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INTRODUCTION

Le terme de METASTASE désigne d*une fagon générale la repro—
duction & distance, & partir d'un foyer primitif, d'un processus
morbide par le transport de ltagent causal dans les conduits et ca~
vités naturelles de l'organisme ., L'abcés métastatique am cours dfune
septicémie illustre cette définition . Mais en fait, l*usage réserve
ltutilisation de ce terme au seul processus cancéreux , La significa-
tion de ce terme a également quelque peu changé puisque les métastases
sont des colonies de cellules cancéreuses provenant d*un cancer pré-
existant ow coexistant qui se développent & distance de ce cancer en
rrésentant avec lui une identité constante de ses caractires morpho~
logiques et biologiques . Il est bien évident alors que ce ntest pas
1%sgent causal qui est transporté & distance, mais la cellule cancéreuse
en migration dans 1llorganisme, comme si elle était un véritable germe.

Ainsi défini, ce phénomdne apparalt posséder une importance
fondamentale , Il constitue aprés la cancérisation, le processus le
plusg significatif dans ltévolution du cancer ., Dans lthistoire naturel-
le de ce sujot extrdmement vaste, le développement des foyers métastas~
tiques proprement dits représente 1l'étape évolutive fingle , La dif=
fusion de cellules tumorales & grande distance de la tumeur primitie
ve, ctest & dire l'infiltration des organes par métastases comporte
rusieura étapes : pénétration des cellules cancéreuses dans le sys~
téme circulatoire, sanguin ou lymphatique, embolisation des cellules
cancéreuses transportées et qui finalememt s'arr&tent au niveam des
veisgeaux des organes pour se multiplier et donner maissance i des
colonies secondaires .

Pendant longtemps les propriétés fondamentales des cellules
cancéreuges furent tenues pour seules responsables du développement
des tumeurs malignes depuis l'apparitiom du foyer initial jusqu®d
1l*efflorescence métastatique terminale .




Depuis plusieurs anndes cependant, il apparaft de plus en plus évie
dent que 1l'évolution du processus tumoral est conditionnée non seu=
lement par les propriétés des cellules cancéreuses, mais en outre
par le comportement immunologique de 1'h8te vis-d-vis de la tumeur
qutil héberge et peut 8tre, pensons nous, par le terrain local que
représentent les organes, ce qui imprime au développement du proces-
sus des physionomies particulidres selon les cancers et selon les
individus et rend compte ainsi de 1*indgalité de ceux—ci devant
ltaffection ,

Cfest dire tout 1'intér&t qui stattache & 1'&tude de ce sujet,
tant dans l'ordre fomdamental qu'appliqué . Malheursusement, 1'ap-—
proche expérimentale du phénomdne de la diffusion métastatique est
trés délicate et les techniques proposées ne sont pas toujours
exemptes de critiques . Des recherches dans ce domaine ont été effec—
tuées dans notre Institut : elles concernent 1t'étude de la dissé-
mination et du sort dans l'organisme de cellules cancéreuses injec—
tées directement dans le torrent circulatoire ;, puis.la détermina-
tion de certaines conditions biologiques qui président & la diffu~
sion métastatique des tumeurs malignes chez les animaux inoculés .
Evidemment, les foyers tumoraux obtenus ne sont pas véritablement
des métastases puisqulil n'y a pas de tumeur primitive chez l'animal
utilisé . Toutefois, afin de pouvoir observer le phénomdne dans des
conditions reproductibles, nous avons été obligés d'utiliser cette
technique .

Nous nous sommes proposés, dans un premier travail de complé—
ter les recherches initiales ( ADENIS, 1962 ; DRIESSENS et al., 1960,
1961, 1962, 1963 a, b, ¢, 1964, 1965 a, b, 1966 ; VANLERENBERGHE
et al., 1965 ), en utilisant un systdme expérimental particulier

puisqutil s'agit de 1'oeuf de poule embryonné, inoculé par voie
intravasculaire & l'aide de cellules tumorales hétérologues .
Ltinteraction de celles-ci vig-a-vis de l'embryon de poule ne pré=-
sente pas un inconvénient majeur, car il y a tout lieu de pemser
qutau moment de l'inoculation 1ltoeuf de poule embryonné, bien que
rossédant des anticorps maternels dans son sac vitellin




( MSLLER, 1964 ; READE et al., 1965 ), est encoretincompétent" sur
le plan immunologique ( GREEN et LORINCZ, 1956, 1957 ; MURPHY, 1913 ;
POIK et al., 1938 ; ROUS et MURPHY, 1911 ) .

Pour 1lfétude de la diffusion métastatique, le modéle expéri-

mental que nous avons choisi, présente un double intér&t :

- d'une part, celui dlaccepter la greffe hétérologue comme
nous venons de le préciser . Il est en effet parfaitement connw
que lorganisme animal réagit & liintroduction dtimplants hétérolo~
gues par leur rejet . Afin d!'éviter ce mécanisme, il est‘ alors
nécessaire d?injecter des immunosuppresseurs ou de pratiquer une
thymectomie néonatale . Au contraire, l'oeuf de poule embryonné se
révéle immunologiquement inerte et ne requiert aucun conditionnement?

wola correspondrait & son état dvimmaturité .

- d'autre part, celui de permettre une étude précise de la
dissémiration vasculaire et de la croissance des cellules cancéreu~
Ses au niveau des organes & ltaide d'un inoculat demeuré typique
(LEIGHTON, 1967 ) » ’

Ainsi, ltoeuf de poule embryonné auquel nous inoculons des
cellules tumorales d'Ehrlich par voie intraveineuse chorio-allan-
tofdienne nous a semblé constituer un matériel intéressant pour étu-
dier 1l'invasion tumorale examinée & 1l'échelle microscopique et ultra=-
steucturale et établir la répartition viscérale des foyers métaste~
tiques . Ayant éliminé l'action des facteurs immunologiques, par
l'emploi du systdme expérimental que nous avons défini, il convenait
d*tergayer d®apporter wis explication & la localisation " sélective "
des foyers métastatiques au niveau des organes, établie par certains
auteurs et que nous avons nous-mémes remarquée ( EASTY et al,, 1969 ;
LEIGHTON et al,, 1967 ; MENKES et _al., 1965 ; VLAEMINCK et al., 1970,
1971 ; DRIESSENS et al.. 1963 )




Sur la base de nos premidres constatations effectudes in vivo,
dans le but de démontrexr qutd c8té des facteurs vasculaires, le
terrain local joue un r8le non négligeable, nous avons étudié le
comportement de la tumeur d!Ehrlich vis-a~-vis des organes embryon=
naires du poulet, hors de l'organisme, en culture organotypique
affrontée selon WOLFF ( 1952 ) . Par 1i méme nous vouloms vérifier
si dans ces conditions les cellules cancéreuses présentent une
affinité préférentielle pour un organe donné , Lz méthode de cul~
ture organotypique employée, nous a paru offrir wm excellent moyen
expérimental pour apprécier si un organe se révdle plus apte qu'um
autre au développement et & la multiplication de cellules cancéreus
ses dfune variété domnée . En effet, aucun dispositif ne semble
plus favorable & 1!'étude du pouvoir d'invasion des cellules cane
céreuses que les associations jn vitro d'organes embryonnaires et
de tumeurs , A l'aide de cette technique, ol 1l'organe normel et la
tumeur maligne se confrontent directement, les facteurs circulatoi-
res ntinterviemnent pas ni ltinfluence des conditions organiques
normales ., Nous avons donc affaire & un sysidme tissulaire ou toute
réaction de défense spécifique et tout particulidrement immunolo—
gique est éliminde ., Dans ces conditions, la possibilité de clarie
fier le probléme de la prédominance métastatique apparait comme
tout & fait réelle .

Pour corroborer lthypotht¢se d'un véritable " tropisme ¥ qui
enfraéne les cellules cancéreuses vers tel organe préférentiel,
en rapport avec le r8le du terrain local dans la localisation des
métastases, nous avons refait les mémes expériences, en interpo= '
sant cette fois un filtre millipore entre les fragments embryons
naires et -la tumeur d'Ehrlich .

En dernier lieu, afin d'essayer de préciser les facteurs
exacts responsables de cette migration préférentielle, nous avons
abordé 1'étude du comportement des fragments tumoraux en présence
d'extraits des différents organes, en tenant compte notamment des
observations effectuées par WOLFF et al., ( 1968 ) .




Bn effet le rfle des constituants qui peuvent &itre extraits
des organes propices ou non au développement des nodules tumoraux,
reste encore & établir . La mise en évidence de telles relations
apparaft pourtant primordiale dans la compréhension du mécanisme
de l'invasion tumorale et constitue un des aspects de notre travail.

En préface & nos travaux, nous avons résumé les connaissances
actuelles ayant trait & l'invasion des organes de 1l'embryon de
poulet par les cellules cancéreuses in vivo et in vitro ainsi que
les facteurs mis en cause . Enfin, nous avons pensé qutil était
utile de rappeler certaines étapes du développement embryologique
du poulet .




GENERALITES

Dans ce chapitre, nous rappelons bridvement les différents

travaux effectuds & l'aide des méthodes que nous avons utilisées
dans notre travail et donnons quelques indications concernant le

développement embryologique du poulet .

1 ~ HISTORIQUE DES TRAVAUX EFFECTUES A L'AIDE DE LA METHODE
DYINOCULATION PAR VOIE INTRAVEINEUSE CHEZ L°*EMBRYON DE
POULET .

1+1 = Technique

La technique classique d*inoculation par voie intraveineuse
fut élaborée par POLK ot &l,, ( 1938 ) et par EICHORN ( 1940 ) .
LEE et al., ( 1947 ), se proposent dten préciser les possibilités
d*application et analysent les divers facteurs susceptibles de
tuer l'embryon au cours de l'opération ( 8ge de l'embryon, volume

injecté, vitesse d'injection, lésions organigues ) .
1¢2 = Divers types de tumeurs utilisdes

Des cellules du sarcome de Rous de la poule sont injectées
chez 1'embryon de poulet par KARNOFSKY et al,, ( 1952 ) s Mais

aucun foyer tumoral ntest mis en évidence chez les animaux inoculés,

1 e2e2 = Tumeurs humainesg

THIERSCH ( 1944 ), inocule par voie intraveineuse une lenadms
myélo¥de humaine & des embryons de poulet . Cing des douze animaux

inoculés développent six mois plus tard une ostéopathie, mais celle=

¢i ne fut pas considérée comme une lésion spécifique dfe & la leu~
cémie, encore que cela soit discutable .
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BENDER ot al,, ( 1949 ) injectent des broyats de tumeurs cé-
rébrales dont les métastases se localisent uniquement dans le foie,

Le pourcentage de " prises " de ces tumeurs est faible ( 9,6% ) «
12,3 ~ Tumeurs de mammifpres

Les expérimentateurs ont utilisé des tumeurs solides et, dans
ce cas, les cellules sont isolées de la tumeur par broyage puis
mises en suspension ainsi que des tumeurs liquides sous forme asci-
tique ol la dispersion cellulaire peut 8tre assimilée & la migration
dea ccllules tumorales & partir d'une tumeur primitive .

1e2+.3.1 = Tumeurs solides

BENDER et al., ( 1949 ), essayent de transplanter des tumeurs
animales hétérologues dans le systime circula toire de ltembryon de

poulet , La fréquence du développement tumoral ainsi obtenu 10 jours
plus tard varie avec le type de tumeur employé : elle oscille de

0% avec le carcinome mammaire de la souris C3H 3 18% avec le sarcoe
me transplantable de la souris C57 . Le foie et le cerveau sont
dans ce cas précis, le lieu des métastases les plus importantes et
les plus nombreuses .

La leucémie murine P 388, injectée par voie intraveineuse chez
1lt'embryon de poulet, manifeste une prédisposition & se développer
ax niveat du cerveaw ou la prolifération des cellules leucémiques
peut se poursuivre aprés 1'éclosion ( CLARKSON, 1964 ) .

EASTY et al., ( 1969 ), se proposant de déterminer les faocw
teurs responsables des variations de la vitesse de croissance des
différentes tumeurs au contact des tissus de l'embryon de poulet,
entreprennent une étude comparative de la croissance de cellules

tumorales provenant de rats, de souris et de hamsters aprés les

avoir injectées dans la veine chorioallantofdienne au t1e jour
dtincubation , Ils mettent en évidence que les tumeurs étudiédes
peuvent 8tre réparties en deux groupes distincts, sur la base de
leur capacité de croissance :




- les tumeurs ayant perdu leur spécificité de lignée dans
1%espdce de leur h8te dtorigine, croissent vigoureusement dans
plusieurs organes de ltembryon et sur les annexes embryonnaires .

-~ g1 contraire, les tumeurs ayant conservé leur spécificité
de lignée ne croissent pas dans aucun organe, excepté le cerveau,
m8me avec le maximum d*inoculat toléré .

LYexplication de tels faits demeure encore hypothétique et c'est
un point sur lequel nous reviendrons .

En définitive, les asuteurs ont pu mettre en évidence que le
sidge des foyers métastatiques est variable selon le type de tumeur
injecté . Néanmoins, le foie et le mésonéphros furont le site préfé-
rentiel de métastases volumineuses dans de nombreux cas ., La rate
est généralement indemne, ce qui tend & montrer qu'il n'y a pas
uniquement en jeu des facteurs mécaniques . Nous aurons d'ailleurs
l%occasion de revenir sur ce probldme .

Par ailleurs, ils montrent quiun traitement préalable des embryons
4 la cortisone, aux rayons X, au propionate de testostérone ou bien
encore i la I-Asparaginase ne modifie pas de fagon significative
la croissance des tumeurs greffées . Ces divers facteurs ne semblent
donc pas intervenir sur le terrain étudié .

1e2¢3.2 = Tumeurs ascitiques

GREEN et al,, ( 1956 ) étudient la diffusion métastatique en
injectant par voie intraveineuse des cellules de la tumeur Krebs-2 ,
Une importante dissémination tumorale est observée.mais uniquement
dans le foie et le cerveau . Le développement de cette tumeur dépend
surtout du nombre de cellules injectées, comme cela est classique .

HUMPHREYS ( 1960 ) observe que le comportement des cellules
ascitiques d'Ehlich injectées par voie intraveineuse & des embryons
de poulet est différent selon le jour dtincubation choisi pour ré-
aliser l'inoculation . Ainsi, la susceptibilité d’invasion par les
cellules tumorales de chacun des organes varie selon 1'8ge et le
stade de développement de ltembryon au moment de 1l'injection :
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- les embryons 4gés de 9 jours, qui regoivent un nombre défi-
ni de cellules tumorales, ont leurs tissus rapidement infiltrés .
Aprés quelques jours, le nombre des cellules tumorales diminue dans
les organes sélectivement colonisés, excepté le cerveau et le sac
vitellin .

= en revanche, les embryons 8gés de 12 jours au moment de 1'ine
Jection, ne présentent jamais ultérieurement de métastases dans leur
sac vitellin ,

Dans des articles publiés entre 1958 et 1965, MENKES et al.,
relatent les résultats d'une étude concernant la réaction de 1l'emw
bryon de poulet vis-a~vis d'une greffe hétérologue . Il ressort de
leurs travaux que l'interaction entre 1'h8te et les cellules tumo=-
rales hétérologﬁes de la tumeur d*Ehrlich introduites dans la cir-
culation sanguine de l'embryon de poulet évolue en fonction du dé~-
veloppement embryonnaire de l'organisme . Aprés une diffusion et
une " prise " dans l'organisme, les cellules tumorales passent, em
cours de la seconde moitié de lt'incubation, par un stade de multi-
plication marquée, avec formation de nodules tumoraux et infiltram
tion . A mesure que l'om approche de 1l'éclosion, il se produit une
dégénérescence et une nécrose graduelle des cellules tumorales qui

se poursuit par une régression compléte aprés 1l'éclosion , Il stagit
la d'un phénomdne de rejet .

Pour toutes les périodes évolutives, il y a une localisation
élective des cellules tumorales introduites . Les auteurs ont mis
en évidence que dans la premidre moitié de l'incubation, les cellu~
les tumorales sont localisées de préférence dans le mésenchyme, les
surfaces précartilagineuses et les tissus périneuraux ; tandis que
dans la seconde moitié, elles proliférent dans le mésonéphros, le
foie, le coeur et le systéme nerveux ., La rate , les poumons et le
néphros au contraire ne semblent pas constituer des terrains favo-
rables au développement des cellules cancéreuses ., Une étude com=
parative de l'invasion du mésonéphros et du métanéphros montre que
les différences de capacité prqifSrative des cellules tumorales
hétérologues ne doivent certainement pas &tre attribudes aux diffé-
rentes conditions de vascularisation, mais bien plut8t & des
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¥ conditions spécifiques dtorganes et de tissus ", comme d'ailleurs

nous nous attacherons a4 le démontrer .

Une masse importante de travaux concernant 1'étude de la dif-—
fusion métastatique a été effectuée depuis 1963 par LEIGHTON et al.
Une partie de ces études est réalisée chez l'oeuf de poule embryonné,
inoculé & ltaide de cellules ascitiques de Walker 256 du rat et du
sarcome de Yoshida 7974 . La mise en circulation des cellules tumo-
rales dans le courant sanguin des embryons de poulet est suivie, une
semaine plus tard, d'une trds importante dissémination tumorale avec
localisation élective, par ordre décroissant du nombre des foyers
tumoraux dans les organes suivants : foie, cerveau, poumons, muscles,

coeur et peau ,

Ltauteur a remarqué que la membrane chorio-allantofdionne ost
le site d'importantes métastases, dont il a mis en évidence les dé=
tails architecturaux de la colonisation, par l'emploi de méthodes
de fixation, de coloration et d'observation sur l'organe extraembry-

onnaire entier .

Nous avons précédemment cité les travaux de EASTY et al.,
( 1969 ) concernant la dissémination de cellules tumorales hétéro-
logues chez l'oeuf de poule embryomné .

Ces auteirs en concluent que, dans le systéme expérimental

choisi, il existe des lieux de prédilection des métastases induites.
Bien que le sidge des foyers métastatiques soit variable selon le

type de tumeur injecté, le foie, le mésonéphros et le cerveau

sont les sites de métastases préférentielles et volumineuses dans
de nombreux cas , L'explication de cette répartition reste évidem-
ment en partie méconnue, mais un certain nombre d'hypothéses sont

émises, qui évoquent :

- premidrement, la mise en jeu de factours mécaniques
( EASTY et al., 1969 ) . Il est en effet possible que les cellules
tumorales parviennemt plus difficilement au niveau de certains or-

ganes dont les voies d'accés sont étroites, tels les capillaires

pulmonaires ,
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Toutefois, le repérage des cellules tumorales dans les premigres
heures qui suivent leur injection, a permis de se rendre compte que
la croissance tumorale dans les organes ne correspond pas toujours

& la capacité de fixation des cellules néoplasiques par ces organes,

Admsi, les poumons et la rate " captent " une grande partie des cel=
lules inoculédes mais les foyers tumoraux sty développent peu ou

pas du tout, dans le syst®me expérimental considéré .

- deuxi®mement, la spécificité de lignée des tumeurs inoculées -
( BASTY et al., 1969 ) . Cette hypothése est en relation avec la

notion de récepteurs isoantigéniques de la surface cellulaire tu-~
morale, introduite par MSLLER ( 1964 ) et BASTY ( 1969 ) . Ces an-
tigdnes pourraient réagir avec les anticorps maternels naturels issus
du sac vitellin de l'embryon . La croissance vigoureuse de certaines
tumeurs pourrait &tre attribude, en partant de ces données, & 1'im-
portante histocompatibilité des antigénes vis~a~vis des cellules
tumorales ou bien & l'absence de certaines surfaces antigéniques,

comme c'est le cas pour la tumeur d'Ehrlich .

- troisi2mement, le rfle des conditions spécifiques d'orga
nes et de tissus ( MENKES et al., 1965 ; LEIGHTON et al., 1967 ).
Le foie et la rate sont deux organes trés bien vascularisés

\

et pourtant les fréquences des métastases & leur niveau sont to-
talement différentes . I1 faut donc considérer que certains orga—
nes réagiraient différemment pour des raisons anatomiques ou bio-
logiques d'affinité cellulaire mal connues, qui restent encore &

préciser .
2 = LA CULTURE ORGANOTYPIQUE : REVUE DE LA LITTERATURE

On appelle culture organotypique, la culture d'ensembles
organisés qutil s'agisse dtorganes ou de tissus ., La méthode dé
culture stest beaucoup améliorée & partir de 1952 notamment avec
la mise au point par WOLFF et al,, d'une technique qui conserve

1tintégrité des organes explantés .
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241 = Composition du milieu de culture

Lt'incorporation des éléments nutritifs dans un substratum non nu~
tritif a été préconisée par WOLFF et HAFFEN ( 1952 ) . Ces auteurs
ont mis au point une méthode de culture organotypique partiewlidre~
ment favorable & la croissance des ébauches embryonnaires et 3 leur
différenciation ., Cette méthode permet & l'explant, déposé & sec &
la gurface du milieu gélifié, de conserver son organisation , Les
proportions de substances incorporées peuvent &tre modifiées sans
changement de propriétés du milieu . La composition du milieu
" gtandard " de WOLFF et HAFFEN ( 1952 ) est la suivante :
Substratum : gel d'agar dans une solution physiologique
eese 12 parties
Aliments : extrait d*embryon de poulet + liquide physiologi=-
que glucosé ( pouvant &ire remplacé en partie ou en totalité par
du sérum de cheval selon les besoins nutritifs de ltorgane )
eses 10 parties

Antibiotiques : suivant les besoins, pénicilline, streptomy=
cine & raison de 100 & 200 unités eees 1 partie

I1 a été prouvé que la compbsition de ce milieu & un grand nombre
dtespéces animales peut convenir .,

2.2 - Les associations hétérogenes

La méthode de cultures d!organes embrycnnaires in vitro a
montré qutil est possible dtassocier des fragments d'organes de

m8me espéce ou d'espdces différent~s sans que les cellules dtori-
gine différente ou d’espéce différente ne manifestent d*incompa~

tibilité . Loin de se fuir, les tissus effectuent des échanges et
dea regroupements entre les cellules dtorigine différente, formant
de véritables chimdres d'organes embryonnaires . Cette collabora=—
tion des tissus a conduit WOLFF et al., ( 1961 ) & réaliser des
associations d'orgaﬁés embryonnaires d'oiseaux et de ‘tumeurs
malignes .
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2.3 = Associations xénoplastiques d'organes embryonnaires d!oiseaux
et de tumeurs

. . VLS e R csw S M G AT e AR et ey — . — . —— w—

gy — f— 2. —— e G ——. — o— m——

Des expériences antérieures réalisées in vivo par BUCKER

( 1948 ), suivies de celles de LEVI MONTALCINI et HAMBURGER

( 1951 ), KAUTZ ( 1952 ), de KARNOFSKI ( 1953 ), ont mis en

évidence qutun sarcome de souris S I80 pouvait &tre explanté

in vivo, soit sur les amnexes, soit dans le corps méme de

1ltembryon .

Par la suite, le succdés des chimdres xénoplastiques dforganes
embryonnaires homologues ou non, a incité WOLFF et al., ( 1961 ) &
tenter l'association in vitro dtorganes embryonnaires dtoiseaux 2
des tumeurs de mammiferes , Parmi ces orga es, le mésonéphros stest
montré le plus favorable aux cultures de longue durée , De plus, le
rein embryonnaire apparaft indispensable & la survie d'un fraguent
tumoral explanté sur le milieu standard . On stest apergu que le
milieu utilisé tel qu'il a été composé ci dessus, est impropre 2
la culture de tumeurs malignes , In revanche, lorsque du mésoné-
phros de poule t est ajouté au milieu, des fragments tumoraux proli-
férent. activement et envahissent le rein embryomnaire , Il s'aviére
donc que le mésonéphros est indispensable & la nutrition et & la
prolifération de 1l'explant tumoral .

Pour éviter les remaniements de structures périphériques
congécutifs & la mise en culture de tissus dénudés, WOLFF et al.,

{ 1961 ) entourent 1l!explant tumoral d'une fine membrane anhyste :
la membrane vitelline de l'oeuf de poule non incubé . Mé&me dans ces

conditions, le néoplasme ne périclite pas ., I1 y a donc une diffu~
sion au travers de la membrane vitelline, de substances qui permet-—

tent ou favorisent la prolifération tumorale .
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Dlune manidre identique, des cultures de cellules malignes
humaines ( Hela et KB ) reprennent une croissance et une structure
organotypique si elles sont assocides aux organes embryonnaires de

poulet ( WOLFF et al., 1959, 1961 ) . Les auteurs ont réussi & cul-
tiver depuis plus de sept ans maintenant, deux souches de tumeurs

humaines prélevées au cours dtinterventions chirurgicales . Il
stagit d'une métastase hépatique d'un adénocarcinome de 1ltestomac
et d'un épithélioma du c8lon descendant .

Par une technique différente, celle des " éponges cellulosiques
. LEIGHTON et al., { 1954 ) obtiennent certaines structures organi-

sées en cultivant des fragments de tumeurs, mais ces cultures sont

toujours de courte durée .

En définitive, les travaux relatifs & la culture organotypique
in vitro menés tout particulidrement par 1'école de WOLFF aboutise

sent aux résultatg suivants :

- La culture in vitro de nodules cancéreux ( humains ou de
mammiferes ) peut 8tre obtenue par 1l'association d'explants de tu=
meurs avec des organes embryonnaires de poulet ,

= Il n'est pas nécessaire qu'il y ait contact entre les explants
embryonnaire et tumoral ; lorsqu'ils sont séparés par une membrane
vitelline d'oeuf de poule non incubé, les observations effectudes
sont identiques . Le mode de nutrition parasitaire est donc rempla~
cé par la nutrition osmotique .

- Comparativement aux cultures organotypiques réalisées anté-
rieurement par les autres auteurs, la méthode de WOLFF est la seule
4 assurer la pérennité des cultures de tuneurs, sans qu'il y ait dé-
différenciation structurale .

~ Parallélement, WOLFF et al., ( 1969 ), ont montré que certains
acides aminés sont favorables & la prolifération tumorale de certaimos

souches en culture organotypique de longue durde . Mais ces acides

aminés ne représentent certainement pas les seuls facteurs nécessaires
& la croissance des tumeurs .
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3 - AJALYSE BIOCHIMIQUE DES SUBSTANCES FAVORABLES A LA CROISSANCE
DES TUIEURS IN VITRO

3.1 = Méthode d!é&tude

Nous rapportons ici les étapes de l'analyse biochimique des
extraits d'organes de poulet, telles que WOLFF et al., ( 1968,
1969 ), les ont réalisées jusqu'ad maintenant ,

Les premiers travaux dans ce domaine ont consisté & préparer
des extraits de mésonéphros et de foie de poulet . Aprds centrifu-
gation, le surnageant est prélevé et ajouté aux milieux de culture;

mais il s'est révélé toxique . Les auteurs ont donc été amenés &
réaliset des fractionnements & partir de dialysats d'organes, en
particulier du foie de poulet de 3 mois . Cinquante grammes de
foie de poulet de 3 mois sont additionnés de 45 ml de solution de

' Tyrode et 45 ml d'eau déminéralisée ; ils sont ensuite broyés dans
un homogénéiseur 3 couteaux tournant & 40 000 tours/minute durant
deux minutes et demi , Ce broyat est dialysé & froid contre un
trés grand volume d'eau déminéralisée pendant 18 heures, dans des
tubes de cellulose Visking . Enfin, le dialysat est ramené au volus~

me initial sous vide, dans un évaporateur rotatif .

Le fractionnement des dialysats est effectué soit par chro-
matographie de gel filtration ou par chromatographie sur des rési-
nes & pouvoir d'échange ionique, ce que 1l'on peut résumer de la

fagon suivante :
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EXTRAIT TOTAL DE FOIE DE POULET

l Dialyse
DIALYSAT *
Chromatographie Chromatographie
sur sur
Amberlite IR 120 Amberlifo IRA 400
HO NH OH
2/;}/// \\\\<\4 H20 CH%COOH
o + " -
CAT A CAT B ‘ ANO B ANO A
sur Amberlite IRA 400 sur Amberlite IRA 400
320 CH3COOH Hz/)/f\\\\£:i330003
© ) *° : +
NEUTRES ACIDES BASES ANPHOTERES

inactif ©

actif -
3.2 - Résultats obtenus

Parmi les 4 fractions qui ont été ainsi sépardes, seule la
fraction contenant les " ampholites " stest avérée active , Cette

fraction contient noteamment de nombreux acides aminés ,

Un fractionnement plus poussé de la fraction amphotdre, entre-
prise par WOLFF et al., ( 1969 ), a permis de séparer i nouveau

deux fractions , dont une seule est active . L& encore, celle-ci
Pousedo de nombreux acides aminés, néanmoins d!autres substances
semblent présentes . Le schéma de fractionnement de cette partie

active est le suivant :
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‘
AMPHOTERES

Séphadex G10

+ o
DIS A DIS B «
/ .
Résidu désséché + HCL, Acétone —— Surnageants —> F ace

Résidus iﬁjziiﬁles + Butanol ——— Surnageants ——3F but
Résidus insolubles + H_0 F o

N
] 7

»

WOLFF et al., ont montré par une analyse plus approfondie de
la fraction active que la concentration des acides aminés présents,
est bien plus importante dans les extraits dialysés que dans les
milieux constitués pour la culture . Des solutions synthétiques des
18 acides aminés identifiés par la chromatographie, préparées aux
concentrations indiquées par l'analyse et ajoutées au milieu de

culture, ont permi:; d'entretenir la croissance des tumeurs .

Lt'ensemble des résultats obtenus ont conduit WOLFF et al.,
( 1972 ) & formuler des conclusions sur le r8le biologique des
substances mises en évidence :

~ Certaing acides aminés sont indispensables et d'autres fa-
vorables & la prolifération des souches tumorales humaines en cul-
ture organotypique de longue durée . De plus, ils doivent &tre em—
Ployés a une concentration beaucoup plus élevée que celle des ex~—
traits d'embryons de poulet .

- Il est fort possible que d'autres substances indispensables,
de nature inconnue, soient contenues dans 1l'extrait d'emﬁiyons,et
dans les dialysats de foie .

- Le r8le du sérum de poulain, indispensable aux cultures,

ntest pas élucidé ,
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Ces conclusions soulignent la complexité du probléme de ltadap-

tation de la tumeur d'un organisme & un milieu de culture . En effet,
il est encore & 1l'heure actuelle impossible de mettre en culture
dtemblée, des explants de tumeurs parce que la connaissance des

conditions requises est insuffisante .

4 - RAPPEL EMBRYOLOGIQUE

Puisqu'on utilise dans un but ou dans un autre presque tous

les tissus et les cavités pendant le développement de 1'oeuf de
poule embryonné, il paraft utile de donner quelques indications

concernant ses membranes extraembryonnaires, le contenu de ses

différentes cavités et son systdéme circulatoire .
( fige 1 53 1,2,3 )

4.1 - Systdme circulatoire embryonnaire

La membrane chorio-allantofdienne est primitivement 1'orga—

ne respiratoire de l'embryon . Elle est largement pourvue de vais-
seaux sanguins et il existe un réseau capillaire important en re-
lation avec la couche ectodermique externe ., La membrane chorio-
allantofdienne est formée par la fusion de 1%allantofde et du
chorion qui commence au 5e jour dtincubation : elle comprend trois
couches, ainsi que nous pouvons ltobserver Planche 1, fige 1 .

- ltune, interne est faite de cellules épithéliales ; elle
se trouve limitée par la cavité allantoXIque .

=~ llautre, moyenne, comporte les vaisseaux sanguins .

- la troisidme, externe, est en contact direct avec la memw
brane coquillére , Aux 10e et 11e jours d'incubation, le réseau
sanguin est étroitement accolé & la membrane coquilldre . Ce sont
les jours les plus favorables pour réaliser une injection intra-
veineuse .

Deux art®res principales circulent du pédicule vitellin &
la membrane chorio-allantoidienne et le retour steffectue par trois
vaisseaux principaux : deux accompagnent les artéres tandis que la
veine allantoique principale se situe séparément, elle est large et

se meut librement .

——
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Ct'est un point de repdre pour désigner la position de 1l'embryon ,

i ey mman S wmte et G Gt o o o

La circulation sanguine est composée essentiellement de trois
arcs ol le coeur joue le r8le de pompe ( fig. 13 3 )

-~ lt'arc vitellin : le sang est charrié vers le sac
vitellin od il absorbe des éléments nutritifsy ocnrichi, il retour~

LY

ne au coeur qui le distribue & l'embryon lui-méme .

— 1tarc allantofdien : il drafne le sang de 1'allan-
toXde . Comme la portion distale de 1l'allantofde rcpose trés prés
de la coquille de l'oeuf, le sang assure sa fonction respiratoire
en éliminant le C02 et en absorbant 1'0, qui a.traversé la coquille,

et cela jusqu'd une époque avancée du déveleppement .

~ 1l'arc embryonnaire : la circulation intraembryon-
naire comporte de nombreux vaigseaux distributeurs et collecteurs.
Au niveau <¢u .coouy le sang des trois circulations est mélangé .
Les artdres omphalomésentériques et allantoidiennes assurent res~
pectivement la nutrition et l'oxygénation du sang .
Les veines omphalomésentériques et allantofdiennes apportent a
1'embryon, par 1l'intermédiaire du coeur, les éléments de son ali-
mentation ‘




EXPERIMENTATION
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{1 - ETUDE EXPERIMENTALE DE LA DIFFUSION METASTATIQUE IN VIVO

Cette série expérimentale a été consacrée en majeure partie
& la transplantation de cellules cancéreuses chez 1'enmbryon de
poulet selon la technique d'inoculation par voie intraveineuse que
nous allons décrire , Ce travail a déja fait l'objet de publica=
tions ( VLAEMINCK et al., 1970, 1971, 1972 ) .

Il nous a paru intéressant d*essayer d'inoculer conjointement
des cellules néoplasigues par voie intracoelomique chez 1'embryon
de poulet en appliquant le processus expérimental classgique de la
greffe intracoelomique , Les résultats correspondant sont rappor-

tés en fin de chapitre .

1.1 = Technique d'injection par voie intraveineuse

1elele1 — Genre et espéce utilisé ., Provenance des oeufs

Les expériences sont réalisées sur des oeufs fécondés de poules

( Gallus domesticus ) de race Leghorns blanches, provenant d'un éle-

vage des environs de Lyon .

1elele2 —= Tumeur utilisée

Il s'agit du carcinome d'Ehrlich ( Planche 1 ; 2 ) . Il a pour
origine un épithélioma glandulaire de la mamelle de la souris,
adepté & la greffe par EHRLICH ( 1906 ) . Cette tumeur gsuscite le
développement d'une ascite dans laquelle pullulent, & 1'état indé-
pendant, les cellules tumorales ., Celles-ci sont de taille variéde,
stéchelonnant entre 15 et 301 . Examinées sur frottis, elles compox-
tent un noyau régulidrement arrondi, trés chromophile, & chromatine
dense, souvent nucléoléd, autour duquel existe une mince bande proto-
plasmique parfois remplacée par un cytoplasme plus abondant, multi-
vacuolaire . Le pouvoir prolifératif de cette tumeur est élevé ainsi
quten témoigne le treés grand nombre de figures mitotiques, parfois
anarchiques, observées .
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Dang notre expérimentation, aprés ponction intrapéritonéale
de la souris porte-greffe, le liquide dfascite est mélangé a
du sérum physiologique, maintenu & la température de l'oeuf 3 ino=
culer, de fagon & obtenir une concentration connue et reproductible
de cellules tumorales, soit 10 000 cellules par ml dans un inoculat
moyen de 0,05 ml .

1e1e103 ~ Appareillage

Les oeufs sont placés dans un incubateur & une température
comprise entre 36,9°C et 37,5°C ; ils sont retournés trois fois par

Jour jusqutau moment de leur inoculation .

Etant donnée la différence de taille qui existe d'un oeuf &

1l'autre, nous avons confectionné un dispositif réglable & ses dimen=-

irfons afin de le maintenir immobile durant l'opération d'inoculation,

Nous avons jugé utile de modifier la technique d'injection
couramment suivie depuis que EICHORN ( 1940 ) 1'a décrite . Pour
cela nous avons confectionné des micropipettes en verre étiré, in-
finiment plus acérées et moins traumatisantes que l'aiguille tradi-
tionnelle , Cette micropipette est relide par un caoutchouc & une

seringue refoulante de De Fonbrune permettant d'effectuer une injec-
tion lente, ce qui élimine tout risque de traumatisme au cours de

la manipulation .,

Clest au 11e jour de ll'incubation que les embryons reconnus
viables par mirage sont préparés pour l*expérimentation . On locali=
se une veine de la membrane chorio-allantofdienne ainsi que la direc=-
tion du flux sanguin ., Les 10e et 11e jours de l'incubation sont les
dates les plus favorables pour réaliser une injection intraveineuse.
Bn effet, le réseau sanguin de la couche moyemme de la chorio-allan-
tofde se trouve alors étroitement accolé & la membrane coquillsre,

donc trés en surface .







22

De fagon stérile et & l'aide d'une loupe binoculaire, le vais=
seau choisi est mis en évidence par la techniquc usuelle ( EICHORN,
1940 ), clest & dire par élimination de la coquille sus-jacente et
dép8t d'une goutte d'huile minérale sur la membrane coquilldre
( fig. 23 1,2,3 ) . Comme cette dernidre adhdre étroitement & la
membrane chorio-allantofdienne, le vaisseau est ainsi trés bien
individualisé .,

L'oeuf étant maintenu parfaitement immobile sur le portoir
réglé & ses dimensions, une injection lente ( 30 secondes environ )
et non traumatisante est effectuée 4 l'aide de la seringue de De
Fonbrune munie d'une micropipette en verre étiré . Lorsque l'injec-
tion est terminée, l'aiguille de verre est retirée trds doucement
et la coquille est refermée par lutage & la paraffine ( fig. 2 ; 4,5.
et 6 ) . Les oeufs sont rehmis en incubation & 37°C .

1e1e3.1 = Observation en microscopie photonique

Les organes embryonnaires et le sac vitellin sont placés dans

une solution de formol & 10% durant au moins 24 heures ., Puis, ils

sont traités par les techniques histologiques classiques et coupées

3 4u . Les colorants employés sont l'hémalun~éosine, hémalun~ éry-
throsine~safran, P.A.S~hémalun , 1L'intérét de cette dermidre est

' qutelle met en évidence les membranes basales, notamment celles des

vaisseaux .

En ce qui concerne la membrane choriocallanto¥dienne, les pré=-
lévements ont été faits selon la méthode de LEIGHTON ( 1963 ) ,
( fig. 3 ; 1,2,3 ) . Les sections histologiques que nous avons ob=-
tenues, recouvrent une grande partie de cet organe extraembryonnaire
et offrent sur une seule coupe une surface d!observation considéra=
ble, propice & 1l'étude des rapports entre les cellules cancéreuses
et le systime vasculaire abondant de la membrane ,
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1e143.,2 ~ Observation en microscopie -électronique

On effectue une double fixation glutaraldéhvie 1,5% - acide
osmique 2% ., Les inclusions sont faites dans 1'épon selon la techw
nique de LUFT ( 1961 ), afin de réaliser des coupes semi~fines et
des ultra~coupes imprégnées dtacétate dluranyle et d'oxyde plomb
(REYNOLDS, 1963) . Les examens ont &té réalisés & 1'Elmiskop
Siemens IA sous 80 kW de tension, avec grossissements directs de
1 000 & 40 000 ,

1.2 = Constatations expérimentales

. — — o— £t At N = v o— A, ey fumtn ‘o

Plus de 500 oeufs embryonnés ont été ainsi inoculds ., Mais
nous n'avons retenu dans cette analyse que les 245 derniers, clest
3 dire ceux qui ont été inoculés a partir du moment oh 1l*injection
a été jugée satisfaisante sur le plan technique et suivie d'un bon
rendement ., ‘Au fur et & mesure de la mise am point de la technique,
le taux moyen de survie s'est élevé de 20 & 80% . Deux éléments ont

pernmis  d'améliorer ce rendement : d'une part, le maintien de 1l'ino-
culat & une température constante, voisine de celle de l'embryon
durant les manipulations ; d'autre part, le remplacement de l'aiguil-

2

le par une micropipette reliée & une pompe .

L*évolution des embryons inoculés au 11e jour d'incubation et
dont la mort n'est pas immédiate ou précoce se traduit, ou bien poxr
une survie allant jusqu’a 1l%éclosion, ou bien par un décés & des
quantidmes variables d'incubation & partir du 17e jour, ce qu'un mi-
rage quotidien permet de déceler |

Les modifications de 1l'aspect macroscopique des viscdres ne
sont pas constantes , Par ailleurs, leur absence n'implique nulle-
ment qutil n'y ait pas de métastases, celles-ci pouvant &tre seule~

ment décelables & l'examen microscopique .
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D'une manidre générale, l'aspect le plus caractéristique est
représenté par l'existence d'une augmentation globale du volume de
1'organe, eh particulier du foig, qui peut &tre énorme, et des reins
dont le volume est.susceptible de doublor ( Plénche 1353).

De plus, la surface de ces viscéres est parsemée de petits nodules
blancs grisftres, parfois simplement reconnaissables & la loupe,
parfois tellement nombreux, comme au niveau du foie et des reins,
que la surface de ces organes est granuleuse . Les phénoménes hé-
morragiques sont trés fréquents, se traduisant par la présence de
taches violacées irréguliéres . On a remarqué qulau niveau du cer-
veau, les nodules tumoraux sont souvent peu nombreux mais énormes,
atteignant une taiile égale & celle de l'ensemble du tissu cérébral
qui est alors refoulé et comprimé . En revanche, au niveau du coeuxr
et des poumons, les lésions macroscopiques sont le plus souvent
discrétes, réduites & quelques minuscules nodules blanchftres .
Aucun nodule nta jamais été observé & la surface de la rate de nos

embryons ni au niveau du sac vitellin .

Une étude systématique a été effectuée au niveau des organes
suivants : foie, néphros, cerveau, coeur, poumon, rate . Elle con-
cerne 176 embryons inoculés au 11e jour d'incubation, examinés entre
le 17e¢ et le 21e jour, soit & la suite du décés spontané pour 64
dtentre eux, soit & la suite d'un sacrifice pour les 112 autres
( Tableau I ) .

Les foyers métastatiques microscopiques sont trés aisés a
identifier au niveau des viscéres, d'une part en raison des carac—
téristiques cytologiques propres aux cellules d'Ehrlich, d'autre
part parce qutils réalisent des nodules tissulaires anormaux qui
viennent prendre la place des structures normales . Quelques parti-
cularités méritent d'&tre notées en fonction du viscére considéré .

- Dans le foie, qui est le viscdre le plus fréquemment envahi,
1l'importance de la diffusion métastatique est telle que peu de paren-

chyme normal reste reconnaissable .




Tableau I

REPARTITION DES METASTASES CHEZ DES EMBRYONS DE POULET AYANT
REQU UN INOCULAT DE CELLULES TUMORALES D'EHRLICH AU 11é JOUR

DE L'INCUBATION

Date dg Nombre d'animaux Métastases Pas de
l'"incubation décédés métastases
17 8 2
18 11 8 3
19 15 14 1
20 22 20 2
21 8 3 5

Total 64 ol 13
Date de Nombre d'animaux Pas de
1 '"incubation sacrifiés Métastases métastases
17 1 1 0
18 30 13 17
19 24 14 10
20 62 34 18
21 5 3 2
Total 112 66 47
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Encore qu'il soit alors souvent stéatosique et remanié par les hémor-

ragies ( Planche 2 ; 3 ) .

- Les métastases cérébrales apparaissent souvent centrées paxr
une petite flaque hémorragique qui représente certainement le reste
Vvasculaire de ce qui a été la voie d'accds des cellules tumorales

qui ont présidé & 1l'élaboration de la métastase en cause .,
( Planche 3 ; 2,3 ) .

- Les métastases pulmonaires nous sont toujours apparues de
trés petite taille, véritablement microscopiques, ée qui est assez
singulier pour cet organe . Elles prédominent dans les zones corti-
cales et sitgent daans le tissu intersticiel ( Planche 2 ; 1 ) .

~ Au niveau du métanéphros, compte tenu de 1!'8ge d'incubation
auguel la majorité des animaux sont examinés, les métastases se carac-
térisent par leurs contours imprécis avec infiltration irréguliere
des cellules tumorales lés plus périphériques, entre les structures
tubulaires ( Planche 2 3 2 ) .

- Les trds rares métastases spléniques observées correspondent
soit & des petits nodules bien circonscrits, soit & un envahisse-
ment quasi total de l'organe . L'augmentation de volume de la rate,
en dehors de l'existence de toute métastase, est attribuée & une
hyporplasie réticulaire diffuse .

- Dans le myocarde, les foyers métastatiques sont surtout de
type infiltrant ( Planche 3 ; 1 ) .

- Enfin, nous avons observé des métastases vitellines, tou-
jours microscopiques, centrées par une formation vasculaire et com-

me briddes par les mailles du réseau conjonctivo vasculaire de

1torgane .,
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Afin de compléter la description des 1lésions observées, nous
avons réalisé une étude guantitative de la répartition des foyers tu-

moraux dans les viscdéres embryonnaires et extra—embryonnaires .



Tableau II

INTENSITE DE LA DIFFUSION METASTATIQUE CHEZ L'EMBRYON DE POULET,
ILLUSTREE PAR LES COTATIONS ATTRIBUEES AUX COUPES MICROSCOPIQUES
DES DIFFERENTS ORGANES ET PAR LE RAPPORT ENTRE LA SOMME DE CES

COTATIONS ET L'ENSEMBLE DE CELLES ATTRIBUEES A TOUS LES ORGAFNES

EXAMINES
Organes
Organes embryonmnaires extra-
embryonnaires
. . . ! Sac
Cotation Foie|Reins| Rate| Poumons|Coeur|Cerveau |M.C. A. vitellin
-
Cotation
attribugée |312 | 144 | 17 108 166 189 203 86
a ll'organe
Pourcentage |26% | 12% |1,3% 8,4% |13,6%| 15,6% |16,6% 7%
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I1 nous est vite apparu en effet que la densité des foyers tumoraux
nétastatiques variait non seulement d'un animal & 1l'autre, maisS sur-

tout d'un organe & ltautre .

Nous avons exprimé cette prédilection ou cette non-prédilec=-
tion organique en affectant chacun des organes considérés d'une co=
tation traduisant 1'importance de 1l*infiltration tumorale, de fagon
& pouvoir quantifier les observations recueillies et, par 1li méme. .,
ltintensité de la diffusion métastatique au niveau de ces organes .
Pour cela, nous avons déterminé une échelle de cotation de cette
intensité, répartissant en cing stades les aspects d'envahissement
tumoral observé sur les coupes histologiques sérides . Toutes ces
dernigdres examinées pour chaque organe, ont fait 1'objet de cette
cotation, constituant un reflet assez exact de 1'intensité de la
diffusion métastatique ; ce que nous avons représenté par un diagram—
me de fréquence des stades métastatiques ( fig. 6 ) . En fonction
de cette cotation, la répartition de la diffusion métastatique dans
les différents viscéres est exprimée sous forme do pourcentage dans
un tableau comparatif ( Tableau II ) . Il s'agit du rapport entre la
somme des cotations attribuées aux coupes microscopiques d'un organe
donné et la totalité des cotations attribudes 3 tous les organes

examinés .

I1 apparaft clairement que le foiie est le lieu de prédilection
des métastases expérimentalement induites, alors que la rate ntest

pratiquement jamais atteinte .

1.3 = Etude en microscopie photonique des métastases dans la membra=

ne chorio-allantofdienne

En raison de la fréquence des métastases dans la menmbroie
chorio-allantoidienne ( 1,C.A. ) et la nature du tissu qui la cons-
titue essentiellement, clest & dire un mésenchyme liche, richement
vascularisé, nous avons pu y préciser la cinétique évolutive des

cellules tumorales injectées .




DIAGRAMMES DE FREQUENCE
DES STADES METASTATIQUES
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Lorsque les foyers tumoraux sont trds petits, ils sont toujours lo-
colisds au niveau du rev8tement épithélial bistratifié accolé a la
membrane coquilldre oh ils produisent une réaction proliférative qui
multiplie les couches celluleires épithéliales . Cette localisation
élective des métastases & leur début conduit & penser qu'elles sont
le résultat d'une embolisation des cellules tumorales d!'Ehrlich dans
les fines ramifications capillaires du revétement épithélial ., Ces
ranifications ne sont que des prolongements des capillaires plus
volumineux qui cheminent dans le tissu mésenchymateux sous~jacent
( Planche 4 ; 1,2 ) .

Au fur et & mesure de leur croissance, ces foyers envahissent

. progressivement le mésenchyme et finissent par en occuper toute 1'é-
paisseur avant de s!'étendre latéralement et de se rejoindre les uns
les autres, si bien que la membrane chorioallantofdienne est vérite~

blement infestée en totalité par les cellules tumorales d*Erlich
( Planche 4 ; 3 ) .

Le mésenchyme de la membrane chorio—allantofdienne s'est révélé

un lieu assez privilégié pour observer la dissémination des cellules

tumorales . A la périphérie des nodules décrits précédemment, on
observe souvent une ségrégation monocellulaire des cellules tumorales.,
Les cellules Ad'Bhrlich isolées témoignent ainsi nettement de leur
capacité de mobilisation active, apres avoir été aptes & se détacher
de leurs congéndéres . Trés fréquemment, elles entrent en contact

avec des capillaires et ce, de fagon tellemcnt élective, que 1l%on

ne peut manquer d'évoquer l'existence dfun véritable tropisme qui
entraine les cellules vers les vaisseaux ( Planche 4 ; 4 ) .
Lorsqu'elles sont assez nombreuses, les cellules tumorales accolées

3 un vaisseau s!ordonnent autour de lui en une disposition périthé-
liale et ont tendance, dans cette situation, & modifier leur morpho-
logie ( Planche 5 ; 1 ) : de globuleuses, elles deviennent allongées,
véritablement mouldes sur la face externe du vaisseau ( Planche 5 ; 2 )
Ces aspects correspondent sans aucun doute & un stade prémonitoire
dtune nouvelle dissémination vasculaire qui s'effectuera cette fois

de dehors en dedans ( Planche 5 ; 3 ) .
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Bien que nous n'ayons pas eu la chance d'observer de fagon certaine
le moment du franchissement de la paroi vasculaire, il est possible
de voir le stade suivant sous forme de cellules tumorales accolées
& la face interne d'un vaisseau, prenant alors la forme aplatie ou
allongée des cellules endothéliales ( Planche 5 ; 4 ) .

164 - . Aspects ultrastructuraux au niveau de la membrane
chorio~allantoIdienne

L*observation au microscope photonique ne fournit'pas un MHoum
voir de résolution suffisant pour explorer le stade intermédiaire
entre les deux précédents, & savoir le franchissement de la paroi
vasculaire . Cet aspect de notre étude a fait 1'objet de la Thése
de Doctorat en liédecine de lionsieur Y, MOUTON ( HMOUTON et al,, 1970 )
dont la collaboration nous a permis de corroborer les observations
déja effectudes en microscopie optiquue . Les nodules tumoraux
examinés 4 ce niveau sont constitués de cellules 4!'Fhrlich groupées,
sans intervalle, les unes contre les autres, les éléments normaux
ayant disparu sauf les capillaires qui présentent des modifications
morphologiques .

Ces phénoménes s'apparentent au premier temps de llinvasion
tumorale dans un épithélioma, lorsque les cellules cancérisés se

ségrégent dans le derme ou le chorion de la muqueuse .

Dans les nodules tumoraux invasifs, la couche mésenchymateuse
et la couche chorioniqﬁé}bien que totalement envahies de cellules

d'Zhrlich, peuvent rester séparées par une membrane basale normale,

La ségrégation cellulaire dfune couche & l'autre se traduit par
des modifications de la basale sous~chorionique . Une densification
de la membrane basale sous-chorionique précéde sa dissolution ; la
basale apparaft alors franchement interrompue , Dans ce cas, la cel-
lule dt*Zhrlich émet un prologement cytoplasmique qui repousse la

cellule chorionique ( Planche 6 ; 1 ) .
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laires

A la périphérie des nodules tumoraux, il est fréquent de
voir des cellules d*Ehrlich en faible nombre, venir staccoler sur
la face externe d'un capillaire dont le diamdtre et la lumidre ne

sont pas alors modifiés .

La paroi des capillaires subit d'importantes et intéressan—
tes altérations se sitwii:t essentiellement au niveau de la membra-
ne basale . Celle~ci devient hétérogéne, floconneuse et steffrite,
prenant un aspect en " cendres de cigarettes " ( Planche 6 ; 1 ).
Il peut y avoir une dissolution partielle ou totale de la membrane
basale, la cellule tumorale venant ainsi au contact de la face
externe de ltendothélium , Les rdactions de la membrane basale ap-
paraissent aprés les réactions de l'endothélium . Les membranes cel-
lulaires de 1'endothélium et de la cellule cancérouse disparaissent
pour 8tre remplacécs par une zone floue ol cytoplasme endoplasmique
et cytoplasme tumoral sont devenus indissociables, entourés de
fragmar ts de basale effritée ( Planche 6 ; 3 ) .

1.5 = Inoculation par voie intracoelomique de 1l'embryon de poulet

de 3 jours d'incubation

Nous avons voulu par cette méthode, ol l'injection est réali-
sée dans un secteur de l'organisme sans relation avec le systéme
circulatoire, apprécier l'affinité des cellules d'Ehrlich pour les

organes de ltembryon de pouletb .

d
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Au 3e jour de l'incubation, les embryons reconnus viables par
mirage sont retenus pour l'expérimentation ., La coquille de 1l'oeuf
est découpée au dessus de 1l'embryon, puis une fente est pratiquée
dans ltamnios . La suspension tumorale de cellules d'Ehrlich est
inoculée dans la cavité coelomigue au niveau d'une zone que l%on

délimite de la fagon suivante :
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entre les membres postérieurs et antériecurs, dans la région du flanc
de lt'embryon, sous les somites . On prendra soin ds ne pas léser le
systéme sanguin qui commence & apparaftre ( fig. 4 ) . L'injection
est réalisée avec le méme matériel que celui qui sert 3 réaliser
les injections intraveineuses . La coquille est en dernier lieu
refermée et 1l'oeuf placé & 37°C ,

1652 = Résultats

Nous avons laissé de c8té les embryons décédés spontanément
aprés 1'injection car l'autolyse glue 1l'identification des cellules
d'Ehrlich qui semblent par ailleurs absentes dans la majorité des

cas .

Nous avons séparé en deux lots les embryons que nous avons
sacrifiés, soit entre le 5e et le 7e jour de l'incubation, soit

au 14e jour de l'incubation .

1.5¢2.1 = Inoculation au 3e jour - Sacrifice entre le

5¢ et le Te jour

Sur les 12 embryons retenus, le coelome est envahi par de

nombreuses cellules tumorales dans tous les casy 5 animaux présen~

tent des foyers tumoraux au niveau du foie et du myocarde ,
1.502.2 = Inoculation au 3e jour — Sacrifice au 14e jour

Parmi les 14 embryons considérés, 10 d'entre eux sont porteurs

de foyers tumoraux dans un ou plusieurs organes . Les organes les

touchés sont les poumons, le foie et le myocarde .
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1.6 ~ Interprétation des résultats

Si 1l'on considére l'ensemble des animaux décédés aprés le
17 e jour suivant le début de l'incubation, ce qui représente 176
embryons, on constate que le pourcentage des prises tumorales ntest
pas de 100 p, 100 , Les foyers métastatiques sont présents dans
80 p. 100 des cas en ce qui concerne le lot des embryons décédés
spontanément et dans 60 p, 100 des cas pour cs qui est de ceux que
nous avons sacrifiés , Compte tenu des conditions expérimentales,
on pouvait & priori s'attendre & une fréquence métastatique plus
grande, or nous retrouvons ici, malgré 1l'état d!'indifférence immunitaire
de l'embryon de poulet, une constatation que nous avions antérieu~
rement faite ( ADENIS., 1962 ; DRIESSENS et al., 1963 ) .
Nous avions en effet mis en évidence que la dissémination de cellu~
les cancéreuses méme en grande quantité, dans le torrent circulatoire,
ntentrafne pas ipso facto l'apparition de métastases ganglionnaires
ou viscérales . Les cellules cancéreuses injectées, dont le pouvoir
de multiplication, d'infiltration et de greffe est cependant certain
puisqutil est vérifié expérimentalement, ne développent cette acti=
vité que dans certaines conditions encore mal précisées, mais que
1'on peut estimer.étre sous la dépendance de l'organisme , Cette
résistance est parfaitement concrétisée par 1'existence dtamas
quiescents de cellules tumorales " dormantes ", situdes dans les
lumiéres vasculaires ou dans l'intimité des tissus et qui demeurent

dans cet état pendant longtemps .

Ces faits soulignent l!'importance du " terrasin " dans les phé-
noménes de diffusion métastatique des tumeurs malignes . Par cer—
tains mécanismes, 1'h8te est capable de détruire des cellules tu=
morales en circulation, ou tout au moins de s'opposer & leur implane
tation, nécessaire pour gutapparaisse une métastase . Les connais-
sances actuelles conduisent & penser que ces mécanismes sont cer—

tainement de nature immunologique .
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Si la distribution topographique et le pourcentage des métase
tases nous permettent de conclure & l'existence d'un envahissement
généralement polyviscéral, ils n'accusent pas une identité de dif=-
fusion métastatique quel que soit 1torgane envisagé . Surtout il
apparalt évident qu'il y a une sélectivité d*envahissement des or-
ganos par les cellules tumorales ., Le diagramme de fréquence des
stades métastatiques ( fig., 6 ) et le calcul des pourcentages
( Tableau II ) pour chaque type dtorgane examiné et comparativement

étudiés, nous confirment les observations microscopiques effectudes .

Le foie est en effet de trés loin 1lorgane le plus intensé-
ment touché par la diffusion métastatique puisqu'il héberge & 1lui
seul 25% des métastases .

A 1l'inverse, la rate, malgré l'importance bien connue de la
vascularisation, n'est pratiguement jamais sollicitée, puisqulelle

ne renferme que 1,3 des métastases ,

Entre ces deux extrémes, on trouwe sensiblement sur le méme
rang, le cerveau ( 15,5% ), le coeur ( 13,6% ) et le néphros ( 12% )
tandis que les poumons ( 8,4% ) sont curieusement en avant dernidre

position juste avant la rate dont on vient de parler .

En ce qui concerne les poumons, le relativement faible pourcen-
tage de cas dans lesquels nous avons observé des foyers tumoraux,
aingi que la taille toujours minime de ceux-ci, nous sont apparus
de prime abord assez paradoxaux en regard de la fréquence habituel~
le des métastases pulmonaires chez l'homme et les autres mammiféres
ainsi que dulieu ou est effectude 1l'inoculation tumorale , Peut—
8tre cela est-il dft au fait que la circulation pulmonaire est tres
réduite chez l'embryon de poulet dont les poumons n'ont, par défi-

nition, joué encore aucun r8le fonctionnel .,
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Pour ce qui est de 1'encéphale, on doit rappeler & titre
explicatif que c'est un lieu classiquement favorable au dévelop—
pement des tumeurs greffées . Le cerveau est alors considéré en
grande partie & 1l'abri des mécanismes immunitaires et peut~8tre
est-ce & ce titre que nous devons l'intensité de la diffusion

Ny

métastatique & son niveau ,

Nous avons observé dfassez nombreuxz petits foyers métastati-

ques dans le sac vitellin, en général bien ordonnés autour de vais~
seaux dont la lumiére contenait également des cellules cancéreuses

en marginaetion . Cela mérite d*&tre souligné car, si certains ont
réussi & cultiver des cellules tumorales dans le sac vitellin
(TAYLOR et CARMICHAEL, 1949 ; LEVI MONTALCINI et HAMBURGER, 1951 ;
BUEKER, 1948 ), d'autres consid®rent cet organe comme impropre

& la survie des cellules cancéreuses ( BEASTY et al., 1969 ) .

Nous avons inoculé des cellules tumorales d'FEhrlich chez
ltembryon de poulet, & un stade tres précoce, au 3e jour de 1l'in~
cubation, dans la cavité coelomique qui est sans relation avec le
systéme circulatoire, afin de suivre leur migration dans divers

organes et de la comparer avec nos résultats précédents .,

Les premidres observations que nous avons effectuées, réve-
lent que les cellules ainsi diffusées par migration active se con=

centrent essentiellement dans le foie, le myocarde et les poumons,

En ce qui concerne le foie, on peut se demander si 1l'on ne
retrouve pas 1la, la toute particulitre affinité des cellules
d'Ehrlich pour les hépatocytes de l'embryon de poulet . Cette mi-
gration préférentielle est un argument de plus en favenr de 1l'ime
portance du terrain local dans la diffusion métastatique d'une tu-

meur donnde chez un h8te donné .

Le résultat est plus surprenant en ce qui concerne les pou=
mons et il est opposé & celui que nous avons obtenu par la tech~

nique dl'injection par voie intraveineuse .
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Ces faits peuvent mettre en cause la " date " de l'inoculation
mais aussi une vulnérabilité plus importante du tissu embryonnaire

dans les premidres étapes de sa formation .
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En raison de sa situation privilégide vis-a~-vis du lieu
dtinjection des cellules tumorales, il apparaft bien normal que la
membrane chorio~allantofdienne soit fréquemment le sidge de tres
nombreux nodules tumoraux ., La diffusion tumorale & ce niveau,

- déja étudide par LEIGHTON ( 1967 ) & 1l'aide de diverses ascites
tumorales du rat, fournit d'intéressantes constatations dans la
mesure o la structure mésenchymateuse richement vascularisée de

la membrane chorio-allantofdienne permet d'analyser certains aspects
du phénoméne de l'invasion tumorale, en particulier celui des rap=—
ports réciproques des cellules cancéreuses et des vaisseaux .

C'est le mérite de 1'ultrastructure d'apporter quelques précisions
morphologiques & ce sujet . En effet, les modifications de l'aspect
des membranes basales, au moment ol les cellules tumorales commen~
cent & venir & leur contact, rappellent en partie les observations
déjd faites dans le processus inflammatoire en ce qui concerne la
leucodiapéddse ( HARCHESI et GOWANS, 1964 ; FLOREY et GRANT, 1961 ) .
Les aspects observés permettent de suspecter l'action d'un facteur
biochimique lytique qui, par analogie avec les lysosomes leucocy—

taires, pourrait &tre de nature enzymatique .
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2 - ETUDE EXPERIMENTALE DE LA DIFFUSION METASTATIQUE IN VITRO

Rous avons, dans une premiére série expérimentale, montré que
1tinoculation par voie intraveineuse de cellules tumorales asciti-
ques d'Ehrlich chez l'embryon de poulet, se traduit par un envahisg
sement tumoral, en général polyviscéral mais inconstant malgré
1'état d'indifférence immunologique des embryons , Le foie, dans
notre systéme expérimental, apparaft particulidrement favorable
au développement des foyers métastatiques, tandis que la rate ntest
pratiquement jamais atteinte .

Sur la base de ces constatations et afin d'apprécier les rai-
sons des différences observées, nous avons étudié le comportement

de la tumeur d'Ehrlich vis-a-vis de ces wrganes embryonnaires

( foie, rate, néphros, poumons, bourse de Fabricius ), isolés de
ltorganisme, en culture organotypique affrontée, afin de bien pré-
ciser le r8le éventuel du terrain local dans les affinités consta—
tées .

Enfin, nous avons interposé un filtre millipore entre le tissu
tumoral et le tissu embryonnaire afin dtapprécier si le contact
celluleire entre ces deux tissus était nécessaire au facteur déter-

minant la migration des cellules cancéreuses .
2.1 = Technique de 2ulture organotypique
241.1 = Origine des explants
2elel1e1 = Organes embryonnaires

Les organes embryonnaires sont prélevés sur des embryons de
poulet Leghorn blanc &gés de 11 jours dtincubation, excepté la
bourse de Fabricius dont le prélévement se fait dans la troisidme

partie du temps d'incubation
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2e1e1e2 = La tumeur

La tumeur solide utilisée est obtenue en 7 & 10 jours par
greffe sous cutanée d'ascite d!'Ehrlich dans la région dorsale de
la souris Swiss . Autant que possible, on choigit une tumeur assez
petite, pour éviter la nécrose toujours possible et préjudiciable
& la réussite de la culture ., Dans ces conditions, la tumeur est

ferme et vivace .
2.1.2 =~ Technique de culture

2.1.2.1 = Préparation du miliocu de cmlture

Les cultures se font dans des verres de culture ou salidres
ayant la forme d'un parallélépipdde & section carrée, de 4 cm de
c8té et de 1,5 cm de hauteur . Ils sont évidés dans la partie su~
périeure en calotte sphérique . La salidre est fermée par une la=
me de verre lutée & la paraffine ( fig., 5 ) . Dans cette cupule
de cultures, nous mettons successivement et dans les proportions

suivantes :
-~ Le liquide de Tyrode eee D gouttes

~ Lo sérum de cheval ( Gidbeo) cees 4 gouttes

- Ltextrait dtembryons de poulet ( Difco ) ... 3 gouttes
dilué & 60% dans le liquide de Tyrode

~ La pénicilline ( 100 Unitds ) ees 1 goutte

La gélose, contenant 1g d'agar pour 100ml
de liquide de Gey et maintenue & 50°C ees 9 gouttes

N

Tous ces composants sont intimement m&lés & 1l'aide dtune fine ba-

guette de verre afin de réaliser un milieu homogéne .
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La composition de notre milieu de culture est légdrement dif-
férente par les proportions de ses constituants de celui qu'emploi-
ent WOLFF ¢t _al , . Nous n'avons jamais modifié la composition de

notre milieu de culture au cours de nos expériences ,
2¢1.2,2 = Technique d!explantation

La technique que nous avons employée, est celle qui a été mise

au.point par WOLFF et al,, ( 1952 ) . Le principe en est le suivant:
3

les fragments viscéraux de 2mm” environ provenant des embryons

de poulet, sont placés au contact de fragments de tumeur 4" Txiich
de m8me taille ( fig, 5 ) . Le dép8t des explants se fait sous la
loupe binoculaire de méme que leur asséchement 3 ltaide d'un fin
papier buvard , La culture est enfermée dans la salidre par une
lame de verre, lutée & la paraffine ., Les salidres sont placdes &

1tobscurité dans une étuve maintenue & 37°C .

Les besoins nutritifs de certains explants peuvent nécessiter
un " repiquage " , clest 4 dire un renouvellement du milieu de cul=-

ture le 3e jour suivant l'explantation . Parfois, il est nécessaire
dtassécher le milieu une nouvelle fois, le lendemain ou le surlen—

demain suivant la mise en culture .

Les fragments accolés se soudent en 48 h au maximum ., Une
semaine aprés llexplantation, l'ensemble de la culture est fixé

au formol et traité selon les techniques histologiques classiques .

Si l'on désigne par

n le nombre total de nos expériences, cl'est & dire le nombre

dtassociations embryonnaires et tumorales soumises & 1'exa=—

men microscopique .,
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r le nombre de résultats observés, ctest & dire le nombre
de ces associations ol l!organe embryonnaire est envahi
par la tumeur ,

Le pourcentage dtinfiltration tumorale de 1l!'organe embryon—
naire q sera égal &

r
q% =« x 100
n

Le nombre de nos expériences par catégorie étant toujours ou
pratiquement toujours inférieur & 100, nous avons fait suivre le
pourcentage d'infiltration tumorale de deux nombres représantant les
limites inférieure et supérieure de l'intervalle de confiance avec
un coefficient de sécurité de 95 % . Ces limites sont détermindes
par le calcul ( LAMOTTE, 1962 ) .

2.2 ~ Comportement de la tumeur d*Bhrlich associée a du foie et &

de la rate embryonnaires de poulet

Avant de réaliser des associations d'organes embryonnaires et
de tumeur d'Ehrlich, nous avons culiivé le fragment tumoral seul sur
le milieu , Par la suite, au cours de nos expériences, il nous a
paru intéressant de toujours comparer la survie des associations
avec celle du fragment fumoral cultivé seul sur lg milieu, ainsi

qu'avec 1'état de la tumeur au moment de 1l'explantation .

Nos résultats précédemment acquis, nous ont dicté notre plan
de travail . C'est pourquoi emprcmior lieu, nous avons réalisé une
étude comparée du comporiement du foie et de la rate embryomnaires

de poulet en association avec la tumeur d'Ehrlich .

2¢2¢1 = Culture de la tumeur d*Fhrlich

La culture isolée de fragments tumoraux s'est soldée par un
échec constant . Au bout de 3 jours, au maximum, l'explant tumoral

est totalement néecrosé et se dissocie .
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Donc, lorsque le tissu tumoral est cultivé seul, il périclite
( Planche 7 ; 1,2 ) .

En revanche, la présence d'un organe embryonnaire de poulet
peut permettre sa multiplication comme si les cellules cancéreuses
se nourrissaient aux dépens de l'organe, qui lui, puise ses éléments
nutritifs dans le milicu ( Planche 7 ; 3 et 4 ) . Afin de préciser
le r8le du foie et de la rate embryonnaires de poulet dans l'inva=
gion tumorale, nous avons comparé le comportement de la tumeur
d'Ehrlich vis-a~vis de ces organes . Les explants, hépatique et
splénique, sont placés séparément au contact de ll'explant tumoral,
Les fragments accolés se soudent en 48 heures ., Huit jours apreés
l'explantation, l'association tissulaire est fixée au formol & 10 %

by

puis coupée en série & 4p et colorde & 1l'hémalun~dosine .

v G amem — . p— o o T

2.2.,2.1 ~ Aspect histologique des explants

- Pragment _hépatiqre

Le fragment hépatique présente pratiquement toujours une
structure générale en cocarde . Le centre du fragment est en effet
néerosé, sans cellules identifiables . Autour on reconnaft, un peu
estompée, la structure du foie telle qulelle était au moment de
l'explantation , Enfin en périphérie, clest & dire dans la zone de
contact avec le milieu de culture, se trouve le foyer de néogénése
hépatique témoignant de la réalité et de la qualité de la culture
( Planche 8 ; 1,2,3 ) .

Le fragment tumoral se présente un peu de la méme manidre
bien qu'avec une structure d'ensemble beaucoup plus irrégulidre ;

les zones de prolifération et de nécrose étant intriquées .
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Dans les zones non nécrotiques, la prolifération, & c8té de
la survie, est parfaibe, ainsi quten témoignent de nombreuses figu—
res mitotiques . Par exception, lorsque le fragment tumoral est trés
néerotique, ce qui est rare, il existe au niveau de la zone d'affron—
tement, une bance de cellules demeurées vivaces, comme Si le fragment

de foie adjacent jouait le r8le d'un tissu nourricier.( Planche 9 ; 1)

Ce qui est toutefois le plus frappant dans cette culture af-
frontée, c'est la fréquence avec laquelle on observe un envahisse—
ment, par des cellules tumorales, du fragment de foie situé & pro-
ximité de la zone dtaffrontement . Les cellules cancéreuses non
seulement survivent et se multiflient sur place, mais encore s'infil~-
trent dans le foie, indispensable & leur culture organotypique
( Planche 9 5 3 ) . A c8té de cet envahissement de proche en proche,
avec parfois des images de pénétration des cavités vasculaires du
foie, il est possgible d'observer de véritables foyers métastatiques
in vitro situés dans le fragment hépatique trés loin de la zone
d*taffrontement ( Planche 9 ; 2,4 ) .

2.242.2 = Résultats numériques

Sur les 65 asgociations retenues, de foie embryonnaire de
poulet et de tumeur d'Ehrlich de la souris, nous avons constaté
( Tableau III ) :

- une bonne survie du fragment embryonnaire
dans 85 % des cas .

~ une bonne culture du fragment tumoral dans
85 % des cas .,

- une infiltration tumorale du fragment embryon=
naire dans 78 % des cas .,
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2e242e3 =~ Conclusions

Il nous est permis d'affirmer qu'il n'ly a pas dtincompatibi-
1ité entre les deux tissus associés : fragment tumoral d*Ehrlich
de la souris Swiss et fragment hépatique embryonnaire de poulet ,
Au contraire, le foie, dans notre systime expérimental est trés
favorable & la culture de la tumeur d'Ehrlich, puisqu'il permet la
survie et la multiplication des cellules cancéreuses .

Dlailleurs & guatre reprises, nous avons essayé de repiquer cete
te. association tissulaire ., Apreés 36 jours de culture, nous
avons constaté que le tissu hépatique embryonnaire et le tissu
cancéreux demeuraient en bon état avec persistance de signes de
multiplication cellulaire et surtout un envahissement tumoral trés

actif .

Compte tenu des constatations désormais classiques de WOLFF
sur l'effet béndfique qu'apporte & la culture organotypique des

tumeurs, la présence de fragments de mésonéphros, nous avons réali=
sé 1ltaffrontement foie-mésonéphros-tumeur ( fig, 53 2 ) .

Une telle culture n'a pas entrafiné d'amélioration de la qualité de
la culture du fragment tumoral, ni dtaugmentation de sa survie, ni

une infiltration hépatique plus intense .

W Seap e e eems mefe o o — — ———

La culture du fragment splénique est de bonne qualité ., La

encore, nous avons cobservé un aspect général en cocarde avec un
centre nécrotique ( Planche 10 ; 1 ), une zone intermédiaire ol
1l'on reconnaft parfaitement la structure de la rate embryonnaire
et une zone périphérique correspondant & une prolifération mésen~-
chymateuse de cellules allongées de type fibroblastique au milieu
desquelles existent parfois des amas de grandes cellules multinue
cléées de nature histiocytaire probable ( Planche 10 ;3 2 ) .
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En ce qui concerne le fragment tumoral, sa culture affrontée,
stest soldée par un échec compctdans plus de la moitié des cas :
aprés 6 jours de culture, la tumeur n"était plus représentée que
par un amas nécrotique . Parfois, le fragment tumoral durvit en
partie et méme se développe, puisque l'on observe des mitoses ;
mais il nous est apparu treés singulier que dans ces cas favorables,
la portion tumorale survivante était celle située le plus loin de
la zone d'affrontement avec la rate, zone au niveau de laquelle la
tumeur est constamment nécrotique ( Planche 10 5 3 ) .

- Infiltration du fragment splénique par les

.
S — - — —— o— - o— —

cellules cancéreuses

Dans ces conditions, & fortiori, nous n'avons jamais obser-
vé de pénétration de la rate par les cellules cancéreuses, contrai-

rement & ce qui avait &té observé avec le fragment hépatique .

2424342 =~ Résultats numériques

Nous avons retenu un nombre total de cultures égal & 40 et
nous avons remarqué au niveau de ces associations rate embryonnaire

de poulet -~ tumeur d!'Ehrlich de la souris :

- une bonne culture du fragment embryonnaire

dans prés de 90 % des cas .,

~ une bonne culture du fragment tumoral dans

40 % des cas seulement .

- 1tinfiltration tumorale du fragment embryon.

naire est de 0 % .




Tableau III

COMPORTEMENT DE LA TUMEUR D'EHRLICH ASSOCIEE IN VITRO A DU

FOIE ET DE LA RATE EMBRYONNAIRE DE POULET

Types d'associations réalisées in vitro

Foie embryonnaire de
poulet et tumeur
d'Ehrlich de souris

Rate embryonnatire de
poulet et tumeur
d'Ehrlich de souris

Nombre total
de cultures

65

40

Bonne culture
du fragment
embryonnaire

55

36

Bovve culture
de la tumeur

53

16

Infiltration
tumorale du
fragment
embryonnaire

49

% d'infiltra-
tion tumorale

78%
63 a 85

0%




43

2+2¢343 - Coneclusion

Il semble y avoir une incompatibilité entre les deux tissus
associés : fragment tumoral d'Ehrlich et fragmént splénique embryon~—
naire de poulet . La rate est ainsi trds pou favorable & la culture
de la tumeur d'Ehrlich ( Tableau ITI ) .

2.3 - Comportement de la tumeur d!'Ehrlich associde & dfautres
viscéres de 1l'embryon de poulet

Etant donnde la concordance de nos résultats obtenus in vivo

et in vitro pour le foie et la rate, nous nous sommes proposés de
vérifier s'il y avait également concordance entre les constatations
concernant d'autres viscéres comme le mésonéphros et les poumons ,
Les fragments de mésonéphros et de poumons sont prélevés chez des
embryons de poulet de 9 & 11 jours dtincubation et sont cultivés
dans les mémes conditions que celles déerites précédemment pour

le foie et la rate embryonnaires .

Nous avons voulu, par ailleurs, rechercher le degré d'infile
tration. tumorale au niveau d'un autre organe lymphoide gue la rate :

nous avons retenu la bourse de Fabricius . Les fragments de cet
organe sont prélevés entre le 18e jour de ltincubation et 1'éclosion,

— e wam W S G nien e e s — o —— S WS D G R went

Le fragmentde mésonéphros présente toujours une structure

identique & celle qu'il avait lors de l'explantation , Les tubules
mésonéphrétiques sont bien conservés ., Lorsqutil y a nécrose, la

quasi totalité de l'explant en est affecide .

Sy dmay e i o o — S s G W WD e Gmuv  eate

Au contact du mésonéphros, le fragment de tumeur se cultive

assez bien .
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I1 n'existe pas de zones de nécrose tumorale au contact du frag—
ment embryonnaire ., Les figures mitotiques sont nombreuses .

L I i = e i - g = — — G . -

La tumeur se multiplie et envahit les tissus sains ( Planche

11 3 1) . Elle stinfiltre tout d'abord dans le mésenchyme qui est
un tissu assez l8che, puis peu & peu péndtre jusque dans les tubules

du mésonéphros qui disparaissent . La ségrégation des cellules tumo-
rales est importante mais l'invasion du mésonéphros par celles~ci
n'est pas massive . Il s'agit plutdt de migrations isolées . En tout
cas, on ntobserve pas, comme dans le foie, de nodules cancéreux
éloignés de la zone de contact entre les deux explanic ,

2.301.2 = Résultatz numériques

Sur les 52 associations de mésonéphros embryonnaire de poulet
et de tumeur d!'Ehrlich de la souris, considérés, nous avons pu

constater :

- une bonne survie du mésonéphros dans 85 %
des cas .
- une bonne culture de la tumeur pour 64 %
des échantillons ,
-~ une infiltration tumorale du fragment embryon=-

naire dans 58 % des cas ,
2¢3e1e3 = Conclusions

Wous pouvons dire qutil n'y a pas d'incompatibilité entre les
cellules cancéreuses d*Ehrlich de la souris et le rein embryonnaire
de poulet . Le mésonéphros est un organe favorable & la proliféra—
tion des cellules tumorales , La multiplication tumorale est accom
pagnée dtune migration des cellules cancéreuses dans l'organe em—
bryonnaire, qui se propagent la plupart du temps par émissaires
isolés ( Tableau IV ) .




Tableau IV

Comportement de la tumewr d'Ebrlich associée, in vitro, d du

mésonéphros et du poumon embryonnaires de poulet

Types d'associations réalisées in vitro
Mésonéphros embryon-| Poumon embryormnaire
naire de poulet de poulet
Tumeur d'Ehrlich de | Tumewr d'Ehrlich de
sourts gouris

Nombre total

de cultures 52 80

Bonne culture

du fragment 44 20

embryonnaire

Bonne culture

de la tumeur 33 17

Infiltration

twmwrale du 30 5

fragment

embryonnaire

% d'infiltro- | 58% 17%

tion tumorale 54 a 72 5 g 34
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24342 = Associations de poumon et de tumeur d*Ehrlich

— mi we pamp  weom emeg BN e —

2.3.2¢1 ~ Aspect histologique des explants

— . w—

Le fragment pulmonaire que nous explantons prolifere trés
activement dans un assez grand nombre de cas ., Ltaspect normal

des tubes bronchiques est parfaitement reconnaissable .,

Dans les cas favorables de la culture associée. la tumeur
présente une bonne survie, ainsi quten témoignent les figures mito-

tiques et il n'y a aucune zone de nécrose tumorale au contact de

1'explant embryonnaire .

- e DG M G s Gaa oot e G

Néanmoins la zone de jonction des explants est dans la majo-
rité des cas bien nette . 118me lorsque les conditions Semblent
particulidrement propices & une invasion tumorale ( les explants
embryonnaire et tumoral sont bien soudés, la survie de part et
dlautre est parfaite ), nous n'observons dtinfiltration que dans
un‘nombre restreint de cas ( Planche 11 ; 2 ) . Dtailleurs, on
n'assiste jamais & une invasion massive du poumon par les cellules
tumorales, mais plutdt & 1l'infiltration de quelques cellules ségré-

gées marginales au tissu pulmonaire .

2434242 = Bésultats numériques
Nous avons réalisé 30 associations de ce type ( Tableau IV ).

~ 1la survie du fragment pulmonaire a été bonne

pour 20 d'entre elles, soit dans 67 % des cas ,

- celle du fragment tumoral dang 56 % des cas .

- une légdre infiltration tumorale du poumon a

été observée dans 5 cas, soit 17 % .
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2e342¢3 = Conclusions

Les explants mis au contact 1%'un de l'autre, ne manifestent
aucune incompatibilité . Mais 1l'infiltration tumorale au niveau

du poumon embryonnaire de poulet est relativement faible ,

2¢3s3 =~ Associations de bourse de Fabricius et de tumeur

L=y — =

2.3.3.1 = Rappel morphologique

La bourse de Fabricius est un organe épithélio-lymphofde,
spécifique aux oiseaux, que l'on peut rapprocher du thymus aussi
bien en ce qui concerne sa structure que sa fonction , Son appa-
rition sous forme de primordium débute au 5e jour de l'incubation,
mais son organisation se poursuit jusqu'd 1l'éclosion , LYorgane
atteint sa taille maximale entre le 5e et la 12e semaine suivant
la naissance du poussin ., La mise en évidence fonctionnelle
(GLICK et al., 1956 ) et histologique ( RUTH et al., 1964 ) de la
bourse de Fabricius est relativement récente . Des expériences ef=
fectuées par GOOD et al., 1966, COOPER et al., 1966, ont pormis

dt'établir le rble de la bourse de Fabricius, en temps quborgane

central dans un systéme immunitaire bursal~dépendant, dans le
contr8le de la production des immunoglobulines et la formation

d'anticorps spécifiques .,

2.343,2 - Aspect histologique des explants

~ Fragment embryonnaire

Les fragments de bourse de Fabricius sont prélevés entre le
18e jour de lt'incubation et 1l'éclosion , Dans le cas présent, nous
sommes obligésde mettre en culture des explants dtune taille plus
importante qutd 1'ordinaire, afin de conserver une structure or—

ganisée .
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Le fragment de bourse de Tabricius présente généralement
en culture, deux zones, dont l'une centrale a tendance & se né-
oroser et ltautre périphérique est extrémement vivace . La struc-
ture initiale ntest pas tellement modifide , D'une maniére généra=—
le, la bourse de Fabricius en culture organotypique in vitro sur-
vit bien , Nous avons pu améliorer cette survie, en renouvelant le

milieu de culture 3 jours aprés l'explantation ., Ce repiquage est

N

néceasaire & la croissance de l'organe embryonnaire dont les be-
soins nutritifs sont certainement supérieurs & ceux des autres

organes ,

Dans la majorité des cas, le fragment tumoral est trés né-
crotique ( Planche 11 ; 3 ) . Lorsque la tumeur comprend encore
des cellules vivaces, elles sont pratiquement toujours localisées
a4 1ltopposé de la zone de jonction de llexplant embryonnaire et de
la tumeur .

e e e —— e — — o—— —— " hos———— b0t
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Le premier obstacle & la migration des cellules tumorales
au niveau de la bourse de Fabricius, est la difficulté qu¥ont les
explants & se souder ., Fn effet, les deux tissus associés ne se

soudent pas dans la majorité des cas, par conséquent il est dif-
ficile dans ces conditions d'observer des migrations de cellules

tumorales . Il n'en reste pas moins vrai que lorsque les explants
sont soudés, une importante zone de nécrose tumorale se situe en

regard du fragment embryonnaire , Ce ntest qu'd titre exceptiomnel,

12 encore, que nous avons pu observer un trés petit nombre de cel-
lules tumorales franchir la zone de jonction et pénétrer le tissu

sain ,

L'analyse des coupes effectuées & partir dlassociations re-
piquées a mis en évidence une amélioration de la survie de 1l'or-
gane embryonnaire mais ne nous a pas fait remarquer une infiltra-—

tion tumorale plus importante .
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Les cellules tumorales au sein de la tumeur ont tendance 4 se sé=-

gréger, mais elles starr8tent devant la zone limitant les deux tis-

sus, dans la quasi totalité des cas .

243¢3.3 = Résultats numériques ;

Nous avons réparti en deux lots, nos associations tissulaires

o — —— 0 —

~ on note 80 % de bonne survie du fragment

embryonnaire , _
- 10 % de bonne culture du fragment tumoral .

-~ une infiltration tumorale nulle .
- Lot_repiqué

- nous observons 90 % de bonne culture

du fragment embryonnaire .
~ 15 % de bonne survie du fragment tumoral .

- une infiltration tumorale nulle .

2¢3e3.4 = Conclusions

Il existe une assez importante incompatibilité entre la

bourse de Fabricius embryonnaire de poulet et la tvaeur d'Ehrlich
de la souris . Cet organe semblée peu favorable & sa culture, les

Y

résultats observés étant sensiblement identiques & ceux obtenus
avec la rate .

2.4 - Comportement de certaines associations séparées par un filtre
millipore

L'injection par voie intraveineuse de cellules tumorales
d'Fhrlich chez 1'embryon de poulet, se traduit par l'apparition de
métastases induites dans le foie . Le pourcentage de ces métastases

est élevé . Au contraire dans la rate, leur pourcentage est relati-
vement faible . '
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La culture organotypique de fragments embryonnaires de foie
et de rate de poulet associés & de la tumeur d'Ehrlich montre un
degré dtinfiltration tumorale élevé pour le foie mais nul pour la

rate , .

Ces constatations nous ont amendes & soumettre notre systéme

expérimental 3 certaines investigations, en particulier & interpo-—

ser un filtre millipore entre le fragment de foie ou de rate et la
tumeur, in vitro, pour voir si dans ces conditions ( absence de

facteurs immunologiques, circulatoires, de contact cellulaire )
1'appel préférentiel des cellules ¢ iltrlich existe encore .

2.4.1 - Méthode

Les deux tissus, embryonnaire et tumoral, sont séparés par
une paroi plus ou moins perméable, un filtre millipore dont la
taille des pores ( 14y ) est & la limite inférieure de celle des
cellules néoplasiques utilisées .,

_____ Bitg
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2¢442.1 = Associations hépatique et tumorale séparées -

par un filtre miliipore

Sur les 30 associations que nous avons réalisées, la moitié

dtentre elles montre des explants dont la survie est moyenne .
Ltautre moitié,r ~ferme des explants bien conservés et dont le

filtre millipore qui les sépare est colonisé par les cellules
néoplasiques d'Ehrlich ., Ces cellules n'ont aucune ressemblance

avec les cellules tumorales dlorigine . En effet, elles se défor-
ment, s'allongent afin de franchir les pores du filtre ( Planche
12 ; 1,2 ) . Dans guelgues cas, nous avons pu observer des il8ts

tumoraux développés 3 distance de la tumeur ( Planche 12 ; 3 ) .

2.4.2.2 ~ Associations splénique et tumorale séparéec

© par un filtre millipore

Nous avons examiné 17 associations de ce type . Dans aucun cas, le

filtre ntest colonisé par les cellules d'Ehrlich ,
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Par conséquent, nous n*avons jamais observé d'envehissement tumo~
 ral de la rate dans ces conditions . Ce que 1'on peut constater

en revanche, c'est la traversée du filtre par les cellules syl igus

Un examen au microscope électronique des filtres et tissus
avoisinants a été réalisé en collaboration avec Madame F, Puvion .
Cette étude ne concerne pour le moment que l'association foie=
tumeur .

Les cellules tumorales d!'Ehrlich présentent de nombreux .
ribosomes et un noyau tourmenté dont le nucléole est hypertrophié
( Planche 13 3 1 ) . Les hépatocytes du foie ne différent pas de
ceux d'organismes adultes . Le microscope électronique nous a per—
mis de confirmer nos observations optiques quant & la survie du
tissu embryonnaire et tumoral d'une part et & la localisation des
cellules tumorales au niveau du filtre et du foie embryonnaire

dtautre part .

Au niveau des filtres, on peut parfois observer quelques
hépatocytes qui obturent 1tun des pores du filtre, néanmoins cela

est rare . En revanche, ce qui est le plus fréquent, ctest l'inva=-
gion du filtre par les cellules tumorales , Elles y sont présentes
soit sous forme d'amas, soit isolément ( Planche 13 ; 2 et
Planche 14 ; 1 ) .

Nous nt'avons pas noté de modification de la membrane plas—
mique de la cellule tumorale au contact de la substance du filtre
( Planche 14 ; 2 ) .

Dans le foie, dans une zone trés éloignée du filtre, nous
avons retrouvé des cellules tumorales en migration & la fois dans
la partie centrale un peu nécrotique ( Planche 15 ; 1 ) et dans

la portion périphérique en régénération ( Planche 15 ; 2 ) .
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2¢5 ~ Interprétation des résultats
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Comme 1'indiquent nos résultats ( Tableau III ), le foie
embryonnaire de poulet se cultive bien en culture organotypique .

Affronté avec un fragment de tumeur d!'Ehrlich, il en favorise in—
discutablement la culture qui est impossible en son absence . De
plus les éléments cellulaires de la tumeur, dans cette association,
ont tendance & envahir le fragment hépatique de proche en proche

et méme parfois & se ségréger & distance pour réaliser de véritables
il8ts"métastatiques" . Cette pénétration est observée, sous une

forme ou sous llautre, dans 78 % des cas examinds .

La rate embryonnaire de poule t se cultive aussi trés bien,
mais elle ne semble favoriser que trés faiblement la culture du frag-

ment de tumeur d'Ehrlich associé , Dans aucun cas, la rate n'apparaft
infiltrée par les cellules tumorales .

Ces constatations sont en accord avec les travaux sur l'in-
jection intraveineuse de cellules de carcinome d'Fhrlich dans la
membrane chorio-allantofdienne de l'oeuf de poule embryonné,
que nous avons précédemment effectués . Nous avons en effet mis en
évidcnee une prédominance des foyers métastatiques au niveau du
foie ( 25 % ) et leur absence au niveau de la rate ( 1,3% ) .

Ces expériences apportent des éléments en faveur du r8le du terrain

dans la diffusion métastatique .

Pour affermir nos présomptions, nous avons interposé un
filtre millipore entre les explants embryonnaire et tumoral, éli-
minant le contact cellulaire entre ccs tissus . Dans ces conditions
expérimentales, les cellules tumorales réussisscnt tout de méne &
pénétrer le foie, alors qulelles se nécrosent comme précédemment

dans le cas d'une association avec la rate .

Les facteurs responsables de cette attraction ne sont pas
déterminés .
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Le mésonéphros de poulet permet la multiplication de la

tumeur d!'Ehrlich de la souris ., Les cellules de cette souche
tumorale, migrent le plus souvent isolément dans le tissu embryon-
naire . Cet organe est favorable & la prolifération des cellules
tumoralés.( 58 % ), ce qui avait déja été montré par WOLFF et al.,
( 1960 ) . Dans le cas présent, nous avons noté une plus importan—
te migration des cellules cancéreuses au niveau du foie embryonnaire
de poulet ., Par ailleurs, le pourcentage d'infiltration tumorale
du mésonéphros par la tumeur d'Thrlich concorée bien avec ltintenw=
sité de la diffusion métastatique relevée dans le néphros de 1'em~
bryon de poulet aprés injection de cellules néoplasiques par voie
intraveineuse ( 12 % ) .

Le poumon embryonnaire de poulet de 9 & 11 jours, permet la
survie des cellules tumorales, mais il est assez défavorable & leur
multiplication . Le pourcentage dtinfiltration tumorale & ce niveau
est faible malgré 1l!'élimination du facteur circulatoire . La nature
du tissu pulmonaire est peut-&tre le seul obstacle dans les condi-
tions expérimentales in vitro , mais ce’a n'apporte pas une expli-
cation & la faible fréquence de localisation des foyers métasta—

tiques ( 8,4 % ) in vivo .

La bourse de Fabricius, organe lymphoide spécifique aux
oigseaux et que nous avons prélevé & un stade embryonnaire, permet
difficilement la survic des cellules tumorales en culture et se
laisse trés difficilement envahir par elles . Ce tissu ne semble
pas favoriser la migration cellulaire tumorale dans de telles con-
ditions expérimentales . Son comportement est identique & celui de
la rate embryonnaire de poulet . Bien entendu, il ne faut pas ou-
blier de signaler le r8le récemment mis en évidence ( GOOD et al.,
1966 ; COOPER et al,, 1966 ) de la bourse de Fabricius dans les

mécanismes immunitaires .
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3 - ESSAIS PRELIMINAIRES DE CULTURE DE FRAGITEITS TUMORAUX EN
PRESENCE D'EXTRAITS DES DIF/ERENTS ORGANES

L'étude du comportement de la tumeur d'Ehrlich vis-d~vis
des organes embryonnaires du poulet, isolés de 1l'organisme, en
culture organotypique nous a révélé l'existence d'une sorie de
" tropisme " des cellules tumorales vers le foie alors que ces
cellules ont un comportement inverse vis-~&-vis de la rate .

Le contact cellulaire entre les deux tissus n'est pas indispen-

sable : nous obtenons les mémes résultats lorsque nous interpo~-

sons un filtre millipore entre les organes .

Aussi, nous voulons essayer de préciser quels sont les
"facteurs" responsables des différences observées dans les cultu~
res affrontées ., Pour cola, nous avons choisi de réaliser ltétude
du comportement des fragmenis tumoraux en présence dfextraits des

différents organes .

Nous recherchons dans un premier temps, 4 mettre en évidence
un effet global, clest & dire & rechercher un éventuel pouvoir de
1'organe sur la prolifération *umorale , Des extraiis totaux d'orga—
nes embryonnaires sont additionnés directement au milieu de culture,
Ensuibe, compte tenu des observations déjd effectudes par WOLFF
et al., ( 1969 ), nous préparons des fractions & partir des extraits
acellulaires dlorganes embryonnaires de poulet par fractionnement
de dialysats ( chromatographie sur échangeurs d'ions ) afin de re~
pérer les substances actives qui permettent la prolifération orge=

notypique cancéreuse in vitro .

3e1 = Préparation des extraits totaux

3c Tol = Eé;t‘h_p_dg

Aprés un lavage soigneux, les organes embryonnaires de poulet
( foie ou rate ), sont finement hachés entre deux lames de scalpel
repris dans une solution de Hank trypsinisée & 20/, ( trypsine
Difco ) . )
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La trypsinisation se fait & 37°C sous agitation magnétique durant
10 minutes . Aprés filtration sur compresse de ce’te solution, le
filtrat est centrifugé & 2 500 tours/minute pendant 5 minutes et
le surnageant est éliminé , Le culot est remis en suspension et
lavé plusieurs fois dans une solution de Tyrode . Finalement, le
culot est remis en suspension dans une quantité de Tyrode déter—
minée en fonction du matériel embryonnaire initialement utilisé .
On substitue 1/2 ml de cette suspension au Tyrode habituellement
présent dans le milieu de culture standard . La solution de Gey
gélosé est ajustée en tenant compte de cette ddse d'extrait . Les
explants sont cultivés sur le milieu ainsi constitué, durant 7

jours .

3e1e2e1 = Associations RATE ~ TUMEUR sur un milieu
contenant de l’extrait de foie
Dans un assez faible pourcentage de cas, nous avons

pu remarquer la ségrégation de cellules tumorales et leur pénéira-
tion dans la rate embryonnaire . Il ne slagit pas d'une invasion
massive mais nous n'avions jamais observé ces phénouénes lorsque
les explants sont cultivés sur un milieu ordinaire ( Planche 14 ;
2,3,4 ) . Nous ne disposons pas actuellement d'un nombre suffi~
sant d'échantillons pour qu'il soit possible d'attribuer ces résul-

tats 3 nos conditions expérimentales .

3010262 =~ Associations FOIE = TUKEUR sur un milieu
contenant de ltextrait de rate

Dans ce type d'associations, nous avons pu voir dans un cer

tain nombre de cas que le fragment hépatique se nécrose et qufil
n'est pas envahi par les cellules tumorales qui elles aussi dégé-
nérent . Ld encore, il est difficile de conclure car ces résultats
ne représentent pas la majorité des cas . Toutefois, ces résultats
préliminaires concordent parfaitement avec eeux obtenus avec la
technique des cultures affrontées ( Planche 14 ; 1 )
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Bien entendu, il ne s'agit 1& que d'une étape préliminaire
4 notre expérimentation future et nous abandonnerons probablement

cette méthode au profit de celle que nous allons décrire meintenant,

3.2 = Préparation des fractions purifides

342¢1s1 = Préparation du dialysat

Les foies embryonnaires de poulet, & partir du 18e jour de
ltincubation, sont prélevés et additionnés & un volume double dtune
solution de Tyrode . Durant 1l'opération, les organes sont maintenus
& une température de 4°C , Insuite, ils sont broyés dans un homogéy S
iseur tournant & grande vitesse pendant quelques minutes . Ce
broyat est dialysé & 4°C contre un trés grand volume d'eau démind-
ralisée pendant 18 heures, dans des tubes de cellulose Visking .
Enfin le dialysat est ramené au volume initial sous vide, dans un

évaporateur rotatif .

3e201e2 = Fractionnement des dialysats

Le fractionnement des dialysats est effectué soit par chro-
matographie de gel filtration ou par chromatographie sur des rési-

nes a pouvoir dtéchange ionique .

3e2e2 ~ Résultats

Cette étape de notre recherche est & son début ., Néanmoins,
nous avons pu constater que la fraction " amphotére ", reconnue
active dans les travaux de WOLFF et al., ( 1972 ), est déja tres

complexe et contient non seulement des acides aminés libres, mais

aussi des oligopeptides ( fig, 7 ) .
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DISCUSSION GENERALE

L'étude de la diffusion métastatique spontanée, chez 1!ani=~
mal d'expériomce est trds délicate et toutes les tentatives faites
jusqulalors n'ont pas permis de fournir des indications plus préci=-
ses que celles que I'on obtient chez 1l'homme par 1'étude des phéno-
ménes pathologiques et la réalisation des autopsies .

Pour essayer de distinguer les différents parametres qui
régissent la diffusion métastatique, il est nécessaire de simplifier
le probléme en éliminant délibérément la tumeur primitive, source
de cellules tumorales et en la remplagant par une injection intra-
veineuse de cellules canclirousos, Si, de cette fagon, les foyers
tumoraux qui apparaissent dans l'organisme ne méritent pas, stricto
sensu, l'appellation de métastases puisqu'il n'y a pas de tumeur
primitive, ce sont ndéanmoins des foyers trés analogues & des métas—
tases puisque résultant de 1l*embolisation de cellules cancéreuses
dans la circulation , Idéalement, si 1l®on veut se rapprocher le plus
possible de la réalité, et éviter 1ltinteraction de phénomenes immu—
nologiques en rapport avec l'histocompatibilité, il est nécessaire
d*utiliser des cellules cancéreuses autologues par rapport & 1 18te
auquel elles sont injectées . Ne disposant pas dtun tel matériel,
nous avons choisi dteffectuer les injections intraveineuses de cel-
lules cancéreuses d'Ehrlich chez ltoeuf de poule embryonné , En
effet, le fait que le systdme utilisé soit hétérologue n'est pas
un irconvénient en la matidre car l'oeuf de poule embryonné est in-
compétent sur le plan immunologique ce qui élimine 1l'intervention
de rédactions dthistocompatibilité . Cela ressort des travaux de
certains auteurs ( LURPHYet al., 1914 ; GEBAURR-FUELWEGG, 1932 )
qui ont démontré que les réactions immunologiques n'existent pas
ou sont minimes chez l'embryon de poulet jusqu'au 18e jour de 1l'in—

cubation .
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En revanche l'apparitiom ultérieure de réactions immunologi-
ques rerd compte de la constatation selon laguelle les foyers tu-~
moraux obtenus par de telles inoculations intraveineuses avant 1'é-
closion, sont susceptibles de disparaftre complétement aprés 1féclo—
sion ainsi que 1l'ont mis en évidence HUMPHREYS (1960) et MENKES et
SANDOR ( 1962, 1965 ).

Ce sont ces raisons, entre autres qui nous ont incité &

pratiquer 1l'injection intraveineuse de cellules cancéreuses hété-
rologucs au 10e jour de l'incubation et & étudier ce qui en résul-
tait chez l'embryon de poulet avant que la date de 1'éclosion ne soit
atteinte .

La premisre constatation qui peut &tre faite & 1l'analyse de
nos résultats, réside dans le fait qu’un pourcentage non négligea—
ble dtembryons est indemne de tout foyer tumoral viscéral malgré
ltinondation de leur systdme vasculaire par un trés grand nombre
de cellules cancéreuses . Cela démontre que l'organisme receveur
met en jeu des mécanismes de défense encore trés mal connus, mais
certainement de nature immunologique et liés & une néoantigénicité
de la cellule cancéreuse . Clest dtailleurs une constatation quoti-
dienne en pathologie humaine que certains cancers, chez certains
patients, ne staccompagnent pas de métastases & distance, alors
que chez dtautres de telles métastases sont profuses . Autrement
dit, la mise en circulatiom de cellules cancéreuses, soit sponta-
nément & partir d'une tumeur, soit expérimentalement par inocula—
tion directe, ne signifie pas qu'il en résultera inéluctablement
des métastases ; nos résultais rapportés ici en sont la démonstra~

tion expérimentale .

Nous avons déja par ailleurs insisté sur la seconde consta—

tatiom expérimentale selon laquelle la répartition viscérale des
foyers tumoraux, obtenus aprés inoculation intraveineuse de cellu~
les cancéreuses, est trés hétérogene, ce qui suggére qutil existe
une sélectivité soit dans la dispersion des cellules cancéreuses
dans les différents organes, soit dans la multiplication des cel~

lules au niveau de ces derniers .
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La répartition que nous rapportons est semblable & celles
dont font état MENKES et SANDOR ( 1965 ), LEIGHTON ( 1967 ),
EASTY et al., ( 1969 ), ce qui incline & penser que cette réparti~
tion obéit & des lois et m'est pas le fruit du hasard . Clest ainsi
qufil y a une différence trés importante entre le pourcentage dfen-
vahissement du foie ( 25 % ) et celui de la rate ( 1,3 % ) . I1
est infiniment peu probable que cette différence soit 1liée & une
différence d'apport de cellules cancéreuses . Si le foie est trés
vascularisé, la rate l'est également et les deux organes possédent
un réseau capillaire trés dense et trés perméable aux cellules can~
céreuses ., On peut donc en tirer la conclusion que dans le systéme
expérimental employé, le foie favorise la croissance des foyers tu-
moraux alors que la rate y est hostile . Il est interessant de
souligner que ce résultat ntest pas propre au systéme expérimental
utilisé puisque des études antériecures de DRIESSENS et al., (1963),

avaient permis de montrer que la splénectomie effectude préalable-

ment & lt¥injection des cellules cancéreuses, favorisait la diffu-
sion métastatique ainsi engendrée , Enfin ce qui est vrai expérimen~
talement pour ltembryon de poulet et le rat, 1l'est aussi probable—~
ment pour lthomme chez qui les métastases spléniques sont trés ra-
res en regard de la fréquence des métasitases osseuscs, pulmonaires

ou hépatiques par exemple ,

Ainsi, & 1l'échelon de ltorganisme lfimportance de la diffu-
sion métastatique est 1lide & la néoantigénicité de la cellulé can-
céreuse et & la réaction immmoleogigue de ltorganisme , Mais ce
ntest pas tout : vis-4-vis des cellules cancéreuses, chaque organe

a un comportement qui lui est propre .,

Nous nous sommes cependant étonnés de n'observer qu'un pour-
centage peu élevé de métastases pulmonaires ( 8,4 % ), car il est
bien crmnu quten pathologie spontande et en pathologie expérimenta-
le dans d'autres systémes, le parenchyme pulmonaiwe constitue au
contraire un site métastatique préférentiel . Tout comme le foie en
effet, les poumons représentent un " filtre " obligatoire particu—

lidrement riche en capillaires sanguins, et ainsi susceptibles
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de recueillir de nombreuses cellules tumorales en circulation
( EASTY et al., 1970 ) . A ce sujet, il ne faut toutefois pas ou=

blier les conditions de notre expérimentation qui est effectuée

chez des embryons dont les poumons n'ont pas de pouvoir fonction-
nel, ce qui les rend trés différents, en ce qui concerne l'hémo-
dynamique, du poulet éclos , Cela n'est d'ailleurs pas un argument
formel puisque selon MENKES et SANDOR ( 1965 ) des métastases pul-
monaires existant durant la période embryonnaire peuve:: : dispa=-
raftre aprds 1'éclosion , Ces mémes auteurs ont de plus précisé

que ltinoculation plus précoce de cellules cancéreuses ( au 4e

jour de lt'incubation ) n'entrafnait pas un taux plus élevé de mé-
tastases pulmonaires . Force nous est donc de rester & notre pre~
mitre interprétation selon laquelle pour chaque variété de cellule
cancéreuse, il existe une affinité particulidre de chacun des vis-
céres , La patiologie humaire est 1a pour nous renforcer dans cette
interprétation puisque l'on sait que pour un cancer .déterminé il
existe des sites métastatiques préférentiels qui sont variables
selon les cancers . Ainsi le tissu pulmonaire de l'embryon de pou~
let serait un mauvais " terrain " pour la cellule cancéreuse
d'Ehrlich , Si nous employons ici le conditionnel cl'est qu'il de-
meure des faits troublants en regard de cette conccption . En effet
lorsque nous avons injecté des cellules d'Ehrlich dans la cavité
coelomique des embryons au 3e jour d'incubation, nous avens consta-

té une fréquente migration des cellules dans les poumons .

Un autre intérét de l'oeuf de poule embryonné réside dans le
fait qu'il posséde une membrene chorio-allantofidienns qui s’est
révélée & ltusage un site trds préieux pour détailler le phénome-
ne de l'invasion tumorale & partir des cellules cancéreuses embo—
lisées dans les nombreux capillaires gu'elle contient ., La struc-
ture tissulaire de cet organe est en effet trés simple, ce qui mone
a incité & examiner le phénomdne au microscope électronique, espé-
rant pouvoir analyser les modalités du franchissement des parois
capillaires par les cellules cancéreuses, ainsi que leurs rapports

avec les membranes basales ,
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Nos observations sont ici parfaitement superposables & celles faites

par FONCK-CUSSAC et al., ( 1969 ) au niveau d*un vaisseau pulmonnire
humein et & celles de MARCHESI et GOWANS ( 1964 ) en ce qui concerne
les modifications des membranes basales au cours de la leucodiapé-

de¢se , Tous les aspects observés permettent se suspecter la mise en
jeu d'un facteur biochimique lytique qui pourrait &tre de nature
enzymatique ., I1 y a 1 matidre & ume étude d’histochimie ultrastruc-
turale .

Nous avons précédemment montré que les foyers tumoraux ana-
logues & des métastases, qui apparaissent aprds injection intravei-

neuse de cellules cancéreuses ne sont pas distibuées au hasard, mais
qutil y a bien au contraire une véritable sélectivité dens 1l'envahis-
sement des différents viscéres . Nous avons exposé les arguments, gqui
3 notre sens, sont en faveur d?un rfle direct des organes dans ce
phénoméne . Mais la démonstration véritable ne peut en &tre faite
que si 1'on élinine les autres paramdtres qui interviennent et tout
particulidrement l*organisme en temps qu tel ainsi que le systdme
circulatoire . Ctest pourquoi nous avons adopté le systdme des cul-
tures organtypiques in vitro avec affrontement de deux seuls élé—
ments dont, en définitive, on veut étudier l'interaction, clesct a
dire un fragment tumoral et un fragment d'un organe déterminé ,

Cela nous a fourni la démonstration que nous cherchions puisque,
dtune fagon trds constante nous avons observé que le foie et la
tumeur s'associaient volontiers, les éléments de ceite dernitre
pénétrant le fragment hépatique, alors qu'd l*inverse, avec la rate
la survie du fragment tumoral fut & peine assurée . Dfailleurs
WOLFF et al. (1968) avaient déja montré combien le foie embryonnaire
de poulet jouait un r8le bénéfigque dans la survie de différentes
tumeurs em culture organotypique . Pour WOLFF et al. (1969), les
cellules cancéreuses se nourrissent aux dépens de l'organe associé
qui lui-méme puise les éléments nutritifs dans le milieu de culture,
I1 faut noter que si cela nous est apparu vrai pour le foie et le
mésonéphros, il n*en a pas été de méme avec la rate et la bourse de
Fabricius , I1 faut peut &tre en trouver la raison dans le fait qutil
stagit d'organes du systdme hématopoiétique, jouant un r8le dans les

phénoménes immunitaires .
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M8me lorsque les fragments embryonnaire et tumoral culti-
vés in vitro sont séparés par un filtre millipore, la migration des
cellules d¥Ehrlich se fait toujours en direction du foie et non
de la rate . Clest dans le but de mettre en évidence les facteurs
responsables des différences observées que notre activité de recher—
che se poursuit actuellement par 1'étude du comportement des frag-
ments tumoraux en présence d’extraits des différents organes, compte
tenu des travaeux de CROISILLE et WOLFF ( 1967 ), WOLFF et al., (1972),
concernant l%extraction de fractions actives de foie de poulet

cfest & dire de fractions susceptibles de maintenir la culture de
tumeurs .
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CONCLUSION GENERALTE

Ltinjection de cellules du carcinome ascitique d!Ehrlich de
la souris dans une veine de la msmbrane chorio-allantofdienne
d'embryons de poulet au 11e jour de l'incubation permet d'observer
chez 70 % des embryons décédés ou sacrifidés entre le 17e et le 21e
jour d'incubation des foyers tumoraux analogues & des foyers métas~
tatiques dans les viscires intra~embryonnaires ou extra~embryonnaires.
Cet envatissement le plus souvent polyviscéral marque une trés nebdte
sélectivité d'invasion des différents organes par les cellules tu—
morales ,

C'est ainsi que le foie est le plus intensément 1ésé, puisque
1'on peut apprécier que le pourcentage dtintensité métastatique est
de 25 % & son niveau, alors que la rate ne l'est pratiquehent jamais.
Entre ces deux extrémes, se placent 1l'encéphale, le coeur, le né-
phros, les poumons ., En raison de la fréquence des foyers tumoraux
dans la membrane chorio-allantoidienne et la nature du tissu qui
la constitue essentiellement, nous avons pu y préciser la cinétique
évolutive des cellules injectées et certains stades de 1'invasion
tumorale, notamment en ce qui concerne les rapports des cellules

cancéreuses et des capillaires ,

La traversée de la barriére capillaire par ces cellules exa~
minées au microscope électronique se fait successivehent par appo-
sition & la paroi externe du vaisseau, " dissolution " de la mem~
brane basale au contact, cndothélianlisation puis embolisation im~

médiate, sans thrombose associée.

Dans ces conditions expérimentales, certains organes et tout
particulitrement le foie, constituent un "terrain " trés favorable
4 1'implantation des ccllules cancéreuses circulantes et & leur

mltiplication en nodules métastatiques tandis que d%autres sont
hostiles, la rate notamment, pour des raisons anatomiques ou biolo~

ques d'affinité cellulaire mal connues .

|
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Cela suggeére que la diffusion métastatique des cancers est

régie non seulement par des phénomdnes immunitaires, mais aussi par

des conditions locales représentées par les différents viscdres.

La culture affrontée in vitro de la tumeur d'lhrlich et d'um
organe embryonnaire nous a permis d!'éliminer cewtains facteurs, les
conditions circulatoires ainsi que le systéme immunitaire, pouvant
intervenir dans le phénoméne de la prédominance métastatique . Le
foie embryonnaire de poulet se cultive bien en culture organotypi-
que . Affronté avec un fragment de tumeur d*Bhrlich, il en favorise
indiscutablement la culture qui est impossible en son absence . De
plus les élémants cellulaires de la tumeur, dans cette association,
ont tendance & envahir le fragment hépatique de proche en proche
et néme parfois & sc ségréger & distance pour réaliser de véritables
® flots métastatiques " . Cette pénétration est observée sous une

forme ou sous ltautee, dans 78 % des cas examinés .

La rate embryonnaire de poulet se cultive aussi tres biem,

mais elle ne semble favoriser que treés faiblement la culture du
fragment de tumeur d'Ehrlich associé ., Dans aucun cas la rate n'ap-

paraft infiltrée par les cellules tumorales .

Ces constatations représentent 3 notre sens la démonstration
que dans la localisation des métastases viscérales d'une tumeur
déterminde, le terrain local constitue sinon un facteur exclusif,
du moins essentiel, ainsi que nous l'avions avancé & titre d*hypo-
thdse, & la suite de nos travaux sur l'injection intraveineuse de
cellules du carcinome d'Ehrlich dans une veine de la membrane

chorio-allantoidicnne de l!embryon de nperlet

Pour essayer de préciser les facteurs exacts responsables
des différences observées, la meilleure voie d'approche en la ma=-

tidre semble résider dans 1l'étude du comportement des fragments

tumoraux en présence dlextraits des différents organes .
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