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Le développement du lymphome thymique radio-induit chez la souris C67BL/6 se 

traduit par l'apparition de cellules pré-lymphomateuses (CPL) pendant la période de 

latence qui dure de 8 à 36 semaines; les CPL se logent dans le thymus, se transforment 

en cellules lymphomateuses (CL) et prolifèrent pour produire un lymphome thymique. 

Or, ce processus peut être abrogé par une injection intra-veineuse (i. v.) de moelle 

osseuse (M.O.) syngénique qui fournit au thymus différents types de cellules, dont les 

cellules dendritiques (C.D.) que l'on pense être responsables de la prévention du 

lymphome thymique. Cette prévention passe vraisemblablement par des interactions 

cellulaires dans le micro-environnement thymique et, jusqu'à maintenant, aucun 

mécanisme n'a été décrit pour expliquer l'effet des C.D. thymiques sur les CPL et/ou 

les CL. 

Pour caractériser les interactions cellulaires afin d'élucider le mécanisme de 

prévention, et puisque nous avions déjà une lignée de CL maintenue en culture, il 

fallait tout d'abord identifier, puis isoler les CPL. Des expériences antérieures 

suggèrent fortement une association entre la présence de l'antigène TL (thymus 

leukemia) et le développement du lymphome thymique, faisant de cet antigène un 

marqueur potentiel de CPL. Cependant, personne n'avait suivi l'expression de cet 

antigène pendant la période de latence jusqu'à l'apparition des signes cliniques du 

lymphome, ce qui aurait pu régler une fois pour toute la question de l'antigène TL 

comme marqueur de CPL. Nous avons alors établi une nouvelle approche 

expérimentale qui nous a permis pour la première fois de suivre l'évolution d'un profil 

antigénique pendant la période de latence jusqu'à l'apparition du lymphome. Nous 

démontrons ainsi que 1' antigène TL peut être absent pendant toute la période de 

latence jusqu'à l'apparition des signes cliniques du lymphome, ce qui signifie que 

l'induction de l'expression de l'antigène TL n'est pas essentielle au développement du 

lymphome thymique radio-induit. 

Dans le cadre de la caractérisation de la lymphomatogénèse, des travaux récents ont 

démontré que les CL sécrètent un facteur soluble qui induit 1' expression de la 

métalloprotéinase de type 9 (MMP-9) dans les cellules stromales. Cette 
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métalloprotéinase joue un rôle clef dans la dégradation de la matrice extra-cellulaire 

dans l'évolution de certains cancers, favorisant ainsi de manière positive la croissance 

de la tumeur. Nous avons alors émis l'hypothèse que les C.D. interfèrent avec le 

développement du lymphome thymique en bloquant l'induction de l'expression de la 

MMP-9, soit par la sécrétion d'un agent soluble, soit par contact cellulaire. Nous 

avons fait deux expériences in vitro et les résultats démontrent clairement que, ni le 

surnageant des C.D., ni les C.D. elles-mêmes n'ont la capacité de bloquer l'expression 

de la MMP-9 induite par les CL. 

Par la suite, nous nous sommes demandé si les C.D. pouvaient agir sur les CL en les 

éliminant ou en diminuant leur vitesse de prolifération dans le micro-environnement 

thymique, retardant ou bloquant ainsi 1' apparition des signes cliniques du lymphome 

induit par l'injection intra-thymique (i.t.) de CL. Les résultats démontrent que le 

groupe de souris injectées de CL et de C.D. développent des lymphomes au même 

rythme et dans les mêmes proportions que le groupe témoin composé de souris 

injectées de CL seulement, démontrant ainsi que les C.D. n'ont aucun effet sur la 

prolifération des CL in vivo. 

Les cytokines peuvent interférer dans le développement de certaines tumeurs. Entre 

autre, mentionnons, le facteur nécrosant de la tumeur (TNF -a) qui a été associé 

étroitement à la prévention du lymphome thymique et le facteur stimulant les colonies 

de macrophages et de granulocytes (GM-CSF) qui possède des propriétés anti­

tumorales. Nous démontrons in vitro que les C.D. n'expriment pas le TNF-a mais 

qu'elles expriment faiblement le GM-CSF; lorsque nous ajoutons du "phorbol 

myristate acetate" (PMA), un activateur des protéines kinase C (PKC), il y a une 

légère expression du TNF-a et une forte expression du GM-CSF, ce qui suggère que 

cette dernière cytokine puisse jouer un rôle dans la prévention du lymphome par les 

C.D. thymiques. 

En résumé, nos résultats indiquent que : a) l'induction de l'expression de l'antigène 

TL suite au régime lymphomagène d'irradiation n'est pas lié au développement du 
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lymphome thymique b) les C.D. thymiques préviennent le développement du 

lymphome par un mécanisme n'impliquant pas la MMP-9 c) les C.D. thymiques n'ont 

aucun effet sur la mortalité et la prolifération des CL, ce qui suggère qu'elles 

préviennent le développement du lymphome en agissant avant l'apparition des CL d) 

les C.D. thymiques n'expriment pas le 1NF-a mais peuvent exprimer fortement le 

GM-CSF après avoir été stimulées, suggérant que cette cytokine joue probablement un 

rôle dans la prévention du lymphome. 
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Le lymphome thymique radio-induit se développe à partir de thymocytes qui ont subi 

des cassures chromosomiques irréparables (Magrath 1992). Ces thymocytes qu'on 

appelle cellules pré-lymphomateuses (CPL), subissent des transformations qm 

touchent principalement la physiologie de leur division cellulaire et de leur 

développement normal. Après une période de latence dans le thymus, elles se 

transforment en cellules lymphomateuses (CL) qui prolifèrent et produisent un 

lymphome. Le développement du lymphome thymique peut être prévenu par 

l'injection de moelle osseuse (M.O.) qui fournit au thymus des cellules précurseures 

qui se différencient en différents types cellulaires dont les cellules dendritiques (C.D.). 

Potworowski et al (1996) ont démontré que la prévention du lymphome thymique est 

réalisée par les C.D. thymiques qui agissent sur les CPL et/ou les CL. Ces cellules 

cibles dérivent de cellules précurseures qui peuplent le thymus en se différenciant 

principalement en thymocytes qui passent normalement à travers plusieurs étapes de 

maturation bien caractérisées par des antigènes de surface. 

Bien que 1 'expression de plusieurs antigènes soit exprimée ou réprimée durant la 

maturation, les antigènes les plus utilisés pour caractériser les étapes de maturation des 

thymocytes sont : CD3, CD4, CD8 et le 'Heat Stable Antigen' (HSA). Tout d'abord, 

en entrant dans le thymus, les thymocytes s'appellent des doubles négatifs (CD4/CD8) 

parce qu'ils n'expriment pas ces deux antigènes, puis, ils passent par une étape ou les 

deux antigènes sont exprimés, on parle alors de doubles positifs CD4+/CD8+, pour 

enfin devenir à la sortie des simples positifs : CD4+/CD8- ou CD4-/CD8+. Il est à noter 

que les doubles négatifs et les doubles positifs caractérisent des thymocytes moins 

matures, alors que les simples positifs caractérisent des thymocytes plus matures. De 

plus, les phénotypes antigéniques CD3-, CD310 et HSA+ caractérisent des thymocytes 

moins matures, alors que les phénotypes antigéniques CD3hi et HSA- caractérisent des 

thymocytes plus matures. Globalement, les antigènes de surface sont d'une grande 

importance pour caractériser 1 'état de développement dans lequel se trouvent les 

thymocytes. 
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Ces antigènes de surface sont d'un grand intérêt pour identifier les CPL qui sont les 

cellules cibles potentielles des C.D. thymiques dans la prévention du développement 

du lymphome thymique radio-induit. Certaines tentatives ont été faites pour identifier 

un tel antigène déjà exprimé par les thymocytes normaux, mais elles se sont avérées 

infructueuses: a) l'expression de la glycoprotéine de surface 1C11 (Sen-Majumdar et 

al 1994) augmente pendant la période de latence mais cet antigène n'est pas spécifique 

aux CPL puisqu'il est exprimé par 10% des thymocytes normaux immatures b) des 

profils anormaux CD4/CD8 (Rongy et al 1990, Muto et al 1990) ont été identifiés 

pendant la période de latence mais aucun n'est spécifique aux CPL. Par contre, deux 

antigènes qui ne sont pas exprimés par les thymocytes normaux des souris C57BL/6 

ont été détectés après le régime d'irradiation, et sont par le fait même associés au 

développement du lymphome thymique. Le premier antigène est la glycoprotéine 

rétrovirale 70 (gp70) qui a été détecté à quelques reprises pendant la période de latence 

(Stockert et Old 1977, Fischinger et al1981-1982, Naim et al1989). Le deuxième est 

l'antigène de la leucémie thymique (TL) qui est associé au développement du 

lymphome thymique depuis sa découverte (Boyse et al1963, Old et al1963). Stockert 

et Old (1977) ont détecté une augmentation de l'expression de cet antigène dans les 

huit premières semaines de la période de latence, alors que Muto (1990) a associé 

partiellement les cellules TL+ au développement du lymphome thymique. Malgré ces 

travaux, les auteurs n'ont pas démontré que les antigènes gp70 et TL étaient des 

marqueurs spécifiques et fiables des CPL puisque ces expériences se contentaient 

seulement de déterminer l'expression d'un antigène anormal à un temps donné 

pendant la période de latence ou d'évaluer sommairement le pouvoir lymphomagène 

de cellules TL+. 

Le mécanisme de prévention impliquant les C.D. thymiques et les cellules cibles est 

toujours inconnu jusqu'à maintenant. Dans le cadre de cette recherche, trois approches 

peuvent être explorées : 1) il est possible que les C.D. interfèrent avec le 

développement du lymphome thymique en bloquant 1 'expression de la 

métalloprotéinase de type 9 (MMP-9) induite par les CL. En effet, des travaux récents 

(Aoudjit et al 1996) ont démontré que les CL induisent la synthèse de la MMP-9 qui 
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est connue pour agir favorablement sur le développement de plusieurs tumeurs en 

dégradant la matrice extra-cellulaire (Woessner 1991, Pyke et a/1993, Rao et a/1993) 

2) il est également possible que les C.D. éliminent les CL ou interfèrent avec leur 

prolifération, cette hypothèse peut maintenant être vérifiée parce que nous savons 

qu'après une injection intra-thymique (i.t.), les CL peuvent induire l'apparition des 

signes cliniques du lymphome après une période variant de 3 à 5 semaines (Aoudjit et 

al 1996), ce qui fait un bon modèle expérimental in vivo pour caractériser les 

interactions cellulaires entre les C.D. et les CL 3) il est enfin possible que le facteur 

nécrosant de la tumeur (TNF-a) et le facteur stimulant les colonies de macrophages et 

de granulocytes (GM-CSF), deux agents utilisés dans les traitements anti-tumoraux, 

puissent être impliqués dans le mécanisme de prévention du lymphome thymique 

(Dealtry et a/1987, Ruddle 1987, Beutler et a/1989, Antman 1993, A viles et a/1996, 

Humblet et al 1996, Masucci 1996). 

Les travaux décrits dans ce mémoire ont tout d'abord tenté une identification des 

CPL pendant la période de latence en utilisant des anticorps spécifiques aux antigènes 

gp70 et TL. Par la suite, nous nous sommes concentrés sur l'élucidation du 

mécanisme de prévention en essayant de caractériser les interactions cellulaires in 

vitro et in vivo entre les C.D. thymiques, les CL et les cellules stromales. Les derniers 

travaux nous ont permis de déterminer l'expression in vitro des gènes du TNF-a et du 

GM-CSF dans les C.D. thymiques 1DA3.1. 
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2.1 LE THYMUS 

2.1.1 LE MICRO-ENVIRONNEMENT THYMIQUE 

Le thymus est un organe lymphoïde primaire formé de deux lobes situés juste au­

dessus du coeur. Chaque lobe est divisé en lobules caractérisés par une région 

corticale (cortex) et une région médullaire (médula). Le cortex contient beaucoup plus 

de thymocytes que la médula qui représente une faible proportion du tissu thymique. 

L'architecture du stroma thymique est composée essentiellement d'un réseau de 

cellules épithéliales caractérisées par des prolongements cytoplasmiques 

interconnectés par des desmosomes, ces ramifications étant parsemées de thymocytes 

interagissants entre eux (van Ewijk 1991, Boyd et al 1993 ). 

Les cellules épithéliales du micro-environnement thymique sont réparties dans les 

régions corticale et médullaire. Tout d'abord, l'épithélium cortical est subdivisé en 

quatre types selon leur phénotype antigénique et leur morphologie. L'épithélium 

cortical de type 1 (subcapsule/subtrabeculae) est considéré comme l'un des plus 

important parce qu'il est le premier intervenant du développement des lymphocytes T 

(thymocytes). Cet épithélium est caractérisé généralement par l'absence d'expression 

du complexe majeur d'histocompatibilité de classe II (CMH Il) (De Waal Malefijt et 

al 1986). L'épithélium cortical de type 2, 3 et 4 se distingue par 1' aspect des cellules 

épithéliales et forment ensemble le véritable épithélium cortical dont les cellules 

expriment fortement le CMH II mais faiblement le CMH I (Boyd et al 1993). 

Contrairement aux cellules épithéliales de type 4 qui ont des caractéristiques de 

cellules moribondes, les cellules épithéliales de type 2 et 3 sont très actives sur le plan 

métabolique, et c'est justement là que 1' on retrouve les cellules épithéliales thymiques 

de type "nurse" (TNC). Ces complexes lympho-épithéliaux du cortex sont composés 
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de cellules épithéliales qui engloutissent un nombre varié de thymocytes dans leurs 

vacuoles formées par l'invagination de la membrane cytoplasmique (Boyd et a/1993). 

Ces TNC semblent jouer un rôle important dans le développement des thymocytes 

puisque leur nombre reflète la capacité des cellules épithéliales à établir des 

interactions fonctionnelles avec les thymocytes (Wekerle et al 1980, 1980a). La 

majorité des thymocytes retrouvés dans les TNC sont des doubles positifs 

(CD4+/CD8+), un phénotype antigénique caractérisant les thymocytes moins matures 

qui sont très actifs sur le plan des interactions cellulaires et se trouvent dans une étape 

cruciale de leur développement. L'épithélium médullaire, quant à lui, est composé de 

cellules d'apparence sphérique dont les prolongements cytoplasmiques sont plus 

courts que ceux observés dans le cortex (van Ewijk 1991 ). Les cellules de cet 

épithélium expriment le CMH I mais ont des expressions variées de CMH II, ce qui 

peut refléter le degré de maturation ou d'activation des thymocytes avoisinants (Boyd 

et al1993). 

En plus des cellules épithéliales et des thymocytes qui représentent la population 

principale, le micro-environnement thymique est composé de plusieurs types de 

cellules dont les C.D., les macrophages, les fibroblastes et les cellules endothéliales. 

Les C.D. thymiques proviennent de la M.O. mais peuvent être aussi d'origine 

thymique (Ardavin 1997) ; elles sont localisées surtout dans la jonction cortico­

médullaire et la médula. Contrairement aux thymocytes qu'on retrouve en grande 

quantité, les C.D. représentent à peine 0,1% des cellules thymiques provenant de la 

M.O. ; elles sont donc pratiquement impossible à isoler seules et en grande quantité. 

Leur taux de renouvellement est de 2 à 3 semaines environ. Plus récemment, les 

travaux de Ardavin et al (1993) ont démontré que les thymocytes et les C.D. 

proviennent de la même cellule précurseure (CD4"CD81L2Ra") fournit par la M.O. au 

thymus. Les cellules précurseures destinées à devenir des thymocytes expriment le 

CD25 (IL2Ra), alors que celles destinées à devenir des C.D. thymiques ne l'expriment 

pas. Contrairement aux C.D., les macrophages sont matures à leur arrivée dans le 

thymus (Fairchild et Austyn 1990) et n'expriment pas le CMH II (Duijvestijn et al 
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1983). Ils sont situés dans le cortex et la médula où leur rôle principal est de 

phagocyter les thymocytes apoptotiques (Anderson et al 1996). 

2.1.2 LES ÉTAPES DE DIFFÉRENTIATION DES 
THYMOCYTES 

Les différentes étapes de maturation des thymocytes sont caractérisées par plusieurs 

antigènes de surface dont les plus importants sont les co-récepteurs de surface CD4 et 

CD8 ayant une affinité pour le CMH II et le CMH 1 respectivement, et le complexe 

TcR/CD3 composé d'au moins six protéines différentes associées aux récepteurs des 

cellules T (TeR) (Bentley et Mariuzza 1996). 

Tout d'abord, la première étape de maturation des thymocytes se caractérise par 

1' absence de CD4 et de CD8, c'est pourquoi on appelle ces cellules des doubles 

négatives (CD4-/CD8-) qui n'expriment pas non plus le complexe TcR/CD3. Bien que 

cette population de cellules représente seulement 5% des thymocytes totaux (Anderson 

et Perlmutter 1995), elle nécessite des interactions avec les fibroblastes et les cellules 

épithéliales qui permet la suite de leur développement (Anderson et al 1996). La 

deuxième étape de maturation des thymocytes est la plus importante quantitativement ; 

elle est marquée par 1' expression des antigènes CD4 et CD8 à la surface des 

thymocytes qu'on appelle pour cette raison des doubles positives (CD4+/CD8+). Ces 

thymocytes représentent environ 80% des thymocytes totaux et environ la moitié 

d'entre eux expriment faiblement le complexe TcR/CD3 qui interagi avec le complexe 

majeur d'histocompatibilité (CMH) localisé à la surface des autres cellules thymiques. 

Ces interactions sont à la base des sélections positive et négative qui agissent 

principalement sur les thymocytes moins matures CD4+/CD8+ dans le cortex. Ces 

deux types de sélection sont difficiles à distinguer parce qu'en plus de se chevaucher 

dans le temps, ils impliquent les mêmes allèles du CMH, ils entraînent la 
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reconnaissance des liaisons entre le CMH et le peptide et ils passent par plusieurs 

signaux de transduction semblables (Jarneson et al 1995). 

Globalement, la sélection positive sauve une proportion de thymocytes de la mort 

cellulaire programmée (apoptose) et induit la poursuite de leur développement 

(Jarneson et al 1995), leur permettant ainsi de réagir contre des peptides étrangers en 

périphérie par l'intermédiaire du CMH (Zinkemagel et Doherty 1974, Fink et Bevan 

1978). Les thymocytes qui survivent ont une faible densité du complexe TcR/CD3 en 

bon état à leur surface et réagissent avec une faible avidité lorsqu'un peptide du soi 

leur est présenté par le CMH (Hugo et al 1993, Guidos 1996), cela tout en 

reconnaissant le CMH autologue. Plusieurs travaux suggèrent que les cellules 

épithéliales sont impliquées dans la sélection positive (Hugo et al 1992, Anderson et al 

1994, Fink et Bevan 1995). 

La sélection négative élimine les thymocytes qui soit ne réagissent pas assez avec le 

CMH par l'intermédiaire de leur complexe TcR/CD3 non-fonctionnel (Blackman et al 

1990) ou soit qui réagissent trop au CMH du soi ; c'est-à-dire des thymocytes qui 

possèdent des récepteurs TcR/CD3 réactifs aux antigènes du soi (Kappler et al 1987, 

Sha et al 1988). Le mécanisme d'élimination des thymocytes auto-réactifs est la 

délétion clonale qui induit la mort cellulaire par apoptose (Nossal 1994). Plusieurs 

travaux suggèrent que les C.D. sont impliquées dans la sélection négative (Matzinger 

et Guerder 1989, Inaba et al1991, Mazda et al1991) qui se réaliserait possiblement à 

l'aide de l'antigène Fas-ligand (Fas-L) qui a été détecté à la surface de certaines sous­

populations de C.D. thymiques (Suss et Shortman 1996). Au cours de ce processus de 

sélection, plus de 95% des thymocytes meurent par apoptose (Shortman et Jackson 

1974) et sont phagocytés par les macrophages. 

Les thymocytes qui ont passé à travers les deux étapes de sélection subissent une 

maturation tardive représentant la dernière étape du développement des thymocytes 

qui se déroule dans la médula. Cette étape est caractérisée par la présence de 

thymocytes simples positifs qui sont soit CD4+/CD8-, soit CD4-/CD8+. Les premiers 
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représentent environ 10% des thymocytes totaux et réagissent spécifiquement au CMH 

II (Doyle et Strominger 1987, Cardell et al1994), alors que les seconds représentent 

seulement 5% et réagissent spécifiquement au CMH I (Salter et al 1990). Ces deux 

populations de thymocytes matures émigrent du thymus par la circulation sanguine au 

rythme approximatif de 2 à 3 X 106 cellules par jours vers la périphérie (Graziano et al 

1998) après une période de développement de trois semaines (Shortman 1992). 

2.2 LE LYMPHOME 
INDUIT 

THYMIQUE 

2.2.1 LE MODÈLE EXPÉRIMENTAL 

RADIO-

Le développement des leucémies et des lymphomes chez l'Homme, associé à certains 

virus (Jones et al 1988, Craig et al 1992, Uchiyama 1997), à des produits chimiques 

(Ballmaier et Epe 1995, Blair et Kazerouni 1997, Bertazzi et al 1997, Smith et al 

1998) ou à des irradiations (Folley et al1952, Lyon 1979, Doll 1995, Kossenko et al 

1997), a stimulé la recherche d'un modèle expérimental animal. La souris est un 

animal de choix car le développement des leucémies murines se localise souvent dans 

le thymus (Metcalf 1966), permettant ainsi la caractérisation et la prévention de la 

pathogénèse. Le développement du lymphome thymique fait apparaître plusieurs 

signes cliniques morphologiques et fonctionnels (le dos rond, 1' essoufflement, les yeux 

collants et l'immobilité relative de l'animal) qui permettent de connaître le temps 

d'apparition du lymphome, tout en facilitant globalement le travail de caractérisation 

de la lymphomatogénèse. 
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On a utilisé deux types de lymphomes T murins ressemblant aux leucémies 

lymphoblastiques chez l'Homme (Panke 1978). Le premier type est spontané (Gross 

1951, 1970), c'est-à-dire qu'aucun agent extérieur n'est nécessaire à l'induction de la 

lymphomatogénèse. Ce lymphome apparaît à l'âge de 6 à 12 mois chez la souche de 

souris AKR, et est associé aux virus AKV -1 et AKV -2. Le deuxième type regroupe 

des lymphomes induits qui ont été développés chez les souches de souris C3H, 

BALB/c et C57BL/6 (Kaplan 1951, Haran-Ghera 1980). Ils sont non-spontanés, c'est­

à-dire que les signes cliniques du lymphome apparaissent chez les souris exposées à un 

agent causal externe souvent après une période de latence. Le développement du 

lymphome peut être induit par l'injection de virus (Lieberman et Kaplan 1959, Gross 

1970), de produits chimiques (Doell et Cames 1962) ou par une exposition à des 

irradiations (Kaplan 1967). Furth a été le premier a démontré 1 'effet leucémogène des 

rayons X sur l'animal (Doll 1995), mais c'est Kaplan (1967) qui a développé le 

modèle du lymphome thymique radio-induit utilisé pour suivre la lymphomatogénèse. 

La popularité du modèle expérimental du lymphome thymique radio-induit repose 

surtout sur le fait que, contrairement à l'utilisation des virus et des produits chimiques 

qui peuvent se propager de cellules en cellules dans le thymus et dans d'autres parties 

de l'animal après l'injection, pouvant ainsi induire un effet continu sur la 

lymphomatogénèse, ce modèle évite les effets résiduels dans le temps, ce qui permet 

de mieux suivre son développement. Ce modèle d'induction du lymphome thymique a 

été bien établi et bien décrit. 

Le modèle expérimental du lymphome thymique radio-induit a été développé au 

début des années 50 (Kaplan 1952a, 1952b ). Dans ce modèle, un régime de quatre 

doses de rayons X de 175 rad chacune, données à une semaine d'intervalle, induit le 

développement du lymphome thymique chez plus de 85% des souris C57BL/6 

exposées. Ces dernières présentent des signes cliniques du lymphome après une 

période de latence de 8 à 36 semaines suivant la dernière irradiation. Cette période de 

latence constitue une fenêtre inestimable pour caractériser les CPL (Boniver et al 

1985, Muto et al 1990, Rongy et al 1990, Sen-Majumdar et al, 1994, Humblet et al 
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1997), c'est-à-dire les cellules modifiées qui vont se transformer en CL et proliférer 

pour produire un lymphome thymique. Le moment de la transformation des CPL en 

CL pendant la période de latence est toujours inconnu. En effet, nous ne savons pas 

pourquoi une souris développe un lymphome thymique plus rapidement ou plus 

lentement qu'une autre souris irradiée dans le même groupe. Cette ignorance est due 

en grande partie au fait qu'il est impossible de caractériser le développement du 

lymphome sans sacrifier la souris à un temps donné, et ainsi ne pas pouvoir déterminer 

ce qui se passe avant et après la mort de 1' animal. 

Par ailleurs, 1' apparition des signes cliniques du lymphome est le seul moyen 

disponible jusqu'à maintenant pour évaluer l'état de l'animal après une exposition à un 

régime lymphomagène d'irradiation. Le désavantage de cette approche est qu'il est 

impossible de prévoir le moment de la transformation des CPL en CL puisque: a) 

1' observation se fait à partir de caractéristiques morphologiques extérieures à 1 'animal 

b) les facteurs contribuant à la transformation des CPL en CL sont toujours inconnus. 

Malgré cet événement imprévisible, nous savons que le lymphome se développe à 

partir de 1' apparition des CPL qui sont les premiers acteurs de la pathogénèse en 

persistant anormalement dans le thymus pendant toute la période de latence. Pour 

l'instant, il n'existe aucun marqueur spécifique et fiable pour identifier les CPL. 

2.2.2 LA CARACTÉRISATION DES CELLULES PRÉ-
LYMPHOMATEUSES 

2.2.2.1 La technique de transfert 

On sait très peu de choses sur les CPL parce qu'il n'y a aucun moyen de les 

identifier. Cependant, depuis plusieurs années, la présence des CPL durant la période 

de latence est révélée a posteriori par la technique de transfert. Cette dernière consiste 

à prélever des thymocytes de souris donneuses irradiées (4 X 175 rad) à un temps 
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donné pendant la période de latence et d'injecter une proportion de ces thymocytes 

dans le thymus de souris receveuses préalablement exposées à une dose sub­

lymphomagène de 400 rad. Cette dose d'irradiation permet de diminuer le nombre de 

cellules précurseures provenant de la M.O. ainsi que le nombre de cellules thymiques 

sans induire le développement du lymphome thymique. L'apparition des signes 

cliniques du lymphome chez des souris receveuses indique que l'inoculum 

thymocytaire des souris donneuses contenait des CPL (Boni ver et al 1981 ). En 

général, le transfert se fait à partir d'une suspension cellulaire provenant d'une souris 

donneuse à plusieurs souris receveuses ; cela s'explique par le fait qu'un pourcentage 

très faible de cellules prélevées du thymus irradié sera transféré et que seulement une 

très faible proportion de ces cellules sont des CPL, augmentant ainsi le risque de ne 

pas mettre en évidence la présence des CPL. Ces CPL peuvent aussi ne pas s'adapter 

assez rapidement au nouveau milieu dans lequel elles ont été transférées, et mourir 

sans révéler leur présence en se transformant en CL et en produisant un lymphome. 

Par ailleurs, la raison pour laquelle les souris receveuses sont exposées à une dose 

d'irradiation de 400 rad est qu'il faut tout d'abord diminuer le nombre de cellules 

hématopoïétiques se trouvant dans la M.O. et dans le thymus, afin de minimiser les 

interactions entre les cellules de souris donneuses et de souris receveuses qui 

pourraient affecter le développement du lymphome. Grâce à cette technique de 

transfert, les CPL ont été détectées le plus souvent dans le thymus 1 à 2 jours après la 

dernière irradiation, y demeurant pendant toute la période de latence et ayant la 

capacité d'induire un lymphome après avoir été prélevées et injectées i.t. dans une 

souris receveuse (Boni ver et al 1981 ). 

Bien que cette technique de transfert se soit avérée très utile pour caractériser le 

développement du lymphome thymique, elle comporte plusieurs points faibles qu'il 

faut mentionner. Premièrement, l'exposition des souris receveuses à une irradiation de 

400 rad n'élimine pas totalement ses cellules thymiques, ce qui permet seulement de 

minimiser les interactions cellulaires entre les thymocytes des souris donneuses et des 

souris receveuses pouvant affecter le développement du lymphome, contribuant 
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possiblement à donner de fausses indications sur la durée de la période de latence à 

partir de la dernière irradiation jusqu'à 1' apparition des signes cliniques du lymphome. 

Par conséquent, il est erroné d'affirmer que la période suivant le transfert d'une 

suspensiOn cellulaire contenant des CPL dans les souris receveuses jusqu'à 

1' apparition des signes cliniques du lymphome est la suite du développement du 

lymphome thymique dans la souris donneuse, puisque ce micro-environnement 

thymique n'a pas reçu le régime lymphomagène d'irradiation et qu'il y a une période 

d'adaptation entre les cellules transférées et le milieu qui a pour effet d'entraîner son 

remodelage par les CPL, la mort cellulaire et l'induction de nouveaux signaux. 

Deuxièmement, il est inexact d'affirmer que les CPL apparaissent au temps fixé pour 

le transfert d'une suspension cellulaire après la dernière irradiation parce que personne 

jusqu'à maintenant n'a fait l'expérience de transfert avant la quatrième et dernière 

irradiation, ce qui laisse la possibilité de 1' apparition des CPL à un moment pendant le 

régime lymphomagène qui dure quatre semaines. De plus, la technique de transfert ne 

détermine pas le temps d'apparition des CPL qui peut différer d'une souris à l'autre et 

d'un groupe à l'autre, mais plutôt la présence de CPL dans le thymus d'une souris 

irradiée parce qu'il n'y a pas de définition précise des CPL contenant des éléments de 

génétique, de physiologie ou de morphologie qui pourraient les identifier à un moment 

précis. 

2.2.2.2 L'origine des cellules pré-lymphomateuses 

Pendant le régime lymphomagène d'irradiation qui dure quatre semaines, le micro­

environnement thymique est colonisé par des cellules précurseures provenant de la 

M.O., ce qui rend difficile la détermination du lieu d'apparition des CPL. Cependant, 

ces cellules apparaissent soit dans la M.O., soit dans le thymus. Les travaux de 

Lieberman et al (1987) démontrent que les premières étapes de la lymphomatogénèse 

se déroulent dans la M. O. En effet, le transfert intra-veineux (i. v.) de cellules de la 

M. O. et le transfert i.t. de thymocytes provenant de souris donneuses irradiées Thy 1.2 

dans des souris receveuses congéniques Thyl.l exposées à une dose d'irradiation sub-
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lymphomagène a produit des lymphomes dans 67% des souris injectées par des 

cellules de la M.O. et dans 47% des souris injectées par des thymocytes. En 

caractérisant 1' origine du lymphome thymique à 1' aide des antigènes Th y 1.2/Thy 1.1 

qui servent à différencier les thymocytes provenant de souris congéniques, Lieberman 

et al (1987) ont démontré que les lymphomes induits par le transfert de la M.O. étaient 

tous d'origine donneuse Thyl.2, alors que les lymphomes induits par le transfert de 

thymocytes étaient majoritairement d'origine receveuse Th y 1.1. Ces résultats peuvent 

s'expliquer par le fait que les CPL de la M.O. transmettent un signal au thymus 

induisant un lymphome d'origine thymique, ce qui suggère que les CPL transportent 

ce signal et le larguent dans le thymus où il agirait comme un agent de transformation. 

Il est à noter que les résultats démontrent aussi que le signal n'est pas le virus de la 

leucémie radio-induite (RadL V) associé depuis longtemps au développement du 

lymphome thymique. 

Contrairement aux travaux de Lieberman et al (1987), les travaux de Muto et al 

(1987) suggèrent plutôt que la M.O. ne contient pas de signal et n'est pas le site de 

l'apparition des CPL. En effet, le transfert i.t., à différents temps post-irradiation 

pendant la période de latence, de cellules isolées de la M.O. de souris donneuses 

irradiées à des souris receveuses n'a pas induit de lymphome thymique chez ces 

dernières. La M.O. des souris irradiées ne contenait donc pas de signal pendant la 

période de latence, ni de CPL pouvant induire le développement du lymphome 

thymique. 

Le problème de la détermination du lieu d'apparition des CPL est entretenu 

probablement par l'apparition possible de plusieurs clones de CPL à la fois dans la 

M.O. et dans le thymus. Un ou plusieurs de ces clones se niche dans le thymus, se 

transforme en CL et prolifère finalement pour produire un lymphome. Cela peut 

expliquer en partie qu'une souris développe un lymphome plus rapidement qu'une 

autre. En effet, les CPL déjà présentes dans le thymus devraient produire des 

lymphomes plus rapidement parce qu'elles n'ont pas à franchir la barrière endothéliale 

pour se nicher dans le thymus. 
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2.2.2.3 La transformation des cellules pré-lymphomateuses 

La transformation des CPL en CL dans le thymus suggère une distinction entre deux 

types de cellules sur le plan fonctionnel. Contrairement aux CL pleinement 

développées qui sont thymo-indépendantes, c'est-à-dire qu'elles peuvent proliférer 

après une injection (i. v. ou i. t.) dans une souris thymectomisée ou non et induire un 

lymphome dans plusieurs organes ; les CPL sont thymo-dépendantes, elles ont besoin 

du thymus pour leur transformation complète en CL (Boniver et al 1990). De plus, 

seule une injection i.t. (et non i.v.) de CL (et bien sûr de CPL) induit le développement 

du lymphome thymique (Haran-Ghera 1978). Cela signifie que les CPL et les CL 

prélevées d'un thymus et injectées i. v. ont perdu la capacité d'entrer dans le thymus. 

Les CPL ont donc besoin, au départ, d'un environnement thymique propice qui leur 

permet de persister et de se transformer en CL. 

La transformation des CPL en CL dans le micro-environnement thymique a lieu 

parce que ce dernier est profondément modifié après le régime d'irradiation. Des 

changements importants liés au processus normal de maturation des lymphocytes T 

surviennent après la dernière irradiation: 1) le nombre de lymphocytes chute 

considérablement (observations non-illustrées) 2) le nombre de TNC est en baisse 

(Defresne et al 1986b) 3) le nombre de C.D. thymiques diminue (Sprecher 1989). La 

diminution des cellules impliquées dans la sélection positive et négative affecte 

inévitablement le micro-environnement thymique durant la lymphomatogénèse, ce qui 

permet probablement aux CPL de se nicher et de se transformer en CL. 

En ce qui concerne les CL, une lignée (lignée 267) a déjà été établie à partir d'un 

lymphome thymique radio-induit de souris C57BL/K.a dans le laboratoire du Dr 

Potworowski d'après la technique développée par Lieberman et al (1979). Cette 

lignée a été maintenue en culture et a été indispensable puisqu'elle nous a permis de 

travailler avec des CL provenant du modèle expérimental du lymphome thymique 

radio-induit. Les caractéristiques pertinentes de ces cellules sont : a) qu'elles sont 

immortelles, ce qui permet d'envisager des expériences in vitro b) que leur injection 
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i.t. induit l'apparition des signes cliniques du lymphome thymique après une période 

de 3 à 5 semaines (Aoudjit et al 1996). Bien que cette injection de CL thymo­

indépendantes se fasse dans un thymus normal, cette expérience suggère que les CPL 

se transforment en CL bien avant l'apparition des signes cliniques du lymphome. 

Contrairement aux CL, les CPL ne peuvent proliférer en dehors du thymus, c'est 

pourquoi on ne peut les établir en culture en utilisant une technique de dilution limite. 

Seule un tri cellulaire fait sur des thymocytes prélevés de souris irradiées en période de 

latence à l'aide d'un marqueur antigénique spécifique et fiable nous permettrait de les 

isoler. 

2.3 LA PRÉVENTION DU LYMPHOME 
THYMIQUE RADIO-INDUIT 

2.3.1 L'EFFET PRÉVENTIF DE LA MOELLE OSSEUSE 
AUTOLOGUE ET SYNGÉNIQUE 

Le rétablissement des fonctions et de la morphologie du micro-environnement 

thymique, et par conséquent la prévention du lymphome thymique radio-induit, a été 

réalisée par Kaplan et al (1953). Au départ, les résultats ont démontré que plus les 

zones corporelles contenant de la M.O. étaient protégées avec des plaques de plomb 

pendant l'irradiation, plus la probabilité de prévenir le développement du lymphome 

était grande. Ainsi, le lymphome thymique ne pouvait se développer en présence de 

M.O. autologue protégée, qui fournit normalement des cellules précurseures au 

thymus. L'injection i. v. de M.O. prélevée d'une souris syngénique non-irradiée à une 

souris immédiatement après la dernière irradiation, a permis de démontrer que la M.O. 

syngénique injectée avait le même effet préventif que la M.O. autologue protégée 
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durant l'irradiation (Kaplan et Brown 1953). Les recherches se sont alors orientées 

vers l'élucidation du mécanisme de prévention du lymphome thymique radio-induit 

par l'injection de cellules de M.O. syngénique. 

L'injection i. v. de cellules de M.O. syngénique provoque la disparition des CPL dans 

le thymus (Boni ver et al 1981 ). Par conséquent, la prévention du lymphome passe 

vraisemblablement par des interactions cellulaires qui se limitent au micro­

environnement thymique. Bien que les cellules de M.O. reconstituent le thymus en 

trois semaines (Humblet et al 1997), elles ne bloquent pas 1' apparition des CPL mais 

les éliminent 6 à Il semaines plus tard (Defresne et al 1986a). Defresne et al (1986) 

sont arrivés à cette conclusion en déterminant 1 'effet de 1 'injection i. v. de M. O. 

syngénique sur la présence des CPL dans le thymus de souris irradiées pendant la 

période de latence. Pour cela, ils ont tout d'abord injecté des cellules de M.O. 

provenant de souris congéniques BL/1.1 (Th y 1.1) non-irradiées à des souris 

C57BL!Ka (Thy1.2) irradiées. Ensuite, 5 X 106 thymocytes ont été prélevés de ces 

souris chimériques donneuses et injectés i. t. à des souris receveuses BL/1.1. 

L'apparition d'au moins un lymphome Thyl.2 dans le groupe de souris receveuses 

BL/1.1 indiquait la présence de CPL dans l 'inoculum thymocytaire provenant de la 

souris donneuse C57BL/Ka. Après l'irradiation et l'injection de la M.O., 25% de ces 

souris donneuses avaient des CPL à 21 jours, 50% à 28 jours et 100% à 42 jours. 

Après 75 jours, le pourcentage de souris ayant des CPL est tombé à 0%, démontrant 

que les CPL sont disparues entre 42 et 75 jours (environ 6 à Il semaines) après le 

régime lymphomagène et l'injection de M.O. Il est à noter que cette injection ne 

prévient pas le développement du lymphome si elle est faite plus d'un mois après la 

dernière irradiation. Cela peut s'expliquer par le fait que les CPL semblent acquérir 

une résistance à l'injection de cellules de M.O. un mois après l'irradiation, 

indépendamment de la repopulation du thymus par les cellules précurseures (Humblet 

et al 1997). C'est pourquoi le temps de l'injection de cellules de M.O. est critique 

dans la prévention du lymphome thymique. 
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D'autres recherches, dans le cadre de l'effet préventif de la M.O. sur le 

développement du lymphome, ont démontré qu'une fois injectée, elle rétablie le 

phénotype et la fonction des thymocytes (Pazmino et al 1978), la proportion des sous­

populations de thymocytes (Rongy et al observations non-publiées rapportées par 

Boniver et al 1990), le nombre de cellules épithéliales thymiques de type "nurse" 

(Defresne et al1986a, 1986b) et le nombre de C.D. thymiques (Sprecher et al1989). 

2.3.2 L'EFFET PRÉVENTIF DES CELLULES DENDRITIQUES 
THYMIQUES 1DA3.1 

Pour identifier les cellules responsables de la prévention du lymphome thymique, 

Potworowski et al (1996) ont isolé des thymocytes précoces CD4-CD8-IL2Ra+ en 

enrichissant une suspension de thymocytes CD4-CD8- et en isolant une population 

IL2Ra+ par tri cellulaire. Des C.D. thymiques ont été transformées par le SV40, et un 

clone (1DA3.1) ayant le phénotype et les fonctions des C.D. thymiques a été isolé. Par 

la suite, après la dernière irradiation et jusqu'à l'apparition des signes cliniques du 

lymphome, deux groupes de souris C57BL/Ka irradiées ont reçu soit 105 thymocytes 

précoces CD4-CD8-IL2Ra+ tous les trois semaines, soit 105 C.D. thymiques 1DA3.1 

tous les cinq semaines. Après 15 semaines, les souris traitées par les thymocytes ont 

développé des lymphomes dans la même proportion que les souris non-traitées (40%), 

alors que les souris traitées par les C.D. thymiques 1DA3.1 ont développé des 

lymphomes dans la même proportion que les souris traitées par la M.O. syngénique 

(10%). Ce sont donc les C.D. qui préviennent le développement du lymphome 

thymique dans la même proportion que la M. O. syngénique. Par la suite, ils ont évalué 

la capacité des C.D. thymiques 1DA3.1 à éliminer les CPL comme le fait la M.O. 

syngénique. 

Afin d'évaluer la présence des CPL dans les survivants (hôtes primaires), leur 

thymocytes ont été transférés à des souris receveuses (hôtes secondaires) 
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préalablement exposées à une dose non-lymphomagène de 400 rad pour réduire leur 

nombre de C.D. thymiques (Sprecher et al1989) et de cellules précurseures provenant 

de la M.O. autologue pouvant interférer avec le développement du lymphome. Les 

résultats ont démontré que le pourcentage de lymphome était élevé dans les deux 

groupes d'hôtes secondaires ayant reçus soit des thymocytes prevenants d'hôtes 

primaires non-injectés, soit des thymocytes d'hôtes primaires ayant reçu des 

thymocytes précoces ; intermédiaire lorsque les thymocytes provenaient d'hôtes 

primaires ayant reçu des C.D. thymiques 1DA3.1 ; et presque aucun lymphome n'a été 

observé lorsque les thymocytes provenaient d'hôtes primaires ayant reçu de la M.O. 

syngénique. On peut expliquer ces résultats par le fait que la quantité de C.D. 

thymiques 1DA3.1 n'était pas constante et devenait faible tous les cinq semaines, 

contrairement à la M.O. injectée qui fournit continuellement des cellules précurseures 

qui peuvent se différencier en C.D. dans le thymus. 

Globalement, le lymphome thymique radio-induit peut être prévenu A) par 

l'ablation du thymus (Boniver et al 1981) B) en protégeant la M.O. autologue des 

quatre doses d'irradiation (Kaplan et Brown 1952b) C) par l'injection i.v. de M.O. 

syngénique pas plus d'un mois après la dernière irradiation (Kaplan et Brown 1953) 

D) par des injections i.t. de C.D. thymiques (Potworowski et al 1996) (Tab. 1). Ces 

résultats démontrent donc que les cellules qui proviennent de la M.O. autologue ou 

syngénique et qui interfèrent avec le développement du lymphome thymique sont les 

C.D. thymiques. 

En considérant le fait que les CPL persistent dans le thymus jusqu'à leur 

transformation en CL qui prolifèrent par la suite pour induire l'apparition des signes 

cliniques du lymphome, nous devions répondre à deux questions : 1) Quelles sont les 

cellules cibles des C.D. thymiques 1DA3.1 : les CPL et/ou les CL ? 2) Quel est le 

mécanisme de prévention du lymphome thymique ? Dans le cadre de ces deux 

questions, les hypothèses étaient que soit les C.D. thymiques 1DA3.1 éliminent les 

CPL, les CL ou les deux en même temps, soit qu'elles retardent la transformation des 

CPL en CL, soit qu'elles retardent la prolifération des CL (Fig. 1). Mais avant de 



- 21-

tenter d'élucider le mécanisme de prévention du lymphome thymique radio-induit, il 

fallait tout d'abord tenter de caractériser les CPL pour pouvoir les isoler. 

Tab. 1 :Les différentes façons de prévenir le développement du lymphome 
thymique radio-induit 

A) L'ablation du thymus (Boniver et a/1981) 

B} Protéger la M.O. autologue pendant le régime lymphomagène 

d'irradiation à l'aide de plaques de plomb (Kaplan et Brown 

1952b) 

C} Injecter i.v. de la M.O. syngénique dans le premier mois suivant 

le régime lymphomagène d'irradiation (Kaplan et Brown 1953) 

D) Injecter i.t. des C.D. thymiques (Potworowski et a/1996) 



Fig. 1 : Les cellules cibles et les mécanismes possibles par lesquels les cellules 

dendritiques thymiques 1DA3.1 agissent pour prévenir la lymphomatogénèse. 

Ces C.D. thymiques agissent: A) soit en éliminant les cellules pré­

lymphomateuses (CPL) B) soit en interférant avec la transformation des CPL 

en cellules lymphomateuses (CL) C) soit en éliminant les CL D) soit en 

interférant avec la vitesse de prolifération des CL. 
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2.4 ÉLUCIDATION 
PRÉVENTION 

-24-

DU MÉCANISME DE 

2.4.1 ISOLEMENT DES CELLULES PRÉ-LYMPHOMATEUSES 
À L'AIDE DE MARQUEURS ANTIGÉNIQUES 

Pour élucider le mécanisme par lequel les C.D. thymiques 1DA3.1 préviennent le 

développement du lymphome thymique radio-induit, il était d'abord nécessaire 

d'isoler des CPL pour pouvoir penser à caractériser les mécanismes d'interactions 

entre ces deux types cellulaires. Pour cela, il aurait été souhaitable de les identifier à 

l'aide d'un marqueur spécifique et fiable. Plusieurs tentatives ont été faites pour 

identifier ce marqueur, mais aucune n'a donné de résultats convaincants. Malgré 

certaines associations qui ont pu être démontrées entre le développement du 

lymphome et la détection d'un ou de deux antigènes de surface après l'irradiation, les 

antigènes choisis comme marqueur n'étaient pas spécifiques aux CPL. 

Dans le but d'identifier un marqueur de CPL, les recherches se sont orientées vers 

deux types d'antigènes : 1) des antigènes déjà bien caractérisés sur des thymocytes 

normaux mais dont le niveau d'expression est modifié par l'irradiation 2) des 

antigènes absents dont l'expression est induite par l'irradiation. C'est ainsi que Sen­

Mejumdar (1994) a démontré qu'une glycoprotéine de surface (1 Cil hi) est exprimée 

sur un nombre croissant de cellules durant le développement du lymphome, mais elle 

n'était pas totalement spécifique puisque environ 1 0% des thymocytes normaux 

immatures l'expriment à leur surface. Quant à Rongy ( 1990) et Muto ( 1990), ils ont 

choisi de suivre l'évolution de l'expression des antigènes de maturation normale des 

thymocytes CD4 et CD8 pendant la période de latence. Durant cette période, les 

thymocytes ont présenté des profils CD4/CD8 caractérisés par des proportions de 

sous-populations anormales. Malheureusement, aucun profil anormal n'a pu être 

identifié spécifiquement aux CPL. Enfin, plusieurs travaux associaient l'expression de 

la gp70 avec le développement du lymphome (Stockert et Old 1977, Fischinger et al 
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1981, 1982, Naim et a/1989), mais personne n'avait résolu la question quant au rôle 

qu'elle pouvait jouer comme marqueur de CPL. 

Contrairement aux expériences qui déterminaient seulement la présence anormale ou 

non de la gp70 après l'irradiation, Stockert et Old (1977) ont été les premiers à suivre 

l'augmentation de l'expression de la gp70 pendant la période de latence. En utilisant 

un test d'immunocytotoxicité, ils ont démontré que la gp70 est exprimée dans 50% des 

souris durant les huit semaines suivant la dernière irradiation et que le nombre de 

cellules gp70+ augmentait avec le temps, variant de 10% à 60%. Cependant, cette 

expérience présentait des lacunes qui les empêchaient de conclure quant au rôle de la 

gp70 en tant que marqueur de CPL: 1) cette expérience a été faite seulement dans les 

huit premières semaines suivant l'irradiation, alors que la période de latence 

s'échelonne de 8 à 36 semaines 2) seulement 50% des souris exposées à une dose 

lymphomagène ont exprimé la gp70, alors qu'on sait que plus de 85% des souris 

développent un lymphome thymique 3) le test d'immunocytotoxicité utilisé par 

Stockert et Old (1977) ne fait que donner le pourcentage de cellules positives et révéler 

la présence ou non d'un seul antigène à la fois sur les cellules. Le simple fait qu'un 

anticorps se colle spécifiquement ou non sur la membrane cellulaire permet aux 

facteurs du complément de lyser la cellule, pouvant grossir ainsi l'importance de 

l'expression de cet antigène sans donner l'intensité avec laquelle il est exprimé. Cette 

expérience, quoique des plus intéressante, n'a donc pas apporté de réponse définitive 

quant au rôle de marqueur de CPL que pourrait jouer la gp70, elle a plutôt démontré 

une association entre 1 'exposition des souris aux irradiations et 1' expression anormale 

de la gp70 à la surface des thymocytes pendant les huit semaines suivant la dernière 

irradiation. 

Les tentatives pour associer la présence d'un rétrovirus et la lymphomatogénèse ont 

été faites suite à l'isolement du virus de la leucémie radio-induite (RadLV) à partir 

d'un lymphome thymique radio-induit chez la souris C57BL/Ka (Lieberman et Kaplan 

1959, Haran-Ghera 1966). L'induction du lymphome thymique par des lymphocytes 

provenant d'un thymus normal qui avait été greffé chez une souris irradiée (4 x 175 
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rad) a démontré que l'induction de la lymphomatogénèse repose sur un mécanisme 

indirect (Kaplan 1954, 1956a, 1956b, Law 1958, Muta 1983). C'est alors qu'on a 

attribué le rôle d'inducteur de la lymphomatogénèse à ce rétrovirus latent intégré dans 

le génome de la souris et activé par l'irradiation. Après l'injection, ce rétrovirus se 

réplique préférentiellement dans le thymus (Haran-Ghera et al 1966, Rassart et al 

1986). Contrairement au lymphome radio-induit, le lymphome vira-induit par le 

RadLV ne peut être prévenu par l'injection de M.O. syngénique pendant la période de 

latence. De plus, les travaux pour mettre en évidence ce rétrovirus pendant le 

développement et lors de l'apparition des signes cliniques du lymphome radio-induit 

démontrent que sa présence a été détecté dans une minorité de cas seulement (Gross 

1959, Lieberman et al 1959, Ihle et al1976a, 1976b, Lieberman et al 1976, Lieberman 

et al 1987). Une des hypothèses envisagée est que le virus est activé faiblement et de 

manière transitoire pendant la période de latence, et que par conséquent, il est difficile 

à identifier et à isoler (Haran-Ghera 1966, Haas 1977). 

L'hypothèse du virus inducteur activé dans le développement du lymphome radio­

induit a été par la suite modifiée pour y ajouter le concept de la forme défective du 

virus (RadL V -0) qui serait exprimée suite à 1 'irradiation, et qui incluerait le facteur 

oncogénique (Declève et al 1977). Pour appuyer cette hypothèse, Lieberman et 

Kaplan (1977) ont réussi à protéger des souris en période de latence du lymphome 

thymique radio-induit qu'avec une pré-immunisation par des cellules gp70+ infectées 

par le RadL V, mais pas avec le virus isolé, suggérant que c'est la forme défective du 

virus qui est exprimée à la surface des cellules infectées. Malgré ces nombreux 

résultats, le rôle causal du rétrovirus ou d'une forme défective demeure inconnu, ainsi 

que le rôle qu'ils peuvent jouer en tant que marqueur de CPL pendant la période de 

latence. C'est pourquoi la gp70 est un candidat éventuel comme marqueur de CPL, 

mais la question doit être examinée de plus près. 

Il est pertinent de noter que les séquences génétiques codant pour la gp70 se trouvent 

dans la région de l'antigène TL du génome murin (Meruelo 1984), qui, comme son 

nom l'indique, est aussi associé au lymphome thymique radio-induit. L'antigène TL a 
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été mentionné dans la littérature pour la première fois en 1963 dans le cadre 

d'expériences in vitro (Old et al 1963) et in vivo (Boyse et al 1963) à partir d'une 

leucémie radio-induite. Cet antigène est le produit du gène CMH de classe I non 

classique (Obata 1994). L'antigène TL est normalement absent chez la souris 

C57BL/6 (Old 1977), mais on peut le détecter après avoir exposé les souris à un 

régime lymphomagène d'irradiation. Old et al (1968) ont démontré que l'expression 

de cet antigène pouvait être réprimée après son induction. Il est à noter que les 

lymphomes viro-induits n'induisent pas l'expression de l'antigène TL durant la 

période de latence (Newcomb et al1985). Après l'irradiation, l'augmentation de son 

expression a été aussi suivie pendant les huit semaines chez environ 50% des souris 

exposées, et le pourcentage de cellules TL+ augmentait avec le temps, variant de 20% 

à 95% (Stockert et Old 1977). De la même manière que pour les expériences 

concernant la gp70, l'expérience de Stockert et Old (1977) n'a pas été poursuivie au­

delà de huit semaines, le destin des souris TL+ et TL- ainsi que la vitesse de 

développement des lymphomes étaient inconnus. De plus, ils ont utilisé le même test 

d'immunocytotoxicité pour détecter la présence de l'antigène TL. Toutes ces lacunes 

les empêchaient donc de conclure quant au rôle que pourraient jouer l'antigène TL 

comme marqueurs de CPL. 

Ces résultats ont incité Muto et al (1990) à trier des populations cellulaires 

spécifiques durant la période de latence sur la base de 1' expression des antigènes TL et 

HSA (J11d), ce dernier étant un marqueur spécifique pour les thymocytes moins 

matures. Trois populations cellulaires, HSA+TL+, HSA+TL- et HSA-TL- (HSA-TL+ 

n'ayant pas été détectée) ont été triées à partir de souris donneuses Th y 1.1 quatre 

semaines après la dernière irradiation. Chacune des trois populations de cellules a été 

injectée i. t. à trois groupes composés de huit souris receveuses Th y 1.2 préalablement 

exposées à une dose non-lymphomagène d'irradiation ( 400 rad). Le développement 

du lymphome a été observé 8 à 16 semaines après le transfert dans la majorité des 

souris (7 /8) ayant reçues la première population, et dans aucune souris (0/16) ayant 

reçu les autres populations cellulaires caractérisées par l'absence de l'antigène TL. 

Cette expérience suggère que les CPL sont moins matures, comme cela a été démontré 
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par d'autres (Rongy et al 1990, Sen-Majumdar et al 1994). Mais le plus important 

encore, c'est qu'elle indique que l'antigène TL est un marqueur potentiel de CPL. 

Le fait que la région codante de la gp70 se trouve dans la région TL et que ces deux 

antigènes de surface sont des candidats potentiels comme marqueurs de CPL laissaient 

penser qu'une double expression de la gp70 et de l'antigène TL suite à l'irradiation 

pourrait être nécessaire pour induire un phénotype pré-lymphomateux. Pour isoler et 

enrichir les CPL à 1' aide de la technique du tri cellulaire, la meilleure combinaison 

était l'utilisation d'un candidat potentiel (gp70 ou TL) et d'un marqueur de maturité 

des lymphocytes. L'antigène CD3 était le plus approprié parce que, contrairement à 

l'antigène HSA qui est présent ou non à la surface des cellules, la répartition de 

l'intensité de l'expression de l'antigène CD3 correspond au degré de maturité des 

thymocytes, nous permettant plus facilement de fractionner les populations cellulaires 

en plus de distinguer les thymocytes moins matures (CD3- et CD3 10
) et plus matures 

(CD3hi). 

2.4.2 LES MÉCANISMES POSSIBLES DE PRÉVENTION 

2.4.2.1 Le rôle présumé de la métalloprotéinase de type 9 

Un mécanisme de prévention a été proposé suite aux récents travaux de Aoudjit et al 

(1997) qui suggèrent une corrélation entre le modèle du lymphome thymique induit 

par l'injection i.t. de CL 267 et l'induction de l'expression de la MMP-9. Cette 

métalloprotéinase fait partie d'une famille d'enzymes impliquée dans les processus de 

régulation de la matrice extra-cellulaire (Woessner 1991 ). La MMP-9 a été associée 

au développement de certains cancers puisqu'on a détecté un taux élevé de cette 

protéase dans différents types de tumeurs in vivo (Pyke et al 1993, Rao et al 1993), 

suggérant que cette protéase puisse jouer un rôle dans le remodelage du tissu stromale, 
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c'est-à-dire dans la dégradation de la matrice extra-cellulaire nécessaire à la croissance 

de la tumeur. En effet, les travaux de Aoudjit et al (1997) ont démontré que la 

quantité de MMP-9 dans le sérum de souris portant un lymphome thymique induit par 

les CL 267 était trois fois supérieure à la quantité de MMP-9 dans le sérum de souris 

normales, et qu'il y avait une corrélation entre cette augmentation de MMP-9 et la 

taille de la tumeur. De plus, la détection de la présence de la MMP-9 dans le thymus 

lymphomateux, en absence de 1' expression de cette métalloprotéinase dans les CL 267, 

indiquait que la détection de MMP-9 était associée aux cellules stromales thymiques 

plutôt qu'aux CL 267. Cela suggérait que les CL 267 sécrètent un facteur soluble qui 

permet le remodelage du micro-environnement thymique, ce qui a un effet positif sur 

leur prolifération et le développement du lymphome thymique. Pour corroborer les 

résultats in vivo, les expériences in vitro ont démontré que la MMP-9 pouvait être 

induite in vitro dans les cellules stromales (cellules endothéliales, fibroblastes, 

macrophages, mais pas les cellules épithéliales) lorsqu'elles étaient mises en contact 

avec les CL 267 ou leur surnageant. Ces cellules sécrètent donc un facteur soluble qui 

est impliqué dans l'induction de la transcription du gène MMP-9. 

Ces résultats laissaient penser que la prévention du développement du lymphome 

thymique par les C.D. thymiques 1DA3.1 pouvait être liée au blocage de l'induction 

de l'expression du gène de la MMP-9. Pour cela, les C.D. thymiques 1DA3.1 

agiraient soit par la sécrétion d'un agent soluble agissant à distance sur les CL ou sur 

le facteur soluble, soit par contact cellulaire en bloquant la sécrétion du facteur soluble 

(Fig. 2). Ce bloquage se traduirait plus généralement par une interférence sur le 

remodelage du micro-environnement thymique nécessaire à la prolifération des CL et 

à la croissance de la tumeur. 



Fig. 2 : L'inhibition possible de l'expression de la métalloprotéinase de type 9 dans 

les cellules stromales (endothéliales et fibroblastes) par les cellules 

dendritiques (C.D.) thymiques 1DA3.1. L'expression de la MMP-9 est 

induite par un facteur soluble sécrété par les cellules lymphomateuses (CL) 

267. Les C.D. thymiques 1DA3.1 agissent en bloquant la sécrétion du facteur 

soluble ou en inhibant son effet: 1) par un contact cellulaire avec les CL 267 

II) par la sécrétion d'un agent soluble qui agit sur les CL et/ou sur le facteur 

soluble. 
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2.4.2.2 L'implication possible du facteur nécrosant de la tumeur et du facteur 
stimulant les colonies de macrophages et de granulocytes 

Les cytokines sont des médiateurs solubles de cellules indispensables dans le contrôle 

de la physiologie cellulaire utilisées en immunothérapie (Pardoll 1995, Vieweg et 

Gilboa 1995, Ben-Efraim 1996, Maini et al 1997). Étant donné l'importance des 

cytokines impliquées dans la régulation des mécanismes immunitaires et dans le 

traitement de différents types de cancer, un certains nombres d'auteurs ont tenté de 

démontrer le rôle de plusieurs d'entre elles dans la prévention du lymphome thymique. 

Bien qu'aucun mécanisme n'ait été proposé, on a réussi à prévenir partiellement le 

développement du lymphome grâce à des injections répétées d'interféron gamma 

(IFN-y) qui est connu surtout pour son activité antivirale. Par contre, la prévention a 

été plus efficace dans le cas de 1 'injection du TNF-a (Boni ver et al 1989, Defresne et 

al 1990, Boniver et al 1992) qui est considéré comme un médiateur immunitaire 

majeur possédant une activité anti-tumorale (Havell et al 1988, Beutler et al 1989). 

Le mécanisme de prévention du lymphome peut être associé à la synthèse du TNF -a 

pour deux raisons : 1) le TNF -a peut avoir un effet cytotoxique direct sur les CPL en 

induisant l'apoptose, comme cela a été rapporté dans d'autres types de cellules 

tumorales (Dealtry et al 1987, Ruddle 1987) 2) le TNF -a peut jouer un rôle de 

médiateur dans le mécanisme de prévention du lymphome thymique. En effet, des 

travaux récents faits à partir du modèle expérimental du lymphome thymique radio­

induit suggèrent une association entre la prévention de ce lymphome par le TNF -a et 

celle par la M.O. syngénique (Humblet et al1996). Dans le cadre de la recherche sur 

la prévention de la lymphomatogénèse, ces travaux indiquent que: a) des injections 

intra-péritonéales (i.p.) répétées de TNF -a faites chez la souris induisent la disparition 

des CPL et préviennent le développement du lymphome thymique radio-induit b) 

l'injection de M.O. syngénique stimule la transcription de l'acide ribonucléique 

messager (ARNm) du TNF-a dans le thymus c) les anticorps anti TNF-a inhibent 

partiellement la prévention par la M.O. syngénique. En effet, le développement du 

lymphome a été observé chez 7 souris sur 20 traitées par la M.O. syngénique et les 
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anticorps anti TNF-a, ce qui est significativement différent (P<.05) des 3 souris sur 43 

qui ont développé un lymphome après avoir été traitées par la M.O. syngénique 

seulement. Ces résultats suggèrent donc que le TNF-a joue un rôle clef dans la 

prévention du lymphome, mais on ne sait pas si les C.D. thymiques 1DA3.1 

synthétisent cette cytokine. Une autre cytokine peut être impliquée dans la prévention 

du lymphome : le GM-CSF. Ce médiateur cellulaire est un facteur de croissance 

hématopoiétique, c'est-à-dire qu'il stimule la production de cellules provenant de la 

M.O. Il a été ainsi utilisé comme adjuvant dans le traitement du cancer par la 

chimiothérapie (Antman 1993) et la radio-thérapie (Aviles et al1996, Masucci 1996). 

Le GM-CSF ne stimule pas les cellules précurseures provenant de la M.O. à se 

différencier en C.D. dans le thymus (Saunders et al 1996) comme il le fait en 

périphérie. Cependant, Vremec et al (1997) ont démontré que le nombre de C.D. 

thymiques augmente en présence de cette cytokine, suggérant que le GM-CSF stimule 

la division cellulaire des C.D. thymiques et/ou stimule la différentiation des cellules 

épithéliales thymiques en C.D. 



Matériel et méthodes 
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3.1 Cultures cellulaires 

Pour obtenir les C.D. 1DA3.1, Potworowski et al (1996) ont fait un enrichissement 

des C.D. thymiques qui a été effectué à partir du stroma thymique d'une souris en 

suivant une modification de la technique développée par Kyewski et al. ( 1982). Ces 

cellules ont été co-transfectées avec le mutant 6-1 SV 40ori- (Gluzman et al 1980, 

Nagata et al 1983) et le plasmide pSV2neo (Southem et al 1982) en utilisant la 

méthode du phosphate de calcium de Gorman (1985). La néomycine a sélectionné les 

cellules transfectées qui ont été ensuite clonées par une dilution limite. Les clones 

obtenus ont été sélectionnés pour l'expression du marqueur de C.D. : MIDC8. Un de 

ces clones démontre le profile antigénique et fonctionnel de C.D. thymiques 

immatures. Ce clone a été maintenu en culture dans du milieu MEM E/H contenant 

50150 MEM Earle's/MEM 199 Hank's, 10% de sérum de veau fœtal (SVF), 2% de 

tampon HEPES, 0,1 mM de solution d'acide aminés non-essentiels de MEM, de 

glutamine et de penicilline-streptomycine. Tous les produits qui composent les 

milieux proviennent de Gibco-BRL (Life Technologie inc., Grand Island, NY, USA). 

Les C.D. thymiques 1DA3.1 ont été stimulées par le 'phorbol myristate acetate' 

(PMA) afin de déterminer la nécessité d'un stimulus dans les expériences portant sur 

leur capacité à bloquer l'expression de la MMP-9 ainsi que dans celle portant sur 

l'expression des gènes du TNF-a et du GM-CSF. 

Les trois lignées de cellules lymphomateuses proviennent d'un lymphome thymique 

radio-induit. La lignée de cellules lymphomateuses CL 267 a été établie à partir d'un 

lymphome thymique radio-induit de souris C57BL/Ka dans le laboratoire du Dr 

Potworowski selon une technique décrite par Lieberman et al (1979). Cette lignée a 

été maintenue en culture par des passages successifs dans le milieu RPMI complet 

contenant du RPMI 1640, 10% de SVF, 10 mM de tampon HEPES, 2 mM de 

glutamine et de la penicilline-streptomycine. Le profil antigénique des CL 267 est le 

suivant: CD4-, CD8+, CD3 10
, gp70-, TL+, Thyl.2+, y'ô TCK. En plus de se multiplier 

en culture in vitro, ces CL 267 ont la capacité de proliférer dans le thymus après avoir 
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été injectées i.t. et d'induire l'apparition des signes cliniques du lymphome thymique 3 

à 5 semaines plus tard (Aoudjit et al 1997). Les lignées cellulaires TI -6 et TI6-VL3 

ont été fournies par le Dr Jolicoeur (Institut de Recherche Clinique de Montréal) et ont 

été maintenues en culture dans du RPMI complet. Les deux lignées cellulaires 

dérivent du même clone établi en culture à partir d'un lymphome thymique radio­

induit de souris C57BL/6, cependant, la lignée cellulaire TI6-VL3 a été transfectée par 

les virus de la leucémie radio-induite (RadLV-VL3) (Rassart et al1983). Il est à noter 

que les cellules TI-6 sont gp70-, alors que les cellules TI6-VL3 transfectées par les 

virus RadLV-VL3 sont gp70+. 

Les deux lignées de cellules stromales ont été fournies par le Dr St-Pierre et ont été 

maintenue en culture dans le milieu RPMI complet. La lignée cellulaire endothéliale 

murine bend.3 a été établie à partir d'un hémangiome-polyome induit dans le cerveau 

(Hahne et al 1993), alors que la lignée de fibroblastes murins L929 a été obtenue de 

l'American Type Culture Collection (ATCC; Rockville, MD, USA). 

3.2 Anticorps et réactifs 

Les anticorps utilisés dans les expériences sont : 1) les anticorps monoclonaux anti 

gp70 (clone 11D5 fourni par le Dr Weissman de l'Université Stanford, États-Unis) 

conjugués à la biotine (Gibco-BRL) et révélé par la streptavidine red670 (Gibco-BRL) 

2) les anti TL de rat (clone HD168 fourni par le Dr E. Stockert de l'Institut de 

Recherche Ludwig sur le Cancer, N.Y., États-Unis) révélés par les anti lgG de rat 

conjugués à la R-phycoérythrine (R-PE) (Jackson Immunoresearch) 3) les anti CD3 

de hamster (Pharmingen, clone 1452C11) conjugués à la biotine (Gibco-BRL) et 

révélés par la streptavidine-red670 (Gibco-BRL) 4) les anti Thyl.2 de rat (ATCC, 

clone 30-H12) conjugués au laboratoire à l'isothiocyanate de fluorescéine (FITC). 
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3.3 Souris et irradiations 

Les souris mâles et femelles C57BL/Ka Thyl.2 et Thyl.1 ont été obtenues de notre 

propre colonie qui est maintenue au Centre de biologie expérimental de l'Institut 

Armand-Frappier conformément aux règles institutionnelles établies par le Comité 

institutionnel des soins aux animaux et de leur utilisation (CISAU). Elles dérivent 

originalement des souris fournies gracieusement par le Dr Boniver (Hôpital 

universitaire de Liège, Belgique). 

Les souris ont été exposées aux rayons X émis par l'appareil industriel MG-160 

(Philips, Hamburg, Germany) à un taux de 60 rad/min. Dans le cas de l'induction du 

développement des lymphomes thymiques, les souris donneuses Th y 1.2 ont été 

exposées à quatre doses de 175 rad (7,5 minutes) chacune à une semaine d'intervalle; 

dans le cas du transfert des inoculums thymocytaires contenant des CPL, les souris 

receveuses Thyl.1 ont été exposées à une dose d'irradiation de 400 rad (17,1 minutes). 

3.4 Injection et prélèvement des thymus 

Pour injecter dans le thymus, les souris receveuses Thyl.1 ont été tout d'abord 

anesthésiées par une injection intra-péritonéale (i.p.) de kétamine-xylazine [(10/1 

mg/ml) ; 0,1 ml par 10 g de poids]. Ensuite, une incision médiastinale a été faite en 

coupant les os de la cage thoracique pour mettre en évidence le thymus. Chaque lobe 

a été injecté par 10 J . .tl d'une suspension cellulaire. Pour terminer, la cage thoracique a 

été refermée et la peau agrafée. 



-38-

Pour prélever les thymus, les souris receveuses Th y 1.1 ont été tout d'abord sacrifiées 

par l'inhalation de dioxyde de carbone (C02). Ensuite, la cage thoracique a été coupée 

de chaque côté et la partie centrale relevée afin d'avoir accès au thymus. Le thymus a 

été prélevé et déposé dans un tube ou un puits contenant du tampon phosphate saliné 

(PBS: 2,7 mM de KCl, 1,46 mM de KH2P04, 136 mM de NaCl, 8 mM de Na2HP04) 

maintenu à 4 oc sur la glace. 

3.5 Cytométrie en flux 

3.5.1 Préparation des cellules 

Les suspensions de thymocytes ont été préparées en broyant les thymus sur une grille 

de métal et les cellules récoltées dans du PBS à tonicité de souris (MT-PBS : 0,016 M 

de Na2HP04, 0,004 M de NaH2P04, 0,15 M de NaCl, 0,1% de NaN3) maintenu à 4 oc 
sur la glace. Chaque suspension a été filtrée à travers de la laine de nylon peu tassée 

afin d'enlever les agrégats. Les cellules ont été centrifugées à 4 C à une vitesse de 

1500 rpm pendant 5 minutes. Les dénombrements cellulaires ont été effectués sur un 

hématimètre et la viabilité évaluée à l'aide de la méthode d'exclusion au Bleu de 

Trypan. 

3.5.2 Marquages 

Les thymocytes ont été répartis dans un plateau à 96 puits à fonds coniques 

( 106 /puits). Le plateau a été ensuite centrifugé à 1500 rpm, le surnageant enlevé et les 

différents anticorps ou réactifs ont été ajoutés (voir la section 3.2 Anticorps et réactifs) 

selon 1' expérience. En ce qui concerne 1' expérience de 1' évolution des profils 
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antigéniques TLICD3, l'ordre des cinq étapes du marquage est le suivant : 1) anti TL 

2) anti rat-PE 3) anti CD3-bio 4) sared670 5) anti Thyl.2-FITC. Après chaque 

incubation de 30 minutes, les cellules ont été lavées avant d'ajouter un autre anticorps 

ou réactif. À la fin du marquage, deux lavages ont été effectués et les cellules ont été 

mises en suspension dans 1 ml de MT -PBS. Les suspensions cellulaires ont été 

finalement analysées à l'aide d'un cytomètre en flux Coulter XL-MCL (Coulter 

Electronics, Hialeah, FL, USA). Les cellules mortes ont été exclues de l'analyse à 

l'aide d'un marquage à l'iodure de propidium [(1 j..l.g/ml); 100 !J.l/suspension/ml]. 

3.6 La nouvelle approche expérimentale 

Vingt souris donneuses C57BL/Ka (Th y 1.2) ont été sacrifiées 10 semaines après la 

dernière dose d'irradiation du régime lymphomagène (Fig. 3). Les thymocytes de 

chaque souris ont été marqués à l'aide des anticorps anti TL et anti CD3. L'antigène 

TL en combinaison avec 1 'antigène CD3 ont été choisis sur la base de deux 

considérations : 1) des travaux suggéraient que les CPL se trouvaient dans une 

population de thymocytes immatures (Rongy et al 1990, Sen-Majumdar et al 1994) 2) 

le double marquage et l'intensité de l'expression de ces antigènes permettaient de 

fragmenter les populations TLICD3 afin de suivre les différents profiles antigéniques 

choisis. Durant l'analyse cytofluorométique des suspensions cellulaires, les deux 

curseurs ont été fixés à partir de l'autofluorescence des thymocytes. Quatre profils (A, 

B, C et D) ont été choisis et 2 x 105 cellules Th y 1.2 provenant des quatre suspensions 

cellulaires ont été injectées i. t. respectivement dans quatre groupes de souris 

receveuses Thyl.1 préalablement exposées à une dose d'irradiation non­

lymphomagène de 400 rad quelques heures avant le transfert. Cela nous a permis de 

suivre l'évolution des profils antigéniques TLICD3 pendant la période de latence en 

sacrifiant un échantillon de souris receveuses Th y 1.1 de chaque groupe à différents 

temps post-transfert pour prélever les thymocytes et faire les marquages TL/CD3. 



Fig. 3 : La nouvelle approche expérimentale pour smvre 1' évolution des profils 

antigéniques (A, B, Cet D) pendant la période de latence. Le suivi a été fait 

du transfert (TO) des thymocytes prélevés à partir des souris donneuses 

Thyl.2 ayant reçues le régime d'irradiation lymphomagène, jusqu'à 

l'apparition des signes cliniques du lymphome thymique (T3) chez les souris 

receveuses Th y 1.1. L'innovation réside dans le fait que les marquages 

décalés dans le temps ont été faits en sacrifiant un échantillon de souris 

receveuses à différents temps post-transfert (Tl, T2) pour prélever les 

thymocytes et faire les marquages TLICD3, en fixant le curseur sur les 

cellules Thyl.2+ pendant l'analyse cytofluorométrique. Les marquages ont 

été faits ainsi sur des thymocytes provenant d'une même suspension cellulaire 

initiale, ce qui nous a permis de suivre 1' évolution des profils antigéniques 

choisis. 
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Pour distinguer les thymocytes des souris donneuses Th y 1.2 de ceux des souris 

receveuses Thyl.1, le curseur a été fixé sur les cellules Thyl.2+ pendant l'analyse 

cytofluorométrique. 

3.7 Extraction de l'acide ribonucléique 

Après avoir fait les différentes cultures cellulaires, 1 ml du réactif TRIZOL LS a été 

ajouté dans chaque puits, les cellules mises en suspension plusieurs fois, puis 

transférées dans des tubes Eppendorf et laissées reposer 3 à 5 minutes. Ensuite, 200 Jll 

de chloroforme (CHCL3) ont été ajoutés par échantillon, bien mélangés et incubés 5 

minutes à la température de la pièce. Après une centrifugation à 13 000 g pendant 15 

minutes à 4 °C, la phase aqueuse a été récupérée et mélangée à 500 Jll d'isopropanol. 

Le mélange a été incubé pendant 45 minutes à la température de la pièce. Par la suite, 

ce mélange a été centrifugé à 13 000 g pendant 15 minutes à 4 °C. Le surnageant a été 

transvasé et 1 ml d'éthanol 70% a été ajouté sur le culot ; ceci a été suivi d'une 

centrifugation à 13 000 g pendant 5 minutes à 4 °C. Le surnageant a été transvasé et le 

culot, bien asséché, a été mis en suspension dans 10 J.tl de H20 distillée stérile. Les 

échantillons ont pu être conservés à -72 °C. La concentration de 1 'acide ribonucléique 

(ARN) a été établie par la mesure de la densité optique (D.O.) prise par un appareil 

Milton Roy Spectronic 1201 à partir de 1 J.tl de chaque échantillon et a été calculée 

selon la formule suivante: [ARN J.tg/J.tl] = D.O. prise à 260 nm x 20. 
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3.8 Transcription inverse et réaction en chaîne de la 
polymérisation 

3.8.1 Synthèse de l'acide désoxyribonucléique complémentaire 

Dans un tube Eppendorf, 3 J.Lg d' ARN ont été mélangés à 7 J.Ll de H20 distillée stérile, 

1 Jll de dNTP (A,T,G,C,), 1 J.Ll d'oligo dT, 1 J.Ll RNA guard, 2 J.Ll de tampon et 2 J.il 

d'enzyme (200 U de la transcriptase inverse de M-MuLV provenant de Boehringer 

Mannheim, Laval, Qué.) pour donner un volume total de 20 J.Ll. Le mélange a été mis 

en suspension doucement avec un pipetman et incubé dans un bain-marie à 3 7 oc 
pendant 2 h. Ce mélange a pu être conservé à -20 °C. 

3.8.2 Amplification de l'acide désoxyribonucléique complémentaire 

L'amplification a été faite en utilisant la trousse de la réaction en chaîne de la 

polymérisation (PCR) (Boehringer Mannheim, Laval, Qué.). Dans un tube à PCR, 5 

Jll du mélange obtenu à la suite de la synthèse de 1' acide désoxyribonucléique 

complémentaire (ADNe) ont été ajoutés à 25 J.Ll de H20 distillée stérile, 5 J.Ll de 

tampon, 1 J.il de dNTP (A,T,G,C), 1 J.Ll d'enzyme (Taq DNA polymérase), 5 J.Ll d'une 

amorce positive et 5 J.Ll d'une amorce négative pour un volume total de 50 J.Ll. Il est à 

noter que les amorces de la MMP-9 et du témoin interne (~-actine : amorces 

commerciales provenant de Stratagene, La Jolla, CA) utilisées dans les expériences 

concernant l'élucidation du mécanisme de prévention ont été fournies par le Dr Yves 

St-Pierre ; alors que les amorces du TNF-a, du GM-CSF et du témoin interne 

(GAPDH) utilisées pour déterminer l'expression des deux cytokines dans les C.D. 

thymiques 1DA3.1 ont été fournies par le Dr Daniel Oth (Tab. II). Le mélange obtenu 

a été mis en suspension doucement avec un pipetman et 50 Jll d'huile à PCR ont été 

ajoutés afin d'éviter l'évaporation due à l'élévation de température pendant la durée de 

la PCR. Pour terminer, les échantillons ont été déposés dans le thermocycleur (MJ 



-44-

Research model PTC-100™, Watertown, MA). Dans le cas de la détection de 

l'induction des gènes des différentes cytokines, le programme d'amplification suivant 

a été choisi : 2 minutes à 95 oc pour permettre la dénaturation du début, suivi de 30 

cycles de 30 secondes à 95 °C pour la dénaturation, 1 minute à 58 oc pour 

1' appariement des amorces et 1 minute à 72 oc pour la synthèse de 1' ADN, pour 

terminer avec une période de 7 minutes à 72 oc afin de finaliser la synthèse des brins. 

Dans le cas de la détection de l'induction du gène de la MMP-9, le programme suivant 

a été choisi : 2 minutes à 95 oc pour permetre la dénaturation du début, suivi de 30 

cycles de 1 minute à 94 oc pour la dénaturation, 2 minutes à 58 oc pour l'appariement 

des amorces et 3 minutes à 72 oc pour la synthèse de l'ADN, pour terminer avec une 

période de 7 minutes à 72 oc afin de finaliser la synthèse des brins. À la fin des cycles 

de PCR, l'huile à PCR solidifiée a été enlevé avec une aiguille et les échantillons ont 

pu être conservés à -20 °C. 

Tab. II: Les différentes amorces utilisées pour amplifier l'acide 
désoxyribonucléique complémentaire afin de détecter l'expression de 
la MMP-9, du TNF -a, du GM-CSF et du GAPDH 

Gènes 

MMP-9 (380 pb): 

TNF-a (313 pb): 

GM-CSF (311 pb) : 

GAPDH (400 pb): 

Amorces 

(+) 5'-CCATGAGTCCCTGGCAG-3' 
(-) 5'-GTAGTATTGTAGTGTATGA-3' 

(+) 5'-CAGCCTCTTCTCATTCCTGC-3' 
(-) 5'-GACAAGGTACAACCCATCGG-3' 

(+) 5'-AGAAAGGCTAAGGTCCTGAGG-3' 
(-) 5 '-CTGGCTGTCATGTTCAAGGC-3' 

(+) 5'-CCTTCATTGACCTCAACTACAT-3' 
(-) 5'-CCAAAGTTGTCATGGATGACC-3' 
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3.8.3 Visualisation des produits de la réaction en chaîne de la 
polymérisation 

Un aliquot de 10 J.Ll de chaque échantillon ont été transférés dans des tubes Eppendorf 

et 1 f.ll de marqueurs a été déposé dans un tube supplémentaire afin de pouvoir 

quantifier la longueur des fragments contenus dans les échantillons. Par la suite, 5 J..Ll 

de glycérolloading ont été déposés dans tous les tubes afin de permettre aux fragments 

de migrer dans le gel. Pour préparer le gel d'agarose 1,5 %, 0,75 g d'agarose a été 

chauffé dans 50 ml d'un mélange de Tris-borate et d'acide 

éthylènediaminetétraacétique (TBE) pendant 1 minute dans un Erlenmeyer de 500 ml, 

laissé refroidir à la température de la pièce pendant environ 4 minutes et 1 J.Ll de 

bromure d'éthidium a été ajouté en mélangeant légèrement. Après avoir laissé le gel 

se solidifier à la température de la pièce pendant 15 à 20 minutes dans le support 

contenant le séparateur de puits, le support a été déposé dans l'appareil-voltage. 

Chaque échantillon a été déposé dans les puits, l'appareil a été ajusté à 120 volts et les 

produits de 1' amplification de l'ADNe ont migré selon leur longueur. Après environ 

45 minutes, le gel a été exposé sous une lampe à rayons ultra-violets (U.V.) pour 

prendre un photo. 

3.9 Les approches choisies pour tester la capacité 
des cellules dendritiques thymiques 1DA3.1 à 
bloquer l'induction de l'expression de la 
métalloprotéinase de type 9 

Dans un premier temps, nous avons testé l'effet du surnageant des C.D. thymiques 

1DA3.1 stimulées ou non par le PMA (50 ng/ml) sur la capacité des CL 267 à induire 

l'expression du gène de la MMP-9 dans les cellules endothéliales bend.3. Après avoir 
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récolté les surnageants des C.D. 1DA3.1 stimulés ou non par le PMA, et de les avoir 

congelés à -20 °C, des cellules endothéliales bend.3 ont été ensemencées dans quatre 

puits (environ 5 X 105 cell./puits). Après une incubation de 24 heures à 36 °C, le 

surnageant des cellules endothéliales bend.3 a été remplacé par 2 ml de RPMI dans le 

premier puits (témoin négatif de l'induction), 1 ml de RPMI plus 1 ml d'une 

suspension de CL 267 (5 X 106 cell.) dans le deuxième puits (témoin positif de 

l'induction), 1 ml d'une suspension de CL 267 (5 X 106 cell.) plus 1 ml du surnageant 

de C.D. 1DA3.1 non stimulées par le PMA dans le troisième puits, et enfin, 1 ml d'une 

suspension de CL 267 (5 X 106 cell.) plus 1 ml du surnageant de C.D. 1DA3.1 

stimulées par le PMA dans le quatrième puits. Après 24 heures d'incubation à 36 °C, 

le surnagent ainsi que les CL 267 ont été enlevés et le plateau a été congelé à -80 °C. 

Par la suite, une extraction d' ARN, une transcription inverse et une réaction en chaîne 

de la polymérisation (RT-PCR) ont été effectuées (Voir la description plus haut) à 

partir des quatre puits. La migration des produits du PCR a été faite dans un gel 

d'agarose 1,5% et leur visualisation sous une lampe à rayons ultra-violets (U.V.) pour 

prendre une photo. 

Dans un deuxième temps, nous avons testé la capacité des C.D. thymiques 1DA3.1 à 

bloquer, par contact avec les CL 267, la sécrétion du facteur soluble synthétisé par ces 

cellules et responsable de l'induction de l'expression du gène de la MMP-9 dans les 

cellules endothéliales bend.3. Pour produire différents surnageants, des CL 267 ont 

été ensemencées dans un puits, et des CL 267 cultivées pendant 24 heures à 36 oc 
avec des C.D. thymiques 1DA3.1 non-stimulées ou stimulées par le PMA ont été 

ensemencées séparémant dans deux autres puits. Après une incubation de 24 heures, 

les différents sumageants ont été récoltés et congelés à -20°C. Par la suite, pour tester 

la capacité des différents sumageants à induire l'expression du gène de la MMP-9, des 

cellules endothéliales bend.3 ont été ensemencées (5 X 105 cell./puits) dans quatre 

puits. Après une incubation de 24 heures à 36 °C, le surnageant a été remplacé par 3 

ml de RPMI dans le premier puits (témoin négatif de l'induction), 1 ml de RPMI plus 

2 ml du surnageant des CL 267 dans le deuxième puits (témoin positif de l'induction), 

1 ml de RPMI plus 2 ml du surnageant de la co-culture entre les CL 267 et les C.D. 
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1DA3.1 non stimulées dans le troisième puits, 1 ml de RPMI plus 2 ml du surnageant 

de la co-culture entre les CL 267 et les C.D. thymiques 1DA3.1 stimulées par le PMA 

dans le quatrième puits. Après 24 heures d'incubation à 36 °C, le surnagent a été 

enlevé et le plateau a été congelé à -80 °C. Par la suite, une extraction d' ARN et un 

RT-PCR ont été effectué (Voir la description plus haut) à partir des quatre puits. La 

migration des produits du PCR a été faite dans un gel d'agarose 1,5% et leur 

visualisation sous une lampe à U.V. pour prendre une photo. 



RÉSULTATS 



-49-

4.1 L'expression de la glycoprotéine 70 à cinq, sept 
et dix semaines post-irradiation 

Le but de cette expérience était d'identifier les CPL par l'analyse cytofluorométrique 

des cellules gp70+ provenant de thymus irradiés, tout en sachant qu'il y avait une 

association partielle entre l'expression de la gp70 pendant la période de latence et le 

développement du lymphome thymique (Stockert et Old 1977). Pour cela, nous avons 

utilisé les anticorps monoclonaux anti gp70 conjugués à la biotine pour déterminer le 

nombre de thymocytes gp70+ et l'intensité de l'expression de la gp70 à cinq, sept et 

dix semaines après la dernière irradiation. Il est à noter que, pour ne pas montrer 

inutilement toutes les analyses faites qui n'apportent aucune information 

supplémentaire pouvant modifier la conclusion de cette expérience, nous avons décidé 

de montrer les résultats de quelques analyses cytofluorométriques représentatives de 

1 'ensemble des résultats obtenus. 

Pour nous assurer que les anticorps monoclonaux étaient fiables, c'est-à-dire qu'ils 

donnaient un signal positif lorsqu'un marquage était fait sur des thymocytes gp70+, 

nous les avons testé sur des thymocytes infectés (TI6-VL3) ou non (TI6) par le virus 

Rad/LV-VL3 qui induit 1 'expression de la gp70. Ces anticorps monoclonaux n'ont 

rien détecté sur les thymocytes TI6, alors qu'ils ont détecté la présence de la gp70 sur 

les thymocytes TI6-VL3 (Fig. 4 ). Les résultats démontrent que ces anticorps 

monoclonaux peuvent détecter la présence de la gp70 à la surface de thymocytes. 

En utilisant ces anticorps dans le cadre d'expériences préliminaires, un groupe de 

douze souris a été exposé à un régime d'irradiation lymphomagène (4 X 175 rad). En 

ce qui concerne ce groupe, nous avons sacrifié cinq souris à cinq semaines, deux souris 

à sept semaines et cinq souris à dix semaines après la dernière irradiation. Nous avons 

prélevé le thymus de chacune de ces souris, extrait les thymocytes et fait un marquage 

à l'aide des anticorps monoclonaux anti gp70. Par la suite, nous avons 



Fig 4 : La détection de l'expression de la glycoprotéine 70 à la surface de différents 

thymocytes à l'aide de la technique de cytométrie en flux. Tout d'abord, les 

anticorps monoclonaux que nous avons utilisés ont été testés sur des 

thymocytes non-infectés (TI6) et infectés (TI6-VL3) par le Rad/LV-VL3 qui 

induit l'expression de la gp70. Dans le cas du premier marquage, le signal 

n'est pas significatif, alors que dans le deuxième marquage le signal est 

considéré positif. Ensuite, ces anticorps monoclonaux ont été utilisés dans les 

expériences préliminaires chez des souris à sept et dix semaines après avoir 

reçu le régime d'irradiation lymphomagène. Dans les deux cas, le signal 

n'est pas significatif. 
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testé les différents échantillons à l'aide du cytomètre en flux. Les résultats des 

analyses indiquent que l'expression de la gp70 et le nombre de thymocytes gp70+ sont 

non-signigicatifs pour toutes les suspensions de cellules analysées (Fig. 4). 

Étant donné que l'analyse a été faite sur une partie du groupe de souris à dix 

semaines, nous avons voulu nous assurer que l'absence de gp70 à la surface des 

thymocytes des cinq souris était représentative du groupe qui en comptait douze. Nous 

avons alors irradié un deuxième groupe de douze souris et fait le marquage à dix 

semaines sur toutes les souris. Comme pour le premier groupe, la gp70 n'a pas été 

détectée à la surface des thymocytes des douze souris irradiées du deuxième groupe 

(Observations non-illustrées). Enfin, pour s'assurer que les souris recevaient une dose 

d'irradiation suffisante pour induire la présence anormale d'un antigène absent 

auparavant, nous avons irradié un troisième groupe de douze souris. Nous avons fait 

un double marquage gp70/TL sur ce groupe témoin à dix semaines en utilisant des 

anticorps anti TL de rat révélés par des anticorps anti lgG de rat conjugués à la R­

phycoérythrine. Ainsi, l'induction de l'expression de l'antigène TL dans ce groupe de 

souris C57BL/K.a démontrerait que les souris reçoivent une dose d'irradiation 

suffisante pour induire un phénotype antigénique anormale. Nous avons effectivement 

détecté la présence de l'antigène TL dans la majorité des souris, mais toujours pas de 

gp70 (Observations non-illustrées). Cette expérience corroborait les résultats 

précédents et nous donnait l'assurance que la gp70 était absente à la surface des 

thymocytes des souris ayant été exposées à un régime lymphomagène d'irradiation. 
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4.2 Les profils antigéniques TL/CD3 à dix semaines 
post-irradiation 

4.2.1 Le choix des profils antigéniques de souris donneuses 

Les expériences précédentes ont indiqué que l'expression de la gp70 n'a pu être 

détectée pendant la période de latence, ce qui a éliminé ce candidat potentiel comme 

marqueur de CPL dans nos conditions expérimentales. Par contre, elle a permis de 

détecter la présence de 1' antigène TL à la surface des thymocytes dans la plupart des 

suspensions cellulaires provenant de thymus prélevés à dix semaines post-irradiation. 

Nous nous sommes alors tourné vers ce deuxième candidat potentiel comme marqueur 

de CPL. 

Les résultats préliminaires du marquage TLICD3 à dix semaines post-irradiation 

(Observations non-illustrées) ont démontré que les différents profils antigéniques 

provenant chacun d'une souris irradiée étaient différents. En effet, quatre populations 

cellulaires ont été observées selon l'intensité de l'expression de ces deux antigènes et 

chacune de ces populations a été observée seule ou en combinaison avec une, deux ou 

trois autres populations dans les différents profils antigéniques. Nous avons suivi 

1' évolution de chaque profil antigénique TLICD3 choisi en transférant les thymocytes 

de souris donneuses Th y 1.2 dans les thymus de souris receveuses Th y 1.1, cela à partir 

du transfert de ces cellules jusqu'à l'apparition des signes cliniques du lymphome 

observés chez les souris receveuses Th y 1.1. 

Dans le but de choisir des profils de souris donneuses Th y 1.2 irradiées et de les 

transférer dans des souris receveuses Thyl.1, nous avons irradié deux groupes de dix 

souris donneuses Thy1.2 et les avons sacrifiées dix semaines après la dernière 

irradiation. Comme cela a été déjà mentionné, nous avons prélevé les thymus et 

extrait les thymocytes pour faire un double marquage avec les anticorps anti TL et anti 
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CD3. Sur les vingt profils observés, nous avons noté quatre populations répétitives : 

CD3hiTL+, CD3hiTL-, CD3 10TL+ et CD3 10TL-. La majorité des profils contenaient deux 

populations et plus, alors que seulement deux profils contenaient une seule population. 

Le choix des souris donneuses a été basé sur un profil CD3 anormal et sur 1' expression 

ou 1' absence de 1 'antigène TL. Ainsi, sur les vingt profils donneurs, nous avons 

éliminé huit profils apparemment normaux, deux à cause de l'expression ambivalente 

de l'antigène TL, trois parce que les souris avaient déjà commencé à développer un 

lymphome, deux parce qu'il n'y avait pas assez de cellules pour le transfert et un parce 

qu'il ressemblait à un profil déjà choisi. Il nous restait quatre profils anormaux après 

ce processus d'élimination (Fig. 5). Les cellules de ces quatre souris Thyl.2 restantes 

ont donc été transférées ( 105 cell./lobe) à quatre groupes de souris Th y 1.1. Le profil A 

avait trois populations de cellules au moment du transfert : CD3hiTL +, CD3hiTL- et 

CD3 10TL +. Le Profil B, en plus de ces trois populations, avait des cellules CD3 10TL-. 

Les profils C et D avaient chacun seulement une population, CD310TL + et CD3hiTL. 

respectivement. 

4.2.2 L'évolution des profils antigéniques choisis 

Nous avons suivi l'évolution de chaque profil antigénique TLICD3 choisis à partir du 

transfert de ces cellules jusqu'à l'apparition des signes cliniques du lymphome. Il est à 

noter que les résultats concernant l'évolution des profils ont fait l'objet d'une 

publication placée en annexe I (Boudreau et al 1998). Nous avons constaté que dans 

la majorité des cas, les cellules Th y 1.2+ représentaient plus de 90% des thymocytes des 

souris receveuses à chaque fois qu'elles étaient sacrifiées pour faire une analyse 

cytofluorométrique pendant la période de latence et au moment de 1' apparition des 

signes cliniques du lymphome. De plus, le lymphome thymique a été observé dans les 



Fig. 5: Les profils antigéniques TLICD3 de thymocytes prélevés à partir d'une souris 

normale et de quatre souris à dix semaines post-irradiation. Le profil 

antigénique des thymocytes prélevés à partir d'un thymus normal est au 

centre. On remarque l'absence d'expression de l'antigène TL et les deux 

intensités de 1 'expression de 1' antigène CD3 qui caractérisent des thymocytes 

moins matures (CD310) et plus matures (CD3hi) d'un profil normal (N). Les 

profils antigéniques choisis (A, B, C et D) pour le transfert à dix semaines 

post-irradiation sont en périphérie. Le profil A se caractérise par les 

populations de thymocytes TL +/CD3hi, TL +/CD3 10, TL-/CD3hi. Le profil B 

était semblable au profil A en plus d'avoir une population supplémentaire TL­

/CD310. Le profil C et le profil D contiennent une seule population 

homogène, TL+/CD310 et TL-/CD3hi respectivement. 
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quatre groupes de souris receveuses correspondant chacune à une population de départ 

au moment du transfert. 

Dans l'évolution du profil A (Fig. 6), la population de cellules CD3hiTL- a diminué 

dans les deux souris sacrifiées à trois semaines (souris A3 et A3 '). Dans les deux 

souris sacrifiées à neuf semaines (A9 et A9'), les populations de cellules CD3hiTL + et 

CD3hiTL- ont presque disparues et la seule populations de cellules restante a été 

CD3 10TL +. Cette population était aussi la seule qui a été détectée à dix semaines 

lorsque les signes cliniques du lymphome sont apparus. 

Dans le cas de 1' évolution du profil B (Fig. 7), les profils obtenus des deux souris à 

trois semaines (B3 et B3 ') à partir du même profil initial étaient différents. Le profil 

B3 a perdu la plupart des cellules CD3hiTL- et CD3 10TL +,alors que le deuxième profil 

(B3') a plutôt perdu la plupart des cellules CD3hiTL +et CD3 10TL +. À six semaines, la 

population majeure de cellules était CD3 10TL +. Par contre, à neuf semaines, les deux 

profils (B9 et B9') étaient encore une fois différents. Le profil de la souris B9 

contenait seulement les cellules CD3hiTL-, alors que le profil B9' contenait une 

population majoritaire de cellules CD3 10TL +. Lorsque le lymphome est apparu à seize 

semaines, la seule population de cellules était CD3 10TL +. 

Les évolutions des profils C et D (Fig. 8) sont particulièrement pertinentes car nous 

avons détecté seulement une population cellulaire au moment du transfert. Tout 

d'abord, la population cellulaire correspondant au profile C a produit un lymphome 

thymique à treize et à quatorze semaines. À treize semaines, une deuxième population 

de cellules CD3 10TL- est apparue dans la souris qui avait reçu initialement une seule 

population CD310TL+. Alors qu'à quatorze semaines, les deux populations CD310TL+ 

et CD310TL- ont disparu et une nouvelle population CD3hiTL- est apparue. Dans le cas 

de l'évolution du profil D (Fig. 9), aucune modification du profil n'a été notée. La 

seule population CD3hiTL- a persisté du transfert jusqu'à l'apparition du lymphome 

thymique à dix semaines. Un fait important est à noter dans le profil D à dix semaines 



Fig. 6 : Évolution du profil antigénique A. Le suivi a été fait à partir du transfert des 

thymocytes à 0 semaine jusqu'à l'apparition des signes cliniques du 

lymphome thymique indiqué par un astérisque. Ce profil contient les 

populations de cellules TL+ /CD3 hi, TL+ /CD3 10
, TL ïCD3 10 au moment du 

transfert et seulement la population TL+ /CD3 10 est présente à 1 0 semaines. Il 

est à noter que lorsque deux souris ont été sacrifiées au même moment, la 

seconde est indiquée par une apostrophe. 
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Fig. 7 : Évolution du profil antigénique B. Ce profil était semblable au profile A au 

moment du transfert (0 semaine), en plus d'avoir une population 

supplémentaire TL-/CD3 10
• Comme le profil A, la population TL +/CD3 10 était 

prédominante lorsque les signes cliniques du lymphome sont apparus. 
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Fig. 8 : Évolution du profil antigénique C. À 13 semames, cette population 

homogène TL+/CD310 se divise pour faire apparaître la population TL-/CD3 10
• 

À 14 semaines, la population TL-/CD3hi est la seule présente. 
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Fig. 9: Évolution du profil antigénique D. Cette population homogène TL-/CD3hi 

transférée à 0 semaine était la seule présente lors de l'apparition des signes 

cliniques du lymphome à 10 semaines. Des petites variations d'intensité de 

1' expression de 1' antigène CD3 ont été observées à 6 et 7 semaines. 
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ainsi que dans le profil C à quatorze semaines, les signes cliniques du lymphome sont 

apparus en absence de l'expression de l'antigène TL. 

4.3 Effet des cellules dendritiques thymiques 1DA3.1 
sur l'induction du gène de la métalloprotéinase 
de type 9 in vitro 

Les données supplémentaires obtenues, grâce aux expériences faites par Aoudjit et al 

(1997) sur la lymphomatogénèse thymique ont conduit à faire l'hypothèse que la 

prévention du développement du lymphome thymique pourrait être liée au bloquage de 

l'induction de l'expression de la MMP-9 dans les cellules stromales par les C.D. 

thymiques 1DA3.1, se traduisant par une interférence avec le remodelage du micro­

environnement thymique nécessaire à la prolifération des cellules lymphomateuses et à 

la croissance de la tumeur. Nous avons testé deux approches dans le cadre du blocage 

de l'induction de la transcription du gène de la MMP-9 : 1) soit que les C.D. 

thymiques 1DA3.1 sécrètent un agent soluble qui bloque l' induction de la MMP-9 en 

agissant sur les CL ou sur leur facteur soluble 2) soit que les C.D. thymiques l DA3 .1 

bloque la sécrétion du facteur soluble en agissant sur les CL 267 par contact cellulaire. 

Dans un premier temps, nous avons testé l'effet du surnageant des C.D. thymiques 

1DA3.1 stimulées ou non par le PMA sur la capacité des CL 267 à induire l'expression 

du gène de la MMP-9 dans les cellules endothéliales bend.3 et les fibroblastes L929. 

Dans l'expérience utilisant les cellules bend.3 (Fig. 1 0), aucune induction n'a été 

détectée dans le premier puits (témoin négatif) en absence du facteur soluble sécrété 

par les CL 267. Par contre, dans le deuxième puits (témoin positif) contenant des CL 

267, une bande est apparue à environ 380 paires de bases. Dans le troisième et le 

quatrième puits, dans lesquels les sumageants des C.D. thymiques 1DA3.1 non­

stimulées et stimulées par le PMA ont été respectivement ajoutés, ces 



Fig. 10 :L'effet du surnageant des cellules dendritiques thymiques 1DA3.1 sur 

l'induction de l'expression de la métalloprotéinase de type 9 dans les cellules 

endothéliales bend.3 et les fibroblastes L929 in vitro. Il est à noter que la 

bande correspondant à la MMP-9 apparaît à 380 pb, alors que la bande du 

témoin interne (!3-actine) de la transcription inverse et de la réaction en chaîne 

de la polymérisation (RT-PCR) apparaît à 514 pb. Le puits (M) situé à 

gauche est celui dans lequel nous avons mis les marqueurs. Tout d'abord, 

dans le cas des cellules endothéliales bend.3, il n'y a pas de bande dans le cas 

du témoin négatif (-) correspondant à la culture de ces cellules seules ; par 

contre, lorsque nous avons ajouté les cellules lymphomateuses (CL) 267 qui 

sécrètent le facteur soluble responsable de l'induction de l'expression de la 

MMP-9, on remarque l'apparition d'une bande dans le cas du témoin positif 

(+). De même, lorsque nous avons ajouté les surnageants des C.D. thymiques 

1DA3.1 préalablement stimulés (SN2) ou non (SNI) par le PMA, un 

activateur des protéines kinases C (PKC), il n'y a pas eu d'inhibition de 

l'induction de l'expression de la MMP-9 dans les deux cas. Ensuite, pour ce 

qui est des fibroblastes L929, nous constatons les mêmes résultats que ceux 

décrits précédemment. 
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dernières n'ont pas bloqué l'induction par les CL 267 de la transcription du gène de la 

MMP-9 dans les cellules endothéliales bend.3. Pour s'assurer de la reproduction des 

résultats dans le cas d'un autre type de cellules stromales, nous avons adopté 

exactement la même approche expérimentale en utilisant cette fois-ci, les fibroblastes 

L929. Encore une fois (Fig. 10), en se référant aux témoins négatif(-) et positif(+) de 

l'induction de l'expression de la MMP-9, les résultats démontrent clairement que le 

surnageant des C.D. thymiques 1DA3.1 non stimulées et stimulées par le PMA 

n'inhibe pas l'induction de la transcription du gène de la MMP-9 dans les fibroblastes 

L929. 

Dans un deuxième temps, nous avons testé la capacité des C.D. thymiques 1DA3.1 à 

bloquer, par contact avec les CL 267, la sécrétion du facteur soluble syntétisé par ces 

cellules et responsable de l'induction de l'expression du gène de la MMP-9 dans les 

cellules endothéliales bend.3. Dans le puits du témoin négatif(-) (Fig. 11), l'absence 

de bande indique que le facteur soluble induisant l'expression de la MMP-9 n'était pas 

présent. Par contre, dans le puits du témoin positif ( + ), la présence d'une bande à 

environ 380 paires de bases indique la présence du facteur soluble dans le surnageant 

des CL 267 et l'induction de l'expression de la MMP-9. En ce qui concerne le 

troisième et le quatrième puits, la présence d'une bande à environ 380 paires de bases 

dans les deux cas indique qu'il n'y a aucune inhibition de l'induction de la 

transcription de la MMP-9 dans les cellules endothéliales bend.3 par le facteur soluble 

sécrété par les CL 267, que ce soit avec le surnageant produit à partir de la co-culture 

des CL 267 ensemencées avec les C.D. thymiques 1DA3.1 non-stimulées ou stimulées 

par le PMA. 



Fig. 11 :L'effet du contact cellulaire in vitro entre les cellules dendritiques thymiques 

1DA3.1 et les cellules lymphomateuses 267 sur la sécrétion du facteur soluble 

qui est responsable de l'induction de l'expression de la métalloprotéinase de 

type 9. Comme dans les expériences précédentes, la bande de la MMP-9 

apparaît à 380 pb alors que la bande du témoin interne (p-actine) de la 

transcription inverse et de la réaction en chaîne de la polymérisation (RT­

PCR) apparaît à 514 pb. Le puit indiqué par un M est celui des marqueurs. Il 

n'y a pas de bande dans le puit correspondant au témoins négatif(-), par 

contre, une bande est apparue dans le puit du témoin positif ( +) dans lequel 

nous avons ajouté le surnageant des CL 267 aux celllules endothéliales 

bend.3. Les deux puits expérimentaux proviennent de l'ajout des sumageants 

faits à partir des co-cultures des CL 267 avec les C.D. thymiques IDA3.1 

préalablement stimulées (SN2) ou non (SN 1) par le PMA (activateur des 

protéines kinases C) à des cellules endothéliales bend.3 en culture. Dans les 

deux cas, il n'y a pas eu d'inhibition de l'induction de l'expression de la 

MMP-9. 
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4.4 Effet des cellules dendritiques thymiques 1DA3.1 
sur la prolifération des cellules lymphomateuses 
267 in vivo 

Les travaux in vitro décrits précédemment portant sur le rôle de la MMP-9 ne 

tenaient pas compte des interactions cellulaires dans le micro-environnement thymique 

et leur impact sur la prolifération des CL. Pour tester l'importance du micro­

environnement thymique, nous avons procédé à une expérience dont le but était 

d'évaluer la capacité des C.D. thymiques 1DA3.1 à interférer avec la prolifération des 

CL 267 in vivo. Nous avons donc mesuré la vitesse d'apparition des signes cliniques 

du lymphome thymique et le taux de survie du groupe expérimental injecté par les 

C.D. thymiques 1DA3.1 et les CL 267 par rapport au groupe témoin injecté seulement 

avec les CL 267. L'expérience s'arrêtait lorsque le taux de survie du groupe témoin 

était à 0%. Un groupe de souris injecté simultanément avec les CL 267 et les 

fibroblastes L929 était le témoin de l'effet du volume cellulaire des C.D. thymiques 

1DA3.1 sur la vitesse de prolifération des CL 267 in vivo. 

Les trois courbes du taux de survie (Fig. 12) des souris injectées soit par les CL 267 

seules, soit par les CL 267 et les fibroblastes L929, ou soit par les CL 267 et les C.D. 

thymiques 1DA3.1, indiquent que les signes cliniques du lymphome thymique 

apparaissent au même rythme dans les trois cas. Cette expérience démontre donc que 

les C.D. thymiques 1DA3.1 n'ont aucune influence sur la prolifération des CL 267 

dans le micro-environnement thymique. 



Fig. 12 :L'effet des cellules dendritiques thymiques 1DA3.1 sur la prolifération des 

cellules lymphomateuses 267 in vivo. Les souris du premier groupe (bleu) 

ont été injectées par des CL 267 seules, il sert de témoin négatif de la 

prévention. Les souris du deuxième groupe (vert) ont été injectées par des 

CL 267 et des fibroblastes L929, il sert de témoin du volume cellulaire des 

C.D. thymiques 1DA3.1. Les souris du troisième groupe (rouge) ont été 

injectées par des CL 267 et des C.D. thymiques 1DA3.1, il est le groupe 

expérimental. Les trois courbes du taux de survie indiquent que les signes 

cliniques du lymphome apparaissent au même rythme. 
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4.5 L'expression des gènes du facteur nécrosant de 
la tumeur et du facteur stimulant les colonies de 
macrophages et de granulocytes dans les cellules 
dendritiques thymiques 1DA3.1 in vitro 

Nous avons évalué la capacité des C.D. thymiques 1DA3.1 à transcrire les gènes du 

TNF-cx. et du GM-CSF de manière constitutive ou après avoir été stimulées par le 

PMA. La GAPDH est transcrite de manière constitutive dans les C.D. thymiques 

1DA3.1 et sert de témoin quantitatif interne du PCR. On constate qu'elles ne 

transcrivent pas le TNF-cx., alors qu'elles transcrivent faiblement le GM-CSF (Fig. 13). 

Par contre, une fois stimulées par le PMA, les C.D. thymiques 1DA3.1 expriment 

faiblement le TNF-cx. et fortement le GM-CSF. Ces résultats indiquent que les C.D. 

thymiques 1 DA3.1 ne peuvent transcrire le TNF-cx. mais qu'ils peuvent transcrire 

fortement le GM-CSF après avoir été stimulées par le PMA. 



Fig. 13 : L'expression des gènes du facteur nécrosant de la tumeur (TNF -a) et du 

facteur stimulant les colonies de macrophages et de granulocytes (GM-CSF) 

dans les cellules dendritiques (C.D.) thymiques 1 DA3.1 in vitro. Il est à noter 

que la bande du glycéraldehyde-3-phosphate déhydrogenase (GAPDH) qui 

sert de témoin interne de la transcription inverse et de la réaction en chaîne de 

la polymérisation (RT-PCR) apparaît à environ 400 pb ; et que les bandes 

correspondant à l'induction de l'expression du GM-CSF et du TNF-a 

apparaîssent respectivement à 311 pb et à 313 pb. Le puit de gauche (M) est 

celui des marqueurs. Les C.D. thymiques 1DA3.1 dans les quatre premiers 

puits n'ont pas été stimulées par le PMA, alors que ces mêmes cellules dans 

les quatre derniers puits ont été stimulées par le PMA. Les résultats 

démontrent que les C.D. thymiques 1DA3.1 n'expriment pas le TNF-a mais 

expriment faiblement le GM-CSF (faible bande). Cependant, après avoir été 

stimulés par le PMA, un activateur des protéines kinases C (PKC), ces 

cellules expriment très faiblement le TNF-a et fortement le GM-CSF. 
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5.1 Le profil antigénique des cellules pré-lymphomateuses 

Bien que plusieurs antigènes furent utilisés comme marqueur (Rongy et al 1990, Sen­

Mejumdar et al 1994), aucun n'était spécifique aux CPL. L'association entre 

l'expression anormale des antigènes gp70 et TL pendant la période de latence et le 

développement du lymphome thymique avait été faite par plusieurs auteurs (Stockert 

et Old 1977, Fischinger et al 1981, 1982, Naim et al 1989, Muto et al1990), mais 

personne n'avait démontré que ces deux antigènes sont véritablement des marqueurs 

spécifiques et fiables des CPL. 

Pour associer l'induction de l'expression des antigènes gp70 et TL d'une part, et le 

développement du lymphome d'autre part, l'expérience de Stockert et Old (1977) 

présentait des lacunes qui laissaient trois questions en suspend : 1) Est-ce que les 

souris gp70+ et TL+ ainsi que les souris gp70- et TL- peuvent développer un lymphome 

thymique ? 2) Est-ce que les thymocytes gp70+ et TL+ peuvent apparaître et 

disparaître pendant la période de latence? 3) Est-ce que le pourcentage de thymocytes 

gp70+ et TL+ était proportionnel à la vitesse d'apparition du lymphome ? Bien que les 

travaux de Muto et al (1990) semblent attribuer un pouvoir lymphomagène aux 

cellules TL+, ils présentaient eux aussi des lacunes : 1) ces travaux ne permettaient pas 

de faire le lien entre 1' expression de cet antigène pendant la période de latence et 

l'apparition des signes cliniques du lymphome 2) le transfert des thymocytes TL+ a 

été fait dans un faible nombre de souris. En résumé, on ne savait pas si les antigènes 

gp70 et TL étaient exprimés pendant la période de latence jusqu'à l'apparition des 

signes cliniques du lymphome, c'est-à-dire si ces antigènes identifient les CPL qui se 

transforment en CL, prolifèrent et produisent un lymphome. 

La question que nous avons posé concernant la possibilité que l'antigène gp70 soit un 

marqueur potentiel de CPL a été réglée suite aux différents marquages préliminaires 

qui ont été faits à cinq, sept et dix semaines post-irradiation. Ils n'ont révélé qu'une 

expression négligeable de la gp70. Nos travaux diminuent ainsi l'importance de 



- 80-

l'association faite dans le passé entre l'expression de cette glycoprotéine et le 

développement du lymphome (Stockert et Old 1977, Fischinger et al 1981, 1982, 

Naim et al 1989), et rend impossible le tri de ces thymocytes pendant la période de 

latence, ainsi que toutes autres expériences ciblant les thymocytes gp70+. 

Contrairement au test d'immunocytotoxicité utilisé par Stockert (1977), la technique 

de cytométrie en flux nous a permis de connaître l'intensité avec laquelle les 

thymocytes expriment la gp70, une information qui n'était pas accessible en 1977. 

Elle était cruciale pour nous permettre d'évaluer l'importance de l'induction de 

l'expression de cette glycoprotéine pendant la période de latence. De plus, pour nous 

assurer que nos anticorps monoclonaux n'avaient pas été altéré par la congélation, 

nous les avons testé sur des thymocytes n'exprimant pas la gp70 (TI6) ou l'exprimant 

(TI6 infectées par le Rad/LV-VL3). Ces résultats ont démontré que les anticorps 

monoclonaux que nous avons utilisé peuvent détecter avec fiabilité la présence de la 

gp70 à la surface des thymocytes. 

Pendant la période de latence, il y avait une possibilité que les CPL expriment 

faiblement la gp70 et que ces thymocytes se transforment en CL et prolifèrent plus 

tard. Cependant, cela restait un inconvénient pour trier et isoler les thymocytes gp70+ 

puisque la prolifération des thymocytes gp70+ exprimant faiblement cet antigène 

n'aurait fait que déplacer le pic d'autofluorescence légèrement vers la droite, rendant 

impossible la distinction entre les cellules gp70- et les cellules gp70+. La faible 

induction de l'expression de la gp70 détectée dans certains cas semble être une 

conséquence du régime d'irradiation plutôt qu'un marqueur spécifique et fiable pour 

identifier et isoler les CPL. 

Les résultats du marquage TLICD3 ont mis en évidence quatre populations de 

thymocytes caractérisées par l'intensité de l'expression de ces deux antigènes. Chaque 

population a été observée seule ou en combinaison avec une, deux ou trois autres 

populations dans les différents profils antigéniques. Suite à ces résultats de marquage, 

il était inutile de faire un tri des différentes populations de cellules qui nous aurait fait 

perdre des thymocytes déjà présents en quantité limitée. Nous avons donc décidé de 
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nous concentrer sur le suivi de 1' évolution des profils antigéniques TLICD3 après le 

transfert dans les souris receveuses. Cela nous permettait quand même de déterminer 

l'association entre la présence de l'antigène TL et son rôle potentiel de marqueur de 

CPL parce que nous avions quatre profils antigéniques contenant une ou plusieurs 

populations de thymocytes au moment du transfert. En transférant les différentes 

suspensions de thymocytes provenant de chaque souris irradiée, nous pouvions mettre 

en évidence les variations du nombre et de la proportion des thymocytes TL+ par 

rapport aux thymocytes TL-. Cet aspect de l'expérience était important pour identifier 

les CPL. En effet, l'observation de l'évolution de chaque population de thymocytes à 

différents temps nous permettait de suivre l'écart grandissant entre le nombre de 

thymocytes que nous supposions être des CPL et celui des autres populations de 

thymocytes entre chaque marquage et jusqu'à l'apparition des signes cliniques. 

La difficulté de faire une telle expérience auparavant résidait dans le fait qu'il était 

impossible de suivre l'expression antigénique des thymocytes d'une souris irradiée 

parce qu'il fallait interrompre le développement du lymphome et sacrifier la souris 

pour prélever les thymocytes et faire le marquage. Deux alternatives s'offraient à nous 

pour éviter ce problème et suivre l'évolution des profils antigéniques choisis. 

Premièrement, transférer i.t. les thymocytes de souris en souris à partir d'une 

suspension initiale pendant la période de latence à chaque temps qui aurait été fixé 

pour faire un marquage afin de suivre l'évolution des profiles antigéniques. Cette 

alternative lourde sur le plan technique était peu représentative de ce qui se passe dans 

un thymus pendant la période de latence puisque les nombreux transferts auraient 

sûrement affecté le processus de transformation des CPL et 1' évolution des profils 

antigéniques. Cette alternative avait aussi le désavantage de diluer les thymocytes 

Th y 1.2+ de la souris donneuse à chaque transfert dans les différents thymus des souris 

receveuses Th y 1.1 +, et cela malgré l'exposition de ces souris receveuses à une dose 

d'irradiation de 400 rad qui diminue le nombre de thymocytes Th y 1.1 + (Sprecher et al 

1989). Deuxièmement, transférer une suspension cellulaire initiale choisie à partir des 

profils antigéniques de thymocytes provenant de souris donneuses Th y 1.2+ irradiées à 

des souris receveuses Thyl.l +, et suivre l'évolution du profil antigénique en sacrifiant 
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un échantillon de souris receveuses à différents temps post-transfert pour faire les 

marquages pendant la période de latence. Nous nous assurions ams1 que ces 

marquages différentiels sont faits sur des thymocytes provenant d'une même 

suspension cellulaire initiale. Cette deuxième alternative était une nouvelle approche 

expérimentale élégante qui avait l'avantage de minimiser la manipulation tout en nous 

permettant de suivre 1' évolution des profiles antigéniques pendant la période de 

latence en interférant le moins possible avec le développement du lymphome 

thymique. 

Bien que cette approche ait été fructueuse, elle comportait certaines limites inhérentes 

à la technique de cytométrie en flux qui nous empêchaient de déterminer (dans le cas 

des évolutions de profiles B et C) la présence d'une inhibition de l'expression de 

l'antigène TL (Old et al 1968) à la surface des thymocytes, la mort des thymocytes 

TL+ ou leur exportation à 1' extérieur du thymus. Cela s'explique par le fait que nous 

ne suivions pas les thymocytes individuellement mais les profils antigéniques des 

populations de thymocytes. De plus, le nombre de souris receveuses dépendait du 

nombre de thymocytes prélevés de la souris donneuse, ce qui entraînait un nombre 

différent de souris receveuses dans chaque groupe. Par conséquent, cette limitation 

signifiait que les temps choisis pour sacrifier les souris et faire les marquages TLICD3 

variaient d'un groupe à l'autre afin d'optimiser l'information de l'évolution des profils 

que nous voulions obtenir. Bien sûr, il aurait été préférable de faire cette expérience 

avec plus de souris donneuses, et ainsi avoir plus de marquages et de profils pour nous 

donner une meilleure idée de 1' évolution des profils antigéniques ; mais cette 

amélioration de 1' approche, tout en nous donnant une vue plus large du phénomène de 

1' expression de 1' antigène TL pendant la période de latence, nous aurait amené tout de 

même à conclure que l'induction de l'expression de l'antigène TL n'est pas lié au 

développement du lymphome thymique. 

Le moment de sacrifier les souris donneuses pour faire le transfert a été choisi sur la 

base de deux facteurs limitants incontournables : 1) tout d'abord, en sachant que le 

nombre de thymocytes TL+ est faible après la dernière irradiation et que le nombre de 
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thymocytes TL+ augmente avec le temps mais que son intensité est inconnue (Stockert 

1977), il fallait s'assurer de détecter l'expression de l'antigène TL à la surface de 

thymocytes par rapport à l'ensemble des thymocytes d'une souris irradiée, et pour 

cela, il fallait laisser suffisamment de temps pour permettre à la fois l'augmentation du 

nombre de thymocytes TL+ et l'augmentation de l'intensité de l'expression de 

l'antigène TL à la surface des cellules 2) ensuite, il fallait maximiser le temps 

s'écoulant entre le transfert et l'apparition des signes cliniques du lymphome afin de 

nous permettre de faire un suivi efficace de l'évolution antigénique des profils et ainsi 

éviter de débuter ce suivi à partir de souris qui étaient sur le point de développer un 

lymphome. Par conséquent, pour éviter d'éliminer inutilement des souris irradiées 

dont 40% présentent des signes cliniques du lymphome à quinze semaines, nous avons 

décidé de faire le transfert (marquage au temps 0) à dix semaines post-irradiation. 

Nous avons été ainsi les premiers à suivre l'évolution de profils antigéniques pendant 

la période de latence jusqu'à l'apparition des signes cliniques du lymphome. Le suivie 

des profils TLICD3 nous a permis : i) de suivre les modifications antigéniques à partir 

d'un profil initial ii) d'associer un profil antigénique pendant la période de latence et 

sa présence lorsque les signes cliniques du lymphome apparaissent iii) de suivre 

l'évolution de l'expression de 1' antigène TL pendant le développement du lymphome. 

Nous avons ainsi pu démontrer que des populations cellulaires peuvent apparaître ou 

disparaître et que 1' antigène TL est soit présent et disparaît par la suite, soit absent 

pendant toute la période de latence, indiquant que l'expression de l'antigène TL n'est 

pas liée au développement du lymphome thymique radio-induit. 

Le fait que chaque analyse cytométrique indiquait que plus de 90% des thymocytes 

isolés des souris receveuses Th y 1.1 après le transfert étaient caractérisés par l'antigène 

Thyl.2 a démontré que la dose d'irradiation de 400 rad qui est donnée aux souris 

receveuses a diminué suffisamment le nombre de thymocytes Thy1.1 + pour donner de 

l'espace et du temps aux thymocytes Thy1.2+ afin qu'ils s'adaptent, prolifèrent et 

produisent un lymphome thymique. Cela était important pour trois raisons : 1) tout 

d'abord, parce qu'il fallait que le nombre de thymocytes Thyl.2+ soit suffisamment 
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élevé par rapport à 1' ensemble des thymocytes prélevés des souris receveuses pour 

faire l'analyse cytofluorométrique 2) ensuite, parce que nous voulions suivre les 

changements antigéniques des thymocytes Thyl.2+ en évitant le plus possible des 

interactions avec les thymocytes Th y 1.1 + après le transfert 3) enfin, parce que nous 

voulions nous assurer que le développement du lymphome thymique était bel et bien 

induit par les thymocytes Thyl.2+. Le pourcentage et le nombre élevé de thymocytes 

Thy1.2+ dans le thymus des souris receveuses rendaient donc plus facile l'analyse 

cytofluorométrique et le suivi des changements du pourcentage de thymocytes Thy1.2+ 

répartis dans chaque population, et permettaient d'envisager une analyse des variations 

du nombre absolu de thymocytes de chaque population pendant la période de latence 

jusqu'à l'apparition du lymphome thymique. 

Nous avons fait une analyse quantitative de 1' évolution de chacune des populations 

en utilisant les curseurs de 1' autofluorescence et les curseurs délimitants la région 

entourant chaque population. En gardant les deux types de curseurs fixes pour toutes 

les analyses, les données obtenues étaient ambiguës. D'une part, l'observation d'une 

population qui pouvait chevaucher deux quadrants rendait inutiles les divisions. 

D'autre part, durant l'évolution des profils pendant la période de latence, une 

population pouvait partiellement sortir de sa région fixée au moment du transfert, 

rendant impossible le suivi quantitatif de cette population. L'évolution de ces profils 

se caractérisent donc essentiellement par 1' apparition, la disparition ou 1' absence de 

modification des populations de thymocytes au cours du développement du 

lymphome. 

Par notre approche expérimentale, nous avons démontré que 1' antigène TL peut être 

détecté pendant la période de latence. Par contre, cet antigène peut aussi disparaître 

(profile A à 9 semaines et profile C à 13 et 14 semaines) ou être absent jusqu'à 

l'apparition des signes cliniques du lymphome (évolution du profile D). L'induction 

de l'expression de l'antigène TL n'est donc pas liée au développement du lymphome 

thymique radio-induit. Par ailleurs, le suivi de l'évolution des différents profils 

antigéniques nous a permis de déterminer une augmentation du pourcentage de 
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cellules TL+ pendant la période de latence (évolution A et B) comme cela avait été 

rapporté par Stockert et Old (1977) en sacrifiant différentes souris à différents temps 

post-irradiation. Cependant, notre approche nous a permis en plus de déterminer la 

disparition (évolution C) ou l'absence (évolution D) de l'antigène TL jusqu'à 

l'apparition du lymphome thymique. Il est possible qu'un certain nombre de 

thymocytes TL+ puissent apparaître de manière transitoire durant la période de latence 

dans les évolutions des différents profils antigéniques observées, mais nos résultats 

démontrent que l'antigène TL peut disparaître et ne jamais apparaître s'il n'avait pas 

été détecté auparavant. De plus, l'évolution du profil antigénique B à 9 semaines et 

l'évolution du profil antigénique C ont démontré que l'expression de l'antigène TL 

pouvait ne plus être détectée. 

Nos résultats corroborent en partie les travaux de Muto et al (1990) sur le pouvoir 

lymphomateux des thymocytes TL+ dans le cas de l'évolution des profils A, B et C, 

tandis que l'évolution du profil D démontre l'inutilité de l'expression de cet antigène 

dans la lymphomatogénèse. En effet, 1' évolution du profil C caractérisée par la 

disparition de 1 'antigène TL à 13 et 14 semaines démontre que l'expression de 

l'antigène TL n'est pas essentielle à l'apparition des signes cliniques du lymphome, 

alors que l'évolution du profil D démontre en plus que l'expression de l'antigène TL 

n'est pas essentielle au développement du lymphome pendant la période de latence. 

Cela démontre que les rayons X peuvent induire l'expression de l'antigène TL et un 

état pré-lymphomateux qui ne sont pas nécessairement localisé dans la même cellule. 

En effet, les thymocytes TL+ et TL- peuvent être des CPL, ce qui signifie que la 

présence de cet antigène ne réflète pas l'état dans lequel se trouve ces cellules, c'est-à­

dire que l'induction de l'expression de l'antigène TL n'est pas une condition qui 

permet la transformation de ces thymocytes. La présence de l'antigène TL à la surface 

des thymocytes est donc indépendante des mécanismes qui conduisent à la 

transformation des CPL. 

Il est à noter que l'apparition des signes cliniques du lymphome a été observée dans 

chaque groupe de souris receveuses, et par conséquent, chacun des inoculums 
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thymocytaires transférés à partir d'une suspension de thymocytes correspondant aux 

différents profils antigéniques contenait des CPL. La proportion de thymocytes TL+ 

n'a eu aucune influence sur le temps d'apparition des signes cliniques. En effet, les 

profils antigéniques de départ A et C avaient une population de thymocytes TL+ 

nettement majoritaire et le lymphome est apparu à 10 et 13 semaines, 

comparativement au profil D qui avait une proportion de thymocytes TL+ négligeable, 

alors que le lymphome est apparu à 10 semaines. 

Par ailleurs, nous avons démontré que les CPL pouvaient être CD3hi (évolution des 

profils Cet D), un phénotype associé aux thymocytes plus matures incompatible avec 

1' état moins mature des CPL qui a été rapporté à 1' aide des antigènes 1 C 11 (Sen­

Majumdar et al 1994), J11d (Muto et al 1990) et CD4/CD8 (Rongy et al 1990). La 

présence de deux profils antigéniques homogènes lors de 1' apparition des signes 

cliniques du lymphome, que ce soit le profil TL+ /CD3 10 dans 1' évolution des profils A, 

B etC, ou le profil TL-/CD3hi dans l'évolution des profils C et D, démontre qu'il y a 

au moins deux phénotypes antigéniques qui caractérisent les CPL. Par conséquent, il 

n'y a pas de profil antigénique unique de CPL basé sur l'expression anormale de 

l'antigène TL et de l'antigène CD3, ainsi que sur tout autre marqueur potentiel connu 

de CPL rapporté dans le passé (Rongy et al1990, Sen-Majumdar et al1994). 

Toutefois, il est possible que la présence anormal d'un ou de plusieurs antigènes à la 

surface de thymocytes identifie spécifiquement les CPL. Dans le cas où un antigène 

identifierait les CPL, le problème résiderait principalement dans l'isolement de cet 

antigène anormal et on peut le situer sur trois niveaux: 1) tout d'abord, nous ne savons 

absolument rien sur les caractéristiques morphologiques, antigéniques et génétiques 

des CPL qui nous permetteraient de recouper ces connaissances avec le marqueur 

potentiel 2) ensuite, les CPL expriment probablement un grand nombre d'antigènes de 

surface normaux et anormaux qui ne sont pas nécessairement des marqueurs de CPL 

3) enfin, les CPL baignent dans un grand nombre de thymocytes qui ne sont pas des 

CPL. En plus d'isoler ce marqueur, il faudrait ensuite démontrer qu'il est bien 

spécifique aux CPL et qu'il est exprimé toutes les fois qu'une souris reçoit un régime 
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d'irradiation lymphomagène. Pour cela, il faudrait produire des anticorps spécifiques 

et adopter notre nouvelle approche expérimentale pour suivre l'évolution de 

l'expression de cet antigène pendant la période de latence jusqu'à l'apparition des 

signes cliniques du lymphome. Dans le cas où il y aurait plusieurs antigènes possibles 

qui identifieraient les CPL, le problème serait encore plus grand puisque de souris en 

souris, il serait impossible de prédire le ou les antigènes qui seraient exprimés par le 

régime lymphomagène. Dans ce cas, il faudrait utiliser à chaque fois tous les anticorps 

produits pour caractériser la suspension cellulaire provenant de chaque souris irradiée. 

L'expression anormale des deux antigènes choisis comme marqueur de CPL a 

démontré que d'une part, l'expression de l'antigène gp70 est négligeable, ce qui 

empêche le tri des thymocytes positifs potentiellement pré-lymphomateux, et que 

d'autre part, l'expression de l'antigène TL n'est pas spécifique et fiable pour identifier 

les CPL. Le débalancement des populations normales CD4/CD8 dans le 

développement du lymphome diminue l'intensité de l'expression de l'antigène CD4 et 

semble augmenter le nombre de thymocytes simples positifs CD8+ (Rongy et al 1990). 

Ce débalancement pourrait s'interpréter dans un contexte normal comme étant une 

réorientation de la maturation des thymocytes vers les simples positifs plus matures 

CD8+. Étant donné que nous travaillons sur des thymocytes en période de 

développement dans un contexte lymphomateux, les marqueurs n'ont plus la même 

signification fonctionnelle pour identifier les différentes étapes de maturation des 

thymocytes. De même, il est possible que l'intensité de l'expression de l'antigène 

CD3 (CD3 10 et CD3hi) déterminant le degré de maturation des thymocytes normaux 

soit indépendant du rôle qu'il joue lorsqu'on le choisi comme marqueur de CPL dans 

un contexte lymphomateux. 
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5.2 Le rôle de la métalloprotéinase de type 9 et du micro­
environnement thymique dans la prévention du lymphome 
thymique 

L'association entre la sécrétion par les CL 267 d'un facteur soluble responsable de 

l'induction de l'expression du gène de la MMP-9 dans les cellules stromales (sauf les 

cellules épithéliales) et le développement du lymphome thymique (Aoudjit et a/1997), 

suggérait que cette métalloprotéinase pouvait être associée à la prévention du 

lymphome par les C.D. thymiques 1DA3.1. Nous avons adopté alors deux approches 

expérimentales in vitro pour caractériser les interactions entre ces trois types de 

cellules. Tout d'abord, en sachant que la prévention du lymphome thymique 

s'effectue dans un environnement en trois dimensions où les médiateurs de cellules ont 

un rôle important à jouer et où les contacts cellulaires sont très intenses, nous avons 

testé la capacité des C.D. thymiques 1DA3.1 à bloquer l'expression du facteur soluble 

des CL 267 par l'intermédiaire de la sécrétion d'un agent soluble ou d'un contact 

cellulaire. Nous n'avons pas testé la capacité des C.D. thymiques 1DA3.1 à bloquer 

l'effet du facteur soluble des CL 267 sur l'induction de l'expression de la MMP-9 dans 

les cellules stromales parce qu'il était peu probable que le mécanisme de prévention de 

la lymphomatogénèse se situe en aval et agisse sur les cellules stromales qui sont en 

faible nombre dans le thymus, mais plutôt qu'il se situe en amont et qu'il agisse sur la 

sécrétion du facteur soluble sécrété par les CL beaucoup plus nombreuses. 

Nous avons choisi de faire tout d'abord les expériences in vitro plutôt qu'in vivo 

parce qu'elles étaient plus simples, plus courtes et plus faciles à contrôler. De plus, 

nous avons choisi les cellules endothéliales bend.3 et les fibroblastes L929 parce 

qu'elles poussaient facilement et qu'elles répondaient bien au facteur soluble sécrété 

par les CL 267. Bien que ce choix soit justifié par des raisons de nature expérimentale, 

il l'est aussi sur le plan moléculaire dans la mesure où le mécanisme d'expression de la 

MMP-9 est le même pour toutes les cellules stromales, et par conséquent, le 

mécanisme d'inhibition de la MMP-9 l'est aussi. Par ailleurs, la mesure de la 

transcription du gène de la MMP-9 par la technique du RT-PCR à l'avantage d'évaluer 
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la synthèse de la MMP-9 au niveau génétique, c'est-à-dire de mesurer l'expression du 

gène sans suivre la MMP-9 jusqu'à sa sécrétion dans le milieu. Bien que cette 

technique ne révèle pas la nature fonctionnelle de la MMP-9 dans le milieu, elle nous 

donne une bonne indication d'un effet inhibiteur éventuel des C.D. thymiques IDA3.1 

sur l'expression du gène de la MMP-9 dans les cellules stromales. Quoique 

l'expression de la MMP-9 soit peut-être un élément clef dans la prolifération des CL et 

dans l'augmentation de la taille de la tumeur, les C.D. thymiques 1DA3.1 ne semblent 

pas prévenir le lymphome thymique par un mécanisme impliquant la MMP-9. 

Pour éviter les difficultés de mesure de l'apoptose des CL in vivo et sachant que 

Aoudjit et al (1997) avaient déjà démontré que l'injection des CL 267 i.t. faisait 

apparaître les signes cliniques du lymphome après un certain temps, nous avons testé 

alors l'effet des C.D. thymiques IDA3.1 in vivo sur la vitesse d'apparition des signes 

cliniques et le taux de survie des souris injectées. Bien que les CL 267 étaient thymo­

indépendantes, nous voulions tester l'effet des C.D. thymiques 1DA3.1 sur la 

prolifération des CL 267 dans le micro-environnement thymique qui est un milieu 

permettant des contacts cellulaires intenses dans les trois dimensions. Si l'expérience 

était concluante, elle aurait indiqué que les CL étaient les cellules cibles en démontrant 

que les C.D. thymiques 1DA3.1 pouvait bloquer ou ralentir la prolifération des CL 267 

in vivo et que l'effet de prévention des C.D. thymiques 1DA3.1 était associé au micro­

environnement thymique. Au contraire, cette expérience a plutôt démontré que les 

C.D. thymiques 1DA3.1 n'interfèrent pas avec la vitesse à laquelle les signes cliniques 

du lymphome apparaissent suite à l'injection de CL 267, et par conséquent, les C.D. 

thymiques 1DA3.1 n'ont aucun effet sur la vitesse de prolifération et sur la mortalité 

des CL 267 in vivo. Ces résultats suggèrent que les C.D. thymiques 1DA3.1 

préviennent le développement du lymphome thymique en agissant avant l'apparition 

des CL, soit en éliminant les CPL, soit en bloquant ou en ralentissant la transformation 

des CPL en CL. Les C.D. thymiques 1DA3.1 agiraient donc sur les CPL pour prévenir 

le développement du lymphome thymique. 
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5.3 Les mécanismes possibles de prévention du lymphome 
thymique 

Après le régime d'irradiation lymphomagène, une faible proportion des thymocytes 

sont devenus des CPL qui subissent des réarrangements chromosomiques importants. 

L'élimination de ces cellules faite normalement par les C.D. thymiques (sélection 

négative) n'est plus possible puisqu'elles sont elles-mêmes sensibles aux irradiations. 

En effet, une seule irradiation de 300 rad diminue nettement la quantité des C.D. 

thymiques (Sprecher et al 1989, Roberts et al 1990). Elles ne sont donc plus en 

mesure d'éliminer les thymocytes, soit parce que le rapport entre le nombre de C.D. 

sur le nombre de thymocytes à éliminer est trop petit, soit parce qu'elles ont perdu des 

fonctions essentielles, soit parce qu'elles sont occupées à réparer leurs propres 

cassures chromosomiques. Cela laisse donc la voie libre aux CPL qui ont échappé à la 

mort cellulaire mais qui ont subi des réarrangements chromosomiques liés à leurs 

fonctions normales de contrôle de la division cellulaire, de se nicher anormalement 

dans le thymus pendant la période de latence, de se transformer et de proliférer en 

absence de C.D. pouvant bloquer leur évolution. Jusqu'à maintenant, nous ne 

disposons pas d'une technique pour isoler les CPL dans le but d'élucider les 

mécanismes d'interaction entre les C.D. thymiques 1DA3.1 et les CPL. À l'avenir, il 

faudra donc élaborer une approche pour évaluer l'effet des C.D. thymiques 1DA3.1 

sur des populations cellulaires en tenant compte que les jeunes CPL y sont incluses. 

Bien que le processus de différentiation des C.D. thymiques se fasse en absence de 

GM-CSF (Saunders et al 1996), il a été démontré que le nombre de C.D. thymiques 

augmente en présence de cette cytokine (Vremec et al 1997). La démonstration que 

les C.D. thymiques 1DA3.1 stimulées par le PMA expriment fortement le GM-CSF in 

vitro suggère que cette cytokine puisse jouer un rôle dans la prévention du lymphome 

thymique. Il est probable que par l'intermédiaire de signaux provenant des CPL ou du 

micro-environnement thymique irradié, ces C.D. thymiques 1DA3.1 induisent une 

augmentation du nombre de C.D. thymiques et/ou une réaction anti-tumorale en 

sécrétant cette cytokine dans le milieu. En utilisant la technique du RT-PCR, nous 
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avons fait des tentatives pour déterminer l'augmentation de l'expression du GM-CSF 

in vivo suite à l'injection de C.D. thymiques 1DA3.1 dans un thymus normal, mais les 

résultats des expériences n'étaient pas interprétables. En effet, nous n'avons pas de 

marqueur spécifique pour isoler les C.D. thymiques 1DA3.1 avant d'extraire l'ARN, 

par conséquent, l' ARN de ces cellules est dilué dans 1' ARN total, rendant ainsi 

l'augmentation de l'expression de GM-CSF très difficile à révéler in vivo. Le GM­

CSF peut être aussi impliqué dans la prévention en étant sécrété par les C.D. 

thymiques 1DA3.1 dans le thymus pour aller ensuite stimuler la M.O. à produire plus 

rapidement des cellules précurseures qui vont peupler le thymus et interférer avec la 

lymphomatogénèse. Jusqu'à maintenant, on ne sait toujours pas si les C.D. thymiques 

1DA3.1 expriment et/ou sécrètent le GM-CSF in vivo. 

Il est aussi probable que le mécanisme de prévention se fasse par des conctacts 

cellulaires impliquant les C.D. thymiques 1DA3.1. Premièrement, les C.D. thymiques 

1DA3.1 auraient pu induire l'apoptose chez les CL, mais des travaux in vitro ont 

démontré que ces cellules n'induisent pas une augmentation de l'apoptose chez les CL 

267 in vitro par rapport à leur niveau de base (Wood 1995). La détermination de 

l'effet des C.D. thymiques 1DA3.1 in vivo sur la quantité d'apoptose des CL 267 

injectées i.t. à des souris non-irradiées ou cette même expérience faite avec des souris 

irradiées pendant la période de latence aurait été trop difficile à maîtriser et ainsi 

difficile à interpréter à cause de la complexité du micro-environnement thymique. Ces 

deux expériences étaient difficilement réalisables en particulier à cause de deux 

facteurs limitants : 1) distinguer l'apoptose des CL de celle des thymocytes était 

difficile à cause du bruit de fond élevé produit par le grand nombre de thymocytes en 

apoptose qui ne sont pas des CL 2) plus particulièrement dans le cas des souris 

irradiées en période de latence, l'impossibilité de fixer un temps d'injection des C.D. 

thymiques 1DA3.1 propice pour mesurer leur effet sur l'apoptose des CL, puisque 

nous ne pouvions pas suivre la progression du développement du lymphome et ainsi 

déterminer a priori le moment de la transformation des CPL en CL pour en avoir en 

assez grand nombre afin de mesurer leur niveau d'apoptose. Pour l'instant, il est 

impossible de mesurer une augmentation de l'apoptose des CPL in vivo pendant la 
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période de latence pour les mêmes raisons mentionnées plus haut; il est aussi 

impossible de mesurer l'augmentation de l'apoptose in vitro chez les CPL en contact 

avec les C.D. thymiques 1DA3.1 puisque nous ne pouvons pas les identifier et/ou les 

isoler à l'aide d'un marqueur. Deuxièmement, le thymus est un organe lymphoïde 

dans lequel très peu de lymphocytes T matures activés recirculent (Agus et al 1991 ), 

cependant, il a été rapporté que les C.D. peuvent stimuler les lymphocytes 

cytotoxiques CD8+ en présentant des antigènes provenant de cellules apoptotiques 

dans la rate (Albert et al 1998). Il est par conséquent possible que le mécanisme de 

prévention passe par la présentation d'antigènes tumoraux par les C.D. thymiques 

1DA3.1 à des lymphocytes T matures activés qui demeureraient dans le thymus et 

agiraient sur les CPL présentes pendant la période de latence. 



CONCLUSION 
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Le but ultime de ces travaux était d'élucider le mécanisme de prévention du 

lymphome thymique par les C.D. thymiques 1DA3.1. Nous avons opté pour quatre 

approches différentes qui nous permettaient à la fois d'aborder la problématique du 

mécanisme de prévention sous des angles différents tout en restant près du modèle 

expérimental. 

Premièrement, nos travaux ont démontré que l'expression de l'antigène gp70 n'est 

pas significative pendant la période de latence, et par conséquent, cet antigène n'est 

pas un marqueur de CPL. Deuxièmement, nous avons été les premiers à suivre des 

profils antigéniques de cellules pendant la période de latence grâce à une nouvelle 

approche expérimentale, ce qui nous a permis de démontrer: 1) que l'induction de 

1' expression de 1' antigène TL à la surface des cellules durant la période de latence 

n'est pas une condition essentielle au développement du lymphome thymique radio­

induit, et donc, que cet antigène n'est pas un marqueur spécifique et fiable pour 

identifier et isoler les CPL 2) qu'il y a au moins deux profiles antigéniques qui 

caractérisent le développement du lymphome thymique. Troisièmement, en travaillant 

directement sur l'élucidation du mécanisme de prévention, nous avons utilisé deux 

approches expérimentales in vitro qui nous ont permis de démontrer que : a) les C.D. 

thymiques 1DA3.1 ne sécrètent pas d'agent soluble pouvant inhiber l'induction de 

l'expression de MMP-9 induit par les CL 267 dans les cellules stromales b) le contact 

cellulaire entre les C.D. thymiques 1DA3.1 et les CL 267 n'inhibe pas la sécrétion du 

facteur soluble responsable de l'induction de l'expression de MMP-9 dans les cellules 

stromales. Quatrièmement, nous avons démontré in vivo que les C.D. thymiques 

1DA3.1 n'avaient aucun effet sur la vitesse d'apparition des signes cliniques du 

lymphome et sur le taux de survie des souris injectées par ces cellules, et donc, aucun 

effet sur la vitesse de prolifération et sur la mortalité des CL 267. Cinquièmement, 

nous savons maintenant que les C.D. thymiques 1DA3.1 expriment fortement le GM­

CSF in vitro après avoir été stimulées par le PMA. Quoique 1 'expression de cette 

cytokine in vivo est toujours inconnue jusqu'à maintenant, ces résultats suggèrent 

qu'elle puisse jouer un rôle dans la prévention du lymphome thymique radio-induit par 

les C.D. thymiques 1DA3.1. 
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