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Sunumary. — The repopulation of thymus inoculated with radiation-
induced preleukemia cells was studied in 400 R frradiated mice grafted
with normal bone marrow cells.

These marrow cells gave rise to an actively regenerating thymic pro-
geny, as well as in 400 R treated mice receiving only a bone marrow
graft,

Moreover, the marrow graft did not prevent the progression of
inoculated preleukemic cells towards lymphoma growth.

Résumé. — Nous avons &tudié le repeuplement de thymus dans
lesquels ont été injectés des thymocytes préleucémiques radio-induits
par des cellules médullaires normales. Nos résulfats indiquent que la
présence de cellules préleucémiques n’inhibe pas la migration des pro-
thymocytes vers le thymus ni la prolifération intrathymique des
précurseurs. De plus, une telle greffe de moelle, réalisée simultanément
avec 'injection des cellules préleucémiques, n’exerce aucun effet protec-
teur contre le développement des lymphomes.

Une irradiation corporelle totale fractionnée en quatre doses de
175 R, chacune appliguée 4 sept jours d’intervalle, induit la formation
de lymphomes thymiques chez la Souris C57BL/Ka (1). Le développement
de ces tumeurs est précédé de ’apparition de cellules potentiellement
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néoplasiques dénommées « cellules préleucémiques » (CPL) et détectées
dés le deuxiéme jour aprés la quatriéme irradiation.

Une greffe de moelle normale réalisée dans les heures gui suivent
la quatriéme irradiation empéche Papparition des lymphomes (2, 3)
selon un mécanisme encore mal connu. On sait qu'une telle greffe
repeuple les thymus irradiés (3); elle n’empéche pas Iinduction des
CPL (4) mais, an cours du deuxiéme mois, ces derniéres disparais-
sent (5).

Par contre, lorsque Ia greffe de moelle est réalisée plus tardivement,
les thymus ne sont pas repeuplés (3) et les lymphomes se développent.

On a pense pendant longtemps que le repeuplement du thymus
par les précurseurs médullaires gleffes était responsable de la protection
contre les lymphomes.

Ces données hous ont amené & rechercher pourquoi les thymus irradiés
4 dose leucémogéne ne sont pas repeuplés par des cellules médullaires
greffées tardivement. Dans ce travail, nous avons étudié le repeuplement
thymique et I'incidence des lymphomes chez des animaux qui ont requ
une inoculation de CPL,

Amimaux, matériel et méthodes. — Des souris C57BL{Ka des deux
sexes provenant du dépariement de Radiobiologie de I'Université
Stanford (U. 8. A.) et produites dans notre élevage sont utilisées,
L’antigéne Thy-1.2 est exprimé sur la membrane des thymocytes de
ces souris. Les souris C57BL/Ka congéniques, dénommées BL-1.1,
ont également été utilisées : elles sont porteuses du locus controlant
Pexpression de I’antigéne Thy-1.1.

CONDITIONS D' IRRADIATION. — Les irradiations sont effectuées 3 1"aide
d’un appareil Stabilivolt Siemens dans les conditions suivantes : 190 KV;
18 mA; filtre Cu 0,5 mm; D. F. : 35 cm; débit de dose : 160 R/min.
Les animaux donneurs de CPL recoivent une irradiation fractionnée
en quatre doses de 175 R alors que les animaux receveurs sont irradiés
4400 R,

INJBCTIONS DE CELLULES PRELEUCEMIQUES ET GREFFE DE MOBLLE. — Dans
Ia premiére expérience, réalisée afin d’étudier le repeuplement du thymus
par des cellules médullaires grefiées aprés une injection intrathymique
de CPL, des animaux receveurs du type Ka (Thy-1.2) irradiés 4 la dose
de 400 R regoivent une greffe de 5 x 10° CPL provenant de souris
également de type Ka qui ont été irradiées & dose leucémogéne et une
greffe de 10 % 10° cellules médullaires normales prélevées chez des souris
BL-1.1 {Thy-1.1). A titre de témoins, un premier groupe d’animaux
regoit uniquement une greffe de 10 x 10° cellules médullaires normales et
un second est inoculé de 5 x 10° cellules thymiques normales et greffé
de 10 % 10% cellules médullaires normales.

Dans la seconde expérience, destinée 3 analyser le role protecteur
d’'une greffe de moelle chez des animaux qui regoivent une injection
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de cellules préleucémiques, seuls les animaux donneurs de cellules
prélencémiques sont du type Ka (Thy-1.2), les animaux receveurs et la
moelle greffée sont tous deux de type BL-1.1 (Thy-1.1). Un premier groupe
de souris ayant recu uniquement une inoculation de CPL et un second
qui a éé simultanément grefié avec des cellules médullaires normales
sont conservés jusqu’a ce que des lymphomes apparaissent. Leur origine
est déterminée 3 'aide d’anticorps dirigés contre les antigénes Thy-}.1
et Thy-1.2.

MISE EN EVIDENCE DES ANTIGENES MEMBRANAIRES Thy-1.1 et Thy-1.2, —
Le thymus est prélevé et mis en suspension dans du milieu de culture
complet. Les cellules sont incubées avec des anticorps monoclonaux
anti-Thy-1.1 (clone HO-22-1, Marshak-Rothstein et coll., 1979) ou anti-
Thy-1.2 (clone HO-13-49, Ledbetter et Herzenberg, 1979), puis avec un
anticorps anti-IgM de Souris couplé & I'isothiocyanate de fluorescéine
(FITC) (Nordic, Leuven) selon un procédé déerit antérieurement (6).

ANALYSE CYTOFLUORIMETRIQUE (7). — L’analyse des ceilules est réalisée
4 1'aide d’un cytofluorimétre de flux FACS IV (Becton Dickinson)

équipé d’un laser 3 argon utilisé dans les conditions suivantes
puissance 200 mW, longuenr d’onde d’excitation 488 nm,

Résultats. — 1. INFLUENCE D’UNE INJECTION DE CELLULES PRELEUCE-
MIQUES SUR LE REPEUPLEMENT DU THYMUS PAR LES CELLULES MEDULLAIRES
NORMALES. — Comme le montre le Tablean I, le repeuplement par les
cellules médullaires normales greffées suit la méme cinétique, qu’il v ait cu
ou non inoculation de cellules préleucémiques.

Nous constatons, du 18° au 21° jour apres les injections, une augmenta-
tion progressive du pourcentage de cellules exprimani des antigénes

TasLEau I. — Evolution du pourcentage de thymocytes marqués par les anticorps
anti-Thy-1.1 et anti-Thy-1.2. Le repeuplement par les celfules médullaires greffées
correspond an pourcentage de cellules marquées par Panticorps anti-Thy-1.1.

Jours aprés les injections

Groupe (@ 18 21 28 52
Thy-1.1 (BM) 51,5 93,0 79,2 11,0
(CN '+ BM) 11,5 72,6 88,5 78,2
(PLC -+ BM) 16,1 81,7 81,4 83,3
Thy-1.2 (BM) 39,0 5,1 7.8 NT (&
(CN + BM) 54,0 22,4 1,7 NT
(PLC 4 BM) 74,3 14,6 14,5 NT

(a) BM : injection de 107 celtules médullaires normales; CN : injection de 5 x 10°
thymocytes normaux; PLC : injection de 5 X 10* thymocytes préleucémiques,
(6) NT : non testé,
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Thy-1.1 qui proviennent des cellules médullaires greffées. Ce pourcentage
de cellules marquées semble diminuer légérement par la suite,

1I. INFLUENCE D'UNE GREFFE DE MOELLE SUR LE DEVELOPPEMENT DE
LYMPHOMES AU $EIN DE THYMUS AYANT REGCU UNE INJECTION DE CELLULES
PRELEUCEMIQUES. — Aptés une période de latence de 250 jours, les
animaux ayant requ une irradiation fractionnée présentent dans 81 77 des
cas des lymphomes thymiques.

Dans le groupe d’animaux ayant regu une injection de cellules pré-
leucémiques prélevées 10 jours aprés les irradiations, six souris sur sept
ont développé un lymphome thymique en 200 jours : cing étaient du
type donneur, le dernier du groupe receveur.

Si les animanx regoivent en plus une greffe de moelle normale, on
observe le développement d’un lymphome thymique dans 8 cas sur
18 : I'une de ces tumeurs était du groupe donneur, une aulre était
de type receveur; six des lymphomes ont été découverts & I'autopsie
et leur phénotype n’a pu étre établi en raison de l'autolyse cellulaire,

Des résultats semblables furent observés lors de I'inoculation de
cellules préleucémiques prélevées 15 ou 30 jours aprés la quatriéme
irradiation (Tableau II). Dans tous les cas, des tumeurs dérivées des
CPL se sont développées que fes animaux aient regu ou non une greffe de
cellules médullaires normales.

Tapieau 11, — Fréquence des lymphomes thymigues observés.

Phénotype des tumeurs

Non Nombre total ~ Période

Donneur Receveur testé d’animaux (jours)
PLC (10) 5 1 0 7 200
PLC(10) + BM 1 1 6 18 200
PLC (15) 3 I 1 10 235
PLC(15) + BM i 0 1 14 235
PLC(30) 6 0 0 11 220
PLC (30) -+ BM 3 3 0 17 229

PLC : inocunlation de thymocytes préleucémiques; (10), (15), (30) : moment (en
jours) du prélévement des cellules prélencémiques aprés la quairiéme irradiation.
BM : greffe de 107 cellules médullaires normales.

Discussion. — WNos expériences montrent que le repeuplement du
thymus par des cellules médullaires normales a lieu aussi bien chez des
animaux normaux que chez ceux qui ont regu une inoculation de cellules
préleucémigues. Les thymocytes provenant de la moelle greffée sont
détectés vers le 15° jour suivant I’injection; leur pourcentage atteint vers
le 25° jour un maximum variant entre 80 et 90 %,. Ces résultats sont
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en accord avec les données obtenues par Defresne et coll. {8) chez
des souris uniquement inoculées de cellules méduliaires normales.
Ensuite, on observe une légére diminution de ce pourcentage, probable-
ment due au rétablissement de la population des prothymocytes de
I'héte.

La présence de cellules préleucémiques dans Ie thymus n’empéche donc
pas la migration des prothymocytes normaux vers le thymus ni leur pro-
lifération. L’absence de repeuplement des thymus irradiés a dose leucé-
mogéne lorsqu’on greffe de la moelle plusieurs jours aprés la dernidre
irradiation semble done &tre liée aux modifications du microenviron-
nement thymique observées pendant la période préleucémique et, en
particulier, & Ja perte de fonction du composant épithélial des « cellu-
les nurses thymigues » (9).

Des tumeurs de type « donneur » se sont développées aussi bien
chez les animaux ayant regu uniguement une inoculation de CPL que chez
ceux greffés simultanément de cellules médullaires normales. Il n’y a
donc pas de parallélisme enfre le repeuplement du thymus par des
précurseurs normaux et le mécanisme de prévention des lymphomes.
1 est possible que la moeile n’agisse que sur des cellules prélencémiques
se trouvant 4 un stade précoce de leur développement; ultéricurement,
ces derniéres seraient vésistantes aux effets des cellules médullaires,
Une telle fagon de voir permettrait d’expliquer que la greffe de moelle
réalisée immédiatement aprés Pirradiation fractionnée prévient le
développement des lymphomes alors qu’elle est inefficace lorsqu’elle
est pratigquée plusieurs semaines plus tard ou, comme dans les expé-
riences présentes, juste aprés 'inoculation de cellules prélencémiques.
L’inhibition du développement des lymphomes observée lorsqu’on greffe
de la moelle normale immédiatement aprés la dernidre irradiation
pourrait aussi s’expliquer par d’autres effets. Ainsi est-il possible que les
cellules NK interviennent : certains auteurs ont en effet signalé que leur
activité est diminuée chez les souris C37BL/6 aprés une irradiation
fractionnée leucémogéne (10, 11); une greffe de cellules médullaires
normales rétablit leur efficacité (12). De plus, des iniections répétées de
clones de cellules NI retardent le développement des radiolympho-
mes (13). On peut également supposer que les précursenrs de cellules
dendritiques et monocytaires de la moelle sont altérés par I'irradiation
fractionnée et contribuent aussi au développement des lymphomes.
Enfin, des cytokines, telles interféron gamma, produites par des éléments
médullaires pourraient rétablir ’environnement thymique modifié au
cours de la période préleucdmique et empécher les cellules pré-
leucémiques de se transformer en cellules lymphomateuses.
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