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Summary, — In C57BL/Ka mice, irradiated with 4 weekly Xoray
doses of 1,75 Gy, the phenotype of thymocyte populations was ana-
lyzed with monoclonal antibodies, lectins and flow cytometry.

Four successive phases were defined: a) early after irradiation, a
depletion of radiosensitive cortical thymocytes with a relative
enrichment for radioresistant medullary type cells; b) a regeneration
phase, during which thymoeytes express the cortical immature pheno-
type; c) a third period, with a relative increase of a population with
meduliary phenotype; d} a late phsdse, during which thymocytes with
the same phenotype as lymphoma cells accumulate.

Résumé. — Chez la Sowris qui suhit une irradiation fractionnée,
nous avons analysé le phénotype des sous-populations thymocytaires
au cours de la période préleucémique, a I'aide d’anticorps mono-
clonaux, de lectines ct de la cytofluorimétrie de flux.

Quatre phases successives ont ¢té définies : a) trés tét aprés Pirradia-
tion, une raréfaction des thymocytes corticaux et un enrichissement
relatif en thymocytes médullaires; b) une deuxidme phase au cours de
Iaquelle se produit une régénération partielle; <) une troisidme période
pendant laquelle le thymus présente un enrichissement relatif des
thymocytes médullaires; d} une phase tardive oll s’accumulent des
cellules présentant le phénotype des cellules lymphomatenses.

Une irradiation corporelle totale fractionnée (4 x 1,75 Gy & une
scmaine d’intervalle) indait la formation de lymphomes thymiques
chez plus de 90 77 des souris C57BL/Ka traitées de cette fagon (1).
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Le développement des tumeurs est précédé de lapparition, dans le
thymus, de cellules potentiellement néoplasiques, dénommées cellules
préleucémiques (2). Ces éléments sont détectés trés tot apres irradia-
tion fractionnée dés le deuxiéme jour (Houben-Defresne et coll., en
préparation).

De profondes altérations des éléments impliqués dans la lympho-
poigse thymique sont observées au cours de la période préleucémique.
Ainsi, la régénération du thymus suit un mode biphasique lié¢ aux
altérations radio-induites des relations entre la mcelle et le thymus (3).
Le compartiment des prothymocytes de la mcelle hématopoictique
est fortement endommagé @ ainsi en témoigne la disparition quasi
compléte de I'enzyme déoxynucléotidyl transférase terminale (Tdt) et
de TPactivité prothymocytaire aprés Uirradiation fractionnée (2, 4, 5).
Au niveau du thymus, le micro-environnement lui-méme est altéré, ce
gui se traduit par la disparition des complexes lympho-epithéliaux
(dénommés cellules nurses thymiques) impliqués dans les premiers sta-
des de la lymphopoiése (6).

On peut se demander si ces modifications s’accompagnent d’altéra-
tions des sous-populations thymocytaires, qui dérivent des précurseurs
prothymocytaires de la moelle hématopoiétique et se différencient aun
contact du micro-environnement thymigue.

Dans ce travail, nous avons étudié, par cytofluorimétrie de flux,
ces sous-populations chez des animaux traités par irradiation frac-
tionnée en les marquant par des anticorps monoclonaux et des lectines.

Animaux, matériel et méthodes. — Des souris C5TBL/Ka des deux
sexes, provenant du Département de Radiobiologie de I"Université
Stanford et produites dans notre élevage, regoivent, & I'ige de 30 a
37 jours, quatre irradiations corporelles totales de 1,75 Gy chacune,
4 une semaine d’intervalle (1). Les irradiations sont effectuées a I’aide
d’un appareil Stabilivolt Siemens (conditions : 190 kV; 18 mA; filtre
Cu : 0,5 mm; D. F. : 35 cm).

Les animaux sont sacrifiés par groupes de cing aux jours 2, 9,
15, 30, 46, 60, 74, 91 et 106 aprés la derniére dose d’irradiation.
Trois animaux témoins, de méme souche et de méme Age, sont utilisés
4 ces mémes délais.

MISE EN EVIDENCE DES ANTIGENES MEMBRANAIRES. — Le thymus est
prélevé, pasé et mis en suspension dans du milieu de culture complet
(RPMI 1640, additionné de 10 p. 100 de sérum de veau feetal décom-
plémenté, de 1 p. 100 de pyruvate de sodium, de | p. 100 d’acides ami-
nés non essentiels et de 30 U. 1. de pénicilline/m!). La mise en évidence des
antigénes membranaires a été réalisée en suivant un procédé antérieure-
ment décrit (7). Les anticorps monoclonaux couplés a Iisothiocyanate
de fluorescéine : anti-Thy-1.2, anti-Lyt-1, anti-Lyt-2 (Becton Dickin-
son, Mountain View, U.S. A} ont été utilisés. Une lectine extraite
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d’arachide PNA (Peanut agglutinin) couplée & Iisothiocyanate de
fluorescéine (Sigma, Belgique) a également été employée.

Les cellules sont analysées 4 l’aide d’un cytofluorimétre de flux
{FACS 1V, Becton Dickinson, Sunnyvale, U. S. A.). La calibration de
Pappareil a été réalisée avec des hématies de Poulet fixées au glutar-
aldéhyde (8).

Résultats, — Le tableau I montre une réduction significative du
poids du thymus au cours des six premiéres semaines aprés irradia-
tion. Ensuite le poids du thymus augmente pregressivement.

TansLEau I. — Evolution du poids du thymus (mg)
aprés l'irradiation fractionnée (4 x [,75 Gy).

MNombre de jours aprés la quatrigme irradiation

2 9 14 30 46 G0 74 91 106

Témoins 48,1 47,1 358 54,1 497 464 35 38 33,2

Irradiés 11,5 266 257 2474 34,1 36,6 40,8 293 515
* * # *

*

* 1 différence significative.

Comme le montre le tableau II, le pourcentage de cellules marquées
par l'anticorps anti-Thy-1.2 n’est pas significativement différent chez
les animaux traités et chez les témoins.

Au deuxiéme jour aprés Dirradiation, les cellules marquées par
I'anticorps anti-Lyt-1 sont proportionnellement plus nombreuses. Plus
tard, aucune différence significative ne peut tre ccnstatée jusqu’au
74 jour; ensuite le pourcentage de cellules positives augmente rapide-
ment.

La population marquée par ’anticorps anti-Lyt-2 est fortement dimi-
nuée au deuxiéme jour puis du 30° au 74° jour; ainsi, au 30° jour,
elle ne représente que 30 ¥ de la valeur témoin. Ensuite, le pourcentage
de cellules exprimant ’antigéne Lyt-2 se rétablit pregressivement et
rejoint les valeurs normales au 91¢ jour.

L’évolution des thymocytes qui fixent la lectine PNA suit celle
observée avec i’anticorps anti-Lyt-2 jusqu’au 74° jour; aucun retour
aux valeurs normales n’a toutefois été observé au cours de la période
d’observation.

Discussion. — Les modifications du phénotype des thymocytes
observées indiquent des remaniements des scus-populations thymocy-
taires au cours de la période préleucémigue.
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TasLeau 1. — Bvolution du pourcentage de thymocytes marqués par les anticorps
anti-Thy-1.2, anti-Lyt-1, anti-Lyt-2 et par Ia lectine PNA aprés DPirradiation frac-
tionnée.

Nombre de jours aprés la quatridéme irradiation

2 9 14 30 46 60 14 9l 106

Thy-1.2 T 98,6 983 50,1 833 948 978 964 97 97,4
4Rx 88,6 98 955 92,7 94,2 94,4 934 967 93,1

Lyt-1 T 524 $95 40 463 82,6 SI,3 553 462 S84
4Rx 832 534 384 527 765 668 704 951 92
+ + o+ o+

Lyt.2 T 834 91 65 798 91,5 8 842 77,6 82,4

4Rx 363 926 708 22 394 506 49 76 65
+ + o+ o+ 4+

PNA T 6,1 961 722 796 892 744 889 893 NT
4Rx 298 962 69,4 522 764 439 474 683 NT
+ -+ -+ + + +

+ : Différence significative par un test du 2
NT : Non testé.

T : Groupe des animaux témoins.

4Rx : Groupe des animaux irradiés (4 > 1,75 Gy).

Avant d’interpréter nos résultats, rappelons briévement que, dans le
thymus normal, 85 %/ des cellules lymphoides sont lecalisées dans le
cortex; ces cellules expriment toutes les antigénes Thy-1.2, Lyt-l,
Lyt-2 et portent des récepteurs pour la PNA. Les thymocytes de la
région médullaire qui ne possédent pas de récepteurs pour la PNA
se répartissent eux-mémes en deux groupes; le premier, qui représente
65 %, d’entre eux (ou 10 % de I'ensemble des thymceytes), est formé
de cellules porteuses des antigénes Thy-1.2 et Lyt-1; le second contient
des thymocytes exprimant les antigénes Thy-1.2, Lyt-1, Lyt-2 (pour
revue : 9).

Ceci nous permet de délimiter quatre phases au cours de la péricde
préleucémique.

Trés tdt aprés la derniére irradiation, 3 un moment ol le thymus
est fortement atrophique, on constate wne réduction trés importante du
pourcentage de celiules porteuses de P’antigéne Lyt-2 et de récepteurs
pour fa PNA; simultanément, le pourcentage de cellules exprimant
I'antigéne Lyt-1 augmente; ceci indique un enrichissement relatif en
thymocytes médullaires secondaires a Peffet destruvctif des radiations
sur les thymocytes corticaux qui sont trés radiosensibles.
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Une deuxiéme période s’étend jusqu’au 14° jour; on y observe un
phénotype comparable 4 celui des témoins, ce qui suggére que la
régéncration s’effectue griace a la prolifération des thymocytes corti-
caux {10).

Au cours d’une troisi¢me phase, la population cellulaire & phénotype
de type médullaire prédomine. En effet, le pourcentage de cellules
Lyt-1 +, 2 ~ {estimé par soustraction du pourcentage de celiules Lyt-2*
du pourcentage de lymphocytes Thy-1.2%) atteint plus de 50 2.

Comme le poids du thymus est réduit, cette augmentation de la
population de type médullaire refléte sans doute essentiellement la
déplétion de la population corticale (Lyt-1*.2%). Ceci est sans doute 2
mettre en rapport avec la raréfaction durable des prothymocytes de la
moelle hématopoiétique suite & irradiation fractionnée (2, 3, 6), qui ne
peuvent pas repeupler efficacement le cortex thymique.

Enfin, une derniére péricde débute quatre mois aprés Virradiation
fractionnée. Des cellules & phénotype cortical (Lyt-1*.2%) s’accumulent
apparemment dans le thymus. Ce phénotype est voisin de celui des
cellules lymphomateuses (11 et nous-mémes, résultats non publids).
On peut penser que cetie phase traduit la cancérisation du thymus.

En conclusion, nos observations indiguent que les sous-populations
lymphoides du thymus préleucémique présentent des modifications
profondes; celles-ci paraissent en rapport avec les effets de I’irradia-
tion elle-méme et le phénomeéne de cancérisation. Des études ultéricures
devront définir les relations entre ces sous-populations et les cellules
préleucémiques évoluant vers la cancérisation définitive (*).
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