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SOMMAIRE 

Le développement des lymphocytes T est dépendant de signaux fournis par le 

microenvironnement thymique. Ces signaux peuvent être transmis soit directement, via 

des contacts lympho-stromaux, soit indirectement via des facteurs solubles produits suite 

à ces interactions. L'objectif principal de ce projet de doctorat était d'examiner la 

participation des complexes lympho-stromaux, surtout ceux générés entre les thymocytes 

et les cellules épithéliales médullaires (CEM), dans le processus de la différenciation et 

1' émigration thymocytaire. 

L'émigration thymique a été, à date, étudiée par l'emploi de divers réactifs. 

Toutefois, en raison des limitations concernant l'usage de ces réactifs, notamment à cause 

de leur instabilité, leur toxicité et leur manque de spécificité, nous avons développé une 

nouvelle technique pour étudier ce processus. Nous avons donc décrit une méthode qui 

est basée sur l'injection in vivo d'un colorant vital estérifié, le CFSE. Une fois hydrolysé 

par les estérases des cellules, le CFSE émet à 518 nm et les cellules ainsi marquées 

peuvent être facilement détectées et analysées par la cytométrie de flux. De plus, les 

cellules CFSE+ peuvent ensuite être marquées avec des anticorps conjugués à des 

fluorochromes, qui émettent à d'autres longueurs d'ondes, permettant ainsi une analyse 

multiparamétrique détaillée du phénotype cellulaire. De cette manière, nous avons 

démontré que les thymocytes marqués par l'injection du CFSE par voie intrathymique 

constituent un échantillon représentatif des sous-populations thymocytaires majeures, 

permettant de déterminer que le taux d'émigration des thymocytes matures est d'environ 

2 à 3 millions de cellules par jour, tel que rapporté dans la littérature. En outre, nous 

avons étudié la cinétique des émigrants thymiques récents dans les organes lymphoïdes 

périphériques et démontré que le CFSE peut facilement être utilisé pour des études à long 

terme. Dans une étude connexe et conjointement avec une analyse de l'expression des 

gènes du thymus, nous avons finalement appliqué cette méthodologie pour étudier 
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l'émigration et la circulation des émigrants thymiques dans la périphérie, chez des souris 

déficientes en ICAM-1. 

La lectine Ulex Europaeus Agglutinin-1 (UEA-1) s'attache de façon sélective à 

une grande population de CEM. Nous avons exploité ce fait pour développer un modèle 

pour étudier in situ les fonctions des CEM. L'approche expérimentale que nous avons 

utilisée était d'interférer in vivo avec les interactions thymocytes-CEM par l'utilisation 

de la UEA-1, tout en gardant intacte l'architecture thymique. Ainsi, en combinant le 

CFSE, pour son utilité comme indicateur d'émigration thymique et de prolifération, et la 

UEA-1 pour son attachement sélectif aux CEM, nous avons démontré que les CEM 

n'étaient pas directement responsables de l'émigration, mais que celles-ci sont impliquées 

dans le contrôle de la prolifération des thymocytes corticaux. Conjointement à cette étude 

in vivo, nous avons montré que le traitement de FTOC (fetal thymus organ culture) avec 

la UEA-1 entraîne une diminution du nombre de cellules TCRap+. En fait, les cellules 

CD3- et CD3 10 étaient diminuées de façon marquée. Nous avons ainsi proposé deux 

scénarios possibles pour expliquer l'ensemble de ces données: 1) l'attachement de la 

UEA-1 aux CEM pourrait provoquer l'activation de celles-ci, engendrant ainsi une 

production de signaux qui inhiberaient les thymocytes corticaux, et 2) en raison d'un 

contact inhibé, une activation moindre soit des CEM, soit des thymocytes médullaires qui 

normalement s'y attachent, entraîne une production atténuée de facteurs solubles qui 

seraient responsables de la prolifération des thymocytes. 
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Dans le thymus les interactions lympho-stromales sont essentielles pour générer le 

répertoire de lymphocytes T matures, ainsi que pour le développement et l'organisation 

du microenvironnement thymique. Les cellules épithéliales médullaires (CEM) 

représentent le principal type de cellule stromale dans le thymus, quoique leur rôle reste 

peu connu. Cependant, l'on sait que les thymocytes résident dans la médulla pour une 

période d'environ une dizaine de jours avant d'émigrer dans la périphérie. L'on sait aussi 

que pendant cette période ces thymocytes médullaires acquièrent un phénotype de 

lymphocyte mature. De plus, quelques études suggèrent que les CEM puissent intervenir 

lors de la sélection négative des thymocytes. Il serait ainsi peu probable que la médulla 

soit simplement un réservoir passif pour les thymocytes en voie d'exportation. 

Nous avons ainsi émis l'hypothèse suivante: Les CEM du thymus sont impliquées 

dans le développement et l'émigration des thymocytes. Dans le but de vérifier cette 

hypothèse nous avons, dans un premier temps, développé une approche expérimentale qui 

consiste essentiellement à interférer, in vivo, avec les contacts entre les thymocytes 

médullaires et une sous-population majeure de CEM, tout en conservant intacte 

l'architecture thymique. Pour ce faire nous avons injecté, par voie intrathymique, une 

lectine nommée Ulex Europaeus Agglutinin-1 (UEA-1) qui s'attache de façon spécifique à 

des résidus de L-fucose se retrouvant sur une sous-population majeure de CEM. Pour 

évaluer les effets de cette inhibition sur l'émigration des thymocytes vers la périphérie, 

nous avons employé simultanément, une technique de marquage de thymocytes in vivo 

que nous avions développée préalablement, utilisant un réactif dérivé de la fluorescéine, 

le CFSE (5-(and-6)-carboxyfluoresceine diacetate, succinimidyl ester). L'injection 

simultanée de la UEA-1 et du CFSE nous a donc permis à la fois de cibler les CEM, et 

d'étudier leurs fonctions au sein des sous-populations de lymphocytes dans le thymus 

ainsi que l'émigration thymique. Dans le but de corroborer nos résultats in vivo, nous 

nous sommes servis du système "clos" des FTOC, où il n'y aurait aucun influx de cellules 

précurseurs ni de sortie significative de cellules matures, pour étudier les effets d'une 

interférence constante de contacts lympho-stromaux, due à la présence de la UEA-1, sur le 
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développement des thymocytes. L'analyse des lymphocytes a été effectuée par la 

cytométrie en flux. 

Nous verrons ainsi dans les prochaines pages le premier chapitre, constitue une 

revue bibliographique générale touchant le thymus et ses composantes, l'éducation 

thymique, l'émigration des thymocytes, les molécules accessoires impliquées dans les 

interactions lympho-stromales, les facteurs solubles, les modèles in vitro d'interaction 

lympho-stromale, et finalement l'interdépendance des thymocytes et des cellules 

stromales. Ensuite, le deuxième chapitre décrit le développement d'une technique 

permettant l'étude, à long terme, de l'émigration des thymocytes dans les tissus 

lymphoïdes de la périphérie. Ceci est présenté sous forme d'un article scientifique publié 

dans Experimental Cel/ Research. Le troisième chapitre décrit les résultats obtenus par 

rapport aux expériences investiguant les activités thymocytaires qui résultent des 

interactions entre les thymocytes et une population majeure de (CEM). Ces résultats sont, 

eux aussi, présentés sous forme de deux papiers scientifiques. L'étude in vivo n'a pas 

encore été soumise pour publication, tandis que l'étude in vitro, utilisant des FTOC 

comme modèle, a été publiée dans Immuno/ogy Letters. Le quatrième chapitre, quant à 

lui, porte sur l'application de notre technique de marquage de thymocytes in vivo dans un 

autre système. On décrit ici la caractérisation de deux souches de souris portant une 

ablation génétique au niveau du gène de l'ICAM-1, par rapport à l'émigration thymique, à 

la circulation lymphocytaire, ainsi qu'à l'expression des gènes du thymus. Un article 

scientifique, qui a été soumis pour publication, présente ces résultats. Finalement, le 

cinquième chapitre portera sur une discussion et conclusion générale des résultats obtenus 

dans les quatre articles scientifiques présentés dans les chapitres précédents. 



CHAPITRE 1 

REVUE BIBLIOGRAPHIQUE 
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INTRODUCTION 

Le thymus est la source umque de lymphocytes T. Leur développement est 

strictement dépendant des signaux fournis par le microenvironnement thymique. Ces 

signaux sont transmis soit directement par des contacts lympho-stromaux, soit par 

l' intermédiaire de facteurs solubles qui résultent de ces contacts. 

Le but de cette thèse était d'examiner la participation des complexes lympho­

stromaux, surtout ceux générés entre thymocytes et cellules épithéliales médullaires 

(CEM) du thymus, dans la différenciation et l'émigration des thymocytes. Dans ce 

contexte, ce chapitre vise ainsi à examiner les rôles que les cellules épithéliales 

thymiques jouent dans les différentes étapes qui constituent le développement des 

thymocytes. En effet, nous allons suivre le trajet des thymocytes dès l'entrée de leurs 

précurseurs dans le thymus, jusqu'à la sortie, où ils coloniseront les organes lymphoïdes 

secondaires de la périphérie. 

En premier lieu, nous reverrons la morphologie du thymus et ses diverses 

composantes et nous poursuivrons avec une description des différents stades 

phénotypiques du thymocyte : de cellule précurseur à lymphocyte T mature. La série 

d'événements se traduisant par la génération de lymphocytes T matures sera décrite dans 

la section qui s'intitule« L'ÉDUCATION THYMIQUE». Ici, les événements majeurs de 

la sélection positive et négative, ainsi que de 1' apoptose seront présentés et appuyés par 

les résultats de différentes études suggérant que les interactions lympho-stromales sont 

essentielles à tous ces processus. 

Puisque le sujet de l'émigration thymique a fait partie intégrante de ce projet de 

doctorat, nous discuterons des différentes catégories de colorants qui ont été employés au 

cours des années, pour étudier ce phénomène. Ceci permettra de bien évaluer notre 

contribution dans ce domaine ainsi que dans la mise en évidence des mécanismes 

d'émigration des thymocytes. 
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Il est très bien connu que les facteurs solubles, tels que les cytokines et les 

hormones, influencent les thymocytes et les cellules stromales à plusieurs niveaux. 

Quelques exemples seront exposés dans le but d'illustrer leur importance. De plus, un 

survol non-exhaustif des molécules accessoires (divisées en familles) impliquées dans les 

différentes interactions lympho-stromales sera aussi présenté. Ceci sera suivi d'exemples 

des différentes techniques qui ont été employées pour caractériser la participation des 

cellules épithéliales thymiques dans le développement des lymphocytes T, telles que les 

lignées cellulaires et les FTOC (fetal thymus organ culture). 

Finalement, dans la dernière section de ce chapitre, j'illustrerai, en donnant des 

exemples concrets, comment les cellules stromales sont étroitement impliquées dans le 

développement des thymocytes et vice versa. 

1.0 LE THYMUS ET SES COMPOSANTES 

1.1 Le thymus : son anatomie et sa colonisation 

Le thymus est un organe en deux lobes situé dans le médiastin supérieur, 

dorsalement au sternum. La base de 1' organe repose à la surface du cœur. Il est enveloppé 

d'une mince capsule de tissu conjonctif qui le pénètre, à maintes reprises, pour diviser les 

lobes thymiques en lobules. Les vaisseaux sanguins, les fibres nerveuses et les vaisseaux 

lymphatiques efférents s'insèrent dans ces travées conjonctives. Chaque lobule thymique 

se subdivise en une région externe, dite corticale, et une interne, dite médullaire. On 

constate également une zone sous-capsulaire qui logerait, croit-on, les thymocytes les 

plus immatures, soit ceux provenant de la moelle osseuse (Penit et Vasseur, 1988). 

Pendant 1' embryogenèse, le thymus se forme à partir de deux couches de tissu 

embryonnaire : 1' ectoderme, dérivant de la troisième fente branchiale et qui donnerait 

naissance aux cellules épithéliales du cortex, et 1 'endoderme, dérivant de la troisième 

poche pharyngienne et qui donnerait naissance aux cellules épithéliales médullaires 

(Cordier et Haumont, 1980). Ainsi, le stroma thymique est constitué principalement de 
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