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Summary. The thymic micro-environment and T lymphocyte differentiation.

T cell precursors, which are derived from foetal liver and later from bone marrow, are
obliged to colonize the thymus to differentiate into mature T cells. Multiple factors,
secreted by cells of different types and origins, are involved in the constitution of a suitable
micro-environment. Thymic epithelial cells have an endo-ectodermal origin, while the
epithelial rudiment is secondarily colonized by mesodermal precursors of lymphocytes,
macrophages and interdigitating cells.

The migration of stem celis into the thymus is controlied by chemotactic factors which
are derived from epithelial cells as well as from mature thymic medularry cells.

Intra-thymic differentiation is controlled by thymic humoral factors secreted by
epithelial cells. One of these factors, the « facteur thymique sérique » (FTS) (now called
thymulin), has been isolated from the serum and also plays a role in the later extra-thymic
maturation process. Thymic hormones are able to generate differentiation antigens on the
surface of pre-thymic precursors. They have complex effects on the immunological
function of post-thymic precursors. In addition to thymic hormones, other signals, suth as
interleukins, are necessary. Dendritic-shaped phagocytic cells of the thymic reticulum are
able to secrete IL; which is necessary for the secretion of IL, by mature thymic medullary
lymphocytes.

MHC antigens on thymic epithelial cells and other factors, such as prostaglandins, also
play important roles in intra-thymic T cell differentiation.

Le thymus contréle la différenciation des lymphocytes T, et I'on sait depuis
les expériences de Miller (Miller, 1962) que la thymectomie néonatale chez la sou-
ris entraine I'absence de lymphocytes T matures dans les organes périphériques.
Depuis vingt ans, et cette premiére découverte, une quantité considérable de tra-
vaux ont tenté d’'analyser précisément le réle du thymus dans cette différenciation
des lymphocytes T. Il a été montré, notamment par les travaux de Stutman (1978),
que les cellules souches ont I'obligation de séjourner dans le thymus pour accom-
plir leur cycle complet de maturation. A l'intérieur du thymus, les cellules souches
baignent dans un micro-environnement complexe ol interviennent des cellules de
type et d’origine embryologique différents. Parmi celles-ci, les cellules épithéliales
ont été les plus étudiées car elles sont a l'origine de la sécrétion des hormones
thymiques (Bach et Carnaud, 1976). Pourtant, d'autres cellules jouent un role
dans la constitution du micro-environnement thymique, par exemple, par la sécré-
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tion de facteurs chimiotactiques nécessaires a la migration des cellules souches
vers le thymus, ou par la sécrétion d’interleukines. Les interleukines peuvent inter-
venir comme des amplificateurs des signaux de maturation produits par les cellu-
les épithéliales. La différenciation des lymphocytes T est donc un phénoméne
complexe dans lequel interviennent des facteurs multiples dont les inter-relations
et la place dans la cascade des événements restent encore & analyser.

1. Les éléments cellulaires constitutifs du micro-environnement thymique.

L'ébauche initiale du thymus a une origine endo-ectodermique et est consti-
tuée de cellules épithéliales. Cette ébauche épithéliale va étre colonisée secondai-
rement par des cellules venues du foie fecetal, puis de la moelle osseuse, et qui
vont donner naissance, d'une part, aux lymphocytes et, d'autre part, aux macro-
phages et aux cellules interdigitées qui leur sont proches. Lymphocytes, cellules
interdigitées et macrophages ont donc une origine embryologique différente des
cellules épithéliales puisqu’elles proviennent du feuitlet mésodermique. Cette colo-
nisation de I'ébauche par des cellules extrathymiques se fait chez le souris entre le
7¢ et le 9¢ jour de gestation.

Les premiers lymphocytes qui apparaissent dans le thymus sont des cellules
de type mature, localisées a la zone médullaire (Papiernik, 1970 ; Ceredig, Mac -
Donald et Jenkinson, 1983). Peu de temps aprés se différencient les lymphocytes
corticaux fonctionnellement immatures. Chez I'adulte, la population de thymocy-
tes matures constitue 5 a 10 % de I'ensemble des thymocytes, les lymphocytes
corticaux constituent 90 & 95 % des cellules.

2. Les facteurs de la migration intra-thymique.

Les cellules souches des lymphocytes T vont pénétrer dans I'ébauche thymi-
que, sans que I'on sache pour le moment si ce sont des cellules neutres, ou des
cellules déja engagées dans le processus de filiation vers une lignée T. Le proces-
sus de migration a été bien étudié chez les oiseaux par |'équipe de Le Douarin
(Jotereau et al., 1980). Ces travaux ont montré que les cellules souches sont atti-
rées par le thymus si celui-ci est dans un stade de réceptivité. Cet état de récepti-
vité est conditionné par l'épithélium thymique et son niveau de maturité. Des
expériences /in vitro montrent que la migration est un phénomeéne actif qui est
lié¢ a la sécrétion de facteurs chimiotactiques dont la nature n’est, pour le
moment, pas connue. Chez les mammiféres, il a été montré dans notre laboratoire
{(Pyke et Bach, 1979} que la migration des cellules souches dans le thymus pro-
céde d'un méme mécanisme. Des fragments thymiques, des thymus foetaux,
mais aussi les surnageants de cellules épithéliales en culture, ont une activité chi-
miotactique qui s'exerce sur les cellules souches. Nous avons, d'autre part, pu
montrer que la capacité des cellules & migrer, de méme gue la spécificité de cette
migration, est dépendante d’un processus de maturation lié au thymus (Pyke,
Papiernik et Bach, 1979). Il a d'ailleurs pu étre montré directement que |'incuba-
tion de cellules de foie foetal avec le facteur thymique sérique (FTS ou thymuline)
induit des modifications dans le schéma de migration des cellules souches {Pyke
et Bach, 1981). Les cellules épithéliales ne sont pas les seules a intervenir dans
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ces phénoménes de migration, bien que leur réle soit capital via la sécrétion de
facteurs chimiotactiques et d’hormones. En effet, on a pu montrer que les greffes
thymigues, totalement dépourvues de lymphocytes, sont moins bien colonisées
par les cellules de I'h6te que des greffes de thymus non déplétées (Loor et Hagg,
1977). Ces résultats laissaient supposer un réle complémentaire des lymphocytes
thymiques dans ces phénoménes de migration. Cette hypothése a pu étre confir-
mée en montrant la fonction chimiotactique de surnageants produits par la stimu-
lation des thymocytes matures (Papiernik et Laroche, 1982).

3. Différenciation intra-thymique.
Les cellules souches qui ont migré dans le thymus vont subir localement des

influences multiples qui conduisent a la constitution de sous-populations
thymocytaires, dont le niveau de maturité antigénique et fonctionnelle est varia-
ble. Une partie de ces cellules reste dans le thymus ou elies peuvent avoir une
longue survie (la majorité des lymphocytes médullaires) ou mourir sur place (la
majorité des lymphocytes corticaux). Une petite gquantité de cellules, dont le
niveau de maturité est encore un sujet de controverses, quitte le thymus pour
peupler les organes périphériques ol elle va terminer son cycle de maturation.
La différenciation intra-thymique proprement dite se fait sous l'influence de

facteurs multiples, dont nous allons analyser les composantes connues.

a. Hormones thymiques. — La notion de facteurs sécrétés par le thymus et
responsables de la maturation des lymphocytes T, est une notion ancienne (Miller
et Osoba, 1963) qui a été confirmée par la caractérisation récente de ces facteurs.
Plusieurs peptides ayant des propriétés biologiques ont été isolés du thymus ou
du sérum (Bach, 1979). Certains de ces peptides ont été caractérisés et séquen-
cés. La thymosine {Goldstein et al., 1972} est en fait constituée par un ensemble
de polypeptides, présents dans la fraction 5 de I'extrait thymique et dont le poids
moléculaire varie entre 1 000 et 15 000. La thymosine {fraction b) est active dans
plusieurs essais biologiques /n vitro : modification de la réponse allogénique, en
culture mixte, modification des rosettes E chez I'homme, modification de la
réponse aux mitogénes. Elle peut reconstituer certaines fonctions immunitaires /n
vivo chez la souris thymectomisée, chez la souris génétiquement athymique, chez
les animaux thymectomisés a I'dge adulte et chez la souris NZB. La thymosine
peut modifier les antigénes de membranes des lymphocytes.

La thymopoiétine (Goldstein, 1975) a également été isolée du thymus, le test
biologique initial étant I'effet sur la transmission neuro-musculaire. La thymopoié-
tine induit également des antigénes membranaires a la surface des lymphocytes
immatures.

Le facteur thymique humoral (THF) (Trainin et al., 1975) est un peptide de
petit poids moléculaire (3 000). Ce facteur est capable d’améliorer la compétence
immunitaire /n vitro de cellules d’animaux thymectomisés a la naissance (capacité
a répondre en culture mixte allogénique, a tuer des cellules tumorales, et a réagir
avec des lectines). L'activité du THF a également été montrée in vivo chez
I'homme et chez l'animal.
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FIG. 1. — Nature et niveau d’action des facteurs sécrétés par les cellules thymiques.

La thymuline a été initialement caractérisée dans le sérum {d'ou son nom ini-
tial de Facteur thymique sérique ou FTS) (Bach et Dardenne, 1973). Apres la mise
en évidence de zinc dans la molécule active, le FTS a été appelé thymuline
(FTS-Zn). L'analyse chimique de cette hormone a permis d'en faire la séquence,
et de la produire par synthése (Pleau et al., 1977). La thymuline, comme les
autres facteurs, agit sur I'expression des antigénes de différenciation. Elle est
active sur la plupart des fonctions des cellules T : elle augmente la cytotoxicité
médiée par les cellules T chez les animaux thymectomisés ; elle agit sur les cellu-
les impliquées dans I'hypersensibilité retardée ; elle est particulierement active sur
les cellules T suppressives, a la fois dans des modeéles in vitro et in vivo.

Les cellules épithéliales étaient supposées étre a J'origine de la sécrétion des
hormones thymiques. Pour la thymuline, la caractérisation de la cellule produc-
trice était particulierement importante puisque cette hormone avait été isolée du
sérum. En utilisant un anticorps monoclonal anti-thymuline il a pu étre montré
récemment (Savino et al., 1982} que les cellules épithéliales thymiques sont bien a
I'origine de la sécrétion de cette hormone.

Si I'on regarde I'ensemble des effets produits par les hormones thymiques,
deux points d’ordre général peuvent étre soulignés : 1) elles sont toutes capables
d’agir sur des cellules trés jeunes et d’induire la génération d’antigénes de diffé-
renciation a leur surface ; 2) en ce qui concerne l'induction ou la modification de
fonctions immunitaires, la cible de ces hormones n'est pas un précurseur pré-
thymique mais un précurseur post-thymique, plus avancé dans la séquence de dif-
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férenciation. Ces précurseurs post-thymiques sont des cellules ayant déja recu
une influence thymique. Ces résultats étaient prévisibles compte tenu des travaux
de Stutman (1978) qui montraient que les précurseurs pré-thymiques avaient
I'obligation de circuler a travers le thymus pour acquérir les fonctions de cellules T
matures. L'injection de cellules souches & des animaux totalement dépourvus de
cellules T et porteurs de greffes de thymus en chambre millipore, imperméable
aux cellules mais perméable aux facteurs, ne permettait pas de restaurer comple-
tement leurs fonctions immunitaires. Par contre, la reconstitution de ces animaux
était possible si la greffe de thymus était libre et colonisable par les cellules sou-
ches.

Le contact direct des cellules souches avec le micro-environnement thymique
est donc un événement nécessaire a la différenciation.

b. Les cellules épithéliales. — Si les hormones thymiques sécrétées par les
cellules épithéliales sont insuffisantes pour induire la maturation compléte de pré-
curseurs pré-thymiques, est-ce que le contact avec ces cellules épithéliales in vitro
peut induire une telle maturation ? Autrement dit, est-ce que le micro-envi-
ronnement nécessaire peut se résumer au contact entre les cellules souches et les
cellules épithéliales productrices des facteurs ?

Nous avons entrepris cette étude en associant des précurseurs pré-thymiques
ou post-thymiques avec des cultures de cellules du réticulum thymique /n vitro,
contenant les cellules épithéliales. Les résultats de cette étude ont pu montrer que
I"association de précurseurs pré-thymiques avec les cellules épithéliales n’induisait
jamais |'apparition de fonctions immunitaires. Par contre, I'association de précur-
seurs post-thymiques {(en l'occurrence les lymphocytes thymiques eux-mémes)
permettait |I'amélioration de certaines fonctions (Papiernik et Nabarra, 1981). i
semble donc que des signaux complémentaires de I'épithélium et de ses facteurs
soient nécessaires a la différenciation des cellules souches dans le thymus. En
particulier, un micro-environnement créé par les macrophages, les cellules interdi-
gitées et les lymphocytes matures de la médullaire, qui sont susceptibles de sécré-
ter des interleukines, semble nécessaire. Nous analyserons le réle des interleuki-
nes dans le chapitre suivant.

Les cellules épithéliales sont capables de sécréter d'autres facteurs que les
hormones thymiques, et en particulier chez I'homme elles peuvent produire des
prostaglandines (Homo, Russo-Marie et Papiernik, 1981).

L'épithélium thymique a également focalisé I'attention par le réle qu’on lui
attribue dans I'acquisition de la restriction H-2. Il a été montré que les cellules T
sont capables de reconnaitre un antigéne conventionnel lorsqu’il est associé a des
antigénes du complexe majeur d’histocompatibilit¢ (MHC) qui sont également
présents sur leurs propres membranes (Zinkernagel, 1976). Les cellules souches
pénétrant dans le thymus, pourraient acquérir cette restriction H-2 au contact des
cellules épithéliales qui portent & leur surface les produits du MHC (Zinkernagel et
al., 1980). Cette éducation par les antigénes du « Soi » aurait donc un rdle trés
important 3 jouer dans ies mécanismes de différenciation intra-thymique, bien que
I'analyse de cette éducation chez la souris athymique vienne tempérer et moduler
I'importance exclusive du réle du thymus.
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c. Réle des interleukines thymiques. — Les interleukines produites par le
thymus semblent étre un signal complémentaire important de la différenciation
intra-thymique. En effet, comme nous 'avions montré pour la différenciation des
précurseurs splénigues /n vivo (Papiernik et Bach, 1979), les signaux ayant pour
origine I'épithélium semblent avoir besoin d'un circuit d'amplification. Celui-ci
peut étre fourni par les interleukines qui sont produites par les cellules thymiques.
Cette voie d'étude a été ouverte par I'analyse du rble des facteurs sécrétés au
cours de l'activation des lymphocytes T. Le premier signal, au cours de cette acti-
vation par un mitogéne ou un antigéne, est donné par des cellules macrophagi-
ques qui sécretent un médiateur, l'interleukine 1 (IL4}). L'IL4 agit en présence de
I'antigéne ou du mitogéne, sur un lymphocyte mature qui produit un second
médiateur, l'interleukine 2 (IL,)} qui est nécessaire a la prolifération de cellules
ayant des récepteurs pour I'lL, (Smith et Ruscetti, 1981).

Dans le thymus, la cellule produisant I'lL; est une cellule phagocytaire, de
structure dendritique, appartenant au réticulum thymique et qui a pu étre isolée
en culture (Papiernik et al., 1983 ; Papiernik et Homo-Delarche, 1983). En méme
temps que I'IL, {produite /n vitro aprés stimuliation par le LPS}, ces cellules sécre-
tent des prostaglandines et, en particulier, des PGE, qui ont un effet inhibiteur sur
la prolifération des lymphocytes. Ces cellules phagocytaires du réticulum thymi-
que (P-TR-C) ont donc un effet régulateur sur la prolifération thymocytaire en
étant capables d’émettre des signaux positifs {IL,) et négatifs (PGE,) sur cette
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FIG. 2. — Sécrétion et niveau d’action des interleukines thymiques et des prostaglandines.
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prolifération. On peut s'interroger sur la nature du stimulus nécessaire a cette pro-
duction de facteurs /n vivo. On sait que les lymphocytes thymiques médullaires
proliferent en présence de P-TR-C syngéniques. Cette stimulation syngénique est
peut-étre a |'origine du déclenchement de la production d’interleukines, aussi bien
d’'IL; pour ftes P-TR-C que d’iL, par les lymphocytes matures de la médullaire
thymique.

Conclusion.

Ce bref exposé des facteurs de la différenciation intra-thymique des
lymphocytes T permet de souligner I'extréme complexité des mécanismes en
cause. Le schéma n°® 1 permet de résumer |'essentiel des facteurs connus. Sur la
phase préliminaire de cette différenciation, qui est la migration des cellules souche
vers le thymus, plusieurs types de facteurs peuvent agir : des facteurs chimiotac-
tiques sécrétés par les cellules épithéliales, mais aussi par les lymphocytes matu-
res de la médullaire thymique. Dans le thymus, les cellules épithéliales jouent un
réle majeur par la sécrétion des différentes hormones thymiques. Les interleuki-
nes, qui peuvent étre sécrétées dans le thymus par des cellules macrophagiques
et/ou dendritiques (IL;} et par les lymphocytes médullaires (IL,), sont un complé-
ment qui semble nécessaire pour amplifier les signaux de maturation épithéliaux.
Les cellules macrophagiques sécrétent également des prostaglandines qui inter-
viennent dans le circuit de régulation (tabl. 2). Certains de ces facteurs vont pro-
longer 'effet du thymus a la périphérie, tel la thymuline qui a été isolée du sérum
et qui agit sur les phases de différenciation extra-thymique. On peut également
s'interroger sur le réle de I'lL, thymique a la périphérie, au moins pendant la
période péri-natale, puisque les cellules de la médullaire thymique, productrices
d’'IL,, sont les premiers lymphocytes T matures de I'organisme. D’autres facteurs
viendront probablement compléter ce tableau (comme l'interféron, par exemple).

Nous avons montré qu’il existe des relations étroites entre I'effet de certains
facteurs comme ['IL, et les PGE,. Mais I'ensemble de ces mécanismes de différen-
ciation des lymphocytes T doit étre considéré comme une cascade d'événements
cellulaires avec production de médiateurs dont la chronologie et les inter-relations
sont mal définies. On peut s’interroger, en particulier, sur le réle des hormones
thymiques dans le déclenchement de la production d’interleukines (Palacios,
1982), sur les inter-relations qui existent entre les différentes hormones thymiques
et sur la cible de leurs actions respectives, ainsi que sur les phénoménes de régu-
lation et d’inhibition dont nous avons vu un exemple avec les prostaglandines.

Aprés avoir quitté le thymus, la future cellule T adulte n'échappe pas &
I'influence du thymus, happée par un nouveau circuit de médiateurs ou les hor-
mones thymiques et les interleukines jouent un role essentiel.

9¢ Réunion du groupe Développement [.N.R.A.,
Rennes, 4-5 mai 1983.
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