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CELLULES CIBLES ET MICRO-ENVIRONNEMENT TISSULAIRE
DANS LE DEVELOPPEMENT DES LYMPHOMES THYMIQUES
CHEZ LA SOURIS : UN MODELE POUR L’ETUDE DU ROLE
DES FACTEURS DE I’HOTE DANS LA CANCEROGENESE

par
J. BONIVER (*) et M.P. DEFRESNE

INTRODUCTION.

La formation des cancers est le résultat d’une suite de phéno-
menes complexes. Des cellules précancéreuses « initiées » sous les
effets des agents cancérogénes progressent vers la cancérisation 4 la
faveur des effets promoteurs de facteurs endo- ou exogénes, tout
en répondant encore & des contraintes physiologiques. Les cellules
cancéreuses, quant 2 elles, échappent & toute régulation, sans
doute en raison d’une expression anormale de certains genes (les
proto-oncogeénes). dont les produits sont impliqués dans le contrdle
de la prolifération cellulaire.

Les phénomenes se produisant au cours de la phase précancé-
reuse ne sont pas encore parfaitement connus. En particulier, on
ignore comment les cellules précancéreuses sont progressivement
entrainées vers la transformation maligne irréversible.

LE MODELE.

H.S. Kaplan, 4 I'Université Stanford, a établi que des souris C57
BL/Ka, soumises & une irradiation corporelle totale fractionnée (a
savoir 4 X 1.75 Gy appliqués 3 une semaine d’intervalle), dévelop-
pent un lymphome aprés une période de latence de 6 a 12 mois.
L'incidence des tumeurs est de plus de 90 %. Tl s’agit de lym-
phomes lymphoblastiques prenant leur point de départ dans le thy-
mus. Plus tard, les cellules néoplasiques infiltrent les autres organes
lymphoides, les mcelles hématopotétiques et d’autres viscéres (pour
revue, Kaplan).

(*) Invité par le Bureau en vertu de Iarticle 84 du Reglement.
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Le développement de ces lymphomes radio-induits peut &tre
inhibé en greffant de la melle normale au cours des heures qui sui-
vent la derniére irradiation de 1.75 Gy.

LE SYSTHME TISSULAIRE OU SE DEROULE
LE PROCESSUS CANCEROGENE.

Le thymus est un des organes clés du systéme lymphoide. Il
regoit des précurseurs provenant de la melle hématopoi€tique
(« prothymocytes ») qui deviennent des lymphoblastes, se multi-
plient et donnent naissance a de petits lymphocytes (« thymocy-
tes »). Au cours de son passage dans le thymus, le lymphocyte
acquiert tous les attributs du lymphocyte T mir, qui lui permettra,
aprés avoir migré vers la périphérie, de répondre 4 des stimulations
antigéniques spécifiques.

La prolifération et la différenciation des lymphocytes dans le
thymus paraissent dirigées par des cellules épithéliales ou dendriti-
ques qui composent le micro-environnement thymique.

Ces différents composants du thymus peuvent étre aisément défi-
nis grice 4 I’emploi d’une batterie d’anticorps monoclonaux, par
cytofluorimétrie et immunchistologie, ainsi que par I'étude de cel-
lules thymiques isolées in viiro.

LES CELLULES CIBLES.

La localisation préférentielle des lymphomes au sein du thymus
parait liée & la présence de cellules particuliérement sensibles aux
effets des radiations ou de rétrovirus (« celtules cibles »). Ainsi a-t-
on démontré, par des études morphologiques, que les lymphoblas-
tes du cortex thymique sont les plus modifiés au cours de la période
précancéreuse (Kaplan et Brown; Boniver, Simar, Courtoy, Betz;
Decleve, Travis, Weissman, Lieberman, Kaplan). Par des recher-
ches in vitro, nous avons montré que ces lymphoblastes sont les
cellules thymigues les plus sensibles 2 linfection par un rétrovirus
inducteur de lymphomes thymiques (Boeniver, Decleve, Honsik,
Lieberman, Kaplan).

Ces cellules cibles donnent rapidement naissance & des « cellules
potentiellement cancéreuses », nommées préleucémiques dans ce
systéme expérimental. Ces cellules ont d’abord été décrites par
Haran Ghera. Pour notre part, nous avons précisé leur cinétique
d’apparition chez les animaux irradiés. Nous avons constaté leur
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présence dés le 2° jour qui suit lirradiation (Boniver, Decleve,
Lieberman, Honsik, Travis, Kaplan; Defresne, Greimers, Le-
naerts, Boniver).

La méthodologie utilisée fait appel 4 un test de transplantation in
vivo : les cellules prélevées chez les souris irradiées sont inoculées a
des animaux receveurs légérement différents; si I'inoculat donne
naissance a un lymphome, on conclut qu'il contenait des cellules
préleucémiques.

Ce test a permis de démontrer une différence fondamentale
entre les cellules préleucémiques et les cellules des lymphomes. Les
premiéres ne donnent un Ilymphome que plusieurs mois aprés leur
inoculation, alors que les secondes forment un volumineux lym-
phome chez le receveur aprés 2 ou 3 semaines {Boniver, Decleve,
Lieberman, Honsik, Travis, Kaplan). En outre, les cellules préleu-
cémiques ne peuvent donner une tumeur gue chez les animaux por-
teurs d’un thymus. Lorsqu’elles sont inoculées a des souris thymec-
tomisées, clles n'ont aucun effet. A linverse, les cellules des
Iymphomes donnent toujours naissance i une tumeur, que les ani-
maux receveurs aient été préalablement thymectomisés ou non
(Boniver, Decleve, Lieberman, Honsik, Travis, Kaplan; Defresne,
Greimers, Lenaerts, Boniver).

Ainsi, les cellules préleucémiques sont encore manifestement
sensibles 4 des influences du micro-environnement thymique au
cours de leur évolution vers la cancérisation.

LE THYMUS EN VOIE DE CANCERISATION.

L’apparition de cellules préleucémiques n’est pas la seule modifi-
cation' observée dans le thymus précancéreux. A premiére vue,
I'organe-n’est guere altéré. Pourtant, I'étude des sous-populations
thymocytaires indique de profonds remaniements de la production
des lymphocytes T. Le plus souvent, une raréfaction des thymo-
cytes corticaux est observée (Rongy, Greimers, Defresne, Boni-
ver). Ceci pourrait étre mis en rapport avec une altération des
prothymocytes de la meelle vers le thymus. Aprés irradiation frac-
tionnée, cette population est en effet fortement affaiblie (Boniver,
Decleve, Lieberman, Honsik, Travis, Kaplan; Van Bekkum,
Boersma, Eliason, Kraan; Pazmino, McEwan, Thle). Des remanie-
ments du micro-environnement thymique pourraient également
influer sur la lymphopoiése. Nous avons démontré des lésions
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profondes d’un de ses composants épithéliaux principaux : la « cel-
lule nurse ». Rappelons que cette cellule, localisée principalement
dans le cortex externe, joue un réle important dans la lympho-
poigse. Enserrant des thymocytes dans ses prolongements cytoplas-
miques, elle leur donne des signaux qui, quoique encore mal
connus, activent leur-prolifération et leur différenciation (Wekerle,
Ketehen, Ernst; Houben-Defresne, Varlet, Goffinet, Boniver).

Chez P'animal rendu précancéreux par une irradiation fraction-
née, les cellules épithéliales thymiques perdent leur capacité a for-
mer des complexes de type « nurse » avec les thymocytes. Ceci
s’observe in vitro (Defresne, Greimers, Lenaerts, Boniver) et in
vitro (Defresne, Rongy, Boniver).

Nous pensons que cette altération des cellules épithéliales par un
mécanisme encore mal connu est fondamentalement liée au proces-
sus cancérogéne. Nous 'observons en effet chaque fois, et seule-
ment dans le cas oll un traitement exogéne (radiations, rétrovirus,
substances chimiques) aboutit 2 la formation d’un lymphome
(Houben-Defresne, Boniver; Seidel, Defresne, Boniver, en prépa-
ration). En outre, lorsque 'on prévient le développement des lym-
phomes radio-induits par une greffe de mcelle, nous verrons que
I'on constate une restauration compléte des cellules nurses.

A ce jour, nous ignorons encore les relations exactes entre cellu-
les préleucémiques et ces cellules épithéliales particuliéres. Les
populations lymphoides et le micro-environnement du thymus au
sein duquel les cellules prélencémiques évoluent sont donc forte-
ment altérés au cours de la période de latence prélymphomateuse.

LES CELLULES LYMPHOMATEUSES.

Les tumeurs thymiques une fois développées sont formées sur-
tout de lymphoblastes, morphologiquement analogues 4 ceux du
cortex thymique normal. Leur analyse phénotypique montre une
diversité de Pexpression des multiples antigénes thymocytaires.
Flusieurs interprétations ont été données a ces observations, mais
peu d’entre elles sont vraiment convaincantes (Hooghe, Boniver).

Diverses recherches indiquent clairement que ’expression de
certains proto-oncogénes, tels que le myc ou ceux de la famille ras,
est accrue dans les lymphomes thymiques. Ces génes sont souvent
mutés ou réarrangés (Guerrero, Villasante, Corees, Pellicer). On
ignore encore a4 quel moment de la cancérogenése se produisent ces
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altérations géniques, ni quel rdle elles jouent vraiment dans la
transformation lymphomateuse. Nous avons entrepris des recher-
ches pour répondre & ces questions, en collaboration avec R. Gol-
Winkler (U. Lg) et M. Janowski (Centre d’étude nucléaire, Mol).

Pour étre complet, mentionnons qu'une trisomie du chromo-
some 15 est souvent observée dans les lymphomes thymiques. La
nature monoclonale de la tumeur, souvent suggérée sur la base de
ceite observation et d’autres données moléculaires, est remise en
guestion par d’autres chercheurs,

LE ROLE PROTECTEUR D'UNE GREFFE DE M(ELLE.

Kaplan, Brown et Paull ont démontré qu'une greffe de meelle
hématopoiétique normale, réalisée trés t6t aprés lirradiation
fractionnée, prévient le développement des lymphomes.

Or, nous avons constaté que dans ces circonstances, des cellules
préleucémiques sont décelées au sein du thymus. Ce phénomene
n’est toutefois que transitoire puisque, aprés quelques semaines,
aucune cellule de ce type n’est encore détectée (Defresne, Grei-
mers, Lenaerts, Boniver).

La disparition des cellules préleucémiques expliqne sans aucun
doute l'inhibition du développement des lymphomes radio-induits
par la greffe de meelle. Mais comment cette greffe entraine-t-elle
Iélimination des cellules précancéreuses? — Le traitement restaure
plusieurs parametres qui sont altérés par l'irradiation fractionnée.
Aussi, le thymus est repeuplé par des cellules dérivées du greffon et
ses sous-populations redeviennent analognes 4 celles des animaux
témoins. Le micro-environnement thymique, ainsi qu’en témoigne
I'analyse des cellules nurses, est également régénéré.

Sur la base de quelques données récentes, nous pensons que la
restauration du micro-environnement est I’élément le plus impor-
tant pour la prévention des lymphomes, et non pas le repeuplement
lymphoide global. Tl est possible que le micro-environnement res-
tauré facilite la régénération de cellules lymphoides a activité
cytotoxique qui pourraient détruire les cellules préleucémiques.

Nous cherchons 4 déterminer de maniére plus précise la nature
de ces phénomeénes. Dans ce but, nous essayons actucllement de
remplacer la greffe de meelle par des traitements (interféron
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gamma, {umor necrosis factor) qui agissent sur le micro-environne-
ment thymique, ou qui peuvent se substituer & ses fonctions norma-
les.

CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES.

Ce modele expérimental permet d’analyser les facteurs facilitant
ou empéchant ’évolution de cellules précancéreuses vers la trans-
formation maligne irréversible. 11 met en valeur le role des micro-
environnements tissulaires dans cette perspective. Il offre la possi-
bilité de réaliser des manipulations biologiques visant & éliminer,
d'une fagon quasi physiologique, les cellules précancéreuses.

RESUME.

Les lymphemes thymiques induits par irradiation chez la souris permettent d’étu-
dier les influences endogénes qui contribuent au processus de cancérisation, Trés t6t
aprés le traitement, des cellules précancéreuses apparaissent dans le thymus. Le
micro-environnement de cet organe est nécessaire 4 leur évolution vers le cancer.
En outre, certains de ses composants sont altérés de facon irréversible pendant la
période de latence précancéreuse. Ce phénoméne est indispensable & la formation
des tumeurs. Une greffe de meelle hématopoiétique aprés Pirradiation inhibe la
formation des umeurs. Toutefois, cette greffe ne prévient pas ’apparition des cellu-
les précancéreuses. Celles-ci sont éliminées aprés quelques semaines, simultané-
ment & une restauration du micro-environnement thymique.

SUMMARY.

Radiation-induced thymic lymphomas in mice allow to study the endogenous
influences, which contribute to the oncogenic process. Soon after irradiation,
preneoplastic cells appear in the thymus. They require thymic microenvironment for
progression to cancer. Some components of this environment are altered in an
irroversible way during the prelymphomatous latent period. This phenomenon
seems to play a critical role for lymphoma development. The graft does not inhibit
the emergence of preneoplastic cells. However, these cells disappear after a few
weeks, when thymic microenvironment is restored.
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Discussion

M. P. Dustin. — Vous avez parlé dans vos recherches si intéres-
santes, d’une cancérisation expérimentale par rétrovirus. Dans les
expériences ol vous inhibez I'apparition de tumeurs malignes, que
devient le virus? Demeure-t-il présent sous une forme inactive?

M. J. Boniver. — L’inoculation du virus des radioleucoses
(RadLV) entraine effectivement le développement de lymphomes
thymiques. Jusqu’a présent, ni une greffe de meelle, ni des injec-
tions de cytokines ne permettent d’inhiber la formation des
tumeurs. Ceci est sans doute dt & I'impossibilité d’éliminer le virus
sous sa forme active.

M. A. Govaerts. — Je tiens & féliciter M. Boniver pour la qualité
de son travail expérimental, ainsi que pour la précision et la clarté
de son exposé.

Dans une étude de la transformation cancéreuse de lignées fibro-
blastiques humaines in vitro, j’ai observé que la premiére anomalie
perceptibie est une hétéroploidie des cellules qu’il appelle précan-
céreuses, accompagnée d'une lyse importante correspondant 2 la
réduction de leur nombre. Une analyse cytogénétique attentive et
répélée ne serait-elle pas un élément d’appréciation important dans
votre modéle expérimental?
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M. J. Boniver. — Des analyses cytogénétiques ont démoniré une
trisomie du 15 dans de nombreux lymphomes. Toutefois, jusqu’a
présent, aucune anomalie chromosomique spécifique n’a 6té€ déce-
lée de facon teproductible pendant la cancérogenése, en relation
avec l'apparition des cellules préleucémiques. Ce résultat négatif
peut étre di au trés faible nombre de ces cellules précancéreuses.
Des études plus approfondies devraient étre réalisées dans cette
direction.

M. H. Van Cauwenberge. — Je félicite trés vivement M. Boniver
pour son excellent exposé et pour I'intérét des données qu’il nous a
aujourd’hui présentées. Je souhaiterais poser deux questions :

Si j’ai bien compris le résultat de ses travaux, il n’observe pas
d’effets bénéfiques de I'interféron. Il a utilisé I'interféron gamma.
A-t-il également utilisé d’autres types d'interféron et, si oui,
observe-t-il des différences et lesquelles?

M. Boniver reléve un effet favorable lors de 'administration du
« tumor necrosis factor », alors que, lorsqu’il associe ce dernier a
I'interféron, cette addition parait plutdt défavorable. Les données
statistiques sont-elles suffisantes pour tirer cette conclusion?

M. J. Boniver. — Nous n’avons pas utilisé d’autres types d’inter-
féron, car seul I'interféron gamma est actuellement a notre disposi-
tion.

Les résultats cités quant aux effets du « tumor necrosis factor »
(TNF) et de linterféron gamma sont encore préliminaires ct ne
peuvent donc actuellement fairc I'objet d’unc étude statistique.
Comme je ’ai montré sur les courbes de survie, les animaux ayant
survécu aux effets toxiques du TNF n’ont pas développé de lym-
phomes. Ceux qui ont regu en outre de Pinterféron gamma ont pré-
senté une mortalité moindre par toxicité. Certains ont développé
un lymphome et d’autres ont été protégés. Une étude plus exten-
sive est en cours.

M M. Reginster. — Avez-vous examiné une action éventuelie du
TNF sur les macrophages?

M. J. Boniver. — En fait, on admet actucllement que le TNF est
produit par des macrophages. Nous avons l'intention de rechercher
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si les macrophages du thymus sont également capables d’en synthé-
tiser et 8’ils sont modifiés par les effets de cette cytokine.

M. J. Lecomte. — Je souhaiterais obtenir de M. Boniver quel-
ques explications complémentaires.

Comment s’exprime la toxicité aigué du TNF chez la souris? Que
sait-on des mécanismes par lesquels le TNF induit la disparition des
tumeurs? Y a-t-il une, ou des relations entre les processus qui expli-
quent la toxicité directe, pharmacologique et ceux qui rendent
compte des effets nécrosants spécifiques?

M. J. Boniver. — La toxicité aigué du TNF s’exprime par une
€lévation marquée de la température et un état de choc. Anatomi-
quement, on constate des 1ésions endothéliales et des microhémor-
ragics diffuses.

Les mécanismes d’action antitumorale du TNP paraissent multi-
ples. Un premier effet serait d’ordre ischémique, le TNF présen-
tant une action toxique particuliérement marquée sur I'endothé-
lium des vaisseaux intra-tumoraux. Un deuxiéme effet serait direct,
de cytotoxicité directe contre les cellules tumorales. En outre, il est
possible que le TNF active d’autres mécanismes immunologiques
antitumoraux.

Enfin, on peut dire qu'il n’y a pas de relation simple entre la
sensibilité des cellules tumorales traitées in vifro par le TNF et
I’action nécrosante du TNF sur une tumeur implantée in vivo.
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