and subfamilies across all TE sequences 

of the murine genome were used as controls. Significant enrichment of classes or subfamilies was 

determined with Chi-squared tests, and a Bonferroni correction for multiple comparisons was 

performed to enrich subfamilies in induced or repressed TEs. The distance between TE loci induced 
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or repressed by AIRE, FEZF2, or CHD4 was defined as the minimal distance between the middle 

position of TE loci on the same chromosome. As a control, distributions of randomly selected TE 

loci whose expression is independent of AIRE, FEZF2, and CHD4 and equal size to the sets of 

regulated TEs were generated (for example, if 433 TE loci are induced by CHD4, 433 independent 

TE loci were randomly selected). Wilcoxon rank-sum tests were used to compare random and 

regulated distributions. Genomic positions of exons, introns 3’ and 5’ untranslated transcribed 

region (UTR) were downloaded from the UCSC Table Browser. The genomic localization of 

regulated TEs was determined using the intersect mode of the BEDTools suite version 2.29.2. TE 

loci not located in exons, introns, 3’UTR, or 5’UTR were considered intergenic. The percentage of 

regulated TE loci in each type of genomic region was determined and compared to the genomic 

localization of all TE loci in the murine genome with chi-squared tests. Finally, we estimated the 

frequency of intron retention events for introns containing TE loci regulated by AIRE, FEZF2, or 

CHD4 with S-IRFindeR (507). Sequencing reads were aligned to the reference Mus musculus 

genome (mm10) using STAR version 2.7.1a (389) with default parameters. Each intron's Stable 

Intron Retention ratio (SIRratio) was computed with the computeSIRratio function of S-IRFindeR. 

Introns containing TE loci induced by AIRE, FEZF2, or CHD4 were filtered using BEDTools 

intersect. Random distributions of equivalent sizes of introns containing TE sequences independent 

of AIRE, FEZF2, and CHD4 were generated as control. A SIRratio of 0.1 was used as a threshold 

of significant intron retention events. 

Enzymatic digestion and isolation of murine TECs 

Thymic stromal cell enrichment was performed as previously described (464, 508). Briefly, thymi 

from 16- to 22-week-old K5D1 mice were mechanically disrupted and enzymatically digested with 

papain (Worthington Biochemical Corporation), DNase I (Sigma-Aldrich), and collagenase IV 
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(Sigma-Aldrich) at 37°C. Next, the single-cell suspension obtained after enzymatic digestion was 

maintained at 4°C in FACS buffer (PBS, 0.5% [w/v] BSA, 2mM EDTA) and enriched in thymic 

epithelial cells using anti-EpCAM (CD326) or anti-CD45 microbeads (mouse, Miltenyi) and LS 

columns (Miltenyi). Then, the enriched epithelial cell suspension was stained for flow cytometry 

cell sorting with the following antibodies and dyes: anti-EpCAM-APC-Cy7 clone G8.8 (BioLegend, 

cat. 118218), anti-CD45-APC clone 30-F11 (BD Biosciences, cat. 559864), anti-UEA1-biotinylated 

(Vector Laboratories, cat. B-1065), anti-I-A/I-E-Alexa Fluor 700 clone M5/114.15.2 (BioLegend, 

cat. 107622), anti-Ly51-FITC clone 6C3 (BioLegend, cat. 553160), anti-streptavidin-PE-Cy7 (BD 

Biosciences, cat. 557598), and 7-AAD (BD Biosciences, cat. 559925). Cell sorting was performed 

using a BD FACSAria (BD Biosciences), and data were analyzed using the FACSDiva. TECs were 

defined as EpCAM+CD45−, while the cTEC and mTEC subsets were defined as UEA1–Ly51+ and 

UEA1+Ly51- TEC, respectively.  

RNA-Sequencing  

Total RNA from 80 000 mTECs or cTECs was isolated using TRIzol and purified with an RNeasy 

micro kit (Qiagen). Total RNA was quantified using Qubit (Thermo Scientific), and RNA quality was 

assessed with the Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies). Transcriptome libraries were 

generated using a KAPA RNA HyperPrep kit (Roche) using a poly(A) selection (Thermo Scientific). 

Sequencing was performed on the Illumina NextSeq 500, obtaining ∼200 million paired-end reads 

per sample.  

Preparation of CNBR-activated Sepharose beads for MHC I immunoprecipitation 

CNBR-activated Sepharose 4B beads (Sigma-Aldrich, cat. 17-0430-01) were incubated with 1 mM 

HCl at a ratio of 40 mg of beads per 13.5 ml of 1 mM HCl for 30 minutes with tumbling at room 
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temperature. Beads were spun at 215g for 1 minute at 4°C, and supernatants were discarded. 40 

mg of beads were resuspended with 4 ml of coupling buffer (0.1M NaHC03/0.5M NaCl pH 8.3), 

spun at 215g for 1 minute at 4°C, and the supernatants were discarded. Mouse antibodies Pan-

H2 (clone M1/42), H2-Kb (clone Y-3), and H2-Db (clone 28-14-8S) were coupled to beads at a ratio 

of 1 mg of antibody to 40 mg of beads in coupling buffer for 120 minutes with tumbling at room 

temperature. Beads were spun at 215g for 1 minute at 4°C, and supernatants were discarded. 40 

mg of beads were resuspended with 1 ml of blocking buffer (0.2M glycine), incubated for 30 

minutes with tumbling at room temperature, and the supernatants were discarded. Beads were 

washed by centrifugation twice with PBS pH 7.2, resuspended at a concentration of 1 mg of 

antibody per ml of PBS pH 7.2, and stored at 4°C.  

Immuno-isolation of MAPs 

Frozen pellets of mTECs (90 mice, 191 million cells total) and cTECs (121 mice, 164 million cells 

total) were thawed, pooled, and resuspended with PBS pH 7.2 up to 4 ml and then solubilized by 

adding 4 mL of detergent buffer containing PBS pH 7.2, 1% (w/v) CHAPS (Sigma, cat. C9426-5G) 

supplemented with Protease inhibitor cocktail (Sigma, cat. P8340-5mL). Solubilized cells were 

incubated for 60 minutes with tumbling at 4°C and then spun at 16,600g for 20 minutes at 4°C. 

Supernatants were transferred into new tubes containing 1.5 mg of Pan-H2, 0.5 mg of H2-Kb, and 

0.5 mg of H2-Db antibodies covalently-cross-linked CNBR-Sepharose beads per sample and 

incubated with tumbling for 180 minutes at 4°C. Samples were transferred into BioRad Poly prep 

chromatography columns and eluted by gravity. Beads were first washed with 11.5 mL PBS, then 

with 11.5 mL of 0.1X PBS, and finally with 11.5 mL of water. MHC I complexes were eluted from 

the beads by acidic treatment using 1% trifluoroacetic acid (TFA). Acidic filtrates containing 
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peptides were separated from MHC I subunits (HLA molecules and β-2 microglobulin) using home-

made stage tips packed with two 1 mm diameter octadecyl (C-18) solid phase extraction disks 

(EMPORE). Stage tips were pre-washed with methanol, then with 80% acetonitrile (ACN) in 0.1% 

TFA, and finally with 1% TFA. Samples were loaded onto the stage tips and washed with 1% TFA 

and 0.1% TFA. Peptides were eluted with 30% ACN in 0.1% TFA, dried using vacuum 

centrifugation, and then stored at -20 °C until MS analysis. 

MS analyses 

Peptides were loaded and separated on a home-made reversed-phase column (150-μm i.d. by 

200 mm) with a 106-min gradient from 10 to 38% B (A: formic acid 0.1%, B: 80% CAN 0.1% formic 

acid) and a 600-nl/min flow rate on an Easy nLC-1200 connected to an Orbitrap Exploris 480 

(Thermo Fisher Scientific). Each full MS spectrum acquired at a resolution of 240,000 was followed 

by tandem-MS (MS-MS) spectra acquisition on the most abundant multiply charged precursor 

ions for a maximum of 3s. Tandem-MS experiments were performed using higher energy collision-

induced dissociation (HCD) at a collision energy of 34%. The generation of the personalized 

proteome containing TE sequences, as well as the identification of TE-derived MAPs, was 

performed as per Larouche et al. (440) with the following modifications: the mm10 murine 

reference genome was downloaded from the UCSC Genome Browser, the annotations for murine 

genes and TE sequences were downloaded from the UCSC Table Browser, and the Uniprot mouse 

database (16 977 entries) was used for the canonical proteome. MAPs were identified using 

PEAKS X Pro (Bioinformatics Solutions, Waterloo, ON). The level and frequency of expression of 

TE subfamilies generating MAPs or not were determined in thymic epithelial cells were 

determined by averaging the expression values across cells of a TEC subset and dividing the 
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number of cells with a positive (i.e.,> 0) expression of the TEs by the total number of cells of the 

TEC subset, respectively.  

Availability of data and materials: 

scRNA-seq data of human thymi and spleen were downloaded from ArrayExpress (accession 

number E-MTAB-8581) and the NCBI BIOPROJECT (accession code PRJEB31843), 

respectively. scRNA-seq data of murine thymi were downloaded from ArrayExpress (accession 

number E-MTAB-8560). RNA-seq data from WT, Aire-KO, Fezf2-KO, and Chd4-KO murine 

mTECs were downloaded from the Gene Expression Omnibus (GEO) under the accession code 

GSE144880. ChIP-seq data of ETS1 in human NK cells and AIRE in murine mTECs were 

downloaded from GEO (accession codes GSE124104 and GSE92654, respectively). ChIP-seq data 

for different histone marks in murine mTECs were also downloaded from GEO: H3K4me3 for 

mTECs (GSE53111); H3K4me1 and H3K27ac from MHCIIhi mTECs (GSE92597); H3K4me2 in 

mTEC-II (GSE103969); and H3K4ac and H3K9ac in mTECs (GSE114713). Transcriptomic and 

immunopeptidomic data of K5D1 mice mTECs and cTECs generated in this study are available on 

the Gene Expression Omnibus (GEO) under the accession GSE232011 and on the Proteomics 

Identification Database (PRIDE) under the accession PXD042241, respectively. 
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3.1.3.7 Figures 

 

Figure 3.1 - LINEs, SINEs, and LTRs exhibit distinct expression profiles in human thymic cell 
populations. 

(a) UMAP depicting the cell populations present in human thymi (CD4 SP, CD4 single positive 

thymocytes; CD8 SP, CD8 single positive thymocytes; cTEC, cortical thymic epithelial cells; DC, 

dendritic cells; DN, double negative thymocytes; DP, double positive thymocytes; Mono/Macro, 

monocytes and macrophages; mTEC, medullary thymic epithelial cells; NK, natural killer cells; 

NKT, natural killer T cells; pro/pre-B, pro-B and pre-B cells; Th17, T helper 17 cells; Treg, 
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regulatory T cells; VSMC, vascular smooth muscle cell). Cells were clustered in 19 populations 

based on the expression of marker genes from Park et al. (40). (b) Upper panel: Heatmap of TE 

expression during thymic development, with each column representing the expression of one TE 

subfamily in one cell type. Unsupervised hierarchical clustering was performed, and the 

dendrogram was manually cut into 3 clusters (red dashed line). Lower panel: The class of TE 

subfamilies and significant enrichments in the 3 clusters (Fisher’s exact tests; ****p≤0.0001). 

(pcw, post-conception week; m, month; y, year). (c) Circos plot showing the expression pattern of 

TE subfamilies across thymic cells. From outermost to innermost tracks: i) proportion of cells in 

embryonic and postnatal samples, ii) class of TE subfamilies, iii) expression pattern of TE 

subfamilies identified in (b). TE subfamilies are in the same order for all cell types. (d) Histograms 

showing the number of cell types sharing the same expression pattern for a given TE subfamily. 

LINE (n=171), LTR (n=577), and SINE (n=60) were compared to a randomly generated 

distribution (n=809) (Kolmogorov-Smirnov tests, ****p≤0.0001).  
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Supplementary Figure 3.1 - Annotation of human thymic cell populations. 

Dot plot depicting the expression of marker genes in the annotated cell types of the thymus. The 

average expression and percentage of cells expressing the gene are represented by the color and 
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size of the dot, respectively (DN, double negative thymocytes; DP, double positive thymocytes; 

CD8 SP, CD8 single positive thymocytes; CD4 SP, CD4 single positive thymocytes, Treg, regulatory 

T cells; NKT, natural killer T cells; NK, natural killer cells; DC, dendritic cells; Mono/Macro, 

monocytes and macrophages; VSMC, vascular smooth muscle cells; cTEC, cortical thymic 

epithelial cells; mTEC, medullary thymic epithelial cells). 

 

Supplementary Figure 3.2 - Assignment to cluster 2 is independent of the developmental stage 
of cells. 

The graph depicts the correlation between the proportion of cells of a population originating from 

a postnatal sample and the proportion of TE subfamilies assigned to cluster 2 by the hierarchical 

clustering in Figure 1B.   
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Supplementary Figure 3.3 - TE expression is negatively correlated with cell proliferation. 

(a) Spearman correlation between the expression of TE subfamilies and cell cycle scores. 

Positively (r≥0.2 and adj. p≤0.01) and negatively (r≤-0.2 and adj. p≤0.01) correlated subfamilies 

are red and blue, respectively. P-values were corrected for multiple comparisons with the 

Benjamini-Hochberg method. (b) Proportion of subfamilies positively or negatively correlated 

with cell proliferation belonging to each TE class. (c) Percentage of overlap of TE subfamilies 

positively or negatively correlated with cell proliferation between cell types. 
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Supplementary Figure 3.4 - KZFPs repress TE expression in the hematopoietic lineage of the 
thymus. 

Lower panel: pairs of TE subfamilies and KZFPs significantly correlated in at least two cell types 

(significant correlation: r>0.2 and adj. p≤0.05, or r<-0.2 and adj. p≤0.05, p-values corrected for 

multiple comparisons with the Benjamini-Hochberg method). Middle panel: Enrichment of the 

KZFP in the sequence of the correlated TE subfamily in ChIP-seq data from Imbeault et al (271). 

Upper panel: Age of TE subfamilies in millions of years (My). The estimated time of divergence 

between primates and rodents (82 million years ago) is indicated by the dashed line. 
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Figure 3.2 - TEs shape complex gene regulatory networks in thymic cells. 

(a) The flowchart depicts the decision tree for each TE promoter or enhancer candidate. (b) Density 

heatmap representing the correlation coefficient and the empirical p-value determined by bootstrap 

for TF and TE pairs in each cell type of the dataset. The color code shows density (i.e., the 

occurrence of TF-TE pairs at a specific point). (c) Connectivity map of interactions between TEs 

and TFs in mTECs. For visualization purposes, only TF-TE pairs with high positive correlations 

(Spearman correlation coefficient ≥ 0.3 and p-value adjusted for multiple comparisons with the 

Benjamini-Hochberg procedure ≤ 0.05) and TF binding sites in ≥ 1% of TE loci are shown. (d) 

Number of TF-TE interactions for each thymic cell population. (e) Sharing of TF-TE pairs between 

thymic cell types. (f) Number of promoter (top) or enhancer (bottom) TE candidates per 

transcription factor in hematopoietic cells of the thymus. (g) The proportion of statistically 

significant peaks overlapping with TE sequences in ETS1 ChIP-seq data from NK cells. (h) 

Genomic tracks depicting the colocalization of ETS1 occupancy (i.e., read coverage) and TE 

sequences (in red) in the upstream region of two genes in ETS1 ChIP-seq data from NK cells. 

Statistically significant ETS1 peaks are indicated by the black rectangles. 
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Supplementary Figure 3.5 - Interaction networks between transcription factors and TE 
subfamilies. 

For each cell type, networks illustrate the interactions between TF and TE subfamilies. Pairs of TF 

and TE are connected by edges when i) their expressions are significantly correlated (Spearman 

correlation coefficient ≥ 0.2) and ii) the TF binding motifs are found in the loci of the TE subfamily. 

TE subfamilies are colored based on the class of TE subfamily (LINE, LTR, and SINE). 
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Supplementary Figure 3.6 - Frequency of interactions between transcription factors and TE 
subfamilies in thymic cells. 

For each cell type of the stromal (left) or hematopoietic (right) compartments of the thymus, the 

graph shows the number of interactions between transcription factors and TE subfamilies of the 

LINE, LTR, or SINE groups. 

 

Supplementary Figure 3.7 - TE subfamilies occupying larger genomic spaces interact more 
frequently with TF. 

(a) Number of interactions formed with TFs for each TE subfamily of the LINE, LTR, and SINE 

classes (Wilcoxon-Mann-Whitney tests, ****p≤0.0001). (b) Scatterplot depicting the Kendall tau 

correlation between the number of interactions with TFs of a TE subfamily and the number of loci 

of that subfamily in the human genome. The color code indicates the class of TE subfamilies. 
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Figure 3.3 - Human pDCs and mTEC(II) express diverse and distinct repertoires of TE sequences. 

Diversity of TEs expressed by thymic populations measured by Shannon entropy. The x and y axes 

represent the median diversity of TEs expressed by individual cells in a population and the global 

diversity of TEs expressed by an entire population, respectively. The equation and blue curve 

represent a linear model summarizing the data. Thymic APC subsets are indicated in orange. (b) 

Difference between the observed diversity of TEs expressed by cell populations and the one 

expected by the linear model in (A). (c) UMAP showing the subsets of thymic APCs (aDC, activated 

DC; cDC1, conventional DC1; cDC2, conventional DC2; pDC, plasmacytoid DC). (d) Bar plot 

showing the number and class of differentially expressed TE subfamilies between APC subsets. 

(e) Frequency of expression of TE subfamilies by the different APC subsets. The distributions for 

pDCs and mTEC(II) are highlighted in bold. 
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Supplementary Figure 3.8 - TE expression decreases during thymocyte differentiation. 

The average expression level of TE subfamilies across cells of the four main populations of 

thymocytes is shown: DN, DP, CD4 SP, and CD8 SP. Black lines between thymocyte subsets 

connect expression values for the same TE subfamily.  
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Supplementary Figure 3.9 - Annotation of human thymic antigen presenting cell subsets. 

Dot plot depicting the expression of marker genes in the annotated cell types of the thymus. The 

average expression and percentage of cells expressing the gene are represented by the color and 

size of the dot, respectively. Myoid-, myeloid- and neuroendocrine-related genes are used as 

markers of mimetic mTEC. (aDC, activated dendritic cell; cDC1, conventional dendritic cell 1; cDC2, 
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conventional dendritic cell 2; cTEC, cortical thymic epithelial cell; mTEC, medullary thymic 

epithelial cell; pDC, plasmacytoid dendritic cell). 

 

Supplementary Figure 3.10 - Differential TE expression in metacells of human thymic antigen 
presenting cells. 

(a) Cellular composition of the metacells (x-axis) based on the manual annotation of the thymic 

cell populations (see Fig. S1). (b) Number of TE subfamilies overexpressed expressed between the 

metacells. TE subfamilies are colored based on class (LINE, LTR, and SINE). (c) Percentage of 

overlap of the TE subfamilies overexpressed by each metacell. 
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Figure 3.4 - TE expression in human pDCs is associated with dsRNA formation and type I IFN 
signaling. 

(a) Frequency of LINE, LTR, and SINE subfamilies expression in thymic pDCs. (b) Differential 

expression of TE subfamilies between splenic and thymic pDCs. TE subfamilies significantly 

upregulated or downregulated by thymic pDCs are indicated in red and blue, respectively 

(Upregulated, log2(Thymus/Spleen)≥1 and adj. p≤0.05; Downregulated, log2(Thymus/Spleen)≤-1 

and adj. p≤0.05). (c,d) Immunostaining of dsRNAs in human thymic pDCs (CD123+) using the J2 

antibody (n=3). (c) One representative experiment. Three examples of CD123 and J2 colocalization 
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are shown with white arrows. (d) J2 staining intensity in CD123+ and CD123- cells from three 

human thymi (Wilcoxon Rank Sum test, ****p-value≤0.0001). (e) UpSet plot showing gene sets 

enriched in pDCs compared to the other populations of thymic APCs. On the lower panel, black 

dots represent cell populations for which gene signatures are significantly depleted compared to 

pDCs. All comparisons where gene signatures were significantly enriched in pDCs are shown. 

 

 

Supplementary Figure 3.11 - TE expression in human splenic pDCs. 
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(a) UMAP depicting the cell populations present in the human spleen. (b) Dot plot showing the 

expression of marker genes in the annotated cell types of the spleen. The average expression and 

percentage of cells expressing the gene are represented by the color and size of the dot, 

respectively. (c) Diversity of TE expressed by splenic populations measured by Shannon entropy. 

The x and y axes represent the median diversity of TE expressed by individual cells of a population 

and the global diversity of TE expressed by discrete populations, respectively. The equation and 

blue curve represent a linear model summarizing the data. (d) Bar plot showing the number (y-

axis) and class (color) of differentially expressed TE subfamilies between splenic cell populations. 
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Supplementary Figure 3.12 - A higher proportion of reads originates from TEs in pDCs than in 
other thymic APCs. 

Boxplots depicting the percentage of reads assigned to (a) TE sequences or (b) mitochondrial 

reads in the different subpopulations of thymic APCs. 

 

 

Figure 3.5 - AIRE, FEZF2, and CHD4 regulate non-redundant sets of TEs in murine mTECs. 

(a) Expression of AIRE, CHD4, and FEZF2 in human TEC subsets. (b) Differential expression of 

TE loci between wild-type (WT) and Aire-, Chd4- or Fezf2-knockout (KO) mice (Induced, 

log2(WT/KO)≥2 and adj. p≤0.05; Repressed, log2(WT/KO)≤-2 and adj. p≤0.05). P-values were 

corrected for multiple comparisons with the Benjamini-Hochberg procedure. The numbers of 

induced (red) and repressed (blue) TE loci are indicated on the volcano plots. (c) Overlap of TE 

loci repressed or induced by AIRE, FEZF2, and CHD4. (d) Proportion of TE classes and 
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subfamilies in the TE loci regulated by AIRE, FEZF2, or CHD4, as well as all TE loci in the murine 

genome for comparison (Chi-squared tests with Bonferroni correction, **adj. p≤0.01, ***adj. 

p≤0.001). (e) Plots for the tag density of H3K4me3 and H3K4me2 on the sequence and flanking 

regions (3000 base pairs) of TE loci induced by AIRE, FEZF2, and CHD4. (f) Proportion of 

statistically significant peaks overlapping TE sequences in AIRE ChIP-seq data from murine 

mTECs. 

 

Supplementary Figure 3.13 - Characterization of TE subfamilies regulated by AIRE, CHD4 and 
FEZF2 in murine mTECs. 
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(a) Class of TEs induced or repressed by AIRE, CHD4, and FEZF2. Distributions were compared 

to the proportion of LINEs, LTRs, and SINEs amongst all TE sequences of the murine genome 

with Chi-squared tests (**p≤0.01, ***p≤0.001). (b) Age of TEs induced, repressed, or independent 

of AIRE, CHD4, and FEZF2 (Wilcoxon-Mann-Whitney test, *p≤0.05, ***p≤0.001) (My, millions 

of years). (c) Distance between TE loci induced by AIRE, FEZF2, and CHD4, and random 

selections of TE loci (Wilcoxon rank-sum tests, ***p≤0.001). (d) Genomic localization of the TE 

loci induced or repressed by AIRE, CHD4, and FEZF2. (e) Intron retention ratio of intronic TE 

induced or independent of AIRE, CHD4, and FEZF2. The dashed line represents intron retention 

events occurring in at least 10% of transcripts.  

 

Figure 3.6 - Murine cTECs and mTECs present TE MAPs.. 

(a) mTECs and cTECs were isolated from the thymi of K5D1 mice (n=2). The peptide-MHC I 

complexes were immunoprecipitated independently for both populations, and MAPs were 

sequenced by MS analyses. (b) Number of LINE-, LTR-, and SINE-derived MAPs in mTECs and 

cTECs from K5D1 mice. (c) Distributions of TE subfamilies in murine TECs subsets based on 

expression level (x-axis) and frequency of expression (y-axis). 



 161 

Chapitre 4 : Discussion  

L’objectif principal de cette thèse était d’approfondir notre connaissance des interactions 

formées entre les TEs et le système immunitaire adaptatif. En effet, bien que leur rôle lors du 

développement ainsi que leur expression aberrante dans les maladies auto-immunes et les 

cancers soient abondamment décrits, leur expression et fonctions dans les tissus somatiques 

humains à l’état basal demeurent nébuleux. Nos travaux montrent que l’expression des TEs est 

répandue dans les tissus somatiques humains, mais que leur niveau d’expression varie 

grandement d’un tissu à l’autre et que plusieurs TEs présentent des profils d’expression tissu-

spécifiques. De plus, l’expression des TEs peut mener à la présentation de MAPs dérivés des TEs 

par des cellules non-cancéreuses, démontrant que ces séquences sont impliquées dans 

l’immunosurveillance des lymphocytes T.  

Parmi le panel de tissus et cellules somatiques étudiés, les mTECs présentaient une expression 

exceptionnellement haute d’un large répertoire de TEs. Ce résultat suggère que les lymphocytes 

T apprennent à tolérer les séquences des TEs lors de leur développement dans le thymus. Une 

analyse plus approfondie de l’expression des TEs dans le thymus a montré que ces séquences 

jouent trois rôles potentiels dans le développement des lymphocytes T : i) en fournissant des sites 

de liaison à des facteurs de transcription dans toutes les populations thymiques étudiées, ii) en 

favorisant la génération de Tregs via la sécrétion d’IFNɑ/β par les pDCs thymiques, et iii) en 

contribuant aux sélections positive et négative des thymocytes. 

Bien que nos résultats suggèrent qu’il y ait induction de la tolérance immunitaire envers les TEs, 

cette tolérance semble partielle puisqu’il existe de nombreux exemples d’activation des 

lymphocytes T contre des TEs dans des pathologies. Cette discussion tentera donc de réconcilier 

ces deux observations en abordant pourquoi il est important qu’une forme de tolérance soit mise 

en place à l’endroit les TEs, et d’évaluer l’étendue des TEs tolérés par le système immunitaire.  
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4.1 Revisiter le dogme central de l’expression des TEs  

4.1.1 L’expression des TEs dans les tissus somatiques humains est complexe. 

Lorsque nous avons débuté les travaux de cette thèse de doctorat, relativement peu de choses 

étaient connues de l’expression des TEs dans les tissus somatiques. Le dogme central 

généralement accepté stipulait que l’expression des TEs, forte dans les cellules souches 

embryonnaires (212, 213, 225) et dans les cellules de la lignée germinale (295, 509), diminuait 

rapidement lors de la différenciation cellulaire, à l’exception de certains contextes précis comme 

lors du développement du cerveau (Figure 4.1) (221, 222, 231, 308, 510).  

Figure 4.1 – Expression des 
éléments L1 au cours du 
développement. 

Dynamique de l’expression des 

éléments L1 (en gris) et de la 

méthylation de l’ADN (5hmC) 

lors du développement de la 

souris. Reproduit avec la 

permission de Springer Nature : 

Nature Reviews Genetics (Deniz 

O, Frost JM & Branco MR) 

©2019 (377). 

 

Nos travaux viennent apporter d’importantes nuances à ce dogme. De fait, nos données montrent 

que l’expression des TEs est répandue dans les tissus somatiques humains, bien que leur niveau 

d’expression varie grandement d’un tissu à l’autre. De façon intéressante, nos résultats montrent 

aussi que 124/809 sous-familles TEs ont une expression tissu-spécifique, illustrant que la 

variabilité d’expression des TEs entre les tissus somatiques s’applique aussi au répertoire de 

séquences TEs exprimées. Puisque 17/32 tissus et types cellulaires que nous avons étudiés 

exprimaient des sous-familles TEs de façon spécifique, nos travaux montrent que la plupart des 
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tissus somatiques possèdent une signature d’expression des TEs et suggère que les TEs pourraient 

être impliqués dans le développement ou la fonction de plusieurs organes. Nos résultats 

pourraient toutefois grandement sous-estimer la complexité de l’expression des TEs dans les 

tissus périphériques puisque les données transcriptomiques utilisées avaient été générées à partir 

d’organes entiers. En effet, nos analyses réalisées sur des données de scRNA-seq ont montré qu’il 

existe une grande hétérogénéité dans l’expression des TEs entre les différentes populations 

cellulaires du thymus. Ces observations sont cohérentes avec une étude indépendante qui a 

confirmé que l’expression des TEs est répandue dans les tissus somatiques humains et présente 

des profils d’expression tissu-spécifiques, supportant nos conclusions (511). De plus, des études 

ont montré que les TEs régulent fréquemment l’expression génique en agissant comme des 

promoteurs ou enhancers (512) et que différentes sous-familles TEs sont enrichies dans des 

régions de chromatine active de façon tissu-spécifique (214). Nos travaux supportent cette 

observation en montrant que les TEs fournissent des promoteurs et des enhancers à un grand 

nombre de facteurs de transcription dans toutes les populations cellulaires du thymus, dont 

plusieurs facteurs de transcription importants du développement et de la fonction des cellules 

thymiques. Ainsi, l’expression des TEs dans les tissus somatiques humains est plus répandue et 

complexe qu’anticipée, puisque tous les tissus somatiques présentent un certain niveau 

d’expression des TEs et que plusieurs TEs sont exprimés de façon tissu-spécifique. Ceci suggère 

que les TEs pourraient être impliqués dans le développement et l’homéostasie des tissus 

somatiques. 

 

Des études subséquentes seraient donc nécessaires pour clarifier les fonctions des TEs dans les 

tissus somatiques. Premièrement, il serait intéressant de réanalyser l’expression des TEs dans les 

tissus somatiques en utilisant la technologie de séquençage Nanopore (513), qui permet d’obtenir 

des reads de plusieurs milliers de paires de bases, ce qui faciliterait grandement l’alignement des 

reads sur les séquences des éléments transposables et permettrait d’analyser spécifiquement 

l’expression de chaque locus TE. De plus, il serait important d’utiliser des données de scRNA-seq 

pour déterminer avec précision dans quelles cellules d’un tissu les TEs sont exprimés. Lorsque des 

loci TE exprimés spécifiquement par certaines populations cellulaires auraient été identifiés, nous 
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pourrions utiliser le système CRISPR-Cas9 ainsi que des traitements avec des ARN interférants et 

des oligonucléotides antisens (ASO) (contenant les modifications chimiques phosphorothioate et 

2’-O-Methoxyethyl sur la totalité de la séquence afin de stabiliser l’oligonucléotide et prévenir la 

liaison de la RNase H (514)) pour déterminer si ces TEs agissent au niveau de l’ADN, des ARNs ou 

des protéines. Ces expériences pourraient être réalisées sur des lignées cellulaires lorsque 

disponibles, ou sur des organoïdes qui permettraient aussi d’évaluer le rôle des TEs dans le 

développement de l’organe et sur l’ensemble des populations cellulaires du tissu.  

4.1.2 Les TEs contribuent à l’immunopeptidome à l’état basal. 

Une autre avancée importante de cette thèse est l’élaboration d’une approche protéogénomique 

permettant l’identification de MAPs dérivés des TEs, qui nous a permis de démontrer que 

l’expression des TEs mène à la présentation de peptides par le CMH-I à la surface de cellules non-

cancéreuses. Puisque l’immunopeptidome donne une représentation des ARN exprimés à 

l’intérieur de la cellule (47), ceci suggère que la présentation de MAPs dérivés des TEs est 

fréquente dans les tissus somatiques humains. De plus, puisqu’il a été observé que les signatures 

géniques tissu-spécifiques sont aussi présentes au sein de l’immunopeptidome (460, 515), les 

sous-familles TEs tissu-spécifiques que nous avons identifiées devraient aussi générer des MAPs 

dans leurs tissus respectifs. Il est toutefois difficile d’estimer la proportion de l’immunopeptidome 

provenant des TEs. En effet, puisque les TEs représentent près de 50% du génome humain (374), 

les bases de données utilisées pour l’identification des MAPs séquencés en spectrométrie de 

masse étaient volumineuses. Or, il est préférable que les bases de données de spectrométries de 

masse soient aussi petites que possible pour augmenter la quantité des identifications (516, 517). 

Dans le futur, l’utilisation de technologies de séquençage Nanopore réduirait grandement la 

redondance des séquences contenues dans nos bases de données, ce qui permettrait 

d’augmenter le nombre de MAPs TEs identifiés par échantillon, et ainsi de mieux évaluer leur 

contribution totale à l’immunopeptidome. De plus, le séquençage Nanopore permettrait 

d’évaluer la présentation de MAPs produits par des transcripts chimériques entre des TEs et des 

gènes canoniques à l’état basal (329). Nos résultats approfondissent néanmoins notre 

compréhension de la composition de l’immunopeptidome à l’état basal, et suggèrent que des 

MAPs TEs pourraient être retrouvés à la surface de plusieurs organes périphériques. 
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4.1.3 L’expression des TEs est-elle soumise à une pression immunitaire? 

La confirmation que les TEs contribuent à l’immunopeptidome des cellules non-cancéreuses 

(Figure 2.3) suggère que des MAPs dérivés des TEs sont présentés par les tissus somatiques 

humains. Une observation intéressante peut être faite à partir de notre analyse de l’expression 

des TEs dans les tissus somatiques humains (Figure 2.1): à l’exception des mTECs, l’expression des 

TEs est particulièrement élevée dans deux types cellulaires et tissus immunoprivilégiés, soit les 

ESCs et les testicules. En effet, les ESCs expriment faiblement le CMH ainsi que la machinerie de 

présentation antigénique (405, 518), alors que les spermatozoïdes n’expriment pas le CMH-I et 

sont protégés du système immunitaire par la barrière hémato-testiculaire (519). Plusieurs études 

ont aussi montré que des éléments L1 sont actifs dans le cerveau (221, 222, 311), un autre organe 

immunoprivilégié (520). Ceci suggère que l’expression des TEs doit être réprimée dans les cellules 

exposées à la surveillance des lymphocytes T CD8 pour éviter des maladies auto-immunes. De 

fait, la surexpression des TEs a fréquemment été associée aux maladies auto-immunes. 

Premièrement, l’expression aberrante des TEs a été associée à un état inflammatoire en stimulant 

la sécrétion d’interféron (413, 521-523). Des auto-anticorps spécifiques aux TEs ont aussi été 

détectés dans le sérum de patients atteints de troubles rhumatismaux auto-immuns (par 

exemple, le lupus ou le polyarthrite rhumatoïde) ou de diabète de type 1 (524). De plus, il a été 

observé que des protéines encodées par HERV-W et HERV-Fc1 (deux éléments à LTRs) étaient 

surexprimées dans des échantillons de cerveaux provenant de patients atteints de sclérose en 

plaques (525, 526). Ainsi, nos données suggèrent que l’expression des TEs dans les tissus 

somatiques est plus strictement régulée dans les tissus exposés à la surveillance immunitaire pour 

éviter des réactions auto-immunes sévères.  

 

Dans le futur, il serait intéressant d’utiliser notre approche protéogénomique pour comparer la 

composition de l’immunopeptidome de tissus provenant d’individus sains ou atteints de maladies 

auto-immunes pour déterminer si certains MAPs dérivés des TEs sont associés à l’auto-immunité. 

Ce faisant, nous pourrions déterminer si les TEs tissus-spécifiques que nous avons identifiés dans 

nos analyses transcriptomiques pourraient être liés au développement de maladies auto-

immunes spécifiques à certains tissus.    
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4.2 Tolérance à l’endroit des TEs 

4.2.1 Mécanismes d’induction de la tolérance médiés par les TEs. 

Nos travaux illustrent deux implications potentielles des TEs dans l’établissement des tolérances 

centrale et périphérique. Premièrement, nos analyses immunopeptidomiques ont montré que 

des MAPs dérivés des TEs sont présentés par les mTECs murines, suggérant une implication des 

TEs dans la sélection négative des lymphocytes T. L’identification d’un faible nombre de MAPs 

dérivés des TEs sur les mTECs murines (Figure 3.6b) peut paraitre surprenante compte tenu de 

l’expression forte des TEs que nous avons détectée dans les mTECs humaines (Figure 2.1). 

Toutefois, la contribution des TEs à la sélection négative est probablement plus grande que ce 

que nous avons observé pour deux raisons : i) la spectrométrie de masse identifie les MAPs les 

plus abondants, et ii) l’expression des TEs dans les mTECs est fréquemment faible et/ou restreinte 

à un faible pourcentage de cellules (Figures 3.3e, 3.6c). La fonction principale des mTECs étant 

d’établir la tolérance au soi via la présentation antigénique, nos données suggèrent néanmoins 

fortement une implication des TEs dans l’établissement de la tolérance centrale, bien que 

l’étendue de cette implication reste nébuleuse. 

Dans le futur, il serait important de vérifier que la présentation de MAPs TEs par les mTECs mène 

à la sélection négative des lymphocytes T. Pour ce faire, nous pourrions quantifier l’abondance 

de TCRs spécifiques aux MAPs TEs que nous avons identifiés en réalisant des marquages par 

tétramères sur les populations de thymocytes DP et SP, c’est-à-dire les thymocytes pré et post 

sélection négative. Nous pourrions ainsi mesurer la délétion des TCRs spécifiques aux MAPs TEs 

lors de la sélection négative. De plus, puisqu’il existe des différences importantes entre l’humain 

et la souris quant à la nature et à l’activité des TEs, il serait intéressant de valider que les TEs sont 

aussi traduits et présentés par le CMH-I à la surface des mTECs humaines. Le nombre de mTECs 

pouvant être isolées d’un échantillon de thymus humain ne permettant pas pour l’instant de 

procéder à des analyses immunopeptidomiques en spectrométrie de masse, il serait possible de 

réaliser des expériences de séquençage des polysomes pour déterminer si les TEs sont activement 

traduits chez l’humain (527). Ces expériences ne confirmeraient pas la présentation de MAPs 

dérivés des TEs par les mTECs humaines, mais puisque la fonction principale des mTECs est 
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d’induire la tolérance au soi il est possible d’assumer que la traduction d’ARNs dans ces cellules 

mène à la présentation antigénique. 

Deuxièmement, nos travaux suggèrent que l’expression des TEs dans le thymus contribue aussi à 

la mise en place de la tolérance périphérique en induisant la génération de Tregs. En effet, nos 

données supportent un modèle selon lequel la sécrétion constitutive d’IFNɑ/β par les pDCs 

thymiques, qui stimule la différenciation des thymocytes en Tregs, est causée par la détection de 

dsRNAs dérivés des TEs par RIG-I et MDA5 (Figure 3.4). En stimulant la production de cellules 

immunosuppressives, l’expression des TEs dans le thymus serait cruciale pour éviter l’activation 

de lymphocytes T ayant échappé à la sélection négative contre des antigènes du soi présentés 

dans les tissus périphériques. Dans le futur, il serait intéressant de réaliser certaines validations 

pour renforcer notre modèle. Premièrement, des expériences d’hybridation in situ nous 

permettraient de confirmer hors de tout doute que les dsRNAs détectés dans les pDCs thymiques 

sont générés par des TEs. Finalement, l’utilisation d’un modèle d’organoïdes thymiques humains 

récemment développé (528, 529) permettrait de dépléter RIG-I et MDA5 spécifiquement dans les 

pDCs pour valider leur implication dans la sécrétion d’IFNɑ/β. Nos travaux soulignent tout de 

même deux mécanismes distincts par lesquels les TEs contribuent à l’établissement de la 

tolérance au soi : i) en éliminant les thymocytes spécifiques aux MAPs TEs présentés dans la 

médulla thymique, et ii) en stimulant la production de cellules immunosupressives (Tregs).  

4.2.2 Expression des TEs dans le contexte de la PGE 

Une caractéristique unique des mTECs est la PGE, c’est-à-dire l’expression d’un répertoire de 

gènes exceptionnellement diversifié incluant des gènes tissu-spécifiques. Nos analyses 

transcriptomiques ont montré que l’expression des TEs est beaucoup plus forte dans les mTECs 

que dans les autres tissus somatiques humains (Figure 2.1), un résultat qui a par la suite été 

confirmé par une étude indépendante (441). De plus, les auteurs de cette publication avait 

observé que l’expression des TEs est plus élevée dans les mTECs matures (mTECs CMH-IIhi, soit 

des mTEC(II)) que dans les mTECs immatures (mTECs CMH-IIlo, c’est-à-dire majoritairement des 

mTEC(I)), un résultat cohérent avec nos analyses d’expression différentielle des TEs en scRNA-seq 

(Figure 3.4d).  
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Puisque la PGE et l’expression forte des TEs sont toutes deux spécifiques aux mTEC(II), nous nous 

sommes demandé si ces deux phénomènes sont liés. Nous avons donc évalué l’impact des trois 

facteurs de transcription essentiels à la PGE (AIRE, FEZF2 et CHD4) sur l’expression des TEs dans 

les mTECs à l’aide de données transcriptomiques de souris pour lesquelles AIRE, FEZF2 ou CHD4 

avaient été déplétés. Nos analyses ont montré que ces trois facteurs de transcription régulent 

l’expression des groupes de TEs non-redondants (Figure 3.5, b et c). De façon intéressante, nos 

données montrent que l’impact de ces trois facteurs de transcription sur l’expression des TEs peut 

être classé selon la hiérarchie suivante : CHD4 > AIRE > FEZF2. Puisque CHD4 est un régulateur 

épigénétique et qu’AIRE interagit avec des marques d’histone répressives, nos travaux suggèrent 

que la PGE pourrait permettre de contourner la répression épigénétique des TEs dans les mTECs 

pour permettre l’établissement de la tolérance au soi à l’égard des TEs.  

À prime abord ces résultats pourraient sembler contradictoires avec ceux de notre première 

étude, où nous avions observé qu’AIRE ne régulait pas l’expression des TEs dans les mTECs (Figure 

2.3). Il est toutefois important de noter que ces premières analyses étaient réalisées sur les sous-

familles TEs entières, ce qui pourrait avoir masqué le signal de la régulation de certains loci 

spécifiques par AIRE. Ainsi, nos travaux montrent que l’expression particulièrement forte des TEs 

dans les mTEC(II) est associée à la PGE, supportant notre modèle selon lequel les lymphocytes T 

pourraient apprendre à tolérer un grand nombre de TEs. 

4.2.3 La tolérance à l’endroit des TEs est-elle partielle? 

L’idée que les TEs soient impliqués dans l’établissement de la tolérance au soi peut paraitre 

contradictoire avec les nombreuses évidences que les TEs soient impliqués dans les maladies 

auto-immunes. Il est toutefois connu que la tolérance centrale n’est pas parfaite et que des 

lymphocytes T auto-réactifs, principalement ceux ayant une affinité intermédiaire pour le soi, 

peuvent survivre à la sélection négative (530, 531). Dans la périphérie, la tolérance à l’endroit des 

MAPs dérivés des TEs serait alors maintenue par les Tregs, et des changements dans l’abondance 

des MAPs dérivés des TEs lorsque leur expression est dérégulée pourraient être à l’origine de 

maladies auto-immunes (532, 533).  
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Un autre facteur qui pourrait expliquer que les MAPs TEs sont fréquemment associés à des 

réponses immunitaires est leur homologie avec des antigènes viraux. En effet, il a été montré que 

les antigènes tumoraux présentant des similarités de séquences avec des pathogènes, ou 

autrement dit avec le non-soi, avaient une plus grande immunogénicité (534, 535). Des 

lymphocytes T spécifiques aux antigènes viraux pourraient ainsi réagir à la présentation de MAPs 

TEs par cross-réactivité (536, 537). La nature même des TEs et leurs similitudes avec le non-soi 

pourraient donc prévenir l’établissement complet de la tolérance à leur égard, malgré la 

présentation de MAPs TEs par les mTECs.  

4.3 Implications de nos découvertes pour la mise en place 

d’immunothérapies du cancer 

De nombreuses études ont identifié les TEs comme des cibles prometteuses pour des 

immunothérapies du cancer (538-541). À ce jour, aucune donnée clinique n’est toutefois 

disponible pour confirmer le potentiel thérapeutique des TEs, bien qu’un essai clinique basé sur 

l’injection de lymphocytes T exprimant un TCR transgénique spécifique à un épitope du HERV-E à 

des patients atteints de cancer du rein soit présentement en cours (identifiant sur le site 

ClinicalTrials.gov : NCT03354390). De nombreuses équipes de recherche tentent actuellement 

d’identifier des MAPs TEs à la surface de cellules cancéreuses, ce qui permettrait de mettre en 

place des immunothérapies basées sur les lymphocytes T. Les travaux de cette thèse soulèvent 

deux préoccupations importantes que les équipes de recherche devraient avoir en tête lors de 

l’identification de MAPs TEs sur des échantillons cancéreux : s’assurer que les MAPs TEs identifiés 

i) sont bel et bien tumeur-spécifiques, et ii) ne sont pas exprimés dans le thymus pour assurer 

leur immunogénicité. 

4.3.1 Identifier des cibles tumeur-spécifiques pour éviter de la toxicité pour le 

patient 

Plusieurs études visant à identifier des cibles d’immunothérapies comparent l’expression des TEs 

entre la tumeur et le tissu normal associé, une stratégie permettant de déterminer quels TEs sont 

surexprimés par les cellules de la tumeur (314, 323, 337, 542). Bien que de telles méthodes 

http://www.clinicaltrials.gov/
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permettent d’évaluer l’impact des changements métaboliques et épigénétiques survenant lors 

de la tumorigenèse sur l’expression des TEs, elles sont sous-optimales pour identifier des cibles 

thérapeutiques. En effet, bien que l’expression des MAPs TEs soient plus élevées dans la tumeur 

que dans le tissu normal associé, rien ne garantit qu’elle soit tumeur-spécifique. Ce type 

d’approches mène régulièrement à l’identification d’antigènes associés aux tumeurs (TAA), soit 

des antigènes surexprimés par la tumeur mais tout de même exprimés par les cellules normales. 

Or, les TAAs provenant de gènes canoniques ayant été testés en essais cliniques ont démontré 

une faible immunogénicité (543, 544); les TAAs générés par des TEs identifiés par de telles 

approches entraineraient donc probablement de faibles réponses anti-tumorales. 

 

Une solution pour favoriser l’identification d’antigènes tumeur-spécifiques (TSA) est de quantifier 

l’expression des TEs générant ces antigènes dans l’ensemble des tissus somatiques humains. 

L’augmentation exponentielle de la quantité de données transcriptomiques ainsi que 

l’avènement de bases de données transcriptomiques telles GTEx (Genotype-Tissue expression) 

facilite grandement ce type de validation. Puisque nos travaux montrent que plusieurs sous-

familles TEs sont exprimées de façon tissu-spécifiques, quantifier l’expression des transcrits 

codant pour les MAPs TEs dans l’ensemble des tissus somatiques humains permettrait de valider 

que les antigènes TEs identifiés sur des tumeurs sont des TSAs. L’avantage de cibler des TSAs dans 

le contexte d’immunothérapies est de limiter la toxicité pour le patient, qui peut entrainer des 

effets secondaires importants ou même la mort lorsque l’antigène ciblé est exprimé par d’autres 

cellules du corps (545-548). Finalement, les TSAs ont une plus faible probabilité d’être tolérés par 

le système immunitaire, puisque par définition ils ne sont pas exprimés par les cellules normales 

et ne font donc pas parti du soi immunitaire (549). Ainsi, assurer que les antigènes TEs identifiés 

sur des tumeurs sont véritablement tumeur-spécifiques améliorerait la spécificité et l’efficacité 

des immunothérapies ciblant ces antigènes.  
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4.3.2 Vérifier l’expression de la cible dans le thymus pour assurer son 

immunogénicité  

Une autre découverte majeure de nos travaux de recherche est que les TEs sont exprimés à des 

niveaux élevés par les mTECs humaines, et que leur expression peut mener à la présentation 

d’antigènes TEs par le CMH-I chez la souris. Ces résultats suggèrent que les lymphocytes T 

pourraient apprendre à tolérer un vaste répertoire de séquences TEs lors de leur développement 

dans le thymus, tant chez la souris que chez l’humain. Ces données ont des implications 

importantes pour le développement d’immunothérapies ciblant des TEs, puisque les TEs générant 

des MAPs présentés par les mTECs appartiennent au soi immunitaire. L’expression forte d’un 

large répertoire de TEs par les mTECs humaines implique qu’un nombre important d’antigènes 

TEs seraient tolérés par les lymphocytes T.  Ceci pourrait expliquer pourquoi plusieurs MAPs TEs 

identifiés sur des tumeurs ont démontré une faible immunogénicité (317, 420), mais les auteurs 

de ces études n’ont pas quantifié l’expression des transcrits codant pour leurs antigènes dans les 

mTECs.  

 

Nos travaux soulignent l’importance d’inclure une étape de quantification de l’expression des 

transcrits codant pour les antigènes TEs dans les mTECs lors de l’identification de cibles 

d’immunothérapies. En effet, nos analyses ont montré que deux antigènes TEs identifiés sur des 

échantillons de leucémies, qui ne sont ni exprimés par les mTECs ni par les tissus somatiques 

humains, induisent des réponses des lymphocytes T CD8, confirmant leur immunogénicité 

(Supplementary Figure 2.7,B et C). Ces résultats sont cohérents avec ceux de deux autres études 

ayant démontré que des antigènes TEs tumeur-spécifiques, et n’étant pas exprimés par les 

mTECs, sont immunogènes (352, 367). Quantifier l’expression des antigènes TEs dans les mTECs 

réduirait le nombre de cibles identifiées pour des immunothérapies du cancer, mais augmenterait 

les probabilités que ces cibles soient immunogènes. 
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4.4 Conclusion 

Nos travaux de recherche soulignent la complexité des interactions entre les TEs et notre système 

immunitaire et illustrent l’importance d’établir la tolérance des lymphocytes T à l’endroit de ces 

séquences « non-codantes » du génome. De plus, cette thèse apporte des nuances importantes 

au dogme actuel stipulant que l’expression des TEs dans les tissus somatiques est typiquement 

réprimée dans les tissus somatiques.   

De fait, nos analyses ont montré que l’expression des TEs est omniprésente dans les tissus 

somatiques humains, que plusieurs TEs sont exprimés de façon tissu-spécifique, et que cette 

expression peut mener à la présentation d’antigènes par le CMH I à la surface de cellules non-

cancéreuses. Ces observations sont importantes, car elles suggèrent que des MAPs TEs pourraient 

être présentés par l’ensemble des tissus somatiques humains. Ces observations supportent un 

nouveau paradigme selon lequel l’établissement de la tolérance centrale à l’égard des TEs serait 

crucial pour éviter une auto-immunité généralisée.  

Dans le même ordre d’idée, l’expression forte par les mTECs d’un large répertoire de TEs suggère 

l’implication de ces séquences lors de l’éducation des lymphocytes T dans le thymus, une 

hypothèse supportée par l’identification de MAPs TEs présentés par les mTECs murines. Nos 

analyses ont aussi montré que les TEs ont des effets pléiotropiques sur le développement des 

cellules immunitaires du thymus en contribuant à la régulation génique, en stimulant un 

microenvironnement pro-inflammatoire supportant la maturation des thymocytes, et en 

participant aux sélections positive et négative. 

À prime abord, de telles fonctions des TEs dans le développement et la fonction du système 

immunitaire peuvent paraitre contradictoires, puisque les TEs sont à l’origine des envahisseurs 

du génome de leur hôte. Favoriser ainsi la survie de l’hôte est toutefois une méthode ingénieuse 

pour les TEs d’assurer leur propre pérennité. De tels exemples d’exaptation des TEs 

représenteraient alors l’atteinte d’un armistice dans la course à l’armement entre le génome de 

l’hôte et ses parasites génétiques.  
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