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THESES ANNEXES

1. Le composant épithélial des cellules "nurses"
thymiques contient des hormones neurohypophy-
saires (Observations en collaboration).

2. L'hybridation in sgitu est une méthode de choix

i .ﬁ pour la détection des oncogénes au niveau tissu- Fﬁﬁﬁﬁﬁi

+

laize (Observations personnelles). !

3. On peut mettre en évidence des modifications au E
niveau des sous-populations de lymphocytes T dans i-
certains cas de thymomes humains (Observations en
collaboration).
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INTRODUCTION GENERALE

Les tumeurs spontanées ou induites expérimenta-
lement résultent de 1'action d'un agent cancérogéne sur
des cellules gui sont particuliérement sensibles A ses
effets (celliules cibles). La formation de tumeurs n'est
pas immédiate : elle se fait le plus souvent en plusieurs
étapes., Généralement, une longue période s'écoule entre le
wmoment ol l'agent cancérogéne agit sur les cellules et le
moment o0 la tumeur apparait. Durant cette période de
"latence", les cellules restent sous le contréle de fac-
teurs épi&énétiques. seit des hormones, soit des facteurs
de microenvironnement tissulaire. Des perturbations de ces
facteurs pourraient contribuer au développement - des
cancers.

Les lymphomes (1} T murins représentent un modale
de choix pour étudier l'influence de ces facteurs épigéné-
tiques. Ces tumeurs apparaissent spontanément dans certai-
nes lignées de souris telles que AKR et C58 {(Metcalf,
1966a); dans d'autres souches, telles CS57BL et C3H, elles
peuvent étre induites par des facteurs exogénes, entre
autres, les radiations ionisantes (Krebs et al., 1930;
Furth et Furth, 1936}, des agents chimiques (Gardner,

(1)} Ces tumeurs, qui sont de vrais *lymphomes", sont
désignées dans la littérature par les termes de “leu-
cose", “leucémie”, “lymphosarcome" ou “lymphome".
Pour cette raison, les termes *leucémogéne”, "leucé-
mogenése" et ‘“préleucémique" sont fréguemment uti-

lisés.




1937: Lacassagne, 1937; Furth et Furth, 1938; Morton et
Mider, 1938; Deell et Carnes, 1362}, des stimulus immuno-
logiques (Schwartz et Beldotti, 1965) ou des reétrovirus
(Kaplan, 1967; Gross, 1970). L'apparition de ces lymphomes
peut étre prévenue par une thymectomie (Mc Endy et al.,
1944; Kaplan, 1950. 1967: Kaplan et Lieberman, 1976; Lie-

berman et Kaplan, 1976:).

Un des modéles de leucémogenése frégquemment
étudié est 1'induction de lynphomes chez la souris CS7BL
par une irradiation fractionmée ou par 1'injection du
virug des radioleucoses (RadlLV).

Les animaux ainsi traités développent des
tumeurs thymigues aprés une période de latence qui varie
de 3 a 12 mois (Kaplan, 1967). Le RadLV est un rétrovirus
de type C, obtenu initialement par Lieberman et Kaplan en
1959 a partir de lymphomes induits par une irradiation
fractionnée chez des souris C57BL/Ka {Lieberman et Kaplan,
1959). De multiples travaux ont été consacrés a la défini-
tion des propriétés biologiques, sérologiques et structu-
rales de ce virus (Lieberman et Kaplan, 1966, 1976; Declé-
ve et al., 1970, 1974 a b c, 1976, 1977 a b, 1978; Lieber-
man et al., 1973, 1977, 1978; Kaplan et Lieberman, 1976;
Manteuil-Brutlag et al., 1980; Grymes et al., 1983). Ils
ont permis de démontrer que le RadLV est un agent thymo-
trope et leucémogéne (Decléve et al., 1976). En effet, les
premiers signes de réplication virale ainsi que les pre-
niers foyers néoplasigues apparaissent dans 1le cortex
externe du thymus (Decléve et al., 1875).

La présence du thymus est essentielle pour
le développement d'un lymphome, que cCe soit aprés une
irradiation (Xaplan, 1950} ou aprés une injection de virus
(Kaplan et Lieberman, 1976&; Lieberman et Kaplan, 1976).

si, comme nous allons le voir, cet organe &st une des
sources de cellules cibles pour ces agents leucemogénes,
i1 constitue aussi le site obligé pour que ces cellules
puissent évoluer vers la formation d'une tumeur.

Le modéle de cancérogenése due nous VvVenons
de décrire souléve de multiples questions, notamment celle
du mode d'action des agents cancérogénes {irradiation ou
virus des radioleucoses) et celle du thymotropisme sélec—~
tif de ces agents.

Le mode dlaction du wvirus des radioleucoses
est encore mal connu. Bu contraire de certains virus leu-
cémogénes aviaires ou murins. le génome du RadlLV ne con-
tient pas d'oncogéne capable d'induire la transformation
néoplasique des cellules cibles dans lesquelles il s'inté-
gre. Des études de biolegie moléculaire indiquent gque
RadlLV, et d&'autres virus analogues, s*insérent sous forme
de DNA proviral dans le génome cellulaire et agissent
alors sur d'‘autres génes cellulaires, gui eux seraient
potentiellenent oncogénes (Janowski et al., 1982}.

Le mécanisme par lequel 1'irradiation induit
la cancérisation des cellules lymphoides est encore moins
bien connu. Les travaux réaligsés par Kaplan et Brown
{1994} et par Kaplan et _al. (1958) ainsi que par Law et
Potter (1956) démontrent gue les cellules gui subissent la
cancérisation ne doivent pas nécessairement subir 1'irra-
diation leucémogéne. En d'autres termes, le traitement
induirait 1a 1libération d'un *"agent® ou d'un "facteur"
capable de transformer les cellules lymphoides du thymus.

On ignore emcore si cet agent est un virus.

on a établi gque les agents leucémogénes
trouvent d¢ans 1le thymus des cellules sensibles a leur
action (Kaplan, 1961, 1967; Lieberman et Kaplan. 1966;




Kaplan et Lieberman, 1976}. Ce sont des lymphocytes imma-
tures. Dans le cas des lymphomes induits par le RadlV .,
elles ont été bien caractérisées. Leurs propriétés phéno-
typigques permettent de les situer au stade le plus précoce
de 1l1la lymphopoiése thymigue (Boniver et al., 198la) et
jeur sensibilité parait directement liée & leur stade de
différenciation. Toutefecis, d'autres organes comme le foie
foetal, la moelle osseuse et la rate des animaux adultes
contiennent également des cellules qui, aprés infection ;g
vitro par le RadLV, peuvent donner naissance a une tumeur
lersqu'on les injecte & un animal syngénéique (Lieberman
et Kaplan, 1966; Kaplan. 1967; Kaplan et Lieberman, 1976:
Haran Ghera, 1977: Boniver et al., 1980).

La présence du thymus est absolument indis-
pensable pour que ces cellules cibles, guelle que soit
leur origine, donnent naissance 4 un lymphome. En effet,
l1'injection de thymocytes ou de cellules médullaires
infectées im vitro n'aboutit & la fermation &’'un lymphome
gue si le receveur est intact ou encore g1 1le receveur
thymectomisé a préalablement regu une greffe thymique
(Kaplan et Lieberman, 1978). L'injection de <cellules
cibles infectées in vitro chez les animaux simplement

thymectonisés est inefficace.

Le "microenvironnement" gui existe dans le

thymus semble donc nécessaire pour que les cellules cibles

évoluent wvers la cancérisation (Law, 1957; Kaplan. 1967,
1974, 1977). Diverses observaticns indiguent méme que cet
effet s'exerce pendant une période assez longue au cours
de la leucémogenése. En effet, les animaux thymectomisés
porteurs d'une greffe thymique et traités par le RadlVv
développent beaucoup moins de lymphomes si le greffon est
enlevé, méme si l'exérése est réalisée 8 semaines apres
}'inoculation du virus. La transplantation de ces greffons
34 un deuxieme receveur entraine la formation de tumeurs
aprés un délai trés court. Cette observation suggére gue,

au cours de la leucémogenése, les cellules gui ont ét@
touchées par le wvirus leucémogéne restent pendant long-
temps sous la dépendance du microenvironnement thymigue
tout en subissant des modifications gui les rendent capa-
bles d’'induire une tumeur.

Ceci fut confirmé par la mise en evidence de
"cellules préleucémigues” durant la longue période de
latence qui précéde 1'apparition des tumeurs. Décrites
pour la premiére fois par Haran Ghera (1973). elles furent
d'abord décelées chez des souris qui avalent été traitées
par des carcinogénes chimiques et ne présentalent aucun
signe indiquant 1la présence d4‘'une tumeur ({Haran Ghera,
1973). Le comportement de telles cellules est différent
des cellules récoltées & partir de lymphomes bien établis,
Les cellules préleuceémiques injectées a des animaux
thymectomisés ne provoguent pas de lymphomes alors
qu'elles donnent naissance a une tumeur chez des animaux
poerteurs d'un thymus (Haran Ghera, 1978a; Haran Chera et
al,, 1978).

Toutes ces observations indiquent clairement
que le microenvironnement thymique joue un rdle essentiel
dans la leucémogenése (Kaplan, 1950, 1967, 19%74, 1977:
Kaplan et Brown, 1954; Law, 1957; ¥aplan et Lieberman,
1976; Lieberman et Kaplan, 1976), tout comme il intervient
dans les mécanismes gui contrdlent normalement la produc-
tion de lymphocytes T (Stutman et al., 1970; Cantor et
Weissman, 1976; Bevan, 1977; Trainin et al., 1977; Zinker-
nagel et al., 1977, 19%78; Zinkernagel, 1%78: Stutman,
1978; Reobinson, 1980; Jordan et Robinsen, 1981). Certains
auteurs ont méme suggéré gque la cancérisation du thynus
était due au déréglement de ces mécanismes physiologiques
(Weissman et al., 1977; Mc Grath et Welssman, 1978,
1979,). RAussi, la connaissance des processus normaux de la
lymphopoiése thymigue et l'analyse des perturbations gqui vy
sont induites par les agents cancérogeéenes devraient-elles
permettre de mieux comprendre la pathogénie des lymphomes.




Rappelons 4gque c'est éu sein du thymus gue
sont produits de fagon constante les lymphocytes T. Leurs
précurseurs, appelés prothymocytes. proviennent de 1la
moeile hématopoiétique {(Komuro et Boyse, 1973; Komuro et
al., 19%75; Basch et Kadish, 1976, 1977; Basch gt al.,
1978, Legrand et al., 1979). Durant leur séjour & l'inté-
rieur du thymus, ils proliférent {(Sainte-Marie et Leblond,
1964; Bryant, 1972) et se différencient en cellules T
immunologiquement compétentes (Welssman, 1973: PFathman et
al., 1975: Kapp et al., 1975; Cantor et Weissman, 1976;
Stutman, 1978; Widmer et Cooper, 1979: Kruisbeek et al.,
1980; Wagner et al,, 1980a, b; Ceredig er al.. 1982,
1983a; Ceredig et Mac Donald, 1982; Scollay, 1982, 1983;
Chen et al., 1982, 1983 a, b; Good er al., 1983; Scollay
et Shortman. 1983: Scollay et _al., 1984a; Reichert et_al.,
1984; Smith. 1984; Van Bwijk, 1%84; Kiesielow et al.,
1984; Fink et al., 1984, 1985%). Au cours de ¢e processus,

les cellules T acquiérent la capacité de reconnaitre et de
tolérer 1les constituants de l'organisme. Selon Jerne
(1971), des interactions entre des récepteurs présents sur
la membrane des précurseurs Llymphocytaires et des anti-
génes membranaires codés par les génes du compleXe majeur
d'histocompatibilité (CMH) présents sur les cellules non
lymphoides de la trame thymigue sont indispensables pour
l'acquisition de cette capacité de reconnaissance. Cette
conception est étayée par de nombreux arguments expérimen-
taux (Jerne, 1971; Bevan, 1977; Zinkernagel et al., 1%77,
1978, 1979, 1980: Bevan et Fink, 1978; Fink et Bevan,
1978; Von Boehmer et _al., 1978; Zinkernagel, 1978; Doherty
et Bennink, 1980: Jenkinson et al., 1980:; Longo et
Schwartz, 1980; Xruisbeek et. al., 1983, 1985; Longo et
Davis, 1983; Zepp et al., 1984 a, b:; Golding et al., 1985).

Des interactions entre les cellules lymphoi-
des thymiques (thymocytes) et 1les cellules de la trame
semblent indispensables pour induire les différents phéno-
ménes de différenciation. I1 est probable gqu'interviennent

une production de facteurs solubles (Komuro et Boyse.-
1973; Bach et Carnaud, 1976; Kruisbeek et_al,, 1977, 1978,

1980; Trainin et al., 1977, 1983: Kruisbeek, 1979; Kruis-

beek et Astaldi, 1979; Bach et Goldstein, 1%80) et des

contacts directs avec les cellules stromales (Jerne, 1971:

Bevan, 1977; Zinkernagel et al., 1977, 1978, 1879, 1980:

Bevan et Fink, 1978: Fink et Bevan. 1978; Von Boehmer et
al., 1978; Zinkernagel, 1978; Doherty et Bennink., 1980:

Jenkinson et al., 19890; Longo et Schwartz, 1980; Kruisbeek’
et al., 1983 et 1985; Longo et Davis, 1983; Golding et
al., 1985). Le stroma thymique est formé de cellules épi-

théliales, de macrophages et de cellules interdigitantes

{Cilark, 1963; Hoshino, 1963; Van Haelst, 1967; Hwang et
al., 1974; Bearman et al., 1978; Jordan et Crouse, 1979;

Klug et Mager, 1979: Loor, 1979: Von Gaudecker et Mil-

ler-Hemelink, 1980; Duijvestijn et Hoefsmit, 1981; Xings-

ton et al.. 1984: Van de Wijngaert et al., 1984; Demaagd

et _al.. 1985;). Quoique leurs rdles respectifs ne soient

pas encore entiérement connus, le développement de métho-

des d'isolement de populations pures a ouvert la voie a

des recherches nouvelles. Ainsi en est-il de la nise au

point d'une technigue qui permet 1'isolement des complexes

lympho-épithéliaux dénommés- '"cellules nurses thymigues"

(CNTs) (Wekerle et Ketelgen, 1980 a, b; Wekerle et al.,

1980.

Les CNTs obtenues par dissociation enzyma-
tigue Au thymus sont des éléments épithéliaux de grande
taille associés & des lymphocytes (Wekerle et Ketelsen,
1980 a. b; Wekerle et al., 1980). Les prolongements cyto-
prlasmigues des cellules épithéliales enveloppent compléte—
ment les cellules lymphoides qui ne sont pas altérées. Au
contraire, tout indigue que ces derniéres bénéficient de
conditions de microenvironnement idéales qui facilitent
leur survie et leur différenciaticn; 50% de ces lympho-
cytes seraient engagés dans le cycle cellulaire et des
figures mitotiques sont fréquemment observées (Wekerle et
Ketelsen, 1980 a, b; Wekerle et _al., 1980).




Selon Wekerle, ces complexes lympho-épithé-
liaux joueraient wun rdle primordial dans les premiéres
étapes de la lymphopoiése thymique. En effet, la membrane
plasmigque des cellules épithéliales des CNTs contient des
glycoprotéines dont l'expression est codée par les génes
du complexe majeur ‘d'histocompatibilité (Wekerle et Ketel-
sen, 1980 b; Wekerle et al., 1980). Comme nous l'avons
déja mentionné, de tels antigénes membranaires présents
sur les cellules du stroma thymigue seraient reconnus par
les précurseurs des 1lymphocytes T et ces interactions
joueraient un réle critique dans 1l'induction de 1la proli-
fération et de la différenciation des cellules T au sein
du thymus. Ces conceptions ont amené Wekerle a formuler
1'hypothése suivante : la "reconnaissance" entre les pré-
curseurs des lymphocytes T et les antigénes codés par le
CMH se produirait au niveau de la membrane de la cellule
épithéliale de la CNT. Les précurseurs seraient alors
englobés par les replis cytoplasmiques de la cellule épi-
théliale et pourraient proliférer i cet endroit.

Ainsi, les premiers travaux sur les CNTs ont
rapidement apporté des informations importantes et de nou-
velles hypothéses sur les mécanismes de la lymphopoiése
thymique normale. Nous avons pensé que l'étude de ces com-
plexes pourrait fournir une nouvelle approche pour analy-
ser le réle du micreenvironnement, ou tout au moins d'un
de ses constituants, dans l'induction des lymphomes.

Nous avons donc étudié les changements des
interactions lympho-épithéliales existant au sein des CNTg
aprés un traitement leucémogéne. Les radiations ionisantes
et le RadlV ont été utilisés comme agents induisant 1le
processus leucémogéne chez la souris CS57BL/Ka.

BUT ET PLAN DU TRAVAIL -

Notre recherche est destinée a analyser le rédle
des “cellules nurses thymiques" (CNTs) dans la pathogénie
des lymphomes thymigques induits scit par le virue des
radioleucoses (RadLV), soit par une irradiation frac-

tionnee.

Dans la premiére partie de notre mémeoire, nous

définirons les caractéres des CNTs dans le thymus normal
et nous analyserons leur rdle dans la lymphopelése thymi-

que.

Le premier chapitre rapportera notre contribution
4 l'identification des différents types cellulaires qui

composent 1le microenvironnement thymique. Dans c¢e but,
nous avens traité des coupes a congélation ultrafines par
différents anticorps monoclonaux gqui réagissent avec 1les

cellules non lymphoides du thymus.

Dans le deuxiéme chapitre, ncus rapporterons nNoE
observations sur la morphologie des CNTs iscolées & partic
de thymus normaux. Nous définirons leur nombre et nous
suivrons leur évolution en fonction de l'dge. Nous cher-
cherons 4 préciser leur 1localisation dans le thymus en
utilisant une méthode de marguage topigue du cortex exter-
ne. Nous tenterons en outre de les identifier au sein méme
de l'organe. Dans c¢e but, un examen de cryofractures de
thymus sera réalisé au microscope électronique & balayage.
Nous nous efforcerons ensuite de préciser la nature des




cellules épithéliales et des cellules lymphoides des cel-
lules nurses. Nous rechercherons notamment si ces cellules
ont des caractéristiques gqui permettent de les différen-
cier des autres cellules du stroma et des autres lympho-

cytes thymigues.

Le troisiéme chapitre sera consacré a définir 1le

r5le des CNTs dansg la iymphopeiése thymique. Nous utilise-
rons un modéle expérimental qui a été souvent utilisé pour
studier la production de lymphocytes dans' le thymus, a
savoir la régénération apres une jrradiation corporelle
totale a dose sublétale, suivie ou non d'une greffe de
moelle normale. Nous nous efforcerons de préciser ainsi
les relations éventuelles entre les CNTs et les precur-
seurs de thymocytes.

Nous consacrerons le quatriéme chapitre & 1l'ana-

lyse du mode de formation des CNTs. Nous nDous intéresse-
rons au rdle joué par certaines structures antigéniques
des cellules épithéliales dans les relations gue celles-ci
érablissent avec les thymocytes immatures.

Dans la deuxiéme partie du némoire, nous étudie-
rons le rdle des CNTs dans le développement des lymphomes
thymigues induits par une inoculation de RadLV.

Dans le premier chapitre, nous rechercherons si
les cellules cible, sensibles 4 1'action du RadlLV, ainsi
que les premiéres cellules gqui assurent la réplication

virale sont localisées de maniére élective dans les CNTs.

Nous consacrerons le deuxiéme chapitre & 1l'étude

de la longue période de latence qui précéde lrapparition
des lymphomes. Nous nous intéregserons essentiellement aux
conditions d'apparition des “"cellules préleucémiques”.

Leur relation avec les CNTs sera recherchée dans
le troisiéme chapitre. Nous étudierons également 1'évolu-
tion gquantitative de ces complexes lympho-épithéliaux tout

au long de la période préleucémique. —

Dans 1le quatriéme chapitre, nous aborderons les
relations entre la moelle et le thymus au cours de la

.période préleucémique.

pans le cinguiéme chapitre, nous tenterons d'éta-
blir si 1l'apparition de cellules préleucémigues dans le
thymus et leur &volution vers la transformation néoplasi-
gque s'accompagnent de modifications des caractéres de aif-
férenciation des lymphocytes thymiques.

La troisiéme partie de notre mémolire sera consa-
crée & l'étude des CNTs et des cellules préleucémiques an

cours de la formation de lymphomes induits par une irra-

diation fractionnée.

Dans un premier chapitre, 1'évolution des CNTs

sera suivie au cours de l'application du traitement leucé-
mogéne, puis pendant la période préleucémique. Elle sera
également analysée chez des souris qui, aprés une irradia-
tion fractionnée, regoivent une greffe de moelle destinée
a4 prévenir 1le développement des lymphomes. Nous recher-
cherons si les modifications observees peuvent étre mises
en relation avec des altérations des précurseurs thymocy-
taires et/ou des cellules de la trame thymique.

Danc le deuxiéme chapitre, nous nous intéresse-

rons & l'apparition de cellules préleucémiques aprés une
irradiation fractionnée éventuellement suivie d'une greffe

de moelle normale.

B 1la fin de notre mémoire,nous discuterons

l'ensemble de nos résultats au Vvu des connaissances




actuelles sur la lymphopoliese thyﬁique et en particulier
sur le rdle des cellules non lymphoides du thymus.Nous
nous efforcerons de voir s'ils s'intégrent dans les hypo-
théses gqui suggérent que des modifications profondes des
mécanismes contrdlant la lymphopoiése thymique sont res-
ponsables, au moins en partie, du développement des lym-

phomes thymiques.
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