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I N T R O D U C T I O N  

Le terme de blETASTASE designe d'une façon ges6rale l a  xepru- 

ductioa à distance, B pa r t i r  d8un foyer primitif, d'un processus 

morbide par l e  transport de ltwen% causal dans l e s  conduits e t  c e  

v i t e s  naturelles de l'organisme . Ltabcés m6$ilstatiqu.e an cours dg- 

septic6m-ie U u s t s e  cet te  definition . Mais en f a i t ,  l'usage r6serve 

l ~ u t i l i s a ~ k i o n  de ce Cerne au seul processus cancéreux . L a  signïf icat  

tim de ce terme a Bgalement quelque peu chang6 puisque l e s  métastases 

sont des colonies de celluies cancéreuses provanant dtun cancer pré- 

existantt ou coex i s t a t  qui se développent B distance de ce cancer en 

- -x~~*)*aûB avec l u i  w e  identi té  constante de ses caractères morpho- 

logiques e t  bio1og;;lques . Il e s t  bien Qvident a l o r s  que ce n'es% pas 

l'agent causal qui es t  transporté à distance, mais la cellule csnc4reuse 

en m5gratiot~ dans llorganisme, comme si e l l e  &ai t  un véritable germe. 

AhaL d 6 M ,  ce phchornbne appardlt posséder une inportance 

fondamentale . Il constitue après l a  cancdrisati~n, l e  processus l e  

plus significatif dans ltévolution du cancer , Dans lDh i s to i r e  naturel- 

l e  de ce eujet extribernent vaste, l e  développement des foyers m6tarstrr 

figues proprement d i t s  représente l'&tape Bvolutive finale . La àif' 

ibsioni de cel lules tUmom3.e~ B grande distance de l a  heur primiti- 

ve, c'est B dire l r i n f i l t r a t i on  des organes p a r  métasitases compor%e 

yJnqiemrs &tapes : pén6tration des cel lules oanc6mu~ea dana l e  sy* 

thme circulatoire, sangu5.n ou Xymphatique, embolisation des cel lu les  

canoéxeuses transportbes e t  qui fimlern8~1t s ' d t e n t  au nive- des 

Vai.sseau des organes pour se muïtJpLPe3~ e t  donner lbais;9812ce B des 
~ o l o n i e s  secondaires . 

Pendaat Longtemps l e s  propri,&î&s fondaimentales des cellulear 

canckewea furent tenues pour seules responsables du d6veloppeman-t 

des tumeurs malignes depuis l f a p p a r i t i o ~  du foyer i n i t i a l  jusqush 

l*efflorescence métastatique termiaate . 



Depuis plusieurs années cependant, il apparaît de plus en plus 4~5.. 

dent que l~é~olu.tio13: du processus b o r d  e s t  conditionnBe non se* 

lement par l e s  propriétés des ce l lu les  cancéreuses, mais en outre 

par l e  comportement immunologique de l f h 8 t e  vis-&--vis de l a  tumeur 

quei l  héberge e t  peut Qtre ,  pensons nous, par l e  t ema in  Local que 

représentent l e s  organes, ce qui imprime au développemen8 du proces- 

sus des physionomies par t icul ières  selon l e s  cancers e t  selon l e s  

individus e t  rend compte a i n s i  de l ' i néga l i t é  de ceux-ci devant 

l laffectiom , 

CBes t  d i r e  tout  l * i n t é r 8 t  qui s'attache 8. l U W e  de c e  -et, 
tant dams lbo rd re  foffddunental qufsppliqué . Malheureusement, L t a p  

proche expérimentale du phénombne de la diffusion métastatique e s t  

t r è s  d6l icate  e t  l e s  techniques proposées ne sont pas b u j o u r s  

exemptes de c r i t iques  . Des recherches dans ce  domaine ont étd effeo- 

tuées dans notre Ins t i tu$  : e l l e s  concernent l'étude de l a  d i s se -  

a inat ion e t  du sor-t dans ltorganisme de ce l lu les  canc&euses injec- 

tées  directement dans l e  torrent  c i rcu la to i re  : m s l a  détermina- 

t i o n  de cer taines  conditions biologiques qui  président à l a  diffu- 

sion métastatique des tumeurs malignes chez l e s  animaux inoculée , 
Evidemment, l e s  foyers tumoraux obtenus ne sont pas véritablement 

des métastases puisqu'il n'y a pas de tumeur p r f a ~ t i v e  chez 18animal 

u t i l i s é  . Toutefois, a f i n  de pouvoir observer l e  phénombne daas des  

conditions reproductibles, nous avons é té  obligés d t u t i l i s e r  c e t t e  

technique . 
Nous nous somaes proposés, dans un premier travail de complé- 

t e r  l e s  recherches i n i t i a l e s  ( ADENIS, 1962 ; DEESSENS e t  a., 1960, 

1961, 1962, 1963 a, b, c, 1964, 1965 a, b, 1966 ; VANLERENBî3IGHE 

e t  &, 1965 ) , en u t i l i s a n t  un système expérimental particuUer 

puisqut il s'agit de 1' oeuf de pouïe embryonné, inoculé par voie 

h t r avascu la i r e  B l ' a ide  de ce l lu les  tumorales hétérologues . 
L*SLteraction de ce l les -c i  vie&-vis de l'embryon de poule ne pr8- 

sente pas un inconvénient majeur, ca r  il y a tout Lieu de penser 

qu'au moment de l t inoculat ion l'oeuf de poule embryonné, bien que 

possédant des anticorps maternels dans son sac v i t e l l i n  



( M ~ L E R ,  1 g a  ; R G ~ D E  e t  al., 1965 ), e s t  encoreHinc0mpétent" sur 

l e  plan Ilsuminologique ( GREEI? e t  LORINCZ, 1956, 1957 ; l~WHlf, 1913 ; 

POLK e t  al., 1938 ; ROUS e t  1911 ) , 

Pcur l 'étude de l a  diffusion métastatique, l e  modèle exp6ri- 

rn9nta.l que nous avons choisi, présente un double h t 6 r 8 t  : 

- d'une part, celui dBaccepter l a  greffe hétérologue comme 

MUS venons d.e l e  préciser . Il es t  en effe t  parfaitement c o r n  

que l'organisme aniaal réagit à l'introduction d~implants hétérolo- 

gues par leur re je t  , Afin dfévi ter  ce m6canisme, fi e s t  alors 

nécessaire dginjecter des immmosqpresseurs ou de pratiquer une 

thymectomle néonatde , A u  contraire, l'oettf de poule embryonnd se 

-&vile immuaolog~uemsnt inerte e t  ne requiert aucun conditiontlement3 

,,,;7?~a correszrond~ai. t à son 6 t a t  d 8  immaturité , 

- d k ~ t r s  part,  celui de permettre une étude précise de la 

diss&ir,ation vascula.ire e t  de l a  croissance des cellules cancéreub 

ses au n i v e a ~ ~  des orsanes à l 'a ide deun inoculat demeure m i q u e  

(LEIGKTON, 1967 ) , 

kasi, lt oeuf de poule embryonne auquel nous inoculons des 

cellules tumorales d*Eùrlich par voie intraveineuse chorio-allah 

toXdienn~ nous a semblé constituer un matériel intéressant pour 6- 

dier leinvasion tumorale examinée à l tQchel le  microscopique e t  ultra- 
s-turale e t  6tftblj.r l a  répartition visc6rale des foyers métaste- 

tiques , Ayant éliminé l 'action des facteurs immunologigues, par 

l'emploi du système expérimental que nous avons défini, i3 convenait 

d"efay.er dpapporter uw explication à l a  localisation s6lective 

des f o p r s  métaistatiques au niveau des organes, établie par certain8 

auteurs e t  que nous avons nous-mbes remarquée ( EASTY e t  al,, 1969 ; 

LEIGBTON e t  a l* ,  1967 ; MENKES e t .  al,, 1965 ; VLUZINCK e t  al., 1970, 

1971 ; DRIESSENB %et al,, 1963 ) 



Sur l a  base de nos premieres constatations effectuées in vivo, 
dans l e  but de d&on%rer QU@& cbté des facteurs vasculaires, l e  

terrain local joue un r81e non rzégligeable, nous avons étudié l e  

oomportement de l a  tumeur d'Ehrlich vis-à-vis des organes embryon- 

naires du poulet, hors de l'organisme, en culture organotypique 

affrontde selon 17ûLFF ( 1952 ) , Par l à  même nous voulons vér i f ier  

s i  dans ces conditions l e s  cellules cancéreuses présentent une 

aff ini té  préférentielle pour un organe donné La méthode de cul- 

ture orgarrotypique employée, nous ra paru o f f r i r  un excellent moyen 

exphimental pour apprécier s i  un organe se révèle plus apte qusun 

autre au d6veloppement e t  à l a  multiplScation de cellufes caac6reu- 

ses d'une varidté d o d e  , En effet,  aucun disposiktf ne semble 

plus favorable à l'étude du pouvoir d'invasion des cellules c* 

cereuses que l e s  associations in  vitro d'organes embryonnaires et 

de tumeurs . A l 'a ide de cette technique, où l'organe nonaal e t  18 

W e u r  maligne se confrontent directemen*, l e s  facteurs circulatoi- 

res  ntinterviennent pas n i  lthnfluence des conditions organiques 

normales . Nous avons donc affaire B un système t issulaire O& toute 

réaction de défense spécifique e t  tout particulièrement immunolct 

gique e s t  é-ée . Dans ces conditions, l a  possibilité de c l a i -  

fia l e  probléme de l a  prddominance métastatique appardt  comme 
tout B f a i t  réel le . 

Pour corroborer llhypoth??se d'un véritable tropisme qtli 
r. 

a'bàdha Les cellules canc6reuseis vers t e l  organe prdf drentiel, 

en rapport avec l e  r81e du terrain local dans l a  localisation des 

métastases, nous avons re fa i t  l e s  mklmea exp6riences, en interpo- 

sant cet te  fo i s  un f i l t r e  millipore entre l e s  fragments embryo- 

naires e t . l a  tumeur dtEhrl&ch . 
En dernier lieu, af in  d'essayer de préciser l e s  facteurs 

exacts responsables de cette migration préférentielle, nous avons 

abord6 llétude du comportement des fragments tumoraux en présence 

d'extraits des différents organes, en tenant compte nokanunent dm 

observations effectuées par WûLFT e t  al,, ( 1968 ) . 



En effe t  l e  r81e des constituants qui  peuvent 8tre ex t ra i t s  

des organes propices ou non au développement des nodules tumoraux, 

res te  encore B établ i r  . La mise en évidence de te l les  relations 

apparalt pourtant primordiale dans l a  compréhension du mécanisme 

de l'invasion tumorale e t  constitue un des aspects de notre tra*, 

En préface à nos travaux, nous avons résumé l e s  connaissances 

actuelles ayant t r a i t  à l'invasion des organes de l'embryon de 

poule% par l e s  cellules cancéreuses i n  vivo e t  in vitro ainsi que 

l e s  facteurs mis en cause . Ehfin, nous avons pans6 quril é t a i t  

u t i l e  de rappeler certaines étapes du développement embqologique 

du poulet. , 



G E N E R A L I T E S  

Dans ce chapitre, nous rappelons bribement l e s  diffdrents 

travaux e f f ecWe  B l 'aide des mdthodes que nous avons utiUs6ea 
dans notre travail  et donnons quelques indications concernant l e  

d&eloppeman% embsyologique du poulet . 
1 - HISTORIQUE DES !CRAVAüX EFFECWES A S'AIDE DE LA ldE2XODE 

PtINOCUL~TION PAR VOIE ïNTRâVEINEXJSE CHEZ L'EnlBRYON DE 

POULET . 
1.1 - Teohnique 

La technique classique dcinoculation par voie intraveineuse 

f u t  Blaborée par POLK e t  dP, ( 1938 ) e t  par EZCHORN ( 1940 ) . 
LEE e t  al,, ( IN7 ), se proposent d'en pr6ciser l e s  possibilitds 

d'application e t  analysent l e s  divers facteurs susceptibles de 

tuer l*embryoa au cours de l'op6ration (, g@;e de l'embryon, volume 

injecté, vitesse d'injection, lésions organiques ) . 
1.2 - Divers types de tumeurs u t i l i sées  

Des cellules du sarcome de Rous de l a  poule sont injectbes 

chea l1 embryon de poulet par KARNOFFKY e t  al,, ( 1952 ) s mis 
aucun foyer tumoral n'est mis en évidence chez l e s  animaux inocul8a. 

THIERSCH ( 1944 ), inocule par voie intraveineuse une lel . i iaxm4 

qé lo rde  humaine B des embryons de poulet . Cinq des douze an&mam 
inocul6s d6veloppent six mois plus ta rd  une ostBopathie, mais celle- 

c5~ ne f u t  pas considér6e comme une l6sion spécifique d%e h l a  leu- 

cémie, encore que oela so i t  discutable . 



BBTDW e t  al,, C 1949 ) injectent des broyats de tumeurs 06.. 

rébrales dont l e s  métastases se localisent uniquement dans l e  foie. 

Le powicentage de prises " de ces tumeurs e s t  faible ( 9,676 ) . 
!?meurs de mammifères 1~2.3 - -------- d-- 

Les expérimentateurs ont u t i l i s é  des b e u r s  solidos e t ,  dans 

ce cas, l e s  cellules sont isolées de l a  tumeur par broyage puis 

mises en suspension ainsi  que des tumeurs liquides sous forme asci- 

tique 05 l a  dispersion cel lulaire peut Qtre  assimilée & l a  migration 

des coXluZea tumorales B par t i r  d'une tumeur primitive . 
1.2.3.1 - Tumeurs solides 

BENDER e t  al,, ( 1949 ), essayent de transplanter des tumeurs 

animales hétérologues dans l e  système circula to i re  de lt embryon de 

poule* , L a  -fr&quence du développement tumoral ainsi obtenu 10 jours 

plus tard varie avec l e  type de tumeur employé : e l l e  osci l le  de 

O$ avec l e  carcinome mammaire de l a  souris C3H B 18% avec l e  sarco- 

me transplantable de l a  souris C57 . Le foie e t  l e  cerveau sont 

dans ce cas précis, l e  l ieu  des métastases les  plus importantes e t  

l e s  plus nombreuses , 

L a  leua6mie murine P 388, injectée par voie intraveineuse chee 
l'embryon de poulet, man5feste une prédisposition à se  développer 

snnMveatb. du cerveau où l a  prolifération des cellules leuc6miques 

peut se poursuivre après lléclosion ( CLARKSON, 1964 ) . 
EASTY e t  al., ( 1969 ), se proposant de déterminer Les fa@- 

teurs responsables des variations de l a  vitesse de croissance des 

différentes tumeurs au contact des tissus de l'embryon de poulet, 

entreprennent une dtude comparative de l a  croissance de cellules 

f z u n o ~ e a  provenant de ra t s ,  de souris e t  de hamsters a p d s  l e s  

avoir irzjectées dans l a  veine chorioallanto3ldienne au I l e  jour 

dt5ncibatiorp , Ils mettent en évidence que l e s  tumeurs étudi6es 

peuvent 8 t re  réparties en deux poupes distincts,  sur l a  base de 
leur capacitd de croissance : 



- l e s  tumeurs ayant perdu leur spécificité de lignée dans 

l'espèce de leur h8te dtorigine, croissent vigoureusement dans 

plusieurs organes de ltembryon e t  sur l e s  annexes embryonnaires , - mz contraire, l e s  tumeurs ayant conservé leur spécificit6 

de lign6e ne crofssent pas dans aucun organe, excepte Le caveau, 

marne aveo l e  maximum dtinoculat toléré . 
Laexplication de t e l s  f a i t s  demeure encore hypothétique e t  c ' e s t  

ua point sur lequel nous reviendrons , 

Eta définltixe, l e s  auteurs ont pu mettre en evidence que l e  

sibge des foyers metastatiques e s t  variable selon l e  type de hneu r  

injecté . NBanmo%ns, l e  foie e t  l e  mdson6phros furont l e  s i t e  pref6- 

rent le l  de métastases volumineuses dans de nombreux cas . La r a t e  

e s t  géndralement indemne, ce qui tend à montrer qu'il  n'y a pas 

uniquement en jeu des facteurs méca3ljeques , Nous aurons d r a F l l e ~ s  

1' occasion de revenir sur ce problème , 

Par ailleurs, ils montrent  qu'un traitement prealable des embryô118 

h l a  cortisone, aux rayons X, au propionate de testostérone ou bien 

encore à l a  L-Asparaginase ne modifie pas de façon significative 

l a  croissance des tumeurs greffees . Ces divers facteurs ne semblent 

dom pas intervenir sur l e  terrain étudié . 
1,2,3,2 - Tumeurs ascitiques 

GREZX e t  al., ( 1956 ) étudient l a  diffusion métastatique en 

injectant pair voie intraveineuse des cel lules de l a  tumeur Kreba-2 . 
Une importante diserémination tumorale e s t  o b s d e , m a i s  urclquement 

dana l e  fo ie  e t  l e  cerveau . Le développement de cet te  h e u r  ddpend 

surtout du nombre de cellules injectées, comme cela e s t  classique . 
~ E R E ' Y X  ( 1960 ) observe que l e  comportement des celZules 

ascitiques dVEhlich injectées par voie intraveineuse B des embryons 

de poulet e s t  différent selon l e  j o u  d'incubation choisi pour ré- 

a l i s e r  l'inoculation . Ainsi, l a  susceptibilit4 d'invasion par l e s  

cellules tumorales de chacun des organes varie s e l m  la&e e'c l e  

stade de développement de ltembryon au moment de l ' injection : 



- l e s  embryons &és de 9 jours, qui reçoivent un nombre dé=- 

n i  de cel lules tumorales, ont leurs t issus rapidement i n f i l t r é s  . 
Après quelques joWs, l e  nombre des cellules tumorales diminue dans 

l e s  organes sélectivement colonisds, excepté l e  cerveau e t  l e  sac 

v i t e l l i n  . - en revanche, l e s  embryons âgés de 12 jours au moment de l'in- 

jection, ne présentent jamais ultérieurement de métastases dans leur 
sac v i t e l l i n  . 

Dans des a r t i c les  publiés entre 1958 e t  1965, MENKES e t  al, ,  

relatent l e s  résultats  d'une étude concernant l a  réaction de l t e w  

bryaa de poulet vis-à-vis d'une greffe hétérologue , Il ressort de 

leurs travaux que l ' interaction entre l th8te e t  l e s  cellules tumo- 

rales hét6rologues de l a  tumeur d-lich introduites dans l a  c i r  

culation sanguine de l'embryon de poulet évolue en fonction du dB- 

veloppement embryonnaire de 1' organisme . âpr&s une diffusion e t  

* prise If  dans l'organisme, l e s  cellules tumorales passent, aai 

cours de la seconde moiti6 de l'incubation, par un stade de d t i -  
plication marqude, avec formation de nodules tumoraux e t  infi l t rar ,  

*ion . A mesure que l'on approche de l'éclosion, il se produit une 
d6générescence e t  une nécrose graduelle des cel lules tumorales qui 

se poursuit par une régression compléte après lféclosion , Il saagit 
l à  d*un phénombne de reriek , 

Pour toutes l e s  périodes évolutives, il y a une localisation 

élective des cellules tumoraJes introduites , Les auteurs ont m i s  

en évidence que dans l a  première moitié de l'incubation, l e s  cellu- 

l e s  tumorales sont localisées de préférence dans l e  mésenohyme, l e s  

surfaces précartilagineuses e t  l e s  t issus périneuraux ; tandis que 

dans l a  seconde moitié, e l l e s  prolifèrent dans l e  méson6phros, l e  

foie, l e  coeur e t  l e  système nerveux . La ra te  , l e s  poumons e t  l e  

néphros au contraire ne semblent pas constituer des terrains favo- 

rables au développement des cellules canc4reuses . Une étude oom- 

parative de l'invasion du mésonéphros e t  du métanéphros montre que 

l e s  différences de capacité p r cmra t ive  des cel lules tumorales 

h6térologues ne doivent certainement pas &tre  attribuées aux di f f& 

rentes conditions de vascularisation, mais bien plut8t B des 



conditions spdcifiques d'organes e t  de t issus ", comme dta i i leurs  

nous nous attacherons à l e  démontrer . 
Une masse importante de travaux concernant l'étude de l a  dif- 

f is ion métastatique a été effectuée depuis 1963 par LEIGHTON e t  +e 

Une part ie  de ces études es t  rdalisde chez l'oeuf de poule embryonné, 

inoculé 8. l 'aide de cellules ascitiques de Walker 256 du r a t  e t  du 

sarcome de Yoahida 7974 . La mise en circulation des cel lules tumo- 

rales dans l e  courant sanguin des embryons de poulet e s t  suivie, une 

semaine plus tard, d'une t rès  importante dissémination tumorale avec 

localisation Blective, par ordre décroissant du nombre des foyers 

tumoraux dans l e s  organes suivants : foie, cerveau, poumons, muscles, 

coeur e t  peau . 
L'auteur a remarqué que l a  membrane chorio-allan.boTdianÛ~ cot  

l e  s i t e  d'importantes métastases, dont il a mis en évidence l e s  d& 

t a i l s  architecturaux de l a  colonisation, par ltemploi de méthodes 

de fixation, de coloration e t  d'observation sur l'organe extrsembry- 

onnaire entier  . 
Nous avons précédemment c i t é  l e s  bava= de FASTY e t  al., 

( 1969 ) concernant l a  dissémination de cel lules tumorales hBt6ro- 

logues chez l'oeuf de pode embryonné . 
Ces autalm en concluent que, dans l e  système expérimental 

chobi ,  il existe des lieux de prédilection des mdtastases induites. 
Bien que l e  siège des foyers métastatiques so i t  variable selon l e  
type de tumeur injecté, l e  foie, l e  mésonBphros e t  l e  cerveau 

aont l e s  s i t e s  de métastases prdfdrentielles e t  volumineuses dans 

de nombreux cas . L'explication do cet te répartition res te  Bvidem 

ment en part ie  méconnue, mais un certain nombre d'hypothèses sont 

BmLsos, qui Bvoquent : 

- premibrement, l a  mise en jeu de facteurs mécaniaues 

( EASTY e t  al., 1969 ) . 11 es t  en effe t  possible que l e s  cellules 

tumorales parviennat  plus difficilement au niveau de certains o r  

ganes dont l e s  voies d'accès sont étroites, t e l s  l e s  capil laires 

pulmonaires . 



Toutefois, l e  repérage des cellules tumorales dans l e s  premieres 

heures qui suivent leur injection, a permis de se rendre compte que 

l a  croissance tumorale dans l e s  organes ne correspond pas toujours 

B l a  capacité de fixation des cellules néoplasiques par ces organes, 
A i n s i ,  l e s  poumons e t  l a  ra te  captent " une grande part ie  des cel- 
lu les  inoculées m a i s  l e s  foyers tumoraux s'y développent peu ou 

pas du tout, dans l e  systhme expérimental consideré , 

- deuxièmement, l a  spécificité de l i m é e  des tumeurs inoculées . 

( WTY e t  al., 1969 ) . Cette hypothèse es t  en relation avec l a  

notion de récepteurs isoantigéniques de l a  surface cel lulaire ta- 
morale, in t roddte  par h4Ô!LER ( $964 ) e t  U S T Y  ( 1969 ) . Ces ari- 

tigènes pourraient réagir avec l e s  anticorps maternels naturels issus 

du sac v i te l l in  de l'embryon . La croissance vigoureuse de certaines 

b e u r s  pourrait e t re  attribuée, en partant de ces données, à lSW 

portante histocompatibilité des antigènes vis-à-vis des cellules 

tumorales ou bien à l'absence de certaines surfaces antigéniques, 

comme c 'est  l e  cas pour l a  tumeur d'Ehrlich , 

- troisihmement, l e  &le des conditions spécifiaues d1or,ea 

nes e t  de tissus ( fVZENKES e t  al., 1965 g LEIGIITON e t  al., 1967 ) . 
Le foie e t  l a  ra te  sont deux organes t rès  bien vascularisés 

e t  pourtant l e s  fréquences des métastases à leur niveau sont to- 

talement différentes . Il faut  donc considérer que certains orga- 

nes réagiraient différemment pour des raisons anatomiques ou bio- 

logiques d 'aff ini té  cel lulaire mal connues, qui restent encore 

préoiser . 
2 - LA CULTURE ORGAiVOTYPIQUE : REWE DE LA LITTERATURE 

On appelle culture organotmiaue, l a  culture drensembles 

orgariisés qui i l  s'agisse d'organes ou de t issus . La méthode de 

culture srest  beaucoup améliorée à par t i r  de 1952 notamment avec 

l a  mise au point par WL1;'F e t  al, ,  d'une technique qui conserve 

l ' in tégr i té  des organes explantés . 



2.1 - Composition du milieu de cul ture  

Lfincorporation des éléments n u t r i t i f s  dans un substratum non nu- 

tritif a é t é  préconisée par WOLFF e t  H.AF?ZFB ( 1 952 ) . Ces auteurs 

ont m i s  au point une méthode de cul ture  orgrnotypique partietalibre- 

m e n t  favorable à l a  croissance des ébauches embryonnaires e t  à l e u r  

différenciation . Cette méthode permet & l t explant ,  déposé à sec à 

l a  surface du milieu gé l i f i é ,  de conserver son organisation . Les 

proportions de substances incorporées peuvent e t r e  modifiées sans 

changement de propriétés du milieu . La composition du milieu 

" standard de WOLFF' e t  HAFFEN ( 1952 ) e s t  l a  suivante : 

Substratum : gel  dlagar dans une solut ion physiologique 

. . . . 12 par t ies  

Aliments : e x t r a i t  dtembryon de poulet + l iquide physiologi- 

que glucosé ( pouvant ê t r e  remplacé en pa r t i e  ou en t o t a l i t é  par  

du sérum de cheval selon l e s  besoins n u t r i t i f s  de ltorgane ) 

. . . . 10 par t ies  
Antibiotiques : suivant l e s  besoins, pénici l l ine,  streptomy- 

cine à raison de 100 à 200 unités .. . , 1 par t ie  

Il a été prouvé que l a  comp;sition de ce milieu à un grand nombre 

dt espèces animales peu% convenir . 
2.2 - Les associations hétérogènes 

La méthode de cultures d t  organes emb.ryoma2-res i n  v i t r o  a 
montré qu ' i l  e s t  possible dtassocisr des fragments d'organes de 
m%me espèce ou dfespèces diffdrei~tnz sans que l e s  ce l lu les  dtori- 
gine différente  ou d'espèce différente  ne manifestent deincompa- 

t i b i l i t é  . Loin de s e  f u i r ,  l e s  t i s s u s  effectuent des échanges e t  

aes regroupements entre  l e s  ce l lu les  d'origine différente,  formant 

de véri tables  chimères d'organes embryonnaires . Cette collabora- 

tion, des t i s sus  a conduit WLFF e t  al . ,  ( 196 1 ) à r éa l i se r  des 

associations dl organes embryonnaires d oiseaux e t  de tumeurs 

malignes . 



2.3 - Associations xénoplastiques d'organes embryonnaires dlofseawx 

e t  de tumeurs 

2.3.1 - - - - - - - - - - -L I - -  Associations d'organes d t e r n b ~ ~ n ~  S e ~ ~ u L e t  & c e s  

tumeurs ma l ipes  de mammifèrgs . ------ ------- 
Des expériences antérieures réa l i sées  i n  vivo par BUCKER 

( 1948 ) , suivies de ce l l e s  de LEVI JdONTALCINI e t  HAP,BüRGER 

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

6vidence qurun sarcome de souris  S 180 pouvait & t r e  explanté 

i n  vivo, s o i t  sur l e s  annexes, s o i t  dans l e  corps mhe de 

l'embryon . 
Par l a  su i te ,  l e  succès des chimères xénoplastiques dtorganes 

embryonnaires homologues ou non, a i n c i t é  WOLFF e t  al., ( 1961 ) 

t en ter  l 'association in  v i t r o  d'organes embryonnaires d r  oiseaux & 

des tumeurs de mammifères . P d  ces o r g a e s ,  l e  mésonéphros s ' e s t  

montré l e  p lus  favorable aux cultures de longue duree . De plus, l e  

r e in  embryonnaire apparart indispensable à l a  survie d'un fragment 

tumoral explant6 sur l e  milieu standard . On s 'es t  aperçu que l e  

milieu u t i l i s é  t e l  q u t i l  a é t é  composé c i  dessus, e s t  impropre à 

l a  culture de tumeurs malignes . B h  revanche, lorsque du méson& 

phros de poulet e s t  ajouté au milieu, des fragments tumoraux proli- 

fèrent .  activement e t  envahissent l e  r e in  embryonnaire . 11 s avère 

donc que l e  mésonéphros e s t  indispensable à l a  nut r i t ion  e t  à. l a  

prol i férat ion de l texplant  tumoral . 
Pour Qvi te r  l e s  remaniements de structures périphériques 

cons6cutifs à l a  mise en cul ture  de t i s s u s  dénudés, WOLFF e t  al., 

( 1961 ) entourent l texplant  tumoral d'une f ine  membrane anhyste : 
l a  membrane v i t e l l i n e  de l'oeuf de poule non incubé , Mhe dans ces  

conditions, l e  néoplasme ne pé r i c l i t e  pas . Il y a donc une d i f f w  

sion au t ravers  de l a  membrane v i t e l l i ne ,  de substances qui p e r m e t  

ten t  ou favorisent l a  prol i férat ion tumorale . 



humains ---- 
D'une manière identique, des cultures de ce l lu l e s  malignes 

humaines ( HeLa e t  K 3  ) reprennent une croissance e t  une structure 

organotypique si e l l e s  sont associées aux organes embryonnaires de 

poulet ( WOLFF e t  al . ,  1959, 1961 ) . Les auteurs ont réussi  à cul- 

t i ve r  depuis plus de sept ans maintenant, deux souches de tumeurs 

humaines prélevées au cours dtinterventions chirurgicales . Il 

s'agit dlune métastase hépatique d'un adénocarcinome de llestomac 

e t  d'un épithélioma du côlon descendant . 
Par  une technique différente,  ce l l e  des " éponges cellulosiques ", 
LEIGHTON e t  al. , ( 1954 ) obtiennent certaines s t ructures  orgaai- 

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

toujours de courte durée . 
En défini t ive,  l e s  travaux r e l a t i f s  à l a  cul ture  organotypique 

i n  v i t r o  menés tout particulièrement par l ' éco le  de WOLFF abouti* 

sent aux résul tatg suivants : 

- La culture i n  v i t r o  de nodules cancérami ( humains ou de 

mammifères ) peut 6 t re  obtenue par l 'association dtexplants de tu- 

meurs avec des organes embryonnaires de poulet . 
- 31 n te s t  pas nécessaire qu ' i l  y a i t  contact entre  l e s  explants 

embryonnaire e t  tumoral ; l o r s q u l i l s  sont séparés par une menbreole 
v i t e l l i n e  dtoeuf de poule non incubé, l e s  observations effectu6es 

sont identiques . Le mode de nutr i t ion paras i ta i re  e s t  donc rempla- 

cé par l a  nut r i t ion  osmotique . 
- Comparativement aux cul tures  organotypiques réa i i sées  anté- 

rieurement par l e s  autres  auteurs, l a  méthode de WOLFF e s t  l a  seule 

& assurer  l a  pérennité des cul tures  de b e u r s ,  sans q u t i l  y ait  dé- 

diffdrenciation s t ructurale  . 
- Parallélement, WOLFF e t  al., ( 1969 ) , ont montré que cer ta ins  

acides aminés sont favorables à l a  prol i férat ion tumorale de cer-t;ajZ~o 

souches ei culture organotypique de longue durée . ]!?ais ces acides 

aminés ne représentent certainement pas l e s  seuls  facteurs  nécessaires 

à l a  croissance des tumeurs . 



3 - ~TBLYSE BIOCHiMIQUE DES SUBSTAXCES FAVOmBLES A LA CROISSANCE 
DES T[TI3üRS IN VITRO 

3.1 - k!éthode d'étude 

Nous rapportons i c i  l e s  étapes de l tanalyse biochimique des 

e x t r a i t s  d'organes de poulet, t e l l e s  que IBLFF e t  al., ( 1968, 

1969 ), l e s  ont réa l i sées  jusqulà maintenant . 
Les premiers travaux dans ce domaine ont consisté à préparer 

des ex t r a i t s  de mésonéphros e t  de fo i e  de poulet .. Aprbs centrifu- 

gation, l e  surnageant e s t  prélevé e t  ajouté aux milieux de culture; 

mais il s ' e s t  révélé toxique . Les auteurs ont donc Qté  amenés à 

réal ise& des fractionnements à p a r t i r  de dialysats  d'organes, an 
par t icu l ie r  du f o i e  de poulet de 3 mois . Cinquante grammes de 

fo ie  de poulet de 3 mois sont addi.tionnés de 45 m l  de solution de 

T'rode e t  45 m l  d'eau déminéralisée ; ils sont ensuite broyés dans 

un homogénéiseur à couteaux tournant à 40 000 tours/minute durant 

deux minutes e t  demi . Ce broyat e s t  dialysé B froid contre un 

très grand volume d'eau déminéralisée pendait 18 heures, dans des 

tubes de cellulose Visking . W i n ,  l e  dialysat  e s t  ramene au volu- 

me i n i t i a l  sous vide, dans un évaporateur r o t a t i f  . 
Le fractionnement des dialysats  e s t  effectué s o i t  par chro- 

matographie de ge l  f i l t r a t i o n  ou par chromatographie sur des rési-  

nes à pouvoir d'échange ionique, ce que l 'on peut résumer de l a  

façon suivante : 
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3.2 - Résultats obtenus 

Pasmi l e s  4 fractions qv.i ont été ainsi  séparées, seule l a  

fraction contenant l e s  ampholites s 'est avér6e active . Cette 

fraction contient notamment de nombreux acides aminés . 
Un fractionnement plus poussé de l a  fraction amphotère, entre- 

prise par WOLFF' e t  al .  , ( 1 969 ) s a permis de séparer B nouveau 

deux fractions , dont une seule es t  active . Là encore, celle-ci 

po (- SE <c de nombreux acides aminés, néanmoins dt autres substances 

semblent présentes . Le schéma de fractionnement de ce t te  part ie  

active es t  l e  suivant : 
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WOLFF e t  al., ont montré par une analyse plus approfondie de 

l a  f ract ion act ive que l a  concentration des acides aminés présents, 

e s t  bien plus importante dans l e s  ex t r a i t s  dialysés que dans l e s  

milieux constitués pour l a  culture . Des solutions synthétiques des 

18 acides aminés ident i f iés  par l a  chromatographie, préparées aux 

concentrations indiquées par l tana lyse  e t  ajoutées au milieu de 

d t u r e ,  ont permi; d 'entretenir l a  croissance des tumeurs . 
L'ensemble des r é su l t a t s  obtenus ont conduit WOLFF e t  al,, 

( 1972 ) à formuler des conclusirins sur l e  r81e biologique l e s  

substances mises en évidence : 

- Certains acides aminés sont indispensables e t  d'autres fa- 

vorables à l a  prol i férat ion des souches tumorales humaines en cul- 

ture  organotypique de longue durée . De plus, ils doivent etre eni- 

ployés à une concentration beaucoup plus élevée que c e l l e  des ex- 

t r a i t s  d'embryons de poulet . 
- Il e s t  f o r t  possible que d'autres substances indiispensables, 

de nature inconnue, soient contenues dans l ' e x t r a i t  dcembqons,et 

dans l e s  d ia lysa ts  de fo i e  . 
- Le r81e du sérum de poulain, indispensable aux cultures,  

n'est pas élucidé . 



Ces conclusions soulignent l a  complexité du problème de l t a d a p  

tation de l a  tumeur d'un organisme à un milieu de culture . Eb effet, 

il e s t  encore B l'heure actuelle impossible de mettre en culture 

d8emb16e, des explants de tumeurs parce que l a  connaissance des 

conditions requises e s t  insuffmsante , 

Puisqu80n u t i l i s e  dans un but ou dans un autre presque toua 

l e s  t i ssus  e t  l e s  cavités pendant l e  développement de l'oeuf de 
poule embryonné, il paraft u t i l e  de donner quelques indications 

aoncernant ses membranes extraembryonnaires, l e  contenu de ses 

differentes cavités e t  son système circulatoire . 
( fig. 1 ; 1,2,3 ) 

4.1 - Système circulatoire embryonnaire 

4.1 .1 - &a-c&o~io-Q%tgT'e 

La m e m b ~ e  chorio-allantordienne es t  primitivement l torga-  

ne respiratoire de l'embryon . Elle es t  largement pourvue de vais- 

seaux sanguins e t  il existe un réseau capil laire important en re- 

lat ion avec l a  couche ectodermique externe . L a  membrane chorio- 

allantoSdianne e s t  formée par l a  fusion de laallantofde e t  du 

chorion qui commence au 5e jour d'incubation : el le  comprend t ro i s  

couches, ainsi que nous pouvons ltobserver Planche 1, fi& 1 . - Ilune, interne es t  f a i t e  de cellules épithéliales ; e l l e  

se trouve limitde par l a  cavité allantorque . - l 'autre, moyenne, comporte l e s  vaisseaux sanguins . 
- l a  troisibme, externe, es t  en contact direct avec l a  me* 

brane coquillère . Aux 1 0e e t  1 1 e jours d incubation, l e  réseme 

sanguin e s t  étroitement accolé à l a  membrane coquillère . Ce sont 

l e s  jours l e s  plus favorables pour réal iser  une injection intr* 

veineuse . 
Deux artères principales circulent du pédicule v i t e l l i n  

l a  membrane chorio-allantofidienne e t  l e  retour s'effectue par t ro ia  

vaisseaux principaux : deux accompagnent l e s  artères tandis que l a  

veine allantoïque principale se si tue sdparément, e l l e  es t  large e t  

se meut librement , 
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C'est un point de repère pour désigner la position de l'embryon . 

La circulation sanguine est composée essentiellement de -bois 

arcs où le coeur joue le r81e de pompe ( fig. 1; 3 ) 

- l'arc vitellin : le sang est charrie ver8 le sac 

vitellin où il absorbe des éléments nutrit2-fsg ou~.rkcU., il retour- 

ne au coeur qui le distribue à l'embryon l&m%me . 
- l'arc allantoPdien : il drabe le sang de l'allan- 

torde . Comme la portion distale de l'allantoyde rcpose très près 

de la coquille de l'oeuf, le sang assure sa fonction respiratoire 

éliminant le CO et en absorbant lt O2 qui a. traversé la coquille, 
2 

et cela jusqu'B une époq'ro avancée du déveli.?pement . 
- lcarc embryonnaire : la circulation intraembryon- 

naire comporte de nombreux vaisseaux distributeurs et collecteurs. 

Au niveau 2% cocn:~ le sang des trois circulations est mélange5 . 
Les artères omphalonésentériques et allantofdiemes assurent re* 

peotivement la nutrition et lSoxygénation du sang . 
Les veines omphalomésenté~-tques et allantoPdienne3 apporteuit à 

l'smbryoa, par l'intermédiaire du coeur, les éléments de son ali- 

mentation 





1 -. 3ETUDE EXPIBIXEXTALE DE LA DIFFUSION. IETASTATIQUE IN VIVO 

Cette s é r i e  expérimentale a é t é  consacrée en majeure p a r t i e  

& l a  transplantation de ce l lu les  cancéreuses chez l'embryon de 

poulet selon l a  technique d*inoculation par voie intraveineuse que 

nous allons décrire  , Ce t r ava i l  a déjà f a i t  l 'ob je t  de public& 

t ians  ( VLAEbIIBCK e t  aï., 1 9'70, 1971 , 1972 ) . 
Il nous a paru intéressant  d'essayer d'inoculer conjobtement 

des ce l lu les  n6oplasiques par voie intracoelomique chez l'embryon 

de poulet en appliquant l e  processus expérimental classique de l a  

greffe  intracoelomique . Les r é su l t a t s  correspondant sont rapporc- 

t é s  en f i n  de chapitre . 
1.1 - Technique d' injection par voie intraveineuse 

1.1,1,1 - Genre e t  espéce u t i l i s é  . Provenance des oeufs 

Les expériences sont réal isées  sur  des oeufs fécondés de poules 

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

vage des environs de Lyon . 
1,1.1,2 - Tumeur u t i l i s é e  

Il s'agit du carcinome d'Ehrlich ( Planche 1 ; 2 ) . Il a pour 

origine un épithélioma glandulaire de l a  mamelle de l a  souris, 

adapté à l a  gref fe  par EHRLICH ( 1906 ) . Cette tumeur susci te  l e  

ddveloppement d'une a sc i t e  dans laquelle pullulent, B l ' é t a t  indé- 

pendant, l e s  ce l lu l e s  tumorales . Celles-ci sont de t a i l l e  variée, 

stéchelonuant en t re  15 e t  3O)1 . Examinées sur f r o t t i s ,  e l l e s  compor- 

ten t  un noyau régulièrement arrondi, t rbs  chrom~phile, B chromatine 

dense, souvent nucléolé, autour duquel exis te  une mince bande proto- 

plasmique parfois  remplacée par un cytoplasme plus abondant, multi- 

vacuolaire . Le pouvoir p ro l i f é ra t i f  de ce t t e  tumeur e s t  élev6 a ins i  

qu'en témoigne le t r è s  grand nombre de f igures  mitotiques, pa r fo i s  

anarchiques, observées . 





Dans notre expérimentation, après ponction intrapéritonéaie 

de l a  s0.u-is porte-greffe, l e  l iquide d'ascite e s t  mélangé à 

du sérum physiologique, maintenu à l a  température de l toeuf  à in* 

culer,  de façon à obtenir une concentration connue e t  reproductible 

de ce l lu les  tumorales, s o i t  10 000 ce l lu les  par m l  dans un inoculat 

moyen de 0,OS m l  . 
1.1.lr3 - Appareillage 

Les oeufs sont placés dans un incubateur à une temperature 

comprise entre  36,90C e t  37,S°C ; ils sont retournés t r o i s  f o i s  par 
jour jusqulau moment de l eu r  inoculation . 

E t w t  donnée l a  différence de t a i l l e  qui ex is te  d'un oeuf h 

l 'autre ,  nous avons confectionné ui? disposi t i f  réglable à ses d i m e  

:I-*.Q:L~ af in  de l e  maintenir immobile durant 1' opération dlinoculation. 

Nous avons juge u t i l e  de modifier l a  technique d' injection 

couramment suivie depuis que EICHOPLN ( 1940 ) l ' a  décr i te  . Pour 

cela  nous avons confectionné des micropipettes eii verre é t i r é ,  in- 

finiment plus acdrées e t  moins traumatisantes que I f a i g u i l l e  tradi- 

t ionnel le  . Cette micropipette e s t  r e l i ée  par un caoutchouc à une 

seringue refoulante de De Fonbrune permettant d'effectuer une injec- 
t ion  lente ,  ce qui élimine tout  risque de traumatisme au cours de 

l a  manipulation . 

C'est au I l e  jour de laincubation que l e s  embryons reconnus 

viables par mirage sont préparés pour lsexpérimentation . On local i -  

se  une veine de l a  membrane chorio-allantoXdieme a i n s i  que l a  direc- 

t i o n  du f lux  sanguin . Les 10e e t  1 l e  jours de lgincubat ion sont l e s  

dates l e s  plus favorables pour r éa l i se r  une inject ion intraveineuse. 

En ef fe t ,  l e  r6seau sanguin de l a  couche moyenae de l a  chorio-al10 

toi'de se  trouve a l o r s  étroitement accolé B l a  membrane coquillbre, 

donc très en surface . 





De façon s t e r i l e  e t  à l 'a ide d'une loupe binoculaire, l e  vais+ 

seau choisi e s t  mis en évidence par l a  technique usuelle ( EICHORN, 

1940 ), c'est ?A dire par élimination de l a  coquille sus-jacente e t  

dép8t d'une goutte d'huile minérale sur l a  membrane coquillère 

( fig. 2 ; 1,2,3 ) . Comme cet te  dernière adhbre étroitement & l a  

membrane chorio-allantoi'dienne, l e  vaisseau es t  a ins i  t r è s  bien 

individualisé . 
Ltoeuf étant maintenu parfaitement immobile sur l e  portoir 

régld à ses dimensions, une injection lente ( 30 secondes environ ) 

e t  non traumatisante es t  effectuée à l 'aide de l a  seringue de De 

Fonbrwie munie d'me micropipette en verre é t i r é  . Lorsque l t in jeo= 

tion e s t  terminée, l t a igu i l l e  de verre es t  ret irée t r è s  doucement 

e t  l a  coquille e s t  refermée par lutage A l a  paraffine ( fig. 2 ; 4,5 
e t  6 ) . Les oeufs sont r d s  en incubation à 37OC . 

1.1.3.1 - Observation en microscopie photonique 

Les organes embryonnaires e t  l e  sac v i te l l in  sont placés daas 

une solution de formol à 1û$ durant au moins 24 heures . Puis, i l s  

sont t r a i t é s  pa r  l e s  techniques histologiques classiques e t  coupées 

h 4u . Les colorants employés sont l'hémal-éosine, hémalun- dry- 

throsine-safran, P.A.Shémalun . 1,tintér8t de cette dernière e s t  

qu'elle met en évidence l e s  membranes basales, notamment cel les des 

vaisseaux . 
En ce qui concerne l a  membrane chorioallantoifdienne, l e s  pré- 

lévements ont été f a i t s  selon l a  méthode de LEIGHTOIJ ( 1963 ) , 
( fig. 3 ; 1,2,3 ) . Les sections histologiques que nous avons ob- 

tenues, recouvrent une grande partie de cet organe extraembryonnaire 

e t  offrent sur une seule coupe une surface d'observation considéra- 

ble, propice B l'étude des rapports entre l e s  cellules cancéreuses 

e t  l e  système vasculaire abondant de l a  membrane . 



1,1.3,2 - Observatior en microscopie électronique 

On effectue une double f ixat ion glutaraldéh:~2e 1,5$ - acide 

osmique 2% . Les inclusions sont f a i t ~ s  dans lfépoa selon la  tech- 

nique de LUET ( 1961 ), af in  de r éa l i se r  des coupes semi-fines e t  
des ultra-coupes imprégnées d'acétate dfuranyle e t  d'oxyde plomb 

(REXNOLDS, 1963) . Les examens ont é t é  r éa l i sé s  i ltElmiskop 

Siemens ILL sous 80 kW de tension, avec grossissements d i r ec t s  de 

1 O00 2i 40 O00 . 
1,2 - Constatations expérimentales 

Plus  de 500 oeufs embryonnés ont é t é  a i n s i  inoculés . Mais 
YUUS n'avons retenu dans ce t t e  analyse que l e s  245 derniers, c ' e s t  

à d i re  ceux qui ont é t é  inoculés à p a r t i r  du moment où l b i n j e c t i o n  

a é t é  jugée sa t i s fa i sante  sur l e  plan technique e t  suivie  d'un bon 

rendement .'Au f u r  e t  à mesure de l a  mise au point de la technique, 

l e  taux noyen de survie s ' es t  élevé de 20 à 80$ . Deux Qldments ont 

porr?io d 8  améliorer ce  rendement : d'une part ,  l e  maintien de l'in* 
cula t  à une température constante, voisine de ce l l e  Be l'embryon 

durant l e s  manipulations ; dtautre  par t ,  l e  remplacement de l 'a igui l -  

l e  par une micropipette r e l i é e  à me pompe . 
L ' évolxtion des embryons inoculés au 1 1 e jour d' incubation e t  

dont l a  mort n 'es t  pas immédiate ou précoce se t radui t ,  ou bien prX 

une survie a l l a n t  jusqu" l:éclosion, ou bien par un décès à des 

quantibnes variables d'incuba-bi.on B p a r t i r  du 1?e jour, ce qu'un mi- 

rage quotidien permet de déceler . 

Les modifications de l 'aspect  macroscopique des viscéres n e  

sont pas constantes , Par a i l leurs ,  l eu r  absence n'implique nulle- 

ment qu ' i l  n'y a i t  pas de mdtastases, ce l les -c i  pouvant 6 t r e  seule- 

ment décelables à ltexamen microscopique . 



D'une manihre générale, l 'aspect l e  plus caractéristique e s t  

représenté par l 'existence cl'-e augmentation globale du volume de 

l'organe, eh par t icu l ie r  du foie ,  qui peut 8 t re  énorme, e t  des r e i n s  

dont l e  volume e s t  susceptible de doublcr ( Planche 1 ; 3 ) . 
De plus, l a  surface de ces viscères e s t  parsemée de p e t i t s  nodules 

blancs grisatrea,  parfois  simplement reconnaissables à l a  loupe, 

parfois  tellement nombreux, comme au niveau du fo ie  e t  des reins ,  

que l a  surface de ces  organes e s t  granuleuse . Les phénomènes hé- 

morragiques sont t r è s  fréquents, s e  traduisant par l a  présence de 

taches violacées i r régul iè res  . ûn a remarqué qu'au niveau du c e r  

veau, l e s  nodules tumoraux sont souvent peu nombreux mais 6normest 

atteignant une t a i i i e  égale à c e l l e  de l'ensemble du t i s s u  cérébral 

qui e s t  a lo r s  refoulé e t  comprimé . En revanche, au niveau du coeur 

e t  des poumons, l e s  lésions macroscopiques sont l e  plus  souvent 

discrètes ,  rédui tes  à quelques minuscules nodules blanchatres . 
Aucun nodule n'a jamais é t é  observé à l a  surface de l a  r a t e  de nos 

embryons n i  au niveau du sac v i t e l l i n  . 

Une Qtude systématique a é t é  effectuée au niveau des organes 

suivants : foie,  néphros, cerveau, coeur, poumon, r a t e  . Elle con- 

cerne 116 embryons inoculés au I l e  jour d'incubation, examinés en t r e  

l e  178 e t  l e  216 jour, s o i t  à l a  su i t e  du décès spontand pour 64 

d'entre eux, s o i t  à l a  su i te  d'un sacr i f ice  pour l e s  112 autres  
( Tableau 1 ) . 

Les foyers métastatiques microscopi~ues sont t r è s  a i sé s  à 

i den t i f i e r  au niveau des viscères, d'une pa r t  en raison des carac- 

té r i s t iques  cytologiques propres aux ce l lu l e s  dlEhrlich, d'autre 

par t  parce qu ' i ls  réa l i sent  des nodules t i s su la i r e s  anormaux qu i  

viennent prendre l a  place des s t r u c h r e s  normales . Quelques parti-  

cu la r i t é s  méritent d l & t r e  notées en fonction du v iwère  considéré . 
- Dans l e  fo i e ,  qui e s t  l e  viscère l e  plus fréquemment envahi, 

l'importance de l a  diffusion métastatique e s t  t e l l e  que peu de paren- 

chyme normal r e s t e  reconnaissable . 
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Encore qu'i l  s o i t  a lo r s  souvent stéatosique e t  remanié par l e s  hémor 

ragies ( Planche 2 ; 3 ) . 
- Les métastases cérébrales apparaissent souvent centrées par 

une p e t i t e  flaque hémorragique qui représente certainement l e  r e s t e  

Vasculaire de ce qui a é t é  l a  voie dtaccés des ce l lu les  tumorales 
quj. ont présidé à l 'élaboration de l a  métastase en cause , 

( Planche 3 i 2,3 ) . 
- Les métastases puimamires nous sont toujours apparues de 

t rbs  p e t i t e  t a i l l e ,  véritablement microscopiques, ce  qui e s t  assezi 

s ingul ier  pour c e t  organe . Elles  prédominent dans l e s  zones corti-  

ca les  e t  sibgent dmls l e  t i s s u  i n t e r s t i c i e l  ( Flanche 2 ; 1 ) , 

- Au niveau du métanéphros, compte tenu do l t % g e  d'incubation 

auquel l a  majorité des animaux sont examinés, l e s  métastases se  carac- 

t é r i sen t  par leurs  contours imprécis avec i n f i l t r a t i o n  i r régul iè re  

des ce l lu l e s  tumorales l e s  plus périphériques, entre l e s  s t ructures  

tubulaires ( Planche 2 ; 2 ) . 
- Les t r è s  r a re s  métastases spléniques observées correspondent 

s o i t  B des p e t i t s  nodules bien circonscrits,  s o i t  à un envahisse- 

ment quasi t o t a l  de l'organe . L'augmentation de volume de l a  r a t e ,  

en dehors de l 'existence de toute métastase, e s t  a t t r ibuée à une 

hy-porplasie r é t i cu la i r e  diffuse . 
- Dans l e  myocarde, l e s  foyers métastatiques sont surtout de 

type i n f i l t r a n t  ( Planche 3 ; 1 ) . 
- Enfin, nous avons observé des métastases v i t e l l i nes ,  tou- 

jours microscopiques, centrées par une formation vasculaire e t  com- 

me bridées par l e s  mailles du réseau conjonctive vasculaire de 

l 'organe . 

Afin de compléter l a  description des lés ions observées, nous 

avons réa l i sé  une étude quantitative de l a  répar t i t ion  des foyers tu- 

moraux dans l e s  viscères embryonnaires e t  extra-embryonnaires e 
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Il nous e s t  v i t e  apparu en e f f e t  que l a  densité des foyers tumoraux 

métastatiques v a r i a i t  non seulement d'un animal à l ' au t re ,  mais srrr, 

tout d'un organe à l f a u t s e  . 
Nous avons exprimé c e t t e  prédilection ou ce t t e  non-prédileo- 

t ion organique en affectant chacun des organes considérés d'une co- 

ta t ion  traduisant l'importance de l E i n f i l t r a t a o n  -tumorale, de façon 

à pouvoir quantifier l e s  observations recuei l l ies  e t ,  par l à  mhe.., 

l b i n t e n s i t é  de l a  diffusion métastatiquo au nivectu de ces  organes . 
Pour cela,  nous avons dé te rah6  une échelle de cotation de c e t t e  

in tens i té ,  répart issant  en cinq stades l e s  aspects drenvahissement 

tumoral observé sur l e s  coupes histologiques sér iées  . Toutes ces  

derniéres examinées pour chaque organe, ont f a i t  l 'ob je t  de c e t t e  

cotation, constituant un r e f l e t  assez exact de l ' i n t ens i t é  de la 

diffusion métastatique ; ce que nous avons représenté par un diagr- 

me de fréquence des stades métastatiques ( fig.  6 ) . iCn fonction 

de c e t t e  cotation, l a  répar t i t ion  de l a  diffusion métastatique dans 

l e s  d i f fé rents  viscères e s t  exprimée sous forme do pourcentage dans 

un tableau comparatif ( Tableau II ) . Il s 'agi t  du rapport en t re  l a  

somme des cotations at t r ibuées aux coupes microscopiques d'un organe 

donné e t  l a  t o t a l i t é  des cotations at t r ibuées à tous l e s  organes 

examinés . 
Il a p p a r d t  clairement que l e  f o k  e s t  l e  l i e u  de prédilection 

des métastases expérimentalement induites,  a lors  que l a  r a t e  n t e s t  

pratiquement jamais a t t e in t e  . 
1.3 - Etude en microscopie photonique des métastases dans l a  nembra- 

n e  chorio-allmtoSdienne 

Eh raison de l a  fréquence des métastases dans l a  meribrc~e 
choricwiUantoïdienne ( 1E.C.A. ) e t  l a  nature du t i s su  qui l a  cons- 

t i t u e  essentiellement, c t  e s t  à d i re  un mésezichyme lache, richement 

vascularisé, nous avons pu y préciser l a  cinétique évolutive des 

ce l lu les  tumorales injectées  . 
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Lorsque l e s  foyers tumoraux sont t r é s  pe t i t s ,  i ls sont toujourslo- 

cnlisda au niveau du revêtement ép i thé l ia l  b i s t r a t i f i é  accolé à l a  

membrane coquillère où i l s  produisent une réaction pro l i fé ra t ive  qui 

multiplie l e s  couches ce l lu l c i r e s  ép i thé l ia les  . Cette 1ocalisat;ion 

élect ive des métastases à l e u r  début conduit à penser qule l les  sont 

l e  r é su l t a t  d'une embolisation des ce l lu les  tumorales dlEtirlich dans 

l e s  f ines  ramifications capi l la i res  du revêtemen% épi thé l ia l  . Ces 

ramifications ne sont que des prolongements dos capi l la i res  plus 

volumineux qui cheminent dans l e  t i s su  mésenchynateux sous-jacent 

( Planche 4 g 1,2 ) . 
Au fur e t  à mesure de l eu r  croissance, ces foyers envahissent 

pro~ess ivement  l e  mésenchyme e t  f in issent  par en occuper toute 1'6- 

paisseur avant de slétendre latéralement e t  de se  rejoindre l e s  uns 

l e s  autres,  si bien que l a  membrane chorioallantoSdienne e s t  vérita- 

blement infestée en t o t a l i t é  par l e s  ce l lu les  tumorales d-rlich 

( Planche 4 ; 3 ) . 
Le mésenchyme de l a  membrane chorio-allantordienne s ' e s t  rév61é 

un l i e u  assez; pr iv i lég ié  pour observer l a  dissémination des ce l lu l e s  

tumorales . A l a  périphérie des nodules décr i t s  précédement, on 

observe souvent une ségrégation monocellulaire des ce l lu les  tumorales. 

Les ce l lu les  d'Ehrlich isolées  tQmoignent a ins i  nettement de l e u r  

capacitO de mobilisation active,  après avoir é t é  aptes à se détacher 

de l eu r s  congénères . Trés fréquemment, e l l e s  entrent en contact 

avec des cap i l l a i r e s  e t  ce, de façon tellemznt Qlective,  que l b o n  

ne peut manquer d'évoquer 1:existence dqun véri table  tropisme qui 

entraîne l e s  ce l lu les  vers l e s  vaisseaux ( Flanche 4 ; 4 ) . 
Lorsqutelles sont assez nombreuses, l e s  ce l lu les  tumorales accolées 

h un vaisseau s'ordonnent autour de l u i  en une disposit ion péri th& 

l i a l e  e t  ont tendance, dans c e t t e  s i tuat ion,  à modifier leur  morpho- 

logie  ( Planche 5 g 1 ) : de globuleuses, e l l e s  deviennent allongées, 

véritablement moulées suc i a  face externe du vaisseau ( Planche 5 ; 2 ) 

Ces aspects correspondent sans aucun doute à un stade prémonitoire 

d'une nouvelle dissémination vasculaire qui s 'effectuera ce t t e  f o i s  

de dehors en dedans ( Planche 5 ; 3 ) . 



Bien que nous n'ayons pas eu l a  chance d'observer de façon cer taine 

l e  moment du franchissement de l a  paroi vasculaire, il e s t  possible 

de voir l e  stade suivant sous forme de ce l lu les  tumordes accol6es 

à l a  face interne d u  vaisseau, prenant a lo r s  l a  forme apla t ie  ou 

allongée des ce l lu l e s  endothéliales ( Planche 5 ; 4 ) . 
1.4 - . Aspects ul t rastf ic turaux au niveau de la membrane 

chorio-alliuitoSdienne 

Ltobservation au microscope photonique ne fourni t  pas un -ou- 

voi r  de r6solution suff isant  pour explorer l e  stade intermédiaire 

entre  l e s  deux précddents, B savoir l e  franchissement de l a  paroi 

vasculaire . Cet aspect de notre étude a f a i t  l 'ob je t  de l a  Thèse 

de Doctorat en ISédecine de 1,ionsieur Y, KOUTON ( UOUTON e t  al., 1970 ) 

dont l a  collaboration nous a permis de corroborer l e s  observations 

déjà effectuées en microscopie optiquue . Les nodules tumoraux 

examinés B ce niveau sont constitués de ce l lu les  d'Ehrlich groupées, 

sans in te rva l le ,  l e s  unes contre l e s  autres, l e s  éléments normaux 

ayant disparu sauf l e s  capi l la i res  qui présentent des modifications 

morphologiques . 
1.4.1 - Rapports entre l e s  ce l lu les  tumorales e t  l e s  membranes . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

basales nos ~ascg lg igeg  ----- 
Ces phénoménes s'apparentent au premier temps de l t invas ion  

tumorale dans un épithélioma, lorsque l e s  ce l lu l e s  cancérisés s e  

ségrhgent dans l e  derme ou l e  chorion de l a  muqueuse . 
Dans l e s  nodules tumoraux invasifs,  l a  couche mésenchymateuse 

e t  l a  couche chorio~plr4,bicn que totalement envahies de ce l lu l e s  

dtEùrlich, peuvent r e s t e r  séparées par  une membrane basaie normale. 

La ségrégation ce l lu l a i r e  d'une couche 9. l 'autre  se  t r adu i t  par 

des modifications de l a  basale sous-chorionique . Une densification 

de l a  membrane basale sous-chorionique précbde sa dissolution : l a  

basale apparaft a l o r s  franchement interrompue . Dans ce cas, l a  cel- 

l u l e  dfZhrlich émet un prologement cytoplasmique qui repousse l a  

ce l lu le  chorionique ( Planche 6 ; 1 ) . 





A l a  périphérie des nodules tumoraux, il e s t  fréquent de 

voir  des ce l lu les  d6Ehrlich en f a ib l e  nombre, venir s tacca ler  sur 

l a  face externe d'un cap i l l a i r e  dont l e  diamètre e t  l a  lumière ne 

sont pas a lors  modifiés . 
La paroi des cap i l l a i r e s  subi t  d'importantes e t  i n t d r e s s a ~ -  

ites a l té ra t ions  se  situiilt essentiellement au niveau de l a  membra- 

ne basale . Celle-ci devient hétérogène, floconneuse e t  s ' e f f r i te ,  

prenat~t un aspect en cendres de c igare t tes  " ( Planche 6 ; 1 ). 

Il peut y avoir une dissolution pa r t i e l l e  ou to ta le  de l a  membrane 

basale, l a  ce l lu l e  tumorale venant a ins i  au contac-k de l a  face 

externe de llendothélium . Les réactions de l a  membrane basale a p  

paraissent après l e s  réactions de l'endothélium . Les membranes cel- 

l u l a i r e s  de l'endothélium e t  de l a  ce l lu l e  cancéreuse disparaissent 

pour 8 t re  remplacécs par une zone floue où cytoplasme endoplasmique 

e t  cytoplasme tumoral sont devenus indissociables, entourés de 

f r agmat s  de basale e f f r i t é e  ( Planche 6 ; 3 ) . 
1.5, - Inoculation par voie intracoelomique de l'embryon de poulet 

de 3 jours dlincubation 

Nous avons voulu par c e t t e  méthode, où l ' in jec t ion  e s t  réal i -  

sée dans un secteur de l'organisme sans re la t ion  avec l e  système 

circulatoire ,  apprécier l ' a f f i n i t é  des ce l lu les  d'Ehrlich pour l e s  

organes de lLembryon de poulet . 

Au 3e jour de l ' incubation, l e s  embryons reconnus viables par  

mirage sont retenus pour l'expérimentation . La coquille de l 'oeuf 

e s t  découpée au dessus de l'embryon, puis une fente e s t  pratiquee 
dans l'amnios . La suspension tumorale de ce l lu les  d l W l i c h  e s t  

inoculée dans l a  cavi té  coelomicpe au n i n a u  d'une zone que l'on 

délimite de l a  façon suivante : 



entre  l e s  membres postérieurs e t  antérieurs,  dans l a  région du f lanc . 

de l'embryon, sous l e s  somites . On prendra soin ds ne pas l é s e r  Le 

système sanguin qui commence à apparaître ( f i g e  4 ) . L'inject ion 

e s t  réa l i sée  avec l e  m&me matériel que ce lu i  qui s e r t  à r éa l i se r  

l e s  inject ions intraveineuses . La coquille e s t  en dernier l i e u  

refemée e t  l toeuf  placé à 37OC . 

Nous avons l a i s s é  de c6té l e s  embryons décédés spontanément 

après l ' in jec t ion  ca r  l 'autolyse g L e  l ' ident i f ica t ion  des ce l lu l e s  

d'Ehrlich qui  semblent par a i l l e u r s  absentes dans l a  majorité des 

cas . 
Nous avons sépare en deux l o t s  l e s  embryons que nous avons 

sacr if iés ,  s o i t  entre  l e  Se e t  l e  7e jour de l ' incubation, s o i t  

au 146 jowe de l ' incubation . 
1.5.2.1 - Inoculation au 3e jour - Sacrifice entre  l e  

Se e t  l e  7e jour 

Sur l e s  12 embryons retenus, l e  coelome e s t  envahi par de 

nombreuses ce l lu les  tumorales dans tous l e s  cas) 5 animaux présen- 

tent  des foyers tumomaux au niveau du fo ie  e t  du myocarde . 
1.5.2.2 - Inoculation au 3e jour - Sacrifice au 146 jour 

Parmi l e s  14 embryons considér0s, 10 d'entre eux sont porteurs 

de foyers tumoraux dans un ou plusieurs organes . Les organes l e s  

touchés sont l e s  poumons, l e  fo i e  e t  l e  myocarde . 



1.6 - Interprétation des r é su l t a t s  

Fréquence métastatique -- ------- 
S i  l 'on considère l'ensemble des animaux décédés après l e  

17 e jour suivant l e  début de l l incubation, ce qui représente 176 

embryons, on constate que l e  pourcentage des pr i ses  tumorales n f e s t  

pas de ZOO p. 100 . Les foyers métastatiques sont présents dans 

80 p. 100 des cas en ce qui concerne l e  l o t  des embryons décédés 

spoptanément e t  dans 60 p. 100 des cas pour ca qui e s t  de ceux que 

nous avons sacr i f lés  . Compte tenu des condi-tions expérimentaies, 

on pouvait à p r i o r i  s 'attendre à une fréquence métastatique p l u  

grande, or  nous retrouvons i c i ,  malgré l ' é t a t  d'indifférence immuaitaire 

de l'embryon de poulet, une constatation que nous avions antérieu- 

rement f a i t e  ( ADDJIS,, 1962 ; DRIESSZTS e t  a l . ,  1963 ) . 
?Tous avions en e f f e t  mis en évidence que l a  dissémination de cellu- 

l e s  cancéreuses memeengrande quantitd, dans l e  torrent  c i rculatoire ,  

n ' en t r ahe  pas ipso facto l 'apparit ion de métastases ganglionnaires 

ou viscérales  . Les ce l lu les  cancéreuses injectées,  dont l e  pouvoir 

de nul t ipl icat ion,  d t i n f i l t r a t i o n  e t  de greffe  e s t  cependant ce r t a in  

pulsquf i l  e s t  v é r i f i é  expérimaltalement, ne développent cet te  act i -  

v i t é  que dans certaines conditions encore m a l  précisées, mais que 

1' on peut estimer 8 t r e  sous l a  dependance de 1' organisme . Cette 

résistance e s t  parfaitement concrétisée par  l 'existence d'amas 

quiescents de ce l lu les  tumorales It dormantes I l ,  s i tuées  dans l e s  

lumières vasculaires ou dans l ' in t imi té  des t i ssus  e t  qui demeurent 

dans ce t  é t a t  pendant longtemps , 

Ces f a i t s  soulignant l'importance du " t e r ra in  dans l e s  ph& 

nomènes de diffusion métastatique des tumeurs malignes . Par c e f i  

t a ins  mécanismes, l t h % t e  e s t  capable de détruire  des ce l lu les  tu- 

morales en circulation, ou tout au moins de s'opposer à leur  isrplaa- 

ta t ion,  nécessaire pour qu'apparaisse une métastase . Les connais- 

sances actuel les  conduisent à penser que ces mécanismes sont ce?+ 

tainement de nature immunologique . 



Si; l a  dis t r ibut ion topographique e t  l e  pourcentage des métas- 

tases  nous permettent de conclure à l 'exis-tence d'un envahissement 

généralement polyvisc6ra1, i ls  niaccusent pas une iden t i t é  de dif- 

f'usion métastatique quel que s o i t  l'organe envisagé . Surtout il 

apparaft évident qu ' i l  y a une sé lec t iv i té  dsenvahissement des O* 

ganos pax l e s  ce l lu l e s  tumorales . Le diagramme de fréquence des 

stades métastatiques ( fig. 6 ) e t  l e  calcul des pourcentages 

( Tableau II ) pour chaque type d'organe examiné e t  comparativement 

étudi6s, nous confirment l e s  observations microscopiques effectuées . 
Le fo ie  e s t  en e f f e t  de t r è s  lo in  lforgane l e  plus  intense- 

ment touché par l a  diffusion métastatique puisqui il héberge à lui 

seul 25% des métastases . 
A l ' inverse,  l a  ra te ,  malgré liimportance bien conïiue de l a  

vascula=isation, n 'es t  pratiquement jamais so l l i c i t ée ,  puigqutelle 

ne renferme que 1, % des métastases . 
Entre ces  deux extrêmes, on trouve sensiblement sur  l e  même 

rang, l e  cerveau ( 15,57h ) , l e  coeur ( 13,@ ) e t  l e  néphros ( 1% ) 

tandis que l e s  poumons ( 8,4$ ) sont curieusement en avant dernière 

posit ion juste avant l a  r a t e  dont on vient de  par ler  . 
Eh ce  qui concerne l e s  poumons, l e  relativement fa ib le  pourcen- 

tage de cas  dans lesquels nous avons observé des foyers tumoraux, 

ainsi que l a  t a i l l e  toujours minime de ceux-ci, nous sont appa ru  

de prime abord assez paradoxaux en regard de l a  fréquence habituel- 

l e  des mékstases pulmonaires chez l'homme e t  l e s  au t res  mammifères 

a ins i  quedulieu où e s t  effectuée l i inoculat ion tumorale . Peut- 

Q t re  cela  est-il da  au f a i t  que l a  circulation pulmonaire e s t  t r è s  

réduite chez l'embryon de poulet dont l e s  poumons ni ont, par défi- 

ni t ion,  joué encore aucun r81e fonctionnel . 



Pour ce qui e s t  de ltencéphale, on doi t  rappeler à t i t r e  

expl icat i f  que c 'es t  un l i e u  classiquement favorable au dévelop- 

pement des tumeurs greffées . Le cerveau e s t  a lo r s  considéré en 

grande pa r t i e  à l ' ab r i  des mécanismes immunitaires e t  peut-être 

est-ce à ce t i t r e  que nous devons l ' i n t ens i t é  de l a  diffusion 

métastatique à son niveau . 
Bous avons observé drassez nombreux p e t i t s  foyers métastati- 

ques dans l e  sac v i t e l l i n ,  en général bien ordonnés autour de vais- 
seaux dont l a  lumière contenait également des ce l lu les  cancéreuses 

en margination . Cela mérite d % k e  souligné car, si cer ta ins  ont 

réussi  B cul t iver  des ce l lu les  tumorales dans l e  sac v i t e l l i n  

( T A ~ O R  e t  CARIi1ICHAEL, 1949 ; LEVI KONTALCINI e t  HAMBURGER, 1951 ; 

BUEICER, 1948 ), d'autres considèrent ce t  organe comme impropre 

à l a  survie des ce l lu l e s  cancéreuses ( U S T Y  e t  a l . ,  1969 ) . 
Nous avons inoculé des ce l lu les  tumorales dtEhrlich chez 

ltembryon de pou1 et ,  à un stade t r b s  précoce, au 3e jour de ltiil- 

cubation, dans l a  cavi té  coelomique qui e s t  sans re la t ion  avec l e  

système circulatoire ,  a f in  de suivre l eu r  migration dans divers 

organes e t  de l a  comparer avec nos r é su l t a t s  précédents . 
Les premières observations que nous avons effectuées, rév& 

l e n t  que l e s  ce l lu les  a ins i  diffusées par migration act ive se con- 

centrent essentiellement dans l e  foie ,  l e  myocarde e t  l e s  poumons. 

Eu ce qui concerne l e  fo i e ,  on peut Se demander si l fon  ne 

retrouve pas l à ,  l a  toute par t icu l iè re  a f f i n i t é  des ce l lu les  

dtli;lzrlich pour l e s  hépatocytes de ltembryon de poulet . Cette mi-  

gration préférent iel le  e s t  un argument de plus en f a v w r  de l'bu- 

portance du te r ra in  loca l  dans l a  diffusion métastatique dtune tu- 

meur donnée chez un hôte donné . 
Le ré su l t a t  e s t  plus surprenant en ce qui concerne l e s  pou- 

mons e t  il e s t  opposé à ce lu i  que nous avons obtenu par l e  tech- 

nique d'.injection par voie intraveineuse . 



Ces f a i t s  peuvent mettre en cause l a  lt date " de l ~ i n o c u l a t i o n  

mais aussi  une vulnérabi l i té  plus importante du t i ssu  embryonnaire 

dans l e s  premières Qtapes de sa  formation . 
E tud e ga_r t&c~li-è~e-d~ Ja-msmbxgng ~ h g @ o = Q l g ~ o ~ d i  enne --- 
En raison de sa si tuat ion privilégiée vis-&-vis du l i e u  

d' injection des ce l lu l e s  tumorales, il a p p a r d t  bien normal que l a  

membrane choriolallantoSdieme s o i t  fréquemment l e  siège de t r è s  

nombreux nodules tumoraux . La diffusion tumorale à ce niveau, 

déjà Qtudiée par LEIGHTON ( 1967 ) à 1' aide de diverses asc i tes  

tumorales du r a t ,  fourn i t  d'intéressantes constatations dans l a  

mesure où l a  structure mésenchymateuse richement vascularisée de 

l a  membrane chorio-allantoPdienne permet d'analyser cer tains  aspects 

du phénomène de l ' invasion tumorale, en par t icu l ie r  ce lu i  des rap- 

ports  réciproques des ce l lu les  cancéreuses e t  des vaisseaux . 
C'est l e  mérite de l tu l t r a s t ruc tu re  d'apporter quelques précisions 

morphologiques à ce  su je t  . En e f fe t ,  l e s  modifications de l 'aspect 

des membranes basales, au noment où l e s  ce l lu l e s  tumorales commen- 

cent à venir à l eu r  contact, rappellent en pa r t i e  l e s  observations 

déjà f a i t e s  dans l e  processus inflammatoire en ce qui concerne l a  

leucodiapédèse ( 1:lARCHESI e t  GOYiAlTS, 1964 ; FLOREJT e t  GRANT, 1961 ) . 
Les aspects observés permettent de suspecter l ' ac t ion  d'un facteur 

biochimique lytique qui, par analogie avec l e s  lysosomes leucocy- 

t a i r e s ,  pourrait  ê t re  de nature enzymatique . 



2 - ETUDE EZFBUWTALE DE LA DIF 'FJSION IiIETASTATIQUE I N  VITRO 

HOUS avons, dans une première série expérimentale, montré que 

l'inoculation par voie intraveineuse de cellules tumorales asciti-  

ques diEhrlich chez ltembryon de poule%, se traduit par un envahis- 

sement tumoral, en général polyviscéral mais inconstant malgré 

116tat  d'indifférence immunologique des embryons . Le foie, dans 

notre système expérimental, appardt  particulièrement favorable 

au développement des foyers métastatiques, tandis que l a  r a t e  n'est 

pratiquement jamais a t te in te  . 
Sur l a  base de ces cons&atations e t  afin d'apprécier l e s  rai- 

sons des différences observées, nous avons étudié l e  comportement 

de l a  tumeur d'Ehrlich vis-&-vis de ces organes embryonnaires 

( foie, rate, néphros, poumons, bourse de Fabricius ), isolés de 

l'organisme, en culture organotypique affrontée, afin de bien pr8- 

ciser  l e  r s le  éventuel du terrain local  dans l e s  aff ini tés consta- 

tées . 
Enfin, nous avons interposé un f i l t r e  millipore entre l e  t issu 

tumoral e t  l e  t issu embryonnaire afin d'apprécier si l e  contact 

cellulajire entre ces deux tissus é t a i t  nécessaire au facteur déter- 

minant l a  migration des cellules cancéreuses . 
2.1 - Technique de iulture organoSrpique 

2,1,1.1 - Organes embryonnaires 

Les organes embryonnaires sont prélevés sur des embryons de 

poulet Leghorn blanc agés de 11 jours dtincubation, excepté l a  

bourse de Fabricius dont l e  prélévernent se f a i t  dans l a  troisième 

partie du temps d'incubation 



2,1,1.2 - La tumeur 

La tumeur sol ide u t i l i s é e  e s t  obtenue en 7 à 10 jours par 

greffe  sous cutanée d'ascite d'Ehrlich dans l a  région dorsale de 

l a  souris  Swiss . Autant que possible, on chois i t  une tumeur asses 

pe t i te ,  pour év i te r  l a  nécrose toujours possible etprdjudLciable 

à l a  séussi ih  de l a  culture . Dans ces conditions, l a  tumeur e s t  

ferme e t  vivace . 
2.1.2 - Technique de cul ture  

2.1.2.1 - Préparation du mi,l.i.ou dc d t u r e  

Les cultures s e  font dans des verres de culture ou sa l i è re s  

ayant l a  forme d'un parallélépiphde à section carrée, de 4 cm de 

c8té e t  de 1,S cm de hauteur . Ils sont évidés dans l a  pa r t i e  SLIP 

périeure en ca lo t t e  sphérique . La sa l i è re  e s t  fermée par une la- 

me de verre  lu tée  à l a  paraffine ( f ig .  5 ) . Dans c e t t e  cupule 

de culiüures, nous mettons successivement e t  dans l e s  proportions 

suivant e s  : 

- Le l iquide de Tyrode .. . 5 gouttes 

- Le sérum de cheval ( ~ i b @ o )  . . . . 4 gouttes 

- L'extrai t  dt  embryons de poulet ( Difco ) . . . 3 gouttes 

di lué à 6% dans l e  l iquide de Tyrode 

- La p6nici l l ine ( 100 Unités ) ,.. 1 goutte 

- L a  gelose, contenant 1g dlagar pour lOOml 

de l iquide de Gey e t  maintenue à SO°C . . . 9 gouttes 

Tous ces  composants sont intimement melés à l ' a ide  dcune f ine  ba- 

guette de verre a f in  de r éa l i se r  un milieu homogène . 



MIL /EU ORGANE 

TUMEUR MEMBRANE VI TELL /NE 



La composition de notre milieu de culture e s t  légèrement dif- 

férente  par l e s  proportions de ses  constituants de ce lu i  qu1emploi- 

ent WOLFF et a l  , . Mous n'avons jamais modifié l a  composition de 

notre  milieu de culture au cours de nos expériences , 

2.1.2.2 Technique dlexplantation 

La  technique que nous avons employée, est. c e l l e  qui a é t6  mise 

au point par WOLFF e t  al., ( 1952 ) . Le principe en e s t  l e  suivant: 
3 Les fragments viscéraux de 2mm environ provenant des embryons - 

de poulet, sont placés au contack de fragments de tumeur d - 2 S o . h  

de m8me t a i l l e  ( fig. 5 ) . Le dép8-k des explants se  f a i t  sous l a  

loupe binoculaire de m8me que leur  asséchernent à l ' a ide  d'un fin 

papier buvard . La culture e s t  enfermée dans l a  sa l i è re  par une 

lame de verre, l u t ée  à l a  paraffine . Les sa l iè res  sont placeea B 

l 'obscuri té  dans une étuve maintenue 21 R O C  . 
Les besoins n u t r i t i f s  de cer tains  explants peuvent nécessiter 

un " repiquage , c 'es t  à d i r e  un renouvellement du milieu de cul- 

ture  l e  3e jour suivant l texplantat ion . Parfois, il e s t  nécessaire 

d'assécher l e  milieu une nouvelle fo i s ,  l e  lendemain ou l e  surlen- 

demain suivant l a  mise en cul ture  

Les fragments accolés se  soudent en 48 h au maximum Une 

semaine après l texplantation, l'ensemble de l a  cul ture  e s t  fixé 

au formol e t  t r a i t é  selon l e s  techniques histologiques classiques . 

Si l 'on désigne par 

n l e  nombre to t a l  de nos expbriences, c ' e s t  à d i re  l e  nombre 

d t associations embryonnaires e t  tumorales soumises à 1 ' ex+ 

men microscopique , 



r l e  nombre de résu l ta t s  observés, c b e s t  à dire  l e  nombre 

de ces associations où l'organe embryonnaire e s t  envahi 

par l a  tumeur . 
Le pourcentage d t i r i f i l t ra t ion  tumorale de l'organe embryon- 

na i re  q sera égal à : 

Le nombre de nos expériences par categorie étant toujours ou 

pratiquemen% toujours infér ieur  à 100, nous avons fai t  suivre l e  
pourcentage d t i n f i l t r a t i o n  tumorale de deux nombres représantant l e s  

l imites  infér ieure e t  supérieure de l ' i n t e rva l l e  de confiance avec 

un coefficient de sécurité de 95 $ . Ces l imi tes  sont déterminees 

par  l e  calcul ( LAMOTTE, 1962 ) . 
2.2 - Comportement de l a  tumeur d w r l i c h  associée a du f o i e  e t  B 

de l a  r a t e  embryonnaires de poulet 

Avant de r é a l i s e r  des associations d'organes embryonnaires e t  

de tumeur d'Ehrlich, nous avons a k ~ - J I é  l e  fragment tumoral seul sur  

l e  milieu . Par l a  su i te ,  au cours de nos expériences, il nous a 

paru intéressant  de toujours comparer l a  survie des associaïiions 

avec c e l l e  du fragment &oral cu l t ivé  seul sur  l e  milieu, a ins i  

quaavec l ' é t a t  de l a  tumeur au moment de l 'explantation . 
Mos résu l t a t s  précédemment acquis, nous ont dicté  notre  plan 

de t rava i l  . C'est pourquoi enprcuiorl ieu,  nous avons r é a l i s é  une 

étude comparée du comportement du f o i e  e t  de l a  r a t e  embryonnaires 

de poulet en association avec l a  tumeur d'Ehrlich . 
2.2.1 - Culture de l a  tumeur d'Ehrlich 

La cul ture  i so lée  de  fragments tumoraux s ' e s t  soldée par un 

Bchec constaat . Au bout de 3 jours, au maximum, l'expiant; tumoral 

e s t  totalement ndcrosé e t  se  dissocie . 



Donc, lorsque l e  t i s su  tumoral e s t  cui t ivé seul, il p é r i c l i t e  

( Planche '7 ; 1,2 ) . 
En revanche, l a  présence d'un organe embryonnaire de poulet 

peut permettre s a  multiplication comme si l e s  celLules cancéreuses 

se  nourrissaient aux dépens de l'organe, qui l u i ,  puise ses  éléments 

n u t r i t i f s  dans J e  mil iou ( Planche ? ; 3 e t  4 ) . Afin de préciser  

l e  r$ le  du fo ie  e t  de l a  r a t e  embryonnaires de poulet dans l t inva- 

sion tumorale, nous avons comparé l e  comportement de l a  tumeur 

d'Ehrlich vis-à-vis de ces  organes . Les explants, hépatique e t  

splénique, sont placés séparément au contact de l t e q l a n t  tumoral, 

Les fragments accolés se  soudent en 48 heures . Huit jours aprés 

l 'explantation, l lassoc ia t ion  t i s su la i r e  e s t  f ixée au formol B 10 $ 

puis coupée en s é r i e  à 4y e t  colorée à llhémalwi-éosine . 

2.2.2.1 - Aspect histologique des explants 

Le fragment hépatique présente pratiquement toujours une 

s t ructure g6nérale en cocarde . Le centre du fragment e s t  en e f f e t  

nécros6, sans ce l lu l e s  ident i f iables  . Autour on reconiiart, un peu 

estonpée, l a  s t ructure du f o i e  t e l l e  qu 'e l le  é t a i t  au moment de 

l texplantation . Ehfin en périphérie, c ' e s t  à d i re  dans l a  a- de 

contactt aveo l e  milieu de culture, s e  trouve l e  foyer de néogénése 

hépatique témoignant de l a  r é a l i t é  e t  de l a  qual i té  de l a  culture 

( Planche 8 ; 1,2,3 ) . 

Le fragment tumoral se  présente un peu de l a  m8me manière 

bien qu' avec une structure d1 ensemble beaucoup plus i r régul iè re  ; 

l e s  zones de prol i férat ion e t  de nécrose étant  intr iquées . 



Dans l e s  5ones non nécrotiques, l a  prolifération, à c8té de 

l a  survie, e s t  parfaife,  a i n s i  qu'en témoignent de nombreuses figu- 

r e s  mitotiques . Par exception, lorsque l e  fragment tumoral e s t  t r è s  

nécrotique, ce qui e s t  rare ,  il existe  au niveau de l a  zone draffron- 

tement, une banCe de ce l lu l e s  demeurées vivaces, comme si l e  fragment 

de fo i e  adjacent jouai t  l e  r81e d'un t i s su  nourricier.( Planche 9 ; 1) '  

Ce qui e s t  toutefois  l e  plus frappant dans ce t t e  cul ture  af- 

frontée, c ' e s t  l a  fréquence avec laquelle on observe un envahisse- 

ment, par des ce l lu les  tumorales, du fragment de fo i e  s i tué  B pro- 

ximité de l a  zone d'affrontement . Les ce l lu les  cancéreuses non 

seulement survivent e t  se  multiplient sur place, mais encore s t i n f i l -  

t r en t  dans l e  foie ,  indispensable à l eu r  culture organotypique 

( Planche 9 ; 3 ) , A c%té de ce t  envahissement de proche en proche, 

avec parfois  des images de pénétration des cavités vasculaires du 

fo ie ,  il e s t  possible dt observer de véri tables  foyers métastatiques 

i n  v i t ro  s i tués  dans l e  fragment hépatique t r è s  lo in  de l a  zone 

d'affrontement ( Planche 9 ; 2,4 ) . 
2.2,2.2 - Résultats numériques 

S u r l e s  65 associations retenues, de fo i e  embryonnaire de 

poulet e t  de tumeur d'Ehrlich de l a  souris, nous avons constaté 

( Tableau III ) : 

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

- une bonne cul ture  du fragment tumoral dans 
85 5 des cas . 

- une in f i l t r a t ion .  tumorale du fragment embryon- 
na i re  dans 78 % des cas  . 



2.2.2.3 - Conclusions 

Il nous e s t  permis d'affirmer q u W  n'y a pas dtincompatibi- 

l i t 6  ent re  l e s  deux t i ssus  associés : fragment tumoral d v ~ l i c h  

de l a  sowris SovLss e t  fragment hépatique embryonnaire de poulet . 
Au contraire,  l e  fo ie ,  dans notre système eqéximental e s t  t r è s  

favorable à l a  cul ture  de l a  tumeur d'Ehrlich, puisqut i l  permet l a  

survie e t  l a  multiplication des ce l lu les  cancéreuses . 
Diai l leurs  2i quatre reprises,  nous avons essayé de repiquer ce% 

t e .  association t i s su la i r e  . Aprés 36 jours de culi;ure, nous 

avons constaté que l e  t i ssu  hépatique embryonnaire e t  l e  t i ssu  

cancéreux demeuraient en bon é t a t  avec persistance de signes de 

multiplication ce l lu l a i r e  e t  surtout un envahissement tumoral t r è s  

ac t i f  . 
Compte tenu des constatafiions désormais classiques de WOLFF 

sur l ' e f f e t  bénhfique qu'apporte à l a  cul ture  organotypique des 

tumeurs, l a  présence de fragments de mésonéphros, nous avons réal i -  

s é  l~affrontement  foie-mésonéphro-tumeur ( f i g e  5 ; 2 ) . 
Une t e l l e  cul ture  nta pas entrafné dlamélioration de l a  qual i té  de 

l a  cul ture  du fragment tumoral, n i  dtaugmentation de sa  survie, n i  

une i n f i l t r a t i o n  hépatique plus intense . 

2.2.3.1 - Aspect histologique des explants 

La cul ture  du fragment splénique e s t  de bonne qual i té  . Là 

encore, nous avons observé un aspect général en cocarde avec un 

centre nécrotique ( Planche 10 ; 1 ), une zone intermédiaire où 

l 'on reconndt  parfaitement l a  structure de l a  r a t e  embryonnaire 

e t  une zone périphérique correspondant à une prol i férat ion mésenc 

chymateuse de ce l lu l e s  allongées de Q-pe fibroblastique au milieu 
desquelles exis tent  parfois des m a s  de grandes ce l lu les  nultinu- 

clédes de nature h is t iocyta i re  probable ( Planche 10 ; 2 ) . 



E51 ce  qui concerne l e  fragment tumoral, sa cul ture  affrontée, 

s ' es t  soldée par un échec com].ctdans ??-us de l a  moitié des cas  : 

après 6 jours de culture,  l a  tumeur n - é t a i t  plus représentée que 

par un amas nécrotique . Parfois, l e  fragment tumoral durvit en 

pa r t i e  e t  mgme se  développe, puisque l'on observe des mitoses ; 

m a i s  il nous est apparu-trés singulier que dans ces cas  favorables, 

l a  portion tumorale survivante é t a i t  c e l l e  s i tuée l e  plus l o i n  de 

l a  zone d'affrontement avec l a  ra te ,  zone au niveau de laquelle l a  

tumeur e s t  constamment nécrotique ( Planche 10 ; 3 ) . 
- ---  Inf il t~a4ign-dg f ragmegt-sg l&~aue~g- lgs  

ce l lu l e s  cancéreuses ---------- 
Dans ces  conditions, à fo r t io r i ,  nous n'avons jamais obserc- 

vé de pénétration de l a  r a t e  par l e s  ce l lu les  cancéreuses, contxai. 

rement à ce qui avai t  é t é  o b s e d  avec l e  fragment hépatique . 

Nous avons re tenuun nombre t o t a l  de cultures égal à 40 e t  

nous avons remarqué au niveau de ces associations r a t e  enbryonnaire 

de poulet - tumeur d'Ehrlich de l a  souris  : 

-. une bonne cul ture  du fragment embryonnaire 

dans près de 90 $ des cas . 
- une bonne cul ture  du fragment tumoral dans 

40 C/o des cas  seulement . 
- l ' i n f i l t r a t i o n  tumorale du fragment embryoa. 

na i re  e s t  de O $ . 



Tab Zeau III 

COWORTEt@NT DE LA TUM?UR DtEHRLICH ASSOCIEE Il[ VITRO A DU 

FOIE ET DE LA RATE EMBRYONNAIRE DE POULET 

L 

r Nombre total  
de cuZtures 

-- 

Bonne culture 
du fragment 
etnbryonna2re 

Bcme culture 
de Za twneur 

- 
In f i  l tration 
t m r a Z e  du 
fragment 
edryonna2re 

% dr in f i  Ztra- 
tion twnoraze 

t 

Types d 'assocZations réa lisées i n  vitro 

Foie embryonndre de 
pouZet e t  t w u r  
dlEhrZich de souris 

65 

5 5 

53 

49 

78% 
63 2 85 

Rate embryonnaire de 
pouZet e t  twnezlr 
dtEhrZioh de s o h s  -- 

40 

35 

16 

O 

0% 



2.2,3.3 - Conclusion 

Il semble y avoir une incompatibilité entre l e s  deux t i s s u s  

associds : fragment tumoral dfEhrlich e t  fragment splénique embryon- 

naire  de poulet . La r a t e  e s t  a ins i  t rbs  pou favorable à l a  cul ture  

de l a  b e u r  d'Ehrlich ( Tableau III ) . 
2.3 - Comportement de l a  tumeur d'Ehrlich associée à d'autres 

viscéres de l'embryon de poulet 

Etant d o d e  l a  concordance de nos r é su l t a t s  obtenus i n  v i v o  

e t  i n  v i t r o  pour l e  fo i e  e t  l a  ra te ,  nous nous sommes proposés de 

vé r i f i e r  s t i l  y ava i t  également concordance entre l e s  constata-kions 

concernant d'autres viscéres comme l e  mésonéphros e t  l e s  poumons . 
Les fragments de riiésonéphros e t  de poumons sont prélevés chez des 

embryons de paüiet  de 9 à 1 1  jours dtincubation e t  sont cul t ivés  

dans les mêmes conditions que ce l l e s  décri tes  précédemment pour 

l e  fo i e  e t  l a  r a t e  embryonnaires , 

Nous avons voulu, par a i l leurs ,  rechercher l e  degré d' infil-  

tration. tumorale au niveau d'un autre organe lymphoïde que l a  r a t e  : 

nous avons re tenu- la  bourse de Fabricius . Les fragments de ce t  

organe sont prélevés entre l e  18e jour de lf incubation e t  1'8alosioa, 

2.3.1.1 - Aspect histologique des explants 

Le fragmentde mésonéphros présente toujours une strioucture 

identique à ce l l e  qu ' i l  ava i t  l o r s  de l 'explantation . Les tubules 

mésonéphrétiques sont bien conservés . Lorsqulil  y a nécrose, l a  

quasi t o t a l i t é  de l texplant  en e s t  d f e c s e  . 
- Culture du fragment tumoral associé ------- ---------- 

Au contact du mésonéphros, l e  fragment de tumeur se cul t ive 

assez bien , 



Il n'existe pas de zones de nécrose k a o r a l e  au contact du frag- 

ment embryonnaire . Les figures mitotiques sont nombreuses . 
- Inf ilQa&ign-tgugr C-e du-fragw& ~ é g o g 5 ~ k g 8 .  

t iaue  - 
La tumeur se  multiplie e t  envahit l e s  t i s sus  sains ( Planche 

1 1  ; 1 ) . Elle  s % f i l t r e  tout d'abord dans l e  mésanchyme qui e s t  
un t i s su  assez l%che, puis peu à peu pénètre jusque dans l e s  tubules 
du mésonéphros qui disparaissent . La ségrégation des ce l lu les  tum- 
r a i e s  e s t  importante mais l ' invasion du mésonéphros par ce l l e s -c i  

n t e s t  pas massive . Il s 'ag i t  p lu tô t  de migrations i so lées  . En tou t  

cas, on ntobserve pas, comme dans l e  foie, de nodules cancéreux 

éloignés de l a  zone de contact entre  l e s  deux explants , 

2.3,, 1,2 - Résultats numériques 

Sur les  52 associations de mésonéphros embryonnaire de poulet 

e t  de tumeur d'Ehrlich de l a  souris, considérés, nous avons pu 

constater : 

- une bonne survie du mésonéphros dans 85 % 
des cas , 

- une bonne culture de l a  b e u r  pour 64 $ 

des échantillons . 
- une i n f i l t r a t i o n  tumorale du fragment embryo13r 

na i re  dans 58 $ des cas . 
2.3.1.3 - Conclusions 

B'ous pouvons d i r e  qu ' i l  n" a pas dllncompatibilité entre l e s  

ce l lu les  cancéreuses d'Ehrl5ch de l a  souris e t  l e  r e in  embryonnaire 

de poulet . Le mésonéphros e s t  un organe favorable B l a  prolifdra- 

t ion  des ce l lu les  tumorales , La multiplication tumorale e s t  acconi- 

pagnée dbune migration des ce l lu les  cancéreuses dans l'organe em- 

bryonnaire, qui se  propagent l a  plupart du temps par émissaires 

i s o l é s  ( Tableau IV ) . 



Conportement de la twnewr dtEhrZich a s s o ~ ~ e ,  i n  v+tro, à du 

naésondphros e t  du poumon embryonnaires ik poulet 

Nombre to ta l  
de cultures 

Bonne culture 
du f r a p n t  
embr2jonnaire 

Bonne culture 
de Za tumur 

In  f i l trat ion 
t m r a l e  du 
fra prit 
embryonnaire 

% d 'in$@ Ztro- 
t ion  tunwrale 

.- 

Types dtasso&ations réalisdes i n  v i t ro  

M~sonép?tros embryon- 
naire de poulet 
Twneur d'Ehrlich de 
soums 

52 

44 

33 

30 

58% 
54 d 72 

Pounwn enibryonnalre. 
de poulet 
Tumeur d'Ehrlich de 
so&s 

30 

2 O 

17 
-. 

5 

17% 
5 à 34 



2.3.2.1 - Aspect histologique des explants 

Le fragment pulmonaire que nous explantons prol i fère  t r é s  

aotivement dans un assez grand nomb~e de cas . L'aspect normal 

des tubes bronchiques e s t  parfaitement reconnaissable . 

Dans l e s  cas  favorables de l a  cul ture  associée, l a  b e u r  
présente une bonne survie, a ins i  qusen témoignent l e s  figures mito- 

t iques e t  il n'y a aucune zone de nécrose tumorale au contact de 

l texplant  embryonnaire . 

Néanmoins l a  zone de jonction des explants e s t  dans l a  majo- 

r i t é  des cas bien ne t t e  . 1~18me lorsque l e s  conditions seiïiblent 

particulikrement propices à une invasion tumorale ( l e s  explants 

embryonnaire e t  tumoral sont bien soudés, l a  survie de par t  e t  

d'autre e s t  par fa i te  ) , nous n t  obse-wons d3 in f i l t r a t ion  que dans 

un nombre r e s t r e in t  do cas ( Planche 11 ; 2 ) . Dtai l leurs ,  on 

n 'assis te  jamais à une invasion massive du poumon par l e s  ce l lu les  

tumorales, m a i s  p lu t%t  à l ' i n f i l t r a t i o n  de quelques ce l lu les  ségr8- 

g6es marginales au t i s su  pulmonaire . 
2.3.2.2 - Résultats numériques 

Bous avons r é a l i s é  30 associations de ce type ( Tableau fV ). 

- l a  survie du fragment pulmonaire a é t é  bonne 

pour 20 d'entre e l l e s ,  s o i t  dans 67 $ des cas . 
- ce l l e  du fragment tumoral dans 56 % des cas . 
- une 1Qgère i n f i l t r a t i o n  tumorale du poumon a 

é t é  observée dans 5 cas, s o i t  1'7 % . 



2.3.2.3 - Conclusions 

Les explarts mis au contact l'un de l ' au t re ,  ne manifestent 

aucune Wcompatibilité . Mais l f i n f i l t r a t i o n  tumorale au niveau 

du poumon embryonnaire de poulet e s t  relativement f a ib l e  . 
2.3.3 - Associations de bourse de Fab-iicius e t  de tumeur . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

d Ehrlich ----- 
2.3.3.1 - Rappel morphologique 

L a  bourse de Fabricius e s t  un organe épi-thélio-lympho!Cde, 

spécifique aux oiseaux, que l o n  peut rapprocher du thymus aussi 

bien en ce qui concerne sa s t ructure que sa fonction . Son appa- 

r i t i o n  sous forme de primordiwn débute au 5e jour de l'incubation, 

na i s  son organisation se  poursuit jusqutà l 'éclosion . LQrgane 

a t t e i n t  sa  t a i l l e  maximale entre l e  Se e t  l a  12e semaine suivant 

l a  naissance du poussin . La mise eil évidence fonctionnelle 

(GLICK e t  al., 1956 ) e t  histologique ( RUTH e t  a l . ,  1964 ) de l a  
bourse de Fabricius e s t  relativement récente . Des expériences ef- 

fectuées par GOOD e t  al., 1966, COOPER e t  al . ,  1966, ont permis 

d 'é tab l i r  l e  r81e de l a  bourse de Fabricius, en temps qu'organe 

central  dans un système imuunitaire bursal-dépendant, dans l e  

contr8ïe de l a  production des imunoglobulines e t  l a  formation 

d'anticorps spécifiques . 
2.3.3*2 - Aspect histologique des explants 

Les fragments de bourse de Fabricius sont prélevés entre l e  

186 jour de l'incubation e t  l 'éclosion . Dans l e  cas présent, nous 

sommes obligésdcmettre en cul ture  des explants d'une ta i l l ' e  plus 

importante qutà l 'ordinaire,  a f in  de coiiserver une s t ructure O?+ 

ganisée . 



Le fragment de bourse de Pabricius présente généralement 

en culture, deux zones, dont l 'une cerltrale a tendance à s e  né- 

oroser e t  l ' au t re  périphérique e s t  extrêmement vivace . L a  struc- 
ture  i n i t i a l e  n 'est  pas tellement modifiée . D'une manière généra- 
l e ,  l a  bourse de Fabricius eil culture organotypique in v i t r o  sur- 

vih bien . Nous avons pu améliorer ce t t e  survie, en renouvelant l e  

milieu de cul ture  3 jours après l 'explantation . Ce repiquage e s t  
néceasaire à l a  croissance de l'organe embryonnaire dont l e s  be- 
soins n u t r i t i f s  sont certainementi; supérieurs à ceux des autres 
organes . 

Dans l a  majorité des cas, l e  fragment tumoral e s t  Drès né- 

crotique ( Planche 11  ; 3 ) . Lorsque l a  tumeur comprend score 

des ce l lu les  vivaces, e l l e s  sont pratiquement toujours local isées  

à l'opposé de la  zone de jonction de l'expiant enbryonnaire e t  de 
l a  tumeur . 

- I~f&lAra-tipn -tum-o~aI;e du f rm-t-dg bourss 
de Fabricius ------ 

Le premier obstacle à l a  migration des ce l lu les  tumorales 
au niveau de l a  bourse de Babricius, e s t  l a  d i f f i cu l t é  qutont l e s  
explants B se soudez . -33.1 ef fe t ,  l e s  deux tissuq associés ne se 

soudent pas dans l a  majorité de i  cas, par conséq&nt il e s t  d i f -  

f i c i l e  dans ces conditions dOobserver des migrations de ce l lu les  

tumorales . Il n'en r e s t e  pas moins vra i  que lorsque l e s  explants 
sont soudés, une importante zone de nécrose tumo~ale se  s i t u e  en 

regard du fragment embryonnaire . Ce n 'est  ciufà tLtre  exceptionnel, 

l à  encore, que nous avons pu observer un t r è s  p e t i t  nombre de cel- 

l u l e s  tumorales franchir l a  zone de jonction e t  pénétrer l e  t i s su  

sain . 
L'analyse des coupes effectuées à p a r t i r  dlassociations re- 

piquées a m i s  en évidence une amélioration de l a  survie de l 'or- 

gane embryonnaire mais ne nous a pas f a i t  remarquer une in f i l t r a -  

t ion tumorale plus importante . 



Les ce l lu les  tumorales au sein de l a  tumeur ont tendance à se s& 

gréger, mais e l l e s  s 'arretent  devant l a  zone l imitant  l e s  deux tis- 

sus, dans l a  quasi t o t a l i t é  des cas . 
2.3.3.3 - Résultats numériques , 

Nous avons répar t i  en deux l o t s ,  nos associations t i s s u l a i r e s  

- Lot non r e ~ i g u k  ----- 
- on note 80 de bonne survie du fragment 

embryonnaire . - 10 $ de bonne cul ture  du fragmenk tumoral . 
- une i n f i l t r a t i o n  tumorale nul le  . 

- nous observons 90 $ de bonne culture 

du fragment embryonnaire . 
- 15 $ de bonne survie du fragment tumoral . 
- une i n f i l t r a t i o n  tumorale nul le  . 

2.3.3.4 - Conclusions 

Il exis te  une assez importante 2ncompatibilité entre l a  

bourse de Fabricius embryonnaire de poulet e t  l a  tuaeur dtEhrlich 
de l a  souris . Cet organe semble peu favorable à sa culture,  l e s  
r é sù l t a t s  observés étant sensiblement identiques à ceux obtenus 
avec l a  r a t e  . 
2.4 - Comportement de certaines associations séparées par un f i l t r e  

millipore 

L'injection par voie intraveineuse de ce l lu les  tumorales 

d'Ehrlich chez l'embryon de poulet, s e  t radui t  par l ' appar i t ion  de 
metastases indui tes  dans l e  fo i e  . Le pourcentage de ces  métastases 

e s t  élevé . Au contraire dans l a  ra te ,  l eur  pourcentage e s t  r e l a t i -  
vement f a ib l e  . 



La culture organoSrpique de fragments errloryonnaires de fo i e  

e t  de r a t e  de poulet associés à de l a  tumeur dl%ri ich montre un 

degré d ' i n f i l t r a t ion  tumorale élevé pour l e  fo i e  mais nul pour l a  

r a t e  . 
Ces constatations nous ont amenées à soumettre notre  système 

expérimental. à certaines  investigations, en par t icu l ie r  & interpo- 

s e r  un f i l t r e  millipore entre l e  fragment de f o i e  ou de r a t e  e t  l a  
tumeur, in vi t ro,  pour voi r  si dans ces conditions ( absence de 

facteurs  immunologiques, c i rculatoires ,  de contact ce l lu la i re  ) 

l 'appel préférent iel  des ce l lu les  Cp3.h:lich ex is te  encore . 

Les deux t i ssus ,  embryonnaire e t  tumoral, sont séparés pax 

une paroi plus ou moins perméable, un f i l t r e  millipore dont l a  

t a i l l e  des pores ( 14p ) e s t  à l a  l imite  infér ieure de c e l l e  des 

ce l lu les  néoplasiques u t i l i s é e s  . 
2.4.2 - J&&.~Ltgtg 

2.4.2.1 - Associations hépatique e t  tumorale séparées 

par un f i l t r e  milfipore 

Sur l e s  30 associations que nous avons réal isées ,  l a  moitié 

d'entre e l l e s  montre des explants dont l a  survie e s t  moyenne . 
L t a u b e  moitié,r -derme des explants bien conservés e t  dont l e  
f i l t r e  millipore qui l e s  sépare e s t  colonisé par l e s  ce l lu les  
néoplasiques d'Ehrlich . Ces ce l lu les  n'ont aucune ressemblance 

avec l e s  ce l lu les  tuaorales d'origine . E5i e f f e t ,  e l l e s  se  défo* 

ment, s1allongeit  a f i n  de franchir l e s  pores du f i l t r e  ( Planche 

12 ; 1,2 ) . Dans  quelques cas, nous avons pu observer des ilats 

tumoraux développés à distance de l a  tumeur ( Planche 12 ; 3 ) . 
2.4.2.2 - Associations splénique e t  tumoral2 séparéeu 

par un f i l t r e  millipore 

Mous avons examiné 17 associations de ce type . Dans aucun cas, l e  

f i l t r e  i l tes t  colonisé par l e s  ce l lu les  dtEhrlich . 



Par conséquent, nous n'avons jamais observé d*envahissement tumo- 

ral de l a  r a t e  dans ces conditions . Ce que l 'on peut constater 

en revanche, c ' e s t  l a  traversée &+a f i l t r e  par l e s  ce l lu les  s ~ l ~ " ~ $ p  

Un examen au microscope électronique des f i l t r e s  e t  t i s sus  

avoisinants a é t é  r éa l i sé  en collaboration avec Madame F. Puvion . 
Cette étude ne concerne pour l e  inoment que l tassoc ia t ion  fo ie-  

tumeur . 
Les ce l lu les  tuaorales d'Ehrlich présentent de nombreux - 

ribosomes e t  un noyau tourmenté dont l e  nucléole e s t  hypertrophié 

( Planche 13 ; 1 ) . Les hépatocytes du fo ie  ne différent  pas de 

ceux d'organismes adultes . Le microscope électronique nous a p e i i  

mis de confirmer nos observations optiques quant à l a  survie du 

t i s s u  embryonnaire e t  tumoral d'une pa r t  e t  à l a  local isat ion des 

ce l lu l e s  tumorales au niveau du f i l t r e  e t  du fo ie  embryonnaire 

d 'autre par t  , 

Au niveau des f i l t r e s ,  on peut parfois observer quelques 

hépatocytes qui obturent l 'un des pores du f i l t r e ,  néamoins cela  

e s t  r a re  . En revanche, ce qui e s t  l e  plus  fréquent, c ' es t  l ' inva-  

sion du f i l t r e  par l e s  ce l lu les  tumorales . Elles  y sont présentes 
s o i t  sous forme dt  amas, s o i t  isolénent ( Planche 13 ; 2 e t  

Planche 14 ; 1 ) . 
Nous ntavons pas noté de modification de l a  membrane plas- 

mique de l a  ce l lu le  tumorale au contact de l a  substance du f i l t r e  

( Planche 14 ; 2 ) . 
Dans l e  foie ,  dans une zone t r è s  éloignée du f i l t r e ,  nous 

avons retrouvé des ce l lu les  tumorales en migration à l a  f o i s  dans 

l a  pa r t i e  centrale un peu nécrotique ( Planche 15 ; 1 ) e t  dans 

l a  portion périphérique en régéndration ( Planche 15 ; 2 ) . 



2.5 - Interprétation des r é su l t a t s  

Invasion tumorak au-niveau d u - f g i ~  gt-dg La-rstg embryonZ --------  
naAres en cult_w*e g rgeof i igug  - ----- 
Comme l'indiquent nos r é su l t a t s  ( Tableau III ), l e  fo ie  

embryonnaire de poulet s e  cul t ive bien en culture organoty-pique . 
Affronté avec un fragment de tumeur d'Ehrlich, ii en favorise in- 

discutablment l a  cul ture  qui e s t  impossible en son absence . De 

plus l e s  éléments ce l lu la i res  de l a  tumeur, dans ce t te  association, 

ont tendance à envahir l e  fragment hépatique de proche en proche 

e t  meme parfois à se s k é g e r  à distance pour r éa l i se r  de vér i tab les  

il8ts"métastatiques" . Cette pénétration e s t  observée, soue une 

forme ou sous l ' au t r e ,  dans 78 % des cas  examinés . 
La r a t e  embryonnaire de poulet s e  cul t ive aussi  t r k s  bien, 

mais e l l e  ne semble favoriser que t r è s  faiblement l a  culture du frag- 

ment de tumeur d'Ehrlich associé . Dans aucuii cas, l a  r a t e  nvapparaft  
i n f i l t r é e  par l e s  ce l lu les  tumorales . 

Ces constatations sont en accord avec l e s  travaux sur l ' in -  

jection intraveineuse de ce l lu les  de carcinome d'Ehrlich dans l a  

membrane chorio-allantoYdienne de l 'oeuf de poule enbryomé, 

que nous avons précédemment effectués . Nous avons en e f fe t  m i s  wri 

éviduncc une prédominance des foyers métastatiques au niveau du 

f o i e  ( 25 $ ) e t  l eu r  absence au niveau. de l a  r a t e  ( 1,3 % ) . 
Ces expériences apportent des éléments en faveur du r8le  du t e r r a in  

dans l a  diffusion métastatique . 
Pour affermir nos présomptions, nous avons interposé un 

f i l t r e  millipore entre  l e s  explants embryonnaire e t  tumoral, éli-  

minant l e  contact ce l lu l a i r e  entre cos t i s sus  . Dans  ces conditions 

expérimentales, l e s  ce l lu les  tumorales réussissrnt  tout  de même à 
pénétrer l e  foie ,  a lors  qu'elles se nécrosent comme précédemment 

dans l e  cas dtune association avec l a  r a t e  . 
Les facteurs  responsables de c e t t e  a t t rac t ion  ne sont pas 

déterminés . 



Invasion tumoraig au niveau d'autres o r g e e s  embryon&rgs -------- - - - - - - - - -  
dg  ~ o ~ t - e ~  SUL-&~~ ~rga:~otvpique 

Le mésonéphros de poulet permet l a  multiplication de l a  

tumeur d'Ehrlich de l a  souris  . Les ce l lu les  de c e t t e  souche 

tumorale, migrent l e  plus souvent isolément dans l e  t i ssu  embryon- 

naire  . Cet organe e s t  favorable à l a  prol i férat ion des ce l lu les  

tumorales ( 58 % ), ce qui avait  déjà é t é  montré par WOLm e t  a l . ,  

( 1960 ) . Dans l e  cas présent, nous avons noté une plus importan- 

t e  migration dos ce l lu les  cancéreuses au niveau du fo ie  embryonnaire 

de poulet . Far a i l leurs ,  l e  pourcentage d ' i n f i l t r a t ion  tumorale 

du nésonéphros par l a  Cfileur d'Ehrlich concorde bien avec l ' inten- 

s i t é  de l a  diffusion métctstatique relevée dans l e  néphros de lleni- 

bryon de poulet après inject ion de ce l lu l e s  néoplasiques par voie  

intraveineuse ( 12 7; ) . 
Le poumon embryonnaire de poulet de 9 à 1 1  jours, permet l a  

survie des ce l lu les  tumorales, mais il e s t  assez défavorable à l e u r  

multiplication . Le pourcentage d ' i n f i l t r a t ion  h x o r a l e  à ce niveau 

e s t  f a ib l e  malgré l t é l i m h a t i o n  du facteur  c i rcu la to i re  . La nature 

du t i s su  pulmonaire e s t  peut-être l e  seul obstacle aans l e s  condi- 

t ions expérimentales in vit- , mais ce.2 n'apporte pas une expli- 

cat ion à l a  f a ib l e  fréquence de local isat ion des foyers métasta- 

t iques ( 8,4 % ) i n  vivo . 
La bourse de Fabricius, organe 1pphoZde spécifique aux 

oiseaux e t  que nous avons prélevé à un stade embryonnaire, permet 

difficilement l a  s ~ r v i e  des cel lules  tumorales en cul ture  e t  s e  

l a i s s e  t r è s  difficilement envakir par e l l e s  . Ce tissu ne semble 

pas favoriser l a  migration ce l lu la i re  tmmorale dans de t e l l e s  con- 

di t ions  expérimentales . Son comportement e s t  identique à ce lu i  de 

l a  r a t e  embryonnaire de poulet . Bien entendu, il ne fau t  pas ou- 

b l i e r  de signaler l e  r61e récemment mis en évidence ( GOOD e t  a l . ,  

1966 ; COOPER el: al,, 1966 ) de l a  bourse de Fabricius dans l e s  

mécanismes immunitaires . 



3 - ESSAIS PR&IDBINAIRES DE CULTOnE DE FRAC,l'TEl.TTS TUhlORAUX Di 

PRESE3lCE Dr ZXTRAITS DES D I F L ~ T S  ORGANES 

L'étude du comportement Be l a  tumeur dcEhrlich vis-&vis 

des organes embryonnaires du poulet, i so lés  de lforganisme, en 

culture organotypique nous a révélé l 'existence d'une sor%e de 

IJ tropisme " des ce l lu les  tumorales vers l e  fo i e  a lors  que ces  

ce l lu les  ont un comportement inverse vis-à-vb de l a  r a t e  . 
Le contact ce l lu la i re  entre  l e s  deux t i ssus  n 'es t  pas indispen- 

sable : nous obtenons l e s  memes r é su l t a t s  lorsque nous interpo- 

sons un f i l t r e  millipore ontre l e s  organes . 
Aussi, nous voulons essayer de préciser quels sont l e s  

"facteursn responsables des différences observées dans l e s  cultu- 

r e s  affrontées . Pour ccla,  nous avons c b o i s i d e  r éa l i se r  l t é h d e  

du. comportement des fragments tumoraux en présence d 'ex t ra i t s  des 

diffdreiits organes . 
Nous recherchons dslns un prem4er temps, à mettre en évidence 

uri. e f f e t  global, c ' e s t  à d i re  à rechercher un évc~1-h~el pouvoir de 

l'organe sur l a  prol i férat ion '-m~orale . Des ex t ra i t s  totaux dlorga- 

nes embryonnaires sont additionnés directer~ent au milieu de culture. 

EnsuLfie, compte tenu des observations déjà effectuées par  WOLFF 

e t  aï., ( 1969 ), nous préparons des frcct ions à p a r t i r  des ex t r a i t s  

ace l lu la i res  d'organes embryonnaires de poulet par fractionnement 

de d ia lysa ts  ( chromatographie sur échangeurs d'ions ) afin de re- 
pérer l e s  substances act ives  qui permettent l a  prol i fdrat ion oxga- 

notypique cancéreuse in vitro,  . 
3.2 - Préparation des ex t r . e t s  totaux 

3.1.1 - g&h~dg  

Après un lavage soigneux, l e s  organes embryonnaires de poulet 

( fo i e  ou r a t e  ), sont finement hachés entre deux lames de scalpel 

r ep r i s  dans une solution de Bank trypsinisée à 20k0, ( trypsine 

Difco ) . - 



La trypsinisation se  f a i t  à 3T°C sous agi tat ion magnétique durant 

10 minutes . Après f i l t r a t i o n  sur  compresse de ce5te solution, l e  

f i l t r a t  e s t  centrifugé à 2 500 tours/minute pendant 5 minutes e t  

l e  surnageant e s t  éliminé . Le culot e s t  remis en suspension e t  

lavé plusieurs f o i s  dans une solution de Tyrode . Finalement, l e  

culot e s t  remis en suspension daas une quantité de Tyrode déter- 

minée en foncüion du matériel embryonnaire initialement u t i l i s e  , 

On substitue 1 / 2  m l  de ce t t e  suspension au Tyrode habituellement 

présen& dans l e  milieu de culture standard . L a  solution de Gey 

gélosé e s t  ajusfée en tenant compte de c e t t e  dhse d 'extrai t  . Les 

explants sont cul t ivés  sur l e  milieu a ins i  constitué, durant 7 

jours . 

3.1,2.1 - Associations FUTE - TüEfRTR sur un milieu 

contenait de l ' e x t r a i t  de fo ie  

D a n s  un assez fa ib le  pourcentage de cas, nous avons 

pu. remarquer l a  ségrégation de ce l lu les  tumorales e t  l e u r  pénétra- 

t ion dans l a  r a t e  embryonnaire . Il ne s'agit pas d'une invasion 

massive mais nous n'avions jamais observé ces phénonènes lorsque 

l e s  explants sont cul t ivés  sur un milieu ordinaire ( Planche 14 ; 

2,3,4 ) . Nous ne disposons pas actuellement d'un nombre suffi- 

sant d'échantillons pour qu ' i l  s o i t  possible d 'attribuer ces résul- 

t a t s  2i nos conditions expérimentales . 
3.1.2.2 - Associations FOIE - TUiF;BJR sur un milieu 

contenant de 1 e x t r a i t  de r a t e  

Dans ce type d~associa t ions ,  nous avons pu voir  dans un c e r  . 
t a i n  nombre de cas  que l e  fragment hépatique se  nécrose e t  qutil 

n'est  pas e n v a  par l e s  ce l lu les  e orales qui e l l e s  aussi dé&- 

nérent . Là elicore, il e s t  d i f f i c i l e  de conclure car ces  r é su l t a t s  

ne représenteni$ pas l a  majorité des cas . Toutefois, ces  r é s u l t a t s  

préliminaires concordent parfaitement avec eeux obtenus avec l a  

technique des cul tures  affrontées ( Planche 14 ; 1 ) 



Bien entendu, il ne s ' ag i t  l à  que d'une étape préliminaire 

B notre ex-périmentation future e t  nous abandonnerons probablement 

ce t t e  méthode au p ro f i t  de ce l l e  que nous al lons décrire meintenant. 

3.2 - Préparation des fractions purif iées  

3.2.1 - Iii&tho&e 

3.2.1.1 - Préparation du dialysat 

Les fo i e s  embryonnaires de poulet, à p a r t i r  du 18e jour de 

l'incubation, sont prélevés e t  additionnés à un volume double d'une 

solution de Tyrode . Durant l 'opération, l e s  organes sont mainteilus 

à une température de 4OC . Ensuite, i l s  sont broyés dans un homog&,% 

iseur  tournant à grande vi tesse pendant quelques minutes . Ce 

broyat e s t  dialysé à 4 O C  contre un t r è s  grand volume d'eau déminé- 

r a l i s ée  pendant 18 heures, dans des tubes de cellulose Visking . 
Enfin l e  dialysat  e s t  ramené au volune i n i t i a l  sous vide, dans un 

évaporateur r o t a t i f  . 
3.2,1,2 - Fractionnement des dialysats  

Le fractionnement des dialysats  e s t  effectué s o i t  par chro- 

matographie de gel  f i l t r a t i o n  ou par chromatograpiiie sur des rési- 

nes B pouvoir d'échange ionique . 

3.2.2 - Résultats ----- 
Cette étape de notre recherche e s t  à son début . Néanmoins, 

nous avons pu constater que l a  f ract ion amphotère I l ,  reconnue 

active dans l e s  travaux de VOLFI? e t  al., ( 1972 ) , e s t  déjà t r è s  

complexe e t  contient non seulement des acides ambQs l i b re s ,  mais 

aussi  des oligopeptides ( fig.  7 ) . 



D I S C U S S I O N  G E N E R A L E  

L'étude de l a  diffusion métasikatique spontanée, chez l'mi- 

m a i  d'expéricmce e s t  tres dél icate  e t  %outes l e s  tentat ives  f a i t e s  

jusqu?alors nioaf; pas permis de foumiii: des indications plus préci- 

ses  que ce l les  queyon obtient chez l'homme par l 'étude des phéno- 

mènes p a ~ o l o g i q u e s  e t  l a  réa l i sa t ion  des autopsies . 
Pour essayer de distinguer l e s  d i f fé rents  paramètres qui 

r6gissea.t l a  diffusion métastatique, iL e s t  nécessaire de s implif ier  

l e  p~?oblèae en. éliminant délibérément l a  b e u r  primitive, source 

de ce l lu l e s  tumorales e t  en l a  remplaçant par une inject ion intra- 

veineuse de ce l lu les  c a n c L ~ r m s .  Si, de ce t t e  façon, l e s  foyers 

tuszoraux quiL apparaissent dans l'organisme ne méritent pas, s t r i c t o  

sensu, l 'appellation de métastases puisqn1i2 nly a pas de b e u r  

p r b i t i v e ,  ce sont néanmo5.m des foyers t r è s  analogues à des méks- 

tases  puisque résul tant  de lBembolisatioa de ce l lu les  cancéreuses 

dans l a  c irculat ion . Idéalement, si l 'on veut se  rapprocher l e  plus  

possible de l a  r éa l i t é ,  e t  év i t e r  l ' in teract ion de phénomènes immu- 

nologiques en rapport avec 11histocompatibili;t8, il e s t  nécessaire 

d D u t i l i s e r  des celkules cancéreuses autologues par rapport A l'XYfce 

mquel e l l e s  sont injectées  . He disposant pas d'un t e l  matériel, 

nous amns cho i s i  d'effectuer l e s  inject ions intraveineuses de cel- 

l u l e s  cancéreuses d'Ehrlich chez l'oeuf de poule embryonné . En 

effet ,  l e  faillique l e  sysYème u.t i l isé s o i t  hdtérologue n'est  pas 

un iroonvdnient en l a  matière ca r  l'oeuf de poule embryonné e s t  hn- 

compétent: sur l e  plan immunologique ce qui élimine l%tervention 

de réactions d'hastocompatibillté . Cela ressort  des travaux de 

cer ta ins  auteurs ( IiRJRPHYet al., 1914 ; G ~ A U ~ - ~ E L I \ T ~ G ,  1932 ) 

qui ont démontré que l e s  réactions immunologiques n'existent pas 

ou sont  minimes chez l1 embryon de poulet jusqu'au 18e jour de l'in- 

cubation . 



En revanche l 'appari t ion ul tér ieure de réac t ie rs  iinmuno2ogi- 

ques r a d  compte de l a  constatation selon laquel le  l e s  foyers tu- 

moraux obtenus par de t e l l e s  inoculations intraveineuses avant 1'6- 

closion, sont susceptibles de disparal t re  complétement après l s é c l o -  

sion a ins i  que lpont m i s  en évidence HUIPHREYS ( 1960) e t  NEIJKES e t  

SANDOR ( 1962, 1965 ), 

Ce sont ces raisons, entre  autre6 qui nous ont Wci t é  à 

pratiquer l ~ i n j e c t i o n  intraveineuse de ce l lu les  cancéreuses hété- 

rologues au 10e jour de l ' incubation e t  à étudier ce qui  en résul- 

tait chez l'embryon de poulet avant que l a  date de l 'éclosion ne s o i t  

a t t e i n t e  . 
La premikre constatation qui peut ê t r e  f a i t e  à l 'analyse de 

nos résu l ta t s ,  réside dans l e  fait  qunun pourcentage non négligea- 

ble  drembryons e s t  indemne de tout foyer tumoral v iscéra l  m a l g r é  

l r inondation de l eu r  système vasculaire pa r  un t r è s  grand nombre 

de ce l lu les  cancéreuses . Cela démontre que llorg&sme receveur 

met en jeu des mécanismes de défense encore t r è s  mal connus, m d s  

certainement de natkure Emmunologique e t  l i é s  à une néoantigénicit6 

de l a  ce l lu le  cancéreuse . CPest d9ailleu-s une c ~ n s - k a ~ t i o n  quoti- 

dienne en pathologie humaine que cer tains  cancers, chez cer tains  

patients,  ne s'accompagnent pas de métastases à distance, a lo r s  

que chez d6autres de t e l l e s  métastases sont profuses . Autrement 

d i t ,  l a  mise en c i rcu la t ion  de cel lules  cancéreuses, s o i t  sponta- 

nément à p a r t i r  dtune tumeur, s o i t  expérimentalement par  inocula- 

t ion  directe,  ne s igni f ie  pas qus i l  en résu l te ra  inéluctablenean8 

des métaskases ; nos résultaits rapportés i c i  en sont l a  démorrstra- 

t ion expérimentale . 
Nous avons déjà par a i l l e u r s  i n s i s t é  sur l a  seconde consta- 

t a t i o n  expérimentale selon laquelle l a  répar t i t ion  viscérale des 

foyers turporaux, obtenus après inoculation intraveineuse de cellu- 

l e s  cancéreuses, e s t  t r è s  hétérogéne, ce qui suggère q u 9 i l  e x i s k  

une séleckivi té  s o i t  d m s  l a  dispersion des ce l lu les  cancéreuses 

dans l e s  différents  organes, s o i t  daris l a  multiplicakion des cel- 

l u l e s  au niveau de ces derniers . 



La r épa r t i t i on  que nous rapportons e s t  semblable à ce l l e s  

dont for% B-l;tt.lt ItEXKES e t  SANDOR ( 1965 ) , LEIGHTOE ( 1 9 6 u  

WTT e t  al .  , ( 1969 ) , ce qui incl ine &-#penser que c e t t e  réparti- 

t ion  obéit  à des l o i s  e t  n 'es t  pas l e  f r u i t  du hasard . C'est ainsi 

quoEl y a wne différence t r è s  hiportante entre  Le pourcentage d'en- 

vahissenent du fo ie  ( 25 $ ) e t  celui  de l a  r a t e  ( 1,3 $ ) . Il 
e s t  infiniment peu probable que c e t t e  différence s o i t  l i é e  2i une 

différence d'apport de c e l i . ~ e s  cancéreuses . S i  l e  f o i e  es t  très 

vascularisé, l a  r a t e  l ' e s t  également e t  l e s  deux organes possédent 

un réseau cap i l l a i r e  t r è s  dense e t  t r è s  pernéable a u  cel lules  c w r  

céreuses . Ch peut donc en t i r e r  l a  conclusion que dans l e  système 

expérimental employé, l e  fo i e  f a v o ~ i s e  l a  c-oissance des foyers tu- 

moraux a lo r s  que l a  r a t e  y e s t  hos t i le  . Il e s t  in.t&ressant de 

souligier que ce résul5a-t n ' e s t  pas propre au système expérimental 

u t i l i s é  puisqce des études m$érieures de DRIESSENS e t  al., (1963), 

avaient permis de nontrer que l a  sp lén~ctonie  effectuée préalable- 

ment à 1 "njectl.on des c e l l ~ ~ l e s  cancéreuses, f avor i sa i t  l a  dif- 

sion métastatique a ins i  engendrée . m f i n  ce qui e s t  vrai expérimen- 

talement pour lgenbryon de poulet e t  l e  rai;, l ' e s t  auss5 probable- 

ment pour l'homme chez q u i  l e s  métas.t;ELses spléniques sont t r è s  râ- 

r e s  en regard de l a  fréquence des métastases osscuues, plmonaires 

ou hépatiques par exemple . 
Ainsi, à iréchelon de llorganisma lDimportarce de l a  diffir-  

s ion métastatique e s t  l i é e  I )  l a  néoantigénicité de l a  cel luie  c e  

céreuse e t  à l a  réaction innunolcgique de l'organisme . Hais ce 

n'est  pas tout  : vis-&-vis des ce l lu les  cancéreuses, chaque organe 

a un comportement qui l u i  e s t  propre . 
Nous mus sommes cesendant étonnés de nlobserver qulm pour- 

centage peu élevé de métastases pulmonaires ( 8,4 $ ), car  j3. e s t  

bien c n q m  quten pathologie spontanée e t  en pathologLe expérimenta- 

l e  dans d'autres systèmes, l e  parenchyme pulnonaiive constitue au 

contraire  un s i t e  métastatique préférentiel  . Tout comme l e  fo ie  en 

e f fe t ,  l e s  poumons représentent un l1 f i l t r e  'l obligatoire p&&cu- 

lièrement riche en cap i l l a i r e s  sanguins, e t  a ins i  susceptibles 



de r e c u e i l l i r  de nombreuses ce l lu les  tumorales en circulat ion 

( EASTY e t  al., 1970 ) . A ce sujet ,  il ne f a u t  toutefois  pas ou- 

b l i e r  l e s  conditions de notre expérimentation qui e s t  effectuée 

chez des embryons dont l e s  poumons n'ont pas de pouvoir fonction- 

nel, ce qui l e s  rend t r è s  différents ,  en Qe qui concerne lthémo- 

dynamique, du poulet éclos . Cela n'est  d 'a i l leurs  pas un argument 

formel puisque selon B9ENKES e t  SANDOR ( 19655 ) des mé-iîastases pul- 

monaires existant durant l a  période enbryonnaire peuve:. '; dispa- 

r d t r e  après lséclosion . Ces mêmes auteurs ont de plus  précis6 

que l l i n o c u l a ~ n  plus  précoce de cel lules  cancéreuses ( au 4e 

jour de l ' incubation ) n'entraînai t  pas un taux plus élevé de m& 
tas tases  pulmonaires . Force nous e s t  donc de r e s t e r  à n o b e  pre- 

~ S r e  interprétat ion selon laquelle pour chaque v a r i é s  de ce l lu le  

cancéreuse, il exis te  une a f f in i t é  par t icu l iè re  de chacun des vis- 
cères . La patzologfe hvaaine e s t  là Tour nous renforcer dans c e t t e  

interprétat ion pulsque l 'on szit que pour un cancer déterminé 5.l 

existe  des s i t e s  n é t a s t a t i q ~ e s  préférent iels  qui sont vasiables 

selon l e s  cancers . Ainsi l e  t i s s u  pulmonaire de l'embryon de pour 

l e t  s e r a i t  un mauvais t e r r a in  pour l a  ce l lu l e  cancéreuse 

diEkr1ich . S i  nous employons i c i  l e  conditionnel c 9 e s t  q u D i l  de- 

meure des f a i t s  troublants en regard de c e f t ~  concc~kion . En e f fe t  

lorsque nous avons in j ec té  des ce l lu les  d'li;hrliich dans 7 2  cavité 

coelomique des embryons au 3e j o u ~  d'incubation, nous nvcns consta- 

t é  une fréquente -ration des ce l lu les  dans l e s  poumons . 
Un autre  i n t é r e t  de l'oeuf de poule embryonné réside dans l e  

fait qu ' i l  posséde une membrane chorio-allantoSdieme qu2 s 'es t  

révélée à l 'usage un s i t e  t rbs  préienx pour d é t a i l l e r  l e  ph6nomè- 

ne de l ' invasion tumorale 21 p a r t i r  des ce l lu les  cancéreuses emb- 

l i s ées  dans l e s  nombreux capi l la i res  qu'elle cont ient  . La struc- 

-bure t i s su la i r e  de c e t  organe e s t  en e f fe t  t r è s  simple, ce qiu nolln 

a incité à examiner l e  phénomène au microscope électronique, esp& 

r a n t  pouvoitr analyser l e s  modalités du franchissement des parois 

cap i l l a i r e s  par l e s  ce l lu l e s  cancéreuses, a j n s i q u e  l e u r s  rapporbs 

avec l e s  membranes basales . 



Nos observations son% t l=i  parfaitement superposables à celles f a i t e s  

par FONCK-CUSSAC e t  al. , ( 1969 ) au niveau d'un vaisseau pulmom3re 

hunaia e t  à celles de R9hRCHESI e t  GOWBTùS ( 1964 ) en ce qui concerne 

l e s  modifications des membranes basales au cours de l a  leucodiapé- 

dèse . Tous l e s  aspects observés permettent se suspeczter l a  m5se en 

jeu d'un factteur biochimique lytique qui pourrait ê t re  de nature 

enzyma.llique , 11 y a l à  matibre à une étude d%i.sbchinie  ultras^ 

turale . 
Nous avons précédemment montré que l e s  foyers tumoratpt 

logues à des métas.t;;2ses, qui apparaissent après injection intravei- 

neuse de celZules canc6reuses ne sont pas dis-kibuées w hasard, m& 

quriJ. y a bien au contraire m e  véritable sélectivi-ké dans lrenvahis- 

sement des différents viscères . Nous avons exposé l e s  arguments, qui 

à notre sens, sont en faveur d'un rôle direct des organes dans ce 

phénomène . Mais l a  démonstrafSon véritable ne peu-% en &tre ffaite 

que si l'on é1ZLxine l e s  autres par&-kes qui hterviennent e t  bu% 

particulibrement lEorganisme en temps qu t e l  ainsi  que l e  sysame 

circulatoire . CSest pourquo2 nous avons adopté l e  système des cul- 

tures orgm.tr3rpiques in vi t ro  avec affrontement de detnc seuls 616- 

m e n t s  dont, en d6finit8ve, on veu* é h d i e r  l 9 ~ t e r a c ~ ~ n 9  cDe& à 

diEe un fragnent tumoral e t  un fragment d'un organe déterminé . 
Cela nous a fousnJi l a  démonstration que nous cherchions puisque, 

denne f-n t rès  constante nous avons observé que Le foie  e t  l a  
tumeur sgassocia%ent volontiers, l e s  Qléments de ce-Li&? dernière 

pénétra% l e  fragniant hépaikiqllt., alors qutà 15Lmrerse, avec l a  rate 
l a  survie du fragment twora l  fu t  à peine assurée . D W l e u r s  

WûLIFJ. e t  al. ( 1968) avaient déjà montrQ combien l e  foie embry- 

de poulet joua i tua  rGLe béndfique d m  l a  survie de différentes 

tumeurs en culture organotypique . Pour mDLm e t  al. (1 969), l e s  

cellules cancéreuses se mu;crLssen4k aux dépens de l'organe associd 

qu5i lui-m8me puise l e s  élément% n~tr i t ;Efs  dans l e  milieu de culture. 

Il faut notsr que si cela nous es t  apparu vrai  pow l e  foie e t  l e  
mésonéphros, il n'en a pas été de meme avec l a  r a t e  e t  l a  bourse de 

Fabxicius . Il faut. peut ê t re  en trouver l a  raison d.ans l e  fait quwi l  

s-t d'organes du sysOème hémabpoXét5que, jouant un r81e dasis l e s  

phénomènes hnuni ta i res  . 



~ 8 m e  lorsque l e s  fragments embryonnaire e t  tumoral cult;l- 

vés in v i t ro  sont sépar6s pas un f i l t r e  millipore, l a  migration des 

ce l lu les  d"1ihrlich se  f a i t  toujours en direct ion du fo ie  e t  non 

de l a  r a t e  . C'est dans l e  but de mettre en évidence l e s  facteurs  

respoasables des différences observées que notre ac t iv i t é  de rechei. 

che se  poursuit actuellement par  l 'étude du comportement des frag- 

ments h o r a u x  en présence d3ext ra i t s  des d i f fé rents  organes, compte 

tenu des travaux de CROISILLE e t  WOLFF ( 1967 ), WLFF e t  al., (1972), 
concerriarikl%xtraction de fract ions act ives  de fo ie  de poulet 

c ' es t  à d i r e  de fract ions susceptibles de maintenir l a  culture de 

tumeurs . 



C O N C L U S I O N  G E M E R A L E  

L g ~ e c t i o n  de ce l lu les  du crtrcinone ascit ique d8E2zlich de 

l a  souris  daris une veine de l a  m b r a n e  chorio-ai1antoXdienn.e 

daembryons de poulet au I l e  jour de llincubatiorit permet d'observer 

chez 70 $ des enlbryons décédés ou sac r i f i é s  entre l e  170 e t  l e  21e 

jour dghcubakion des foyers tumoraux nnalogues B des foyers méks- 

tatiques dans l e s  viscères intra-embryonnaires ou extra-embryonriaires. 

Cet enval-tssenent l e  plus souvent polyviscéral marque une t r è s  nebte 

sé lec t iv i th  d'invasion des d i f fé rents  organes par l e s  ce l lu les  tu- 

morales . 
C'est a ins i  que l e  foie e s t  l e  plus intensément lésé,  puisque 

l'on peut apprécier que l e  pourcentage d' intensité nétastatique e s t  

de 2S 5 B son niveau, a lors  que l a  r a t e  ne l ' e s t  pratiqu&ent jamais. 

m t r e  ces deux extrêmes, se placent leencéphale, l e  coeur, l e  né- 

phros, l e s  poumons . Eh raison Be l a  frdquence des foyers tumoraux 

dans l a  membrane chorio-allantoZdionrie e t  l a  nature du tissu qui 

l a  consti tue essentiellement, nous avons pu y préciser l a  cinétique 
évolutive des ce l lu les  injectées  e t  cer tains  stades de l ' invasion 

tumorale, notamment en ce qui  concerne l e s  rapports des ce l lu les  

cancéreuses e t  des capi l la i res  . 
La traversée de l a  barr ière  cap i l l a i r e  par ces ce l lu les  ex* 

minées au nicroscope électronique se  f a i t  successiveihent p w  appo- 

s i t i o n  à l a  paroi externe du v a i s s e ~ u ,  l1 dissolution " de la me* 

brane basale au contact, endothélialisaeoa. puis embolisa-bon isi- 

médiate, sans thrombose associée. 

Dans ces conditions expérimentales, cer ta ins  organes e t  tou t  

particulLèrer;lent l e  foie,  consti tuent un " t e r r a in  " t r è s  favorable 

à l ' implantation des ce l lu les  cancéreuses circuliuntes e t  à l e u r  

multiplication en nodules métastatiques tandis que d'autres sont 
host i ies ,  l a  r a t e  notament, pour des raisons anatomiques ou biolo- 

ques d 'a f f in i té  ce l lu l a i r e  m a l  colmues . 



Cela suggère que l a  diff'usion nétastatique des cancers e s t  

régie  non seulement par des phénomènes immunitaires, mais aussi  par 

des conditions locales représentées par l e s  d i f fé rents  viscères. 

La cul ture  affrontée i n  v i t r o  de l a  tumeur drXhrlich e t  d'un 

organe embryonnaire nous a pernis dréliminer c e ~ t a i n s  facteurs,  l e s  

conditions c i rcu la to i res  a ins i  que l e  systbne imnunitaire, pouvant 

iintervenir dans l e  phénonéne de l a  prédominance métastatique . Le 

f o i e  embryonnaire de poulet se cu l t ive  bien en culture organotypi- 

que , Affronté avec un fragment de t u e u r  dtEhrlich, il en favorise 

indiscutablenent l a  cul ture  qui e s t  impossible en son absence , De 

plus l e s  éléments ce l lu la i res  de l a  tumeur, dCms ce t t e  association, 

ont tendance à envahk l e  fragmeiit hépatique de proche en proche 

e t  rueme parfois  à se ségréger à distance pour r éa l i se r  de véri tables  

8 $ lo t s  métastatiques " , Cette pénétration e s t  observée sous une 

forme ou sous lrautz?e, dans 78 $ des cas  exminés . 
La r a t e  embryonnaire de poulet se  cu l t ive  a u ~ s i  t r è s  bien, 

mais e l l e  ne semble Eavoriser que t r è s  faiblement 1s c u l b r e  du 

fragment de h e u r  d'Ehrlich associé . Dans aucun c m  l a  r a t e  n t a p  

paxaft i n f i l t r é e  par l e s  ce l lu les  tumorales * 

Ces constatations représentent à notre sens l a  dénonstration 

que dans l a  local isat ion des métastases viscérales d'une tumeur 

déterninée, l e  te r ra in  loca l  consti tue sinon un f a c b u r  exclusif, 

du moins essent iel ,  a i n s i  que m u s  l*avions avancé à t i t r e  dthypo- 

thbse, à l a  s u i t e  de nos travaux SUE l'injectionintraveineuse de 

ce l lu les  du carcinome d'Ehrlich dans m e  veine de l a  membrane 

chorio-allantoi'dienrne de l'embryon d e  ?cxI0% . 
Pour essayer de préofser l e s  facteurs exacts responsables 

des différences observées, l a  meilleure voie d'approche en l a  ma- 

t ièxe semble résider  dans l 'étude du comportement des fragments 

tumoraux en présence d 'ex t ra i t s  des d i f fé rents  organes . 





B I B L I O G R A P H I E  

ÂDENIS, L., Etudes expérimentales sur l a  diffusion métastatique 

des m e u r s  malignes . Thèse Doct. 1vÏédeci-u.  i il le) , (1 962). 

BIXDER, D.K., MEDGOOD, C,E.c'L.LEE, H.F., Transplantation of hete- 

rologous tuno?* by the intravenous inoculation of the chick en+ 

brya . Cancer Ros., 9, 61-64 ( 1949 a). 

Bmmm, DaHo, FRIEDGOOD, C.E. e t  LEE, R.F., Transplantation of h o  

terologous hunors . Caïicer Res., 2, 65 ( 1949 b). 

BUEKER, E,, Implantation of t h o r s  in himi limb f i e l d  of the 

embryonk chi& and the developmentd response of 'Qhe lumbosacral 

nervous systen . Anat, Record., 20S, 369-390 ( 1948). 

CLARKSON, B., KATZ, A. ,  DAînJ, Id,A. e t  KhRNOFSKP, D.A., Behavior of 

P 338 mouse leukemla, in the chick embryo and hatched chick . 
Je Natl. Cancer 3hs-k.. , 2, 471-505 ( 1  964). 

COOPIX, Id,D., PETI~OIJ, R.D.A., SOUTH, 1ri.A. e t  GOOD, R.A., The 

fwc t ions  of the t h p u s  system and the bursa system in the chicka.  

J, m. Eed., 123, 75-80 (.1966). 

CROISILLX, Y., !.USON, Je, FVOLFF, Em. e t  WOLFF, Et., Analyse biochi- 

mique des facteurs déterminant l a  croissance de tumeurs cancéreuses 

humaines en culture d'organes in v i t ro  . Europ. J. Cancer., Z, 

37 1-379 ( 1 967) . 
DRIESSEHS, J., CLAY, A.,  VANLERENBEBGHE, J. e t  ADEIEJIS, L., Action 

de l 'ablat ion des tumeurs greffées sur l eur  diffusion métastatique. 

1, Chloroleucémie transplantable du r a t  blanc de Ch. Oberling e t  Id. 

Guérin. C.R. Soc. Biol., 154, 1233-1235 (1960). 



DRIESSENS, J;, BDENIS, L;, VANLE-GHE, J. e t  CLAY, A., Action de 

l'ablation des tumeurs greffées mir leur diffusion métastatique . II. 
EpithéUoma lymphotrope de M. Guéjein. C;R; Soc. Biol., 1942-1 944 

(1 961 ). 

DRIESSETJS, J., ADENIS, L., GïAüX, G. e t  QUANDALLE, P., Dsstinée inmi6diato 

des cellules cancéreuses injectées pax voie intraveineuse chez l t an ima  

no& . 1. Etude micmscopique e t  pax radioactivité de llépithélioma 

de Guérin du rat blanc. C.R. Soc. Biol., 1 s  1 653-1 656 (1 962) 

DRIESSENS, J;, &DENIS, L., VANLEREWlEFiGHE, J. e t  CLW, A., Injections 

intrmeineuses de bmyat d'épithélioma de Guérin. V. Chez l e  r a t  ayant 

subi un blocage du système réticule-endoth&d,pa;r l e  bleu Trypan, COR 

Soc. Hiol., l a  559-561 (1963a). 

DRIESSENS, J., CLAY, A., VANLERENBERGHE, J. e t  W I S ,  Le,  Nouvelles 

recherches expérimentales sw' l a  diffusion métastatique des tumeurs 

ma-lignes. Bull. Ass. Franç. E t .  Cancer, a 183-194 (1963b). 

DUSSENS, Je,  CLW, A., VANLE-GHE, Je, ADENIS, Le, GL'LE, G* e t  

QUANDALLE, P. , Injections intraveineuses de broyat d ' é p i t h é ~ m  de 

Guérin. VI.  Chelr l e  r a t  ayant reçu une application préalable de rayons 

X. C.R. Soc. Biol., 1S7, 1981-1983 (1963~). 

DRLF:SSENS, J., CLAY, A., VAIJiJ3RENBEXGHE9 J., ADENIS, L. e t  QUANDALLE, P., 

Action de 1' ablation des tumeurs greffées sur leur diffusion métastati- 

que, III. Ablations incomplètes i tératives de llépithdlioma de Guérin . 
C.R. Soc. Biol., B, 7311.132 (1964). 

DRIESSENS, J. , V m n R E ,  J., CLAY, A., ADENIS, L4 e t  Q U m a L E ,  P., 

Action de 1' ablation des tumeurs greffées sur leur diffusion métastati- 

que. IV. Ablation complète du carcinome de WaUser. COR, Soc. Biol. 

la 1676-1 677 (1 965a). 

DRIE,3SENS, J., DENIS, Lm,  CLAY, A. e t  V-BERGHE, J., Injections 

intraveineuses de cellules dthépatome ascitique de Zajdela chez le r a t  

Wistar. 1. Chez l a r a t  neuf. C.B. Soc; Biol., 139, 1159-1161 (196%)4 



DRIESSENS, J., C U ,  A., ADEWIS, L. e t  VBNLEREEJBERGHE, J., Injection 

intraveineuse de broyat d'épithélioma de G-~érin. V I I .  Chez l e  rat 

Wistm qrant subi un bloc- du système réticule-endothéliai par l e  

dioxyde de thorium. C.R. Soc. Biol., 1% 2069-2070 (1 966). 

EAS!iY, G.C., EASTY, D.M, e t  TCHAO, R., The distribution of heterologous 

tumor cel ls  in chick embryos fdlowing intrammous injection. Europ. J. 

Canoer, 5 297-305 (1969a). 

E m ,  G.C., EASTY, D.M. e t  TCHAO, B., The growth of heterologous 

wjpg c e l u  in chick dr .yos.  Europe J. Cancer, 2, 287-295 (1 969b) 

EEBLICH, P;, lkperimentelle Cascinom Studien am Maüaen. 2. Amtl. 

Fortbild, 5 205-210 (1906). 

EICEüRN, E,A., Technique for  intravenous inoculation of chick embryos. 

Science, s, 245-246 (1 940). 

FIOREX, HeWe e t  GRANT, L.H., Leucocyte migration from mal1 blood vessels 

stimuïated with ultraviolet l igh t  : an electron microscope smhdy . 
Je Pa*. Bact., €Q, 13-17 (1 961 ). 

FONCK-CUSSAC, Y., DELAGE, J. e t  PETIT, S., Observations ultrruçtncturales 

sur l e  moae d'implantation endovasculaire des métastases d'un cancer 

bronchique . P a ~ o n ,  231 -234 (1 969). 



GEBAUER-FüELNEGG, E., Formation of antibodies Fn f e r t i l e  hem eggs. 

Proc. Soc, Exptl. Biol. Med,, 3, 529-530 (1932). 

GLICK, B a ,  The bursa of Fabricius end %he developnent of immunologie 

oampetence. In : B e  thymus in immmobiology, edited by Ra& GOOD and 

LE. G A B R ï E G W  . New York, Hoeber, p, 348 . (1 964). 

GOOD, B.A., GABRIELSEN, A a E e ,  PE-N, R.D.A., FmSTAD, Je ,  OOPER, 

M.D., The development of the central and periphaal Iymphofld tissue : 

ontogenetic arid phylogenetic considmations . In : Cm Symposium on 

the 'Ibymus : EgperimentaL and cl inical  studies, edited by G.E.W. 

WOLSTENEOLME and R. PORTER . London, J. A, ChurcI ill, p. 1 81 . ( 1 966 ) 

GREEN, H. e t  LORDTCZ, A.L., Gmwth of mouse tumor in the chick embryo 

with retention of capacity of the chick t o  form antibody t o  the tumor 

ce l l s  in l a t e r  l i fe .  Nature, l'&i, 146-147 (1956). 

GREEN, Ha e t  LORINCZ, A.L., The m l e  of a naturaï antibody in the re- 

jection of maise tumor by the chick embryo. J, b p t l .  Med., 106. 
111-116 (195'7) . 
-S, Ta, The fa te  of Ehrlich ascites ce l l s  injected intraven&usly 

into chick embryos. Plastic Reconstruc. k g . ,  26, 118-120 (1960). 

KARNOFSKY , D ,A., RIDGWAY, L , P , e t  PATTERSON, P. & , Tumor transplantation 

to  the chick embryo, Ann. N.Y. Acad. Sci., 313-329 (1952). 

KAUTZ, J., Differential invasion of embryonic chick tissues by m e  

srnamas 180 e t  37 . Cancer Res., 2, 180-187 (1952)~ 

LAMOTPE, M., Init iation aux méthodes statistique8 en Biologie. Edit. 

Masson e t  Cie, Paris, p. 60-69 (1 962). 



LEE, H .Fa, STAVITSKY, A.B. e t  LEE, P.,A zhick embryo technic for intr* 

mous and chemotherapeutic studies, Proc. Soc. Exper. Biol. Med., 61, 

LJ3IGH!i'ON, J., The appeasance of àissemincted minute twnor nodules in  the 

chorioallantoic membrane of the chick following intravenais inoculation 

of ascites tumor cells. Cancer Res., 23, 148-1 52 (1 963). 

LEIGHTON, J., Invasion and metastasis of heterologous tumors in  the 

chick embryo. In: 3'. Hamburger (ed. ) , Progress Eaperimental Tumor 

Reseasch, Vol. 4, p. 98-125, S. Kmger, A&., Bmel (1964). 

 ON, J,, The speaù of cancer. In: H. Booker (ed.), The spread of 

cancer explored in the embxyonated egg, p. 1 1 5-1 92, Academic Press, 

New York (1 967). 

LEVI-MONTALCINI, Re, e t  HAMBURGER, V., Selective growth stimulating 

effects of mouse sascoma on the sensory and sympathetic ntemous system 

of the chi& embryo. J. Exp. Zool., 116, 321-340 ( 1951) . 
L W ,  J,M;, Impmement i n  epoxy resin embedding methods . J. Biophys. 

Biochm, Qtol., 9, 409-41 4 ( 1 96 1 ) 

EUJLCKESi, V.T. e t  GOWANS, J.L., The migration of lymphocytes thraugh 

the endothelium of venules in lymph nodes : an elec-tron microscopie s 'hd . .  

Proc, roy. Soc. B., a, 283-290 (1964) . 
NASON, J., lJOL;FF, Eh., WOLFF, Et.,  l1 W O m  factors1'" fram chick embryo 

mesonephros and l iver  or  yeast . In: Homeostat. Regulators Ciba found. 

Symp. London. London J. S.A. ChurWLtd .  (1969). 

MEBKES, B., e t  SANDOR, S., Experimental investigations concerning the 

fifwf homologous and heterologow c e n s  introduced into the blood 

stream of embryonic organisme II. The behaxior of Ehrlich's ascites 

tumor ce l l s  introduced into the circulation of chick enbryos. Rev. 

gtiin$. BIed., 1, 163-165 (1962). 



I Y E X K ~ ,  B,, ett SAIDOR, El,, Tumoral heterogrttf-ks the develop3ng 

clvick embryo. Rev, Roumaine Eubryol., CyGol., EXI bryol., 2, g-58 

(1965) 0 

MBLLW, B., ïsoantigenic properties of tirniors traasgressing nisto- 

compakibility bar r ie rs  of the IE-2 system. J. Rat, Cancer Inst,, 

99-982 ( 1964) . 
HOUTON, T., Ul$ras-t;rrric-hme de l a  bar r iè re  capi l la i re  d m s  ltjinva- 

sion tumorale. Etude expérimentale au nLveau de l'oeuf de poule 

embryonné. Thèse Doc t . Eédecine  ille le) , ( 1970). 

I!?IOUTOI?, Y,, DB,lilILLE, A. e t  DRIESSETJS, J., Etude expérimentde 

de l a  diffusion des ce l lu les  cancéreuses dans l'oeuf de poule 

embryomé, II, La menbrane chorio-allantoïdieme au mBcroscop~ 

électtroaique. C,R, Soc, Biol., a, 2041-2044 ( 1970). 

MOUTON, Y,, D W L L E ,  A. e t  DRIESSENS, J,, Etude expérimenhie 

de l a  drfnision des ce l lu les  cancéreuses dans l'oeuf de poule 

embryonné. III. Au niveau de l a  membrane chorio-dlantoïdienne en 

microscopie électronique. C.R, Soc. Biol., 144, 252B-2532 ( 1970)~ 

WRPHY, J.B,, Transplantabili@ of t i ssues  'r;o the enbryo of foreig~3 

species, J, Finp. Mede, n, 4 8 H 9 3  (1913). 

POLK, A,, BUDDINGH, G.J. e t  GOODSPA!i"üRE, F., Experimental study of 
conplexnent and hernolytic mbocep'tor introduced w i t h  chick embryos. 

Iln. J. Path., 14, 11-81 (1 938). 

READE, P.C., JENKIIY, C.R. e t  TURNEH, K.J., The synthesis by foe ta l  

chicks and rats of senun proteins having sone properties of the 

~ o g l o b u l ~ .  A u s t ,  J, exp, Biol. med. Sci,, && 694-712 (1965). 



REYNOLDS, E,S., The use of lead c i t r a t e  a t  high Ph as  an elec-n 

opaque s t r a i n  in electroa microscopy. J, Cell, Giol., IS-, 208-211, 

( 1963). 

ROUS, P. e t  flURPHY, J,B, , Tumor implantations in the developing 

embryo. 3. Am. Ified. A s s . ,  56, 741-742 (191 1). 

RUTH, R,H,, ALLEXT, Cap,, WOLFE, H,R. , The eff ecL of thymus on 

lymphoEd tissue. In: The thymus in immunobiology, edited by 

R.A. GOOD and A.E, GABRiELSiB . New York, Hoobo?, p, 183 . 
SIGOT, I!i.F,, Etudes sur l a  culture organotypique de tumeurs anima- 

l e s  associées à des organes embryonnaires de goulet e t  ses  applica- 

t iom.  These Doct. Sciences (paris) (1969) , 

TAYLOR, A,,  CARl~lIICHREL, If,, The e f f e c t  on the embryo of continued 

s e r i a l  tumor t rmsplanta t ioa  in the yolk sac . Cancer Res,, 2, 
498.503 ( 1 949). 

THIERSCH, J,B., Attempts to  transmit leucaerûia of nan and of mice 

to  the chick enbryo and t o  the young chick by the Lu;miotic and 

LYitravenous routes, Aust. J. exp. Biol. med, Sci. , 22, 57 ( 1944). 

VAELI!2?ICT~ERGHE9 J., TRUPIN, If,, ADEIJIS, L e ,  ChPPZLAERE, P. , 
BOCQUET, G. e t  DRIESSmS, J,, Fixation de ce l lu les  épithéliomateu- 

se s  circulantes par l e  fo i e  de r a t  i s o l é  e t  perfusé. 1. Rat.noma1. 

C.R, Soc. Biol. , m, 2376-2378 (1965). 

VLm'IINCK, LLN., Etude expérimentale sur oeuf de poule embryonné 

de l a  diffusion des tumeurs malignes. Mémoire de D.E,A, de Biologie 

Cellulaire ( Faculté des sciences de Li l le  ) (1970). 



WIINCK,  M.N., ADENIS, L., e t  DRIESSECJS, J. , Etude expérimentale 

de l a  diffusion. des ce l lu les  ~ ~ c é r e u s e s  dans l'oeuf de poule embry- 

onné. 1, An niverai de l a  membrane chorio-Etllantoïdionne en micros- 

copie photonique. C.R. Soc. Biol, , 1-z, 1029-1031 (1970). 

VLilH,!!INCK, Ii.IV., DENIS, L., e t  DRIESSE3TS, J., Etude expérimentale 

de l a  diffusion des ce l lu les  cancéreuses d a i s  l toeuf  de poule 

embryonné, IV.  Réparti t ion viscérale des foyers tumoraux, C.R. 

Soc, Biol., s, 326-328 ( 1 Y/ 1 ) , 

V L W N C K ,  M,M., ADENIS, L m ,  DEi,innLE, A.,  e t  RiOUTON, Y., 

Experimentai study of cancer cel lsdiffusion in embryonated chick 

eggs. Dissemination, microscopy and u1trast;rmcture of - h o r  nodules. 

Cornmunicati on International Symposium on Chemo therapy of Cancer 

Dissemination md  Eletastasis, I:ülan, 1972 . 
VLAEI!IINCK, ld.N,, ADElüIS,L., LIOUTON, T., e t  DEli;AILLE, A., Etude 

expérimentale de l a  diffusion métastatique chez l'oeuf de poule 

embryonné. Répartition, microscopie e t  u l t ras t ruc  ture  des foyers 

tumoraux. Int. J. Cancer., 10, 619-631 (1972). 

VLfG3!III\TCK, M.N., e t  ADE3TIS, L e ,  Etude en cul ture  orgmoty-pique du 

comportement de l a  tumeur d'Ehrlich associée à du f o b  e t  de l a  

r a t e  embryonnaires de poulet. C,R, Acad. Sc., a, 951-954 (197'2). 

WOLm, Et. e t  HAFFEXJ, K., Sur une méthode de cul ture  d'organes 

embryonnaires in v i t ro .  Texas Rop. Biol. Med., 46-72 (1952). 

WOLFF, Et,, B s a i s  de cul ture  dtune tumeur de souris  sur  l e s  organes 

embryonnaires de poulet cul t ivés  i n  vi t ro.  C.R, Acad. Sci., 242 , 1537 

.%SB ,' 61956) . 
WOLFF, Et., La cul ture  de tumeurs sur des organes embryonnaires 

explûuités in v i t r o  . Rev. Med, Bruxeailes, 36,223%22.13( 1956). 



mOLFi?, Et.  e t  WOLFF, Em., Les r é su l t a t s  d'une nouvelle méthode de 

aul ture  de ce l lu les  c a n c é r w e s  in vi t ro.  Rev. Fr. Etudes clin. Biol. 

2, 945-95 1 ( 1 958) 

WOLFF, Et., e t  FJT)LFFy b., Is,lise en évidence de s u b s h c e s  favorables 

l a  pro l i fé ra t ion  de ce l lu les  cancérases  dans l e  r e i n  enbryonnaire 

de poulet. C.R. Acad, Sci., 2509 407W07T ( 1960). 

WOLFF, Et,, e t  VJOLFF, Ba., Cornent un sarcome de souris  se  wurribil 

des t i ssus  du r e in  embryonnaire de poulet , COR, Soc, Biol., rf51, 
218î-2184 (1960) . 
IJOLFF, Et., e t  WOLFF, Eu., Culture de cancers humains sur  du r e in  

embryonnaire de poulet explanté i n  vi t ro.  Presse l~édicale ,  a, 
1123-1126 (1961). 

VX)LFl?, Et,, e t  WOLFF, En., Le r81e du rnésonéphroe de l'embryon de 

poulet dans l a  nut r i t ion  de ce l lu les  cmcéreuses. II. Etude pa r  l a  

méthode de l a  meribrme v i te l l ine .  J.hbyol. Exp. Norph. ,q, 67&690 

(1961). 

WOLFF, Rrilo, Adaptation de quatre nouvelles souches de cancers hu- 

maias à l a  culture orgrnotypique in vitro,  C.R. Soc. Biol., a, 
121'7-1219 (1962). 

WüLFii', Et., Les étapes de l a  recherche biochbique sur  l e s  cul-huies 

organotypiques de h e u r s  malignes humabries . Arch, Anat. Histol. 

Eabryol., 3, 789-798 ( 1 968). 

WOLI;'E', Et., e t  TJOLFF, b,, lbbryologie e t  Cancérologie. Essai métho- 

dique e t  expérimental. Dans: Les apports récents des cultures e t  des 

gref fes  en Biologie animale par WOLXF Et, e t  P. BHBBn, p.248 

Edit. ~~assomi, Pa r i s  (19?1] .  











me. MG& 
# 

b 
% v. S 

C 



















(SI 






