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



Le processus cancéreux peut être défini comme la proliféra- 

tion indéfinie, apparemment autonome, envahissante, destructrice e t  mé- 

tastasiante de cellules cancéreuses issues d'un clône ayant, pour des  rai- 

sons encore Inconnues, échappé à llhoméostasie tfssulaire. 

L'origine de ce processus est  donc représentée par la cellule 

cane éreuse dont les propri étés de multiplicatf on incessante, d'agressivité 

vis-à-vis des  tissus normaux et  de pouvoir dvimplantation sur  divers tissus, 

définissent e t  expliquent l'ensemble de 1Vvolution dFune tumeur maligne 

dans ses  trois étapes évolutives, En effet, à la phase locale de développe- 

ment du nodule cancéreux primitif succède la phase régionale d'invasion 

ganglionnaire, puis la phase générale de dissémination métastatique à dis- 

tance de la tumeur primitive. 

Cette définition classique suppose que dans le conflit hôte- 

tumeur, l'hôte reste généralement passif, sans aucune réaction de défense, 

contribuant même, par la constitution du stroma nourricier, au développe- 

ment des éléments tumoraux provenant de lui e t  qui lui sont devenus étran- 

gers. C'est ainsi qu'est décrite l'invasion des tissus conjonctifs sous-ja- 

cents aux t issus épithéliaux, dans les  cancers des revêtements superficiels, 

après  rupture de la membrane basale, e t  quks t  constatée la lyse des  élé- 

ments normaux de lkrganisme, en particulier des épithéliums puisque leur 

tissu con~onctnf participe à la stroma-réaction, De même, ces  théories pu- 

rement mécanistes, qui supposent l'absence totale de réactions de défense, 

décrivent et  expliquent le mode de ségrégation des cellules tumorales à la 

périphérie du nodule cancéreux primitif, l'invasion des espaces lacunaires 

conjonctifs à la périphérie de la tumeur primitive, la libération passive 

des cellules néoplasiques par faible adhésfvité intracellulaire, ou active 

par l'intervention d'enzymes hydrolytiques (AMBROSE, ROE - 1966), e t  

enfin la capture de ces  éléments cellulaires par l e s  voies dbrigine des 



canaux lymphatiques, Leur drainage par l e s  canaux lymphatiques constitués 

l e s  amène Jusque la corticalité du ganglion lymphatique. On est a lo r s  au sta- 

de de la dîffusion métastatîque dont il apparaft bien quklle est  précoce dans 

1' évolution du processus tumoral malin. Les cellules tumorales expulsées 

du nodule tumoral prîmitif peuvent conserver leur vitalité, c'est-à-dire leur 

pouvoir de multîplication e t  d'invasion ou, au contraire, ce  qui e s t  vrai pour 

la plupart dPentre elles, s e  nécroser dans le  courant lymphatique. 

De toute manière, les  éléments tumoraux abordent pour l'es- 

sentiel les  ganglions par leur corticalité a lors  que ce dernier peut s e  trou- 

ver dans un certain nombre de situations anatomiques différentes les unes 

des autres. Les cellules cancéreuses peuvent en effet aborder un ganglion 

cytologiquement normal ou meme en voie d9nvolutîon scléreuse ou encore 

d9nvolution adipeuse, réduit à quelques follicules clos. Dans d'autres cir- 

constances en revanche, le ganglion lymphatique au contact duquel arrivent 

les  cellules cancéreuses issues d'une tumeur-mère, subit ou a subi des 

transformations morphologiques particulières qui peuvent être décrites sous 

deux ordres de rubrique : les  unes, les  plus rares, représentent des  lesions 

inflammatoires spécifiques, tuberculeuses par exemple, indépendantes du 

cancer et  qui offrent à la pénétration cancéreuse un ganglion dejà pathologi- 

que ; l e s  autres sont plus communes et s'observent en lkbsence de toute mé- 

tastase histologiquement décelable, dans le territoire ganglionnaire satelli- 

te d h n  cancer, ou paraissent mAme préc éder l'invasion néoplasique, avoisi - 
nant ensuite avec elle au moment de lknvahissement cortical des espaces 

sous-capsulaires. Ces modifications morphologiques appartiennent au pro- 

cessus inflammatoire dans ce qu51 a de plus genéral et sont représentées 

par une multiplication des éléments lymphocytaires & vocation immunita,ire 

et  des cellules littorales des sinus pouvant aboutir, dans s e s  degrés extré- 

mes, à l'obstruction des sinus de la corticale ganglionnaire ou méme des si- 

nus médullaires. Ces modifications inflammatoires revAtent meme, en cer  - 
tains cas, des aspects médullaires particuliers oit le  r6le prédominant est  

toujours Joué par les  histiocytes du réseau réticulaire du ganglion. 

La fréquence avec laquelle c e s  aspects sont observés au 



voisinage des tumeurs malignes primaires, le plus souvent épithéliale s, 

quels que soient par ailleurs la localisation et  le type en cause (RUBENS- 

DUVAL, 1914), a nécessairement conduit à se demander quelle signification 

pouvaient avoir ces aspects morphologiques et  quelle relation pouvait exis- 

te r  entre ces  aspects et  la présence de la tumeur à leur voisinage. En dTau- 

t r e s  termes, cette hyperplasie réticulo-lymphocytaire ganglionnaire, non 

spécifique, inconstante bien que particulièrement fréquente, pouvait-elle 

etre interprétée comme une "r6action" du ganglion lymphatique % la présen- 

ce de la tumeur ou comme sa réponse aux produits de désintégration tumo- 

rale charriés vers lui par voie lymphatique en même temps que les cellules 

tumorales elles-mêmes ? Si on se souvient enfin que la multiplication des 

éléments lymphocytaires des follicules clos est  synonyme de prolifération 

immunoblastique et si l'on rapproche cette prolifération de cellules immu- 

nologiquement compétentes de l'afflux lymphocytaire entourant le greffon 

étranger en voie de rejet, on doit se  demander si cette hyperplasie n'est pas 

une réaction immunitaire de l'organisme vis-à-vis de sa  tumeur, dans un 

sens favorable à l'hôte et défavorable à la néoformation primitive. 

Ce qui vient d'A tre  dit es t  fort classique. Une simple réf lexion 

critique permet cependant de se rendre compte qu'objectivement, le rôle du 

ganglion lymphatique dans l'invasion de l'organisme animal par les cellules 

cancéreuses e s t  encore mal connu. La dissémination des cellules tumorales, 

chez un sujet porteur d'une tumeur maligne, semble indiquer que le ganglion 

n'est peut-etre pas une barrière efficace mais, au contraire, un relai nutri- 

cier, propice à la prolifération des cellules cancéreuses. 

C'est pourquoi il nous a paru intéressant de reprendre ce  problè- 

me avec l e s  techniques récentes. Nous avons choisi pour cette étude un cancer 

chimio-induit chez le rat  Wistar. Notre système expérimental utilise un ma- 

tériel reproductible, reconnaissable, mais qui est  un cancer greffé chez 

des hôtes homologues, c'est-à-dire un cancer qui, en dehors de son carac- 

t h e  tumoral, présente en outre des antigènes d'histocompatibilité différents 

des antigènes de l'animal receveur et, par conséquent, susceptibles de dé- 

clencher, % ce simple titre, des phénomènes immunologiques. Il nous était 



donc indispensable de commencer notre étude, en vue d'obtenir des témoins, 

par une prise de connaissance personnelle e t  systématique des aspects ul- 

trastructuraux du ganglion lymphatique normal et  du ganglion lymphatique en 

réaction immunitaire à la suite d'injections de divers antigènes connus. 

Notre travail comportera trois parties : 

1 - Etude microscopique du ganglion normal permettant la mise au point 

dhne  iconographie personnelle comparée avec les données de la litterature. 

2 - Etude de l'aspect morphologique du ganglion lymphatique en réaction im- 

munitaire provoquée expérimentalement par des antigènes détermines. Paral- 

lèlement, 1' introduction dkne  substance étrangère, non antigénique, nous 

permet de constituer, en plus d'une iconographie antigénique, une iconogra- 

phi e non antigénique . 

3 - Etude du ganglion envahi par des cellules tumorales e t  leurs métabolites 

et  comparaison des divers aspects observés, Le système expérimental sera  

compliqué par une immunisation préalable destinée à produire, in situ, une 

réaction antigène-anticorps susceptible de lyser les  cellules tumorales. 

Cette expérimentation sera  précédée de "Généralités" définis- 

sant certains termes couramment employés en immunologie et  précisant 

l'état actuel des connaissances su r  le  r6le du ganglion dans la diffusion mé- 

tastatique e t  dans la défense de l'organisme vis-à-vis d181éments étrangers, 

non cancéreux, dont l e s  notions principales se  trouvent regroupées dans 

l'Atlas de WAKSMAN (1970), dans les  comptes rendus du 2" Congrès Inter- 

national d'Immunologïe (COHEN, CUDKOWIC Z, Mac C LUSI(EY, 1971) et 
dans l'ouvrage de NOSSAL e t  ADA (1971). 



G E N E R A L I T E S  



1 - LE GANGLION LYMPHATIQUE EN REACTION IMMUNITAIRE 

L5ntervention du ganglion lymphatique qui drafne un stimulus 

antigénique, dans la formation et le stockage de l'anticorps, a été démontrée 

dès 1935 par Mac MASTER et  HUDACK, et confirmée ensuite par EHRICH 

et HARRIS (1942, 1945) pour le  ganglion poplité du lapin. Ces auteurs ont 

prouvé que l'anticorps apparaît le quatrième jour qui suit la première injec- 

tion de l'antigène dans le coussinet plantaire, qu'il est  alors en plus grande 

quantité dans la lymphe efférente que dans la lymphe afférente et  qu51 est  

localisé surtout dans les  cellules de la lymphe. 

Dans le ganglion stimulé, certaines structures demeurent in- 

changées, cves t  le cas  du tissu de soutien (capsule e t  parois sinusales), 

dkutres,  au contraire, comme nous l e  montrerons, sont modifiées. Avant 

d'aborder la relation de nos travaux, nous allons préciser les  principales 

notions déjà bien établies sur ce sujet. 

L'antigène - m m - - - - - -  est  une substance qui, introduite dans lkrganisme, 

suscite la formation d'anticorps et de cellules donnant avec elle une réaction 

spécifique. 11 es t  de nature protéique, polypeptidique ou polyosidique et pos- 

sède ii sa surface un ou plusieurs si tes ou déterminants antigéniques lui per- 

mettant de s e  combiner avec l'anticorps spécifique de chaque site. Alors 

que la spécificité antigénique est  liée à la structure primaire de la molécu- 

le, la puissance antigénique dépend de la complexité de la structure tertiaire. 

Les anticorps ou immunoglobulines (Ig) sont des protéines s b r  i- ---------- ..................... 
ques dont la synthèse est  provoquée par 15ntroduction dans l'organisme, d'un 

antigène avec lequel elles réagissent de façon spécifique, L'ancien terme : 

"gamma globuline", basé sur la mobilité électrophorétique de ces  substances, 

tend à être  abandonné. 

Chaque molécule dlIg humaine est constituée de chaînes 



polypeptidique s (chahes lourdes A ou H, chakes  légères B ou L) unies l e s  

unes aux autres par des  ponts disulfures et par des  Biaisons plus faibles 

(CRABBE, 1967). On distingue quatre groupes dPIg (IgG, IgM, IgA, IgD) 

classées en fonction du poids moléculaire de leurs  chaînes lourdes. Un cin- 

quième groupe (IgE) es t  de connaissance récente e t  sa structure e s t  encore 

peu connue. Récemment, KOHLER - et  al (1970) ont découvert des structures 

communes dans la région NH2 terminale des  chaihes lourdes o< , , e t  
/Y , spécifiques respectivement des IgA, IgG et  IgM. Les chakes  légères 

sont de deux types, < ou X , mais  les  deux chaînes L d'une immunoglobu- 

line sont toutes deux (65 %) ou A (3 5 8). 

Le tableau 1 (page 7) résume l e s  caractéristiques des  cinq Ig 

humaine S. 

Il existe des différences entre les  Ig des différentes espèces 

animales. En effet, a lors  que chez l'homme, on connaft quatre sous-clas- 

s e s  d'IgG (IgG 1, IgG 2, IgG 3, IgG 4), chez le porc, il n'a pu etre séparé 

que deux IgG ( Z I ~ N ,  BLAZEK-CERNA, 1970). Chez le cheval par contre, 

une nouvelle classe d'IgG a été isolée : celle des IgI (LAVERGNE, 1971). 

Néanmoins, l es  Ig des  espèces animales sont, pour certaines d'entre elles, 

facilement assimilables aux Ig humaines. Comme nous le verrons plus loin, 

nous avons pu démontrer, chez le rat  WISTAR, la présence d91g morpholo- 

giquement semblables aux IgG humaine S. 

Les  cellules immunologi~uement competentes sont des  cellules ...................... ------------------ 
qui produisent des  anticorps ou qui sont capables de devenir de te is  éléments 

(MATHE - et al, 1965). Alors que certains travaux ont démontré que si un 

meme ganglion pouvait produire simultanément deux anticorps spécifiques dif- 

ferents e t  qu'une cellule donnee ne fabriquait qu'un seul type d'anticorps 

dirigé contre un seul antigène (NOSSAL, LEDERBERG, 19 58), d'autres 

auteurs ont constaté qu'un faible pourcentage de cellules (2 % environ) 

possédait une spécificite double e t  était donc capable de produire au meme 

moment des  anticorps dirigés contre deux antigènes (LENNOX, COHN, 1959- 

ATTARDI - et al, 1964 - BIOZZI - et  al, 1967 - GUILLIEN et al, 1970). Bien 





qu'aucune étude ultrastructurale n'ait été faite sur ces  cellules, il semble 

que l e s  anticorps qu'elles synthétisent soient des IgM puisqu'elles apparais- 

sent 3 jours après une stimulation antigénique mixte e t  qu'elles disparais- 

sent 10 jours après (LIACOPOULOS et al, 1970 - 1971), Tous l e s  auteurs 

observent que la présentation simultanée de deux antigènes entrafne une ré- 

ponse immunitaire réduite pour l'un ou les  deux antigènes. La compétition 

atteint son maximum si l'un des antigènes est  administré avant l'autre 

(EIDINGER et al, 1968 ; MOLLER, SJOBERG, 1970). Elle ne s e  produit 

que si les  deux antigènes sont injectés dans le territoire draîné par le mê- 

me ganglion et  n'est donc pas liée P un facteur circulant (BRODY, SISKIND, 

1969). 

La réponse immunitaire P un antigène donné varie en fonction ----- .................................. 
de ------ l'espèce. En effet, IELASI et  KOTLARSKI (1969) ont montré que le rat, 

peu sensible aux bactéries S. typhimurium vivantes ou tuées, synthétise ra- 

pidement une grande quantité d'anticorps bactéricides, tandis que la souris, 

peu résistante a l'infection, produit une réponse immunitaire moins violente. 

Ceci démontre le r6le des anticorps dans la défense de l'organisme vis-8- 

vis d'un antigène particulier. La réponse immunitaire est d'autant plus ex- 

plosive que le --- lieu de l'injection de l'antigène est  fortement draîn6 par l e s  

vaisseaux lymphatiques. HORNE et al (1970) estiment qu'une même dose du 

même antigène est  10 fois moins efficace lorsqu'elle est  injectée dans la ca- 

vité articulaire du genou que lorsqu'elle l 'est dans le pied. Nous avons donc 

injecté nos substances étrangères dans l e s  territoires drafhant l e s  ganglions 

poplités et iliaques, c'est-à-dire dans la circulation lymphatique, dans la 

votite plantaire e t  dans les  muscles de la cuisse des rats.  

Un ------------- régime alimentaire supplément6 en cholestérol (BUZILF~, 

1971) entrafhe une augmentation du taux d'anticorps produits contre des anti- 

gènes de faible immunogénicité ou injectés en faible quantité. 

De meme, l'utilisation d'un ------ adjuvant aide quantitativement l'an- 

tigène a donner une réponse meilleure. Administré seul, il entraîne un af- 
flux de lymphocytes dans le ganglion draînant (DRESSER et al, 1970). 



Injecté avec un antigène, il facilite toutes l e s  modifications cellulaires de la 

réponse immunitaire (FINGER - e t  al, 1970 ; Mac MASTER, FRANZL, 1968 ; 

FRANZL, Mac MASTER, 1968 ; DECREUSEFOND e t  al, 1970). Diverses 

substances jouent le r6le d'adjuvant (WHITE, 1 967 -1 968). Nous-même, 

nous avons employé une émulsion eau-huile renfermant du bacille de KOCH 

tué. 

La réponse immunitaire es t  également influencée par la nature ........................................................ 
de l'antigène. Si le poids moléculaire de celui-ci es t  inférieur à 20 000, il ----------- 
ne peut, à lui seul, déclencher la production d'anticorps ; il est appelé hap- 

tène e t  s e  comporte comme un site antigénique isolé, Accouple à une molé- 

cule porteuse, il peut susciter la formation d'anticorps avec lesquels il réa- 

g i ra  specifiquement. De plus, une substance particulaire ou agrégée est plus 

antigenique qu'une substance soluble (ADA et al, 1964 ; HEITMAN, 1970 ; 

RABIN, ROSE, 197 0 ; ABDOU, RICHTER, 197 0). 

La  recherche du lieu de synthèse des  anticorps a nécessité la 

mise  au point de techniques spéciales e t  s'est faite suivant deux voies. Dans 
- - - - - - - - - - m m - - - - - - - - -  ------------ 
l'une, les travaux ont été réalisés in vi tro par autoradiographies à haute 

resolution (BOSMAN et al, 1969), par la méthode dl hémolyse en gel (JERNE, 

NORDIN, 19 63 ; FITCH - et al, 1965 ; HUMMELER et al, 1966 ; HARRIS 

et al, 1966 ; CUNNINGHAM et al, 1966) ou par la méthode de l'immunocyto- - - 
adhérence (GUDAT et al, 1970 ; PAVLOVSKY - et al, 1970). Ces  travaux ont 

montré que les anticorps sont produits par des  cellules ayant des caractères  

de cellules lymphocytaires ou plasmocytaires. Si les anticorps 19 S sont pro- 

duits par ces deux types cellulaires, les anticorps 7 S ne le sont que par  les 

plasmocytes. Pendant longtemps, on a cru que les deux catégories de  cellu- 

les apparaissaient successivement dans le temps (JE HN, TANNENBERG, 

1970), Toutefois, STORB et WEISER (1 972), par  une modification de la mé- 

thode, constatent que les productions d'anticorps 19 S et 7 S sont simultanées 

et meme que quelques cellules produisent en meme temps les deux c lasses  

dlIg. 

Dans l'autre, les expériences ont été réalisées in  vivo, Elles 



confirment la présence d'anticorps dans l e s  cellules plasmocytaires 

(LEDUC et  al, 1955 ; WHITE et al, 1955) e t  en particulier dans la lumière 

des sacs  ergastoplasmiques et  de l'espace périnucléaire (DE PETRIS et al, 

1963 ; NETH, BLAKER, 1970). Les expériences réalisées ces dernières 

années et faisant appel B des enzymes catalytiques comme antigènes, ont 

mis  en évidence la complexité des  réactions immunologiques qui diffèrent 

suivant l'organe lymphof'de considéré et  l'enzyme injecté. Un tableau va re- 

grouper l e s  resultats variés obtenus sur ce sujet (tableau II, p, 11). Nous 

avons abordé l'étude de ce problème gr%ce % l'utilisation de la ferritine de 

cheval qui es t  un antigène visible directement au microscope électronique, 

et avons constaté la présence d'anticorps sur  les  ribosomes des plasmocytes 

ganglionnaires, a lors  que cette répartition n'avait jamais été obtenue avec 

cet antigène ferrique. D'autres travaux ont montré que les anticorps spécifi- 

ques sont localisés entre les cellules lymphof'des des centres germinatifs 

(SORDAT e t  al, 1970) et  dans la paroi des veinules post-capillaires 

(SORDAT e t  al, 1971) . P a r  ailleurs, LEDUC et AVRAMEAS (1970) ont cons - 
taté un rebondissement dans la synthèse des anticorps, survenant après une 

simple immunisation par  de la peroxydase. Cette relance de la sécrétion 

d'anticorps, visible ve r s  le 17" jour de la réponse immunitaire, est inter- 

prétée comme le début d'une réponse secondaire provoquée par les lympho- 

plasmocytes mobiles des sinus médullaires et qui sont peut-Atre doués de 

"mémoire" immunologique . Les travaux de STRAUS (1 97 0) réalisés au mi- 

croscope photonîque, montrent que les  anticorps apparaissent d'abord dans 

l e s  plasmocytes des cordons médullaires et, seulement après, dans les 

lymphoblastes des centres germinatifs du cortex, 

La capacité pour une cellule de synthétiser des  anticorps ne ----- ----- ----------------- ------------------- ---- 
s'accompagne pas obligatoirement de synthèse d'A D N. En effet, si les syn- ................................................. 
thèses d'anticorps e t  d'A D N s'effectuent parallelement dans les  grandes 

cellules hyperbasophiles (SZENBERG, CUNNINGHAM, 1 968 ; BALFOUR 

et al, 1965 ; COHEN, TALMAGE, 1965), l e s  plasmocyte4 mAme en phase - 
active de synthèse, n'incorporent pas de thymidine tritiée ( M ~ E L A ,  

NOSSAL, 1 9 62). 



Tableau II 

Determination in vivo de 1' or i  gine des anticorps specifique s par des techniques faisant appel aux enzymes catalytiques 
(C , E . : citernes ergastoplasmiques ; E . P. : espace périnucléaire ; G : appareil de Golgi ; R : ribosomes) 

Animal 
immunise 

Lapin 

Souris 

Hamster 

Rat 

(3 :; ( 1 8  

a - 

Organe 
observe 

Rate 

suspension 
de cellules 

splenique s 

ganglion 

ganglion 

ganglion 

ganglion 

ganglion 

h 

Antigène 

Peroxgdase 

IgG humaines 

Peroxydase 

Peroxydase 

Peroxydase 
Phosphatase 

alcaline 

Peroxydase 

Haptène 

Haptene 

Localisation de l'anticorps 

Dans toutes l e s  cellules de la réaction immunitaire 
(C.E., E.P., G) 

Meme localisation, en plus, marquage des ribosomes 

Dans les plasmocytes (C . E . , G. ) 

Dans l e s  plasmocytes (C . E . , E . P. ) 
Dans les grandes cellules basophiles (R . ) 
Dans l e s  lymphoplasmocytes (C . E . , E . P. ) 

Dans l e s  lymphoblastes e t  les  plasmocytes 
(Ce E ., G., R e  ) 

Dans l e s  cellules plasmocytaires 
E., E. P., 

Dans les lymphoblastes, plasmoblastes e t  plasmocytes 
(C.E., E.P.) 

Dans les lymphocytes et les lymphoblastes (E . P. ) 
Dans les  plasmoblaste s e t  les  lymphoplasmocyte s 
(E.P., C.E.) - Dans les plasmocytes (E. P., C e  E ., R. ) 

h 
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Le mecanisme responsable du déclenchement de la réponse ..................................................... 
immunitaire e s t  mal connu e t  a fait l'objet de nombreuses hypothèses. 
- - - -mm- - - - -  

Les plus anciennes sont les thhories instructives ou informa- 

trice s oil 1"ntigène apporte une informa tion particulière à une cellule prise 

au hasard dans le lot des  cellules du système immunitaire, s'y fixe e t  dé- 

clenche la formation d'anticorps, soit en agissant au niveau de la structure 

primaire des protéines, soit par moulage de chaînes polypeptidique s non 

sp4cifiques sur  les si tes antigéniques de l'antigene, soit enfin par couplage 

avec un anticorps naturel préexistant, déclenchant ensuite la synthèse d'an- 

ticorps sur  le meme modèle que l'anticorps naturel (PAULING, 1940). 

BURNET (1957, 1959) a décrit une théorie clonale ou sélective 

dans laquelle les cellules ont acquis, dès  leur différenciation, une informa- 

tion immunologique specifique se transmettant de cellule à cellule, par le 

soma, au sein d'un meme cl6ne ; l'antigène sélectionne cette cellule condi- 

tionnée et  declenche la synthèse d'anticorps. 

Cette theorie clonale a été modifiée par LEDERBERG (1959) 

qui attribue plusieurs sp8cificit6s immunologiques à une méme cellule, puic 

par LURE (1969) qui stipule que le locus initiateur du lymphocyte condition 

es t  stimulé par un complexe A R N-immunogene fabrique et  émis par le ma 

crophage phagocytant l'antigène. 

L e s  travaux recents de RABELLINO e t  al, (1 971) e t  UNANUE - 
(1971) utilisant des  cellules vivantes d'organe formant des anticorps e t  des  

anticorps anti-immunoglobulines marqués, montrent,en utilisant la méthode 

d'immunofluorescence, que seuls 7 % à 14 % des cellules lymphoi'des de gar 

glions lymphatiques, de sang e t  d'exsudat peritonéal possèdent des  immuno. 

globulines de surface, tandis qu'il y en a 45 % dans la rate e t  la moelle os- 

seuse e t  des quantites non detectables sur  les  cellules thymiques. Ces  ré -  

sultats demontrent la. présence de deux populations de cellules lymphoiides ; 

l'une, en accord avec la theorie clonale, possède des  anticorps préformés 
t 

B sa surface e t  dérive des  cellules de la moelle osseuse, l'autre ne présent 



pas de récepteurs anticorps % sa surface et dérive des cellules du thymus. 

Les anticorps préformés possèdent des similitudes de structu- 

r e s  avec les  anticorps humoraux produits par la mAme cellule, en particulier 

des déterminants antigéniques des chafnes lourdes et légères (WALTERS, 

WIGZELL, 1970 ; DWYER, Mac KAY, 1971). Les derniers travaux de 

SANTER et  al (1 972), montrant que les  immunsérums anti-chahie f l  sont 

inhibiteurs des lymphocytes spléniques, permettent de relier ces  anticorps 

de surface aux IgM. 

Une cellule sensible atteinte par l'antigène correspondant peut, 

soit déclencher une réponse immunitaire, soit Atre paralysée suivant des 

modalités t r è s  différentes selon les  auteurs. La réponse immunitaire se ra  

déclenchée si deux déterminants de l'antigène sont reconnus, l'un par  un 

site anticorps de la membrane plasmique de la cellule sensible, l'autre par 

un anticorps messager (BRETCHER, COHN, 1970) ou, au contraire, si une 

molécule d'antigène s e  fixe sur  un récepteur anticorps de la cellule sensible, 

le maximum d'activation étant obtenu lorsque 41 % des sites sont occupés 

par l'antigène (COHEN, 1971). MITCHISON et al (1971) introduisent la no- 

tion de cellule "helpervt, thymo-dépendante, qui porte % sa surface des  im- 

munoglobulines (IgX) par  lesquelles elle se fixe sur la partie "carrier" de 

l'antigène, dont l'autre extrêmité se fixera sur  une cellule conditionnée, 

thymo-indépendante. Pour ces  auteurs, la synthèse d'anticorps résulte d'une 

coopération entre les cellules dérivées du thymus et l e s  cellules derivées 

de la moelle. Cependant, dès 1969, NOSSAL a proposé un modèle plus sim- 

ple dans lequel une cellule conditionnée, atteinte par des antigènes, devien- 

d ra  tolérante ou réactive suivant le nombre de molécules d'antigène fixées 

L1 sa surface. Si, dans un temps donné, elle fixe un nombre de molécules 

compris entre a et b (ail b > a), elle réagira en indui sant une réponse im - 
munitaire. P a r  contre, si elle rencontre un nombre de molécules inférieur 

L1 a ou supérieur % b, elle se ra  tolérante. Dans un organisme recevant un 

antigène, certaines cellules deviennent tolérantes, tandis que d'autres sont 

stimulées, 



Nous n'avons pas abordé le problème de l'induction de la répon- 

se immunitaire mais avons essayé de suivre le devenir de la cellule sensi- 

ble, stimulée par un antigène donné e t  qui se  transforme en cellule produc- 

tr ice d'anticorps. 

II - GANGLION ET CANCER 

En ce qui concerne la dissémination des cellules cancereuses ....................................................... 
dans l'organisme, la situation est  complexe. D'une part, les  cellules qui --------------- 
essaiment de la tumeur primitive, persistent dans un état de vie ralentie 

pendant des mois et  des années avant de constituer des foyers métastatiques, 

d'autre part, certaines d'entre elles dégénèrent spontanément, ce qu'avait 

t r è s  bien soupçonné OBERLING, dès 1931. 

Lbbsence temporaire de multiplication des cellules cancéreu- 

s e s  libérées de la tumeur-mère, la dégénérescence centrale spontanée des 

flots cancéreux et  les  régressions spontanées de tumeur ont souvent été 

expliquées par l'hypothèse athrepsique dxhrl ich.  Suivant celle-ci, les  cel- 

lules tumorales ont besoin, pour proliférer, des substances nutritives for- 

mées par l'organisme, si bien que les  cellules de la partie centrale, mal 

irriguée de la tumeur, e t  les  cellules dispersées dans l'organisme, se  trou- 

vant dans des conditions nutritives défavorables & leur développement, vé- 

gètent. Cette hypothèse séduisante est  insuffisante pour expliquer l'involu- 

tion, ra re  il est  vrai, de certains cancers, et il semble que des réactions 

humorales, ayant pour origine les  ganglions lymphatiques, soient plutat res-  

ponsables d'un recul dans llRvolution du processus néoplasique. 

En ce xui concerne notre problème, c'est-à-dire le  retentisse- ----- ................................................. 
ment du cancer sur les  ganglions voisins, ces  derniers sont, soit dépourvus ..................................... 



l d'éléments néoplasiques, soit infiltrés par des cellules tumorales libres ou 

constituant un tissu qui repousse l e s  structures normales du ganglion et  

ressemble B la tumeur primaire, Habituellement, les  métastases ganglion- 

naires sont sous-capsulaires car l e s  cellules néoplasiques arrivent au gan- 

glion par l e s  voies lymphatiques afférentes, Exceptionnellement, l e s  cellu- 

l e s  tumorales, par un flux rétrograde, arrivent par les voies lymphatiques 

efférentes, ce qui entrafne la formation d k n  nodule juxta-hilaire . Très ra- 

rement, el les empruntent l'artériole afférente e t  la métastase est  présente 

au centre du ganglion, 1% oii l'artériole s e  dichotomise (PRICE, 1947). 

Souvent, les  populations cellulaires lymphoi'des sont peu modi- 

fiées, mais ceci n'est pas toujours le cas. En effet, dans le  cas du cancer 

du sein, FAJE (1909) a pu décrire des transformations progressives carac- 

térisées par une homogénéisation allant de la capsule vers  le  hile, des  gan- 

glions non infiltrés par les  cellules cancéreuses ou bien, dans le c a s  des 

ganglions envahis, par la persistance des centres germinatifs et  le recul de 

la capsule, la capsule initiale bloquée entre l'accumulation des lymphocytes 

extra -ganglionnaires et  les  cellules lymphof'de s intra-ganglionnaire s, dégé- 

nérant. En réalité, il apparaît bien que l'hyperplasie 1ymphoi"de soit indépen- 

dante de la présence ou de l'absence des cellules tumorales dans le ganglion 

considéré et  ne dépende que de la nature de la tumeur (CLUNET, 1910). 

Le rale de défense du ganglion contre le cancer est affirmé par ......................................................... 
l e s  uns et  nié par les  autres. Ces attitudes opposées soulignent la complexi- .......................... 
té du problème et  la difficulté qu'il y a % trouver un système expérimental 

convenable, De nombreux travaux ont 6t6 faits % partir de données cliniques 

dont l'interprétation est  délicate en raison de l'existence de nombreux fac - 
teurs  incontralables. Sur l'animal, ce su jet est  tout aussi difficile % aborder 

e t  tous les  systèmes choisis peuvent é tre  soumis % une critique, Personnel- 

lement, nous avons choisi un matériel qui présente des avantages certains 

mais aussi, comme nous le signalerons au cours de la relation de nos t ra-  

vaux, des imperfections. 

Alors que pour certains auteurs (BERG, 1956 ; DIRE et al, 1960; 



KISTER - e t  al, 1969), le ganglion ne joue pas un rôle efficace dans la lutte 

du patient contre sa  tumeur, pour d'autres au contraire, les modifications 

ganglionnaires et, en particulier, lPhistiocytose sinusale, sont un pronostic 

favorable à la survie du malade (BLACK et al, 1953 ; B U C K ,  SPEER, 1955 ; 

CUTLER et  al, 1969 ; HAMLIN, 1968). 

D'une façon générale, l'histiocytose est associée % une tendan- 

ce métastatique faible et es t  plus marquée quand les ganglions ne renferment 

pas de cellules tumorales (BLACK, SPEER, 1958 ; ANASTASSIADES, PRYCE, 

1966 ; CARTER, GERSHON, 1966 ; SILVERBERG et al, 1970). 

Quant aux réactions immunitaires induites par une tumeur mé- 

tastasiante, el les se traduisent par une accumulation de plasmocytes au ni- 

veau des  cordons médullaires. Celles provoquées par une tumeur peu metas- 

tasiante, se limitent à la prolifération de cellules blastes, essentiellement 

au niveau des espaces interfolliculaires ou dans lPensemble du cortex 

(CARTER, GERSHON, 1966 ; ROSENAU, MOON, 1966). De plus, la quanti- 

té d'immunoglobulines détectée dans les sérums humains es t  sans relation 

avec la présence ou l'absence de cellules métastasiantes dans les  ganglions 

péricancéreux. Les  Ig produites sont essentiellement des  IgA, non toxiques 

car  ne fixant pas le complément ; BURTIN et al (1969) estiment qu'elles agis- 

sent plutat contre les  produits du métabolisme que contre les cellules cancé- 

reuses elles-memes, 

Le rôle de barr ière  des ganglions locaux dans la prévention de 

l'établissement de métastases distantes a 6té mis  en évidence par les exp6- 

riences de ZEIDMAN (1965) qui démontrent que le méme nombre de cellules 

d'un carcinome de lapin induit par le virus de Shope (carcinome V2) introduit, 

soit dans les lymphatiques inguinaux, soit dans une veine d'un lapin, n'induit 

que 8 c a s  de metastases ganglionnnaires sur  49 lapins trai tés dans le 1" grou- 

pe et 25 cas  de métastases pulmonaires sur  51 lapins injectés dans le 2" grou- 

pe. Toutefois, l'implantation d'une métastase ganglionnaire, en oblitérant les 

sinus lymphatiques, provoque un flux rétrograde de la lymphe et, par consé- 

quent, une dissémination du cancer car  la lymphe emprunte des anastomoses 



lymphatiques dé j8 existantes ou nouvellement formées, pour atteindre les  

ganglions distaux (ZEIDMAN, BUSS, 19 54). 

Les données expérimentales e t  cliniques confirment ces  no- 

tions, à savoir que l'exérèse des ganglions lymphatiques satellites d'un tan- 

cer  du sein humain ou du lieu d'injection de cellules d'un sarcome isologue 

murin, entrafne une augmentation de l'incidence des métastases. P a r  contre, 

Ifablation de ganglions locaux déj8 tumoraux ne modifie pas la résistance de 

l'haie (CRILE, 1968 - 1969). De plus, la prévention de l'établissement des 

métastases distantes est  réalisée par l'ablation précoce de la tumeur 

(HAMMOND, ROLLEY, 1970). 

Nous avons démontré le rale de barrière efficace du ganglion 

local dans la dissémination a distance des cellules tumorales en réalisant, 

pour la première fois dans la littérature, l'étude ultrastructurale du com- 

portement des cellules étrangères abordant un ganglion sain ou spécifique - 
ment préparé sur  le plan immunologique. Comme nous le verrons ultérieu- 

rement, nous obtenons dans le systsme expérimental particulier que nous 

avons adopté, une absence totale de dissémination tumorale au-del& du pre- 

mier relai ganglionnaire. 

III - CONCLUSIONS 

Le rale de barrière du ganglion lymphatique dans la prAvention 

de la dissémination d'un cancer existe mais est insuffisant pour s'opposer 

définitivement % l'établissement de métastases distantes, comme le mon- 

trent l e s  données expérimentales et cliniques. 

Certains auteurs, parmi lesquels LEIGHTON (1 967) pensent 

que l e  ganglion lymphatique stoppe dans un premier temps l e s  cellules 



néoplasiques circulantes, en tue un certain nombre mais quelques unes se  

divisent et constituent un tissu néoplasique qui détruit et remplace le  paren- 

chyme lymphofae. A ce moment, le ganglion agit au détriment de l'h6te en 

provoquant un flux rétrograde de la lymphe qui apporte des cellules tumora- 

les  aux ganglions distaux, contribuant ainsi % la dissémination du cancer. 

D'autres auteurs, et  WILLIS (1 952) en particulier, considèrent 

le tissu lymphofae ganglionnaire et  le tissu lymphatique infiltrant certaines 

tumeurs, comme des milieux nutriciers favorisant la prolifération des cel- 

lules tumorales. Cette opinion est accréditée par la constatation faite 

in vitro par HUMBLE et al (1956) sur l'empéripolèse de cellules lymphocy- 

tai r e s  apparemment intactes dans le cytoplasme de cellules carcinomateuses. 

Le problème demeure : le ganglion lymphatique réagit-il de fa- 

çon B s'opposer % la prolifération et  % la dissémination des cellules tumora- 

les, ou bien est-il favorable % leur croissance, ou encore, les  phénomènes 

réactionnels, observés au cours de l'envahissement cancéreux, retardent- 

ils la continuation de l'évolution du cancer et  sont-ils rapidement insuffi- 

sants devant l'arrivée constante de nouvelles cellules tumorales desquamées 

de la masse néoplasique 3 

Nous verrons au cours de ce travail, que nous pensons, tout au 

moins pour un cas  bien précis, que cette dernière éventualité est  la plus 

probable. 
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MATERIEL ET TECHNIQUES 
........................... 
-------------y------------- 

1 - ANIMAUX 

Des ra ts  blancs Wistar, males ou femelles, pesant en moyen- 
ne 250 g, e t  soumis % une alimentation classique, nous ont permis de réali- 
se r  toutes nos expériences, Apr&s traitement convenable, ces animaux ho- 
mologues sont sacrifiés par décapitation et  autopsiés. Chaque organe fait 
l'objet d'un double examen microscopique, photonique d'une part (REICHERT 
et LEITZ-WETZLAR) et  électronique d'autre part (ZEISS EM 9 A e t  
SIEMENS E LMISKOP 1). 

Des lapins nous ont permis la préparation dlimmunsérums spé- 
cifiques. 

II - SUBSTANCES E TRANGERES INJECTEES 

1 - Pour l'étude des réactions immunitaires au niveau des ganglions 

Six substances antigénf ques sériques, solubles, non neoplasi- 
ques et  lyophilisées ont été préparées. Il s'agit : 

du sérum total de cheval lyophilisé (ST) 

du sérum de cheval dépourvu en partie desoc et  p globulines 
[ST - (a +/) )] 

du sérum de cheval dépourvu en partie des f i  et ?f globulines 
[ST - (A +II )] 
des oc et f i  globulines groupées ( o c  +b ) 

. des f l  et I f  globulines groupées ( P  + f ) 
des 1( globulines seules ( f ) 

Les globulines du système gamma (Ig A, Ig G et  Ig M) sont préparées par 
precipitation du sérum total de cheval par du sulfate d'ammonium saturé, % 
3 3 O/o de saturation et B pH 6 ,4  ; après élimination des globulines, le 
taux de saturation au sulfate d'ammonium est  amené % 40 O/o de façon % pré- 
cipiter % pH 6,4 la majeure partie des & et/3 globulines. Tous les précipi- 
t é s  sont lavés par une solution de sulfate d'ammonium & 33 % dans le cas 



des if globulines, et  B 40 % dans le  cas  des d et p globullnes. Apres dialy- 
se prolongée contre l'eau courante et  l'eau distillée, les  solutions sont lyo- 
philisées. Quant au surnageant, après le second précipité, il est sédimenté, 
dialyse puis lyophilisé ; il contient essentiellement de la sérum albumine e t  
un peu de a et  6 globulines résiduelles. 

Au cours des préparations, on a également retenu l'ensemble protéique cons- 
titué par toutes les protéines sériques du système gamma. De plus, des 
fractionnements ont également été réalisés en vue d'obtenir l'ensemble des 
fi et 8 globulines un relargage direct du sérum B 40 % de saturation 
au sulfate d'ammonium et B pH 6,4. 

Une substance antigénique repérable aux microscopes photoni- 
que e t  électronique (la ferritine de cheval deux fois crist'allisée e t  dépourvue 
de cadium X) nous a permis de suivre le devenir de cette substance dans le 
ganglion. 

Une substance repérable mais non antigénique : l'hydroxyde 
ferrique préparé B partir du perchlorure de fer  amené B pH 11 par de l'hy- 
droxyde de sodium et dialysé 3 jours contre du tampon phosphate ~ / 6 0  
(pH 7,4) suivant la technique décrite par BUYUKOZER (1965), nous sert  de 
témoin. 

2 - Pour l'étude du comportement du ganglion infiltré par des  cellules cancé- 
reuses 

Des cellules cancéreuses homoloffues proliférant sous forme 
ascitique.ont &é choisies : il s'agit des cellules de l'hépatome ascitique de 
Zajdela. Cette souche tumorale induite par un cancérighe chimique, le 
jaune de beurre (4-dfmethyl-amino 3 ' -methyl-azo-benzène), nous a été 
fournie en 1966 par Monsieur le Docteur Zajdela XX et es t  entretenue depuis, 
dans notre animalerie, par transplantations successives dans le péritoine 
de rats neufs. 

Les cellules dth6patome ascitique, prélevées par ponction dans le péritoine 
de ra tmis ta r  greffés 8 jours auparavant, sont filtrées sur  trois épaisseurs 
de gaze et  sont injectées si la suspension cellulaire n'est pas  hémorragique. 
Dans le cas  contraire, les  cellules tumorales, debarrass6es des hématies 
par trois lavages successifs dans du sérum physiologique stérile, sont in- 
jectées après contrôle de leur pureté au microscope photonique. 

X Nutritional Biochemicals Corporation, Cleveland, Ohio 

" Fondation Curie, 26 rue d'Ulm, Par is  VO 



Des ------------------ cellules saines homologues, -- c'est -&-dire des hépatocytes 
de rat  Wistar, destinées à servir  de témoin, ont été préparées de façons - - 
différentes. 

Dans un premier temps, une méthode mécanique (technique de 
la rape) a permis la dissociation des hépatocytes ; la suspension cellulaire 
obtenue est  filtrée sur  gaze et  centrifugee deux minutes à 3 000 t/mn. Le 
culot, remis en suspension dans du sérum physiologique es t  injecté. l 

Dans un second temps, les  hépatocytes ont été dissociés par 
perfusion à lhafde d'enzymes suivant la méthode de BERRY et FRIEND 
(1 969), que nous avons légèrement modîfïée, 

La solution enzymatique renferme un mélange de collag&nasexet de hyaluro- 
nidase n, respectivement à 0, 05 % e t  O, 10 % dans une solution de Hanks 
sans calcium. 

L'abdomen et le thorax d'un rat  anesthésié sont ouverts, un cathéter est in- 
troduit dans la veine porte et  un autre dans la partie thoracique de la veine 
cave inférieure, tandis que l'aorte est  ligaturée. Le cathéter de la veine por- 
te es t  alors relié à une seringue, elle-nléme adaptée sur  un appareil d'in- 
jection automatique. 

Le foie est  dkbord perfuse par le milieu de Hanks sans enzymes afin de le 
débarrasser de la plus grande partie du sang puis, quand le liquide qui s'é- 
coule du second cathéter devient limpide, le foie est  perfusé avec le milieu 
enzymatique, sous une pression de 15 mmHg à la sortie de la seringue. Lors- 
que 20 ml de ce milieu ont traversé le  foie, celui-ci es t  devenu cassant e t  le 
liquide de perfusion perle sur  toute sa surface. Le foie est  a lors  séparé de 
l'animal, recueilli dans un récipient renfermant une solution enzymatique, 
soumis à une agitation magnétique douce pendant 10  mn dans une étuve % 
37" C . La suspension obtenue, filtrée sur  gaze est  centrifugée % basse vites- 
se  (800 t/mn). Le culot de centrifugation est remis en suspension dans du 
sérum physiologique e t  constitue la fraction de cellules saines in~ectée su r  
le trajet des ganglions poplités. 

Dans un troisième temps, des fragments de foie ont été mis à 
incuber à 37" C sous agitation magnétique, soit dans une solution de Hanks 
renfermant de la trypsine (0,2 %) soit dans la solution de collagénase e t  
de hyaluronidase, Après une incubation de 15 & 30 mn, le surnageant est  
centrifugé 3 mn à 800 t/mn e t  l e  culot obtenu, remis en suspension, consti- 
tue la fraction dWpatocytes séparés. 

X C ollagénase type 1 Sigma 

XX Hyaluronidase type 1 Sigma 

XXX Trypsine 1 :2 50 - Difco Laboratories, Detroit 1, Michigan USA 



3 - Pour la ~réimmunîsation des rats  

Des extraits antigéniques hépatomateux semi-solubles dans 
l'eau et lyophilisés ont été préparés % partir de cellules ascitiques de l'hépa- 
tome de Zajdela en suspension dans une solution de chlorure de sodium 
(1 g/l d'eau) par écrasement dans un mortier du mélange congelé. Cette opé- 
ration es t  r6p6tée deux fois, La suspension est  ensuite centrifugée une heure 
C1 15 000 t/mn (1 9 000 g) (centrifugeuse Christ Amikron). Le surnageant ob- 
tenu est dialysé une nuit % 4 O C, contre de l'eau distillée, puis lyophilisé et 
constitue la fraction antigénique semi-soluble injectable. 

Un broyat hépatomateux lyophilisé est  préparé par homogénéi- 
sation des cellules tumorales préalablement fragilisées par  action, pendant 
15 mn, d'une solution hypotonique de citrate de sodium trisodique (1,12 g/ 
100 ml). 

Des cellules néoplasiques enti6res mais non viables sont obte- 
nues en congélant (a -70" C) et en décongelant plusieurs fois des cellules 
hépatomateuses. 

4 - Pour la préparation des immunsérums spécifiques l e s  lapins sont injec- 
t é s  par un broyat hépatomateux frais ,  

1 - Pour 1' étude des réactions immunitaires au niveau des ganglions 

Les substances antigéniques non cancéreuses et  la substance 
non antigénique témoin sont injectées dans les  muscles de la cuisse des rats. 

2 - Pour 1'6tude du comportement du ganglion infiltré par des cellules can- 
céreuses 

Les cellules hépatomateuse s e t  hépatiques, après vérification 
de leur viabilité par l'absence de coloration in vitro par le trypan bleu, sont 
injectées dans les  ------------- vaisseaux lymphatiques -- afférents des ganglions poplit6s 
du rat. 

Pour cela, les  vaisseaux lymphatiques afférents du ganglion poplité sont 
préalablement visualisés par 0 , l  ml  de Patent blue dilué dans la xylocafhe 
(1/4) introduit dans la votîte plantaire postérieure correspondante, chez des 
r a t s  anesth6siés au pentobarbital monosodique, administré dans le  péritoine. 
Environ 15 mn après l'injection colorante, les  vaisseaux lymphatiques sont 
exposés par simple incision longitudinale de la peau des cuisses e t  O, 1 ml 



d'une suspension cellulaire est  introduit lentement (en 8 ou 10 mn) e t  sous 
une pression constante de 50 % 60 mm de mercure, dans le vaisseau lympha- 
tique, % l'aide d'un cathéter a lymphographie, équipé d'une aiguille métalli- 
que, no 25-351100 x et  relié a une seringue de 2 ml % verrou "Luer-Lock", 
adaptée sur un appareil d'injection automatique. Un verrou % 3 voies, fixé 
sur l'embout métallique de la seringue, nous a permis d'adjoindre a ce sys- 
tème un manomètre mercure e t  d'évaluer ainsi la pression d'injection % 
la sortie de la seringue. La suspension injectée est maintenue homogène par 
les  mouvements d'une bille d'acier, provoqués par le déplacement manuel 
d'un barreau aimanté le long du corps de la seringue. 

Dans certains cas, les injections de cellules entières sont réalisees avec 
l'appareillage qui vient d'etre décrit, au niveau des ---------------- voûtes plantaires poste- 
rieures . Dans ce cas, la pression d'injection a la sortie de la seringue est  ----- 
plus faible (voisine de 10 mmHg) . 
3 - Pour la préimmunisation des rats  

L'extrait hépatomateux semi-soluble, le broyat hépatomateux 
lyophilisé et l e s  cellules tumorales tuées sont introduits, de façon répétée, 
sous la peau des creux inguinaux. --------- 

4 - Pour la préparation des immunsérum s spécifiques hétérologues 

Le broyat hépatomateux frais est introduit, de façon répétée, 
sous la peau des creux axillaires des lapins. --------- 

IV - DETERMINATION DE LA PRESENCE EVENTUELLE D'ANTICORPS 
SERIQUES SPECIFIQUES CHEZ LES ANIMAUX PREIMMUNISES 

Cette expérimentation a nécessité l'emploi de trois techniques : 
l'immunodiffusion en gélose, la cytotoxicité en suspension et l'immunofluo- 
rescence. 

L'immunodiffusion en gélose (immunoélectrophorèse) a eu pour but la recher- 
che dVarcs  de pr  écipitation par migration, sous l'action d'un courant électri - 
que, de l'antigène semi-soluble hépatomateux et du sérum de ra t  préimmu- 
nisé spécifiquement, donc renfermant, en principe, des anticorps anti-hépa- 
tomateux. 

Etablissements BIOTROL, 3 rue de Béarn, PARIS III0 



Le test de cytotoxicité en suspension est  destiné % mettre en évidence la pré- 
sence possible d'anticorps dans le sang des animaux préimmunisés spécifi- 
quement. Le sérum de tels animaux, en présence de complément, se fixe 
sur  les  si tes antigéniques des cellules tumorales et, en créant de petites 
perforations au niveau de leur membrane, entrafne la lyse des cellules. 

Nous avons utilisé la méthode de GORER et O'GORMAN (1956) en mélangeant 
dans un tube CL. h6molyse en verre :: 

6 0,2 ml d'une suspension tumorale B 5.10 cellules/ml 
0 , l  ml de sérum d'animal présumé immun 
0 , l  ml de complément de cobaye dilué au 1/20. 

Après 1 h à 5 h d'incubation B 37" C, l'addition d'une goutte de trypan bleu 
permet de denombrer l e s  cellules mortes. 

Les  témoins, au nombre de 4, sont obtenus en faisant varier un ou plusieurs 
composants du mélange précédent. Le sérum d'animal immun est  remplace 
par du s6rum d'animal sain ou par du tampon, ou bien le  sérum d'animal 
immun et le complément sont remplacés par du sérum dtanimal sain e t  du 
tampon, ou enfin, le  complément est  remplacé par du tampon. 

Dans tous l e s  cas, 1 000 cellules sont comptées e t  l'indice de cytotoxicité 
(Ce 1. ) est  calculé en divisant le résultat de la différence entre le pourcenta- 
ge de cellules non colorées dans le témoin et  le  pourcentage de cellules non 
colorées avec le sérum immun, par le pourcentage de cellules non colorées 
dans le témoin. 

% de cellules vivantes dans le témoin - % de cellules vivantes 

C.I. = avec le sérum immun 

% de cellules vivantes dans le  témoin 

Une réaction est  considérée positive dès que C .I. ) 0,20 . 

Les techniques d'immunofluorescence indirecte sont effectuées sur des  cou- 
pes au cryostat (5 p)  de cellules hépatomateuses enrobées dans du tissue- 
tek xxo Après IO mn de fixation dans l'acétone, à -20" C, une goutte de sé- 
rum de rat immun décomplémenté par un séjour préalable de 30 mn C1 56" C, 
es t  déposée CL. la surface des coupes. Après un séjour de 30 mn a températu- 
r e  ambiante, dans une chambre humide, les  coupes sont rincées 10 mn sous 
agitation modérée, séchées rapidement et  recouvertes par du conjugué 

Mérieux 
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fluorescent de sérum de lapin anti-globulines de rat  dilué au 1/10 dans 
une solution de bleu Evans au 1/50 000e. Après 30 mn de contact, les cou- 
pes sont rincées 10 mn puis observées au microscope photonique équipé 
d'une lampe & vapeurs de mercure. 

Les témoins sont réalisés en remplaçant le sérum de rat immun pa r  du sé- 
rum de rat sain décomplémenté ou du tampon. 

V - REPARTITION DES SITES ANTIGENIQUES DES CELLULES D'HEPATO- 
ME DE ZAJDELA 

Par  des méthodes directes, utilisant la propriété qu'ont les 
anticorps spécifiques d'un antigène donné de s e  fixer sur ce dernier, nous 
avons essayé de localiser les si tes antigéniques des cellules tumorales, en 
couplant un marqueur sur les anticorps spécifiques. Ceci nous a amené % 
préparer un sérum immun hétérologue, dirigé contre l e s  cellules hépatoma- 
teuses, & épuiser ce sérum des anticorps dirigés éventuellement contre la 
cellule hépatique du rat  Wistar, % extraire les  Ig G du sérum immun total 
ou épuisé et  % les  coupler avec des marqueurs, enfin, % faire incuber les 
cellules tumorales avec ces  anticorps marqués. 

1 - Technique d'immunisation des lapins 

Deux lapins sont immunisés contre un broyat hépatomateux 
frais, mélangé % un volume égal d'adjuvant complet de Freund. Chaque ani- 
mal reçoit 16 injections, alternativement dans les  creux axillaires droit et  
gauche. Chaque injection renferme 0, 5 ml d'un broyat de suspension tumo- 
rale et  0, 5 ml d'adjuvant complet de Freund. 

Après ce cycle d'immunisation, le sang est recueilli p a r  inci- 
sion de la veine marginale de l'oreille. 

2 - Recherche d 'an t icor~s  séricnies 

La présence d'anticorps cytotoxiques pour les cellules hépato- 
mateuses est  recherchée des la 13ème injection ; du sérum de lapin sain se r t  
de témoin (voir paragraphe précédent). Un seul sérum se révélant positif ii 
ce  moment, les injections antigéniques furent poursuivies durant 3 semaines 
(16 injections au total), c'est-&-dire jusqut% ce que les  sérums des deux la- 
pins soient positifs. 

X Institut Pasteur - PARIS 



Parallèlement, la présence d'anticorps anti-cellule hépatoma- 
teuse est  mise en évidence par la technique d%muno-diffusion en gélose. Le 
sérum total de lapin immunisé est  déposé dans le trou central tandis que les  
trous périphériques reçoivent, soit de l'antigène hépatomateux semi-soluble 
dans l'eau et lyophilisé, utilisé à diverses dilutions, soit du broyat hépatoma- 
teux lyophilisé, employé aux memes concentrations que lkntigène précédent. 

3 - Epuisement du sérum immun 

Du broyat hépatique de rat  Wistar sain est  ajouté au sérum total 
de lapin immun, B raison de 20 mg d'antigéne non tumoral par ml  de sérum. 
Le mélange est  laissé 2 h CL 37" C puis une nuit B 4" C et centrifugé 30 mn B 
1 O 000 t /mn afin de précipiter l e s  complexes antigènes hépatiques-anticorps . 
Le surnageant correspond au sérum épuisé, 11 est  testé par la méthode 
d1Ç)uchterlony, contre de l'antigène semi-soluble hépatomateux e t  contre de 
l'antigène semi- soluble hépatique . 

4 - Extraction des Ig G 

Les Ig G sont extraites de c e s  sérums immuns totaux ou épui- 
sés par une méthode classique voisine de celle utilisée récemment par 
RABELLINO et  al (1971). 

Les  sérums sont dialysés une nuit contre 2 B 3 l i t res  de tam- 
pon phosphate 0, 005 M (pH 6, 5) puis déposés B la partie supérieure d'une 
colonne contenant de la DEAE -cellulose, équilibrée préalablement avec ce 
mAme tampon qui est  également utilisé pour llélution. 

Des fractions de 10  ml sont recueillies. Une lecture au spec- 
trophotomètre, B une longueur d'onde de 280 m ) ~ ,  permet de repérer  les tu- 
bes renfermant les  Ig G .  

Les contenus des tubes relfemaitles Ig G sont dialysés 48 heu- 
r e s  contre de l'eau distillée e t  lyophilisés. 

Une immunodiffusion en gélose permet de contraler l'efficacité 
de c e s  Ig G lyophilisées (méthode dlOuchterlony). Dans le  trou central, l e s  
Ig G lyophilisées sont utilisées il la concentration de 3, 6 mg pour 0,3 ml de 
sérum physiologique, tandis que les trous périphériques reçoivent l'antigéne 
hépatomateux semi-soluble et  lyophilisé B la concentration de 7 mg pour 
0, 05 ml de sérum physiologique. 

5 - Les  8 globulines lyophilisées sont couplées B un marqueur : 

Le couplage B la peroxydase de raifort es t  réalisé suivant .......................... 
X Peroxydase de raifort RZ 3, activité spécifique 29 5 purpurogallin/mg - 

Sigma Chemical Co Saint-Louis, Mo, USA 



la méthode décrite par AVRAMEAS et  BOUTEILLE (1968) : 5 mg d'Ig G et 
10 mg de peroxydase sont dissouts dans 1 ml de tampon phosphate 0 , l  M 
(pH 6, 81, A cette solution doucement agitée, on ajoute O, 05 ml de glutaral- 
dehyde du commerce à 1 O/o dans 19eau. Le mélange es t  laissé 3 heures à la 
températwe de la pièce puis est  dialysé une nuit à 4" C, contre 2 bains de 5 
l i t res  de sérum physiologique, Le précipité formé es t  enlevé apr6s une cen- 
trifugation de 30 mn, à 4" C e t  à 20 000 t/mn (Spinco Rotor 40). La solution- 
stock des Pg G peroxydase est  conservée % 4" C o  

Pour le couplage à lvisothiocyanate de fluorescéine A , 1 0  mg 
d ' Ig G par  m 1-dS-k ZGPOnnFaF60nXFeeS~d1qUZ OF5 B-TpH-9; 5)-&X E élang é s  à 
l5sothiocyanate de fluorescéine dans un-rapport fluorescéine -protéine égal 
à 5 %., Le pH es t  maintenu à la valeur de 9, 5 par addition de soude durant 
1â première heure de la réaction, puis le mélange es t  abandonné 24 h % 4" C, 
sous agitation constante, Le colorant non conjugué es t  enlevé par gel-filtra- 
tion .à. travers de la Sephadex G 25 à grains fins, préalablement équilibrée 
en tampon. phosphate 0, 01 M, à pH 7,3, renfermant du NaCl O, 14 Mo Ce 
tampon ser t  également à l'élution de la colonne PABELLINO et al, 1971). 
Le colorant conjugu6 est  introduit dans un boudin de dialyse e t  amené à la 
concentration de 1 à 3 mg de solution à l'aide de carbovax, Cette technique 
est  appliquée aux Ig G provenant des sérums immuns de lapin totaux. 

Le produit fluorescent obtenu est  divisé en deux. Une partie n'est pas modi- 
fiée. L'autre es t  épuisée par un broyat hépatique, à raison de 20 mg d'anti- 
gène par ml dRIg G fluorescentes, Le mélange, abandonné deux heures à 
37" C puis une nuit à 4" C, est  ensuite centrifugé à basse vitesse. Le surna- 
geant constitue Pa fraction d'anticorps fluorescents débarrassee des anticorps 
anti-tissu hépatique de ra t  Wistar adulte. La solubilisation du broyat hépati- 
que est  souvent incomplète dans la solution fluorescente, 

6 - Localisation des antigènes dans les  cellules tumorales 

P a r  les anticorps couplés à la peroxydase : 1.1 o6 cellules tu- 
morale s f r~ilf~X~~~üpFéTiX5ë~~da~STëgi<FaTZi3ëhydë,- sont incubée s dans 
1 ml de solution d9anticorps peroxydase (solution stock diluee au 1/10 dans 
du tampon phosphate) durant 1 h, 7 h e t  20 h à 4 "  C, sans agitation. Des es- 
sais préliminaires nous ont en effet montré que cellules frafches ou préfixhes 
incubées respectivement 7 h et 20 h, présentaient le  meme résultat. Les cal- 
culs de pourcentage et les  études morphologiques que nous avons effectués, 
seront donc commentés ensemble. Après incubation, les cellules sont lavées 
3 fois 5 mn dans du tampon, refixées par le glutaraldehyde, relavées e t  incu- 
bées 30 mn dans le substrat de la peroxydase (10 ml  de tampon TRIS 0,05 M 
pH 7, 5 + 5 mg de 3-3'diamino-benzidine tetrachloride * + 0, 01 % de 
peroxyde d'hydrogène soit 0, 003 ml d'une préparation à 110 volumes). 
Après un lavage rapide à lveau distillée, une goutte de la 
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suspension cellulaire est  examinée au microscope photonique entre lame et  
lamelle. Le reste es t  post-fixé pendant 1 h 30 dans du tétroxyde d'osmium 
I1 1 % dans du tampon phosphate e t  enrobé dans llEpon. Les coupes ultra-fi- 
nes sont examinées sans coloration ou aprés  imprégnation par le citrate de 
plomb seul ou précédé d'acétate d'uranyle. 

Les témoins sont obtenus, soit en incubant les  cellules tumorales directe- 
ment dans le  substrat de la peroxydase, afin de déterminer l'importance de 
la peroxydase endogène, soit en examinant une suspension de cellules hépa- 
tomateuses non incubées. 

Par  l e s  anticorps couplés I1 l'isothiocyanate de fluorescéine : ---------- ............................. 
pour cette méthode d'immunofluorescence directe, le conjugué fluorescent 
es t  déposé pur ou dilué à la surface de cellules hêpatomateuses coupées au 
cryostat et  recueillies sur lames de verre. A p r b  un contact de 30 mn, le  
conjugué est  enlevé, l e s  coupes sont lavées dans du tampon et  examinées. 

L'épuisement des serums par le broyat hépatique est  contr6lé 
en réalisant t o u i e ~ ë ë ~ m d p Ü l a ~ < n < - & r  du tissu hépatique de ra t  Wistar 
coupé au cryostat. 

VI - TECHNIQUE DE CANULATION DE LA LYMPHE DU CANAL THORA- 
CIQUE 

Cette expérimentation a été réalisée sur quelques animaux 
préalablement injectés par des cellules tumorales vivantes dans le but de 
détecter la présence de cellules tumorales dans la lymphe. 

Pour cela, le ra t  subit, 4 heures auparavant, un tubage gastri- 
que permettant l'introduction de 2 ml d'huile d'arachide. Sur l'animal anes- 
thésié, une incision transversale, paralléle aux catés, permet de repousser 
le foie ve r s  le haut, et  d'inciser l e s  couches tissulaires qui recouvrent 
l'aorte et  le  canal thoracique. Ces  derniers sont séparés l'un de l'autre. 
Une ligature du canal thoracique entraîhe un gonflement de celui-ci et  per- 
met de réaliser facilement une petite incision dans laquelle on introduit l'ex- 
trémité héparinée d'un cathéter. Dés que la quantité de lymphe recueillie 
es t  suffisante pour realiser des frottis e t  des inclusions de microscopie élec- 
tronique, l'animal e s t  sacrifié e t  autopsié. 

VI1 - TECHNIQUES DE MICROSCOPIE PHOTONIQUE 

Les empreintes de ganglion lymphatique e t  l e s  frottis de lymphe 



et de liquide d'ascite sont colorés au May-Gmnwal-Giemsa ou & l'hémalun- 
éosine, 

Les ganglions lymphatiques sont fixés 24 heures au Bouin puis 
au formol à 10 % tandis que les viscères ne subissent qu'une fixation au for- 
mol. Les prélèvements sont inclus dans la paraffine et font l'objet de cou- 
pe s de 6 p d' épaisseur. Les colorations histologiques et  histochimiques em - 
ployées dans ce travail ont été réalisées suivant les indications de LISON 
(1960). La liste en sera donnée pour chaque série expérimentale. 

VIII - TECHNIQUES DE MICROSCOPIE ELECTRONIQTJE 

Les divers prélèvements sont immergés 30 mn & la tempéra- 
ture de 4" C, dans le glutaraldehyde à 2, 5 % dans du tampon phosphate 
0, 2 M (pH 7,4), puis 2 h dans du tétroxyde d'osmium à 1 % dans le même 
tampon. Apr&s déshydratation alcoolique, les divers blocs de tissu sont en- 
robes dans 1'Epon (LUFT, 1961). 

Les coupes semi-fines de 0, 5 à 1 )L d'épaisseur sont colorées 
au bleu de toluidine ou par un mélange de bleu azur et  de bleu de methylène. 
Les coupes ultra-fines sont imprégnées par l'acétate d'uranyle à 5 % dans 
l'eau diluée au 1/2 au moment de l'emploi par de l'alcool & 90-95", puis par 
du citrate de plomb préparé suivant REYNOLDS (1963). Dans certaines ex- 
périences, l e s  coupes sont simplement contrastées & l'acétate d'uranyle. 



PREMIERE PARTIE 

LE GANGLION LYMPHATIQUE DU RAT WISTAR NEUF 



Le ganglion lymphatique, organe lymphoi'de secondaire, est le 

siège de modifications importantes lorsqu'il est  soumis % une agression anti- 

génique. Le r6le primordial du ganglion satellite du lieu de stimulation anti- 

génique dans la réponse immunitaire, soupçonné depuis longtemps, a été 
V 

clairement démontré par  SURJAN - et al .(1969) puisqu'ils ont obtenu, in vitro, 

une production d'anticorps beaucoup plus durable par le ganglion local (2 se- 

maines) que par les  ganglions distaux (3 jours). 

La connaissance de la structure du ganglion no rmal e s t  indis- 

pensable avant toute étude des ganglions activés, car  elle revêt des aspects 

variés suivant le moment du prélèvement. Les principaux travaux s u r  ce su- 

jet ont été réalisés en microscopie photonique par GILLMAN (1952) et en 

microscopie électronique par SORENSON (1 960) chez le lapin, HAN (1 961) 

chez le rat, MOE (1 964) chez la souris, BERNHARD et LEPLUS (1965), 

BROOKS e t  SIEGEL (1966), MORI et  LENNERT (1969) et  DUHAMEL (1969) 

chez l'homme. 

Nous avons réalisé l'autopsie de 15 rats Wistar adultes afin de 

connaître la répartition topographique des ganglions ; nous avons pu aussi 

nous constituer une image précise du ganglion normal de rat Wistar sain. 

L'observation au microscope électronique s'est faite sur des  coupes ultra- 

fines classiques. L'observation photonique a été réalisée : 

- sur  des empreintes e t  des frottis colorés au May-Grunwald-Giemsa, 

- sur des coupes colorées à l'hémalun-éosine, au safran érythrosine, au 

trichrome de Masson ; l'imprégnation de la réticuline a été effectuée par 

la méthode de Foot Laidlaw, 

- sur  des coupes semi-fine s colorées par un mélange de bleu azur et de 

bleu de methylène. 



1 - RESULTATS 

1 - Topographie 

Les ganglions apparaissent sous forme d'une masse ovoi'de de 

coloration gris-rose, leur plus grand axe varie de 2 B 5 ou 6 mm. Leur ré -  

partition topographique dépend de l'animal observé ; en effet, certains gan- 

glions ne sont pas toujours retrouvés. Les principales localisations ganglion- 

naires chez le rat  Wistar sont les suivantes (Pl. 1) : I 

- dans la tete et  le cou, présence : 
- - - - - - - - - - - - - - m m - - -  

d'un groupe sous-maxillaire comportant des ganglions sous-maxillaires 

antérieurs moyens et postérieurs et un ganglion auriculaire - 

. d'un groupe cervical comprenant un ganglion cervical profond antérieur, 

superficiel postérieur et profond postérieur. 

- au niveau de la ceinture scapulaire, présence des ganglions ............................... 
axillaires superficiels profonds et  du ganglion pré-scapulaire. 

- au niveau du membre postérieur, présence d'un ganglion po- ............................. 
plité, des ganglions inguinaux superficiels et d'un ganglion crural  profond. 

- au niveau de la paroi abdomino-plvienne, présence des gan- 
- - - - - m m - - - - - - -  -----mm 

glions iliaques internes e t  externes, du ganglion circonflexe iliaque, des 

ganglions rénaux et  lombo-aortiques. 

- au niveau des visc&res abdominaux, présence d'un ganglion ............................... 
hépatique, des ganglions gastriques, pancréatiques, mésentériques, coli- 

ques et  cœcaux. 

- au niveau du thorax, presence des ganglions intercostaux, 
- - m m - - - - - - - - - - - - - -  

médiastinaux ant érieurs e t  postérieurs. 



2 - Microscopie photoniaue 

2.1 - Etude histologi~ue -------------- - 

Ltexamen de p~eparations histologiques nous permet de retrou- 

ver les  différentes régions qui constituent un ganglion (Pl. 2). Nous repérons 

ainsi la capsule conjonctive qui l'entoure et envoie des travées qui le  pénè- 

trent de part en part, le  hile ou pale vasculaire, point d'arrivée et de départ 

des voies sanguines et  lymphatiques (Pl. 2 ; fig c), le  cortex et  la zone mé- 

dullaire. La zone corticale, située sous la capsule, est  plus ou moins large, 

et  e$t constituée essentiellement de lymphocytes, Elle se divise en follicu- 

les  plus ou moins nombreux, plus ou moins étendus, dont le  centre présente 
* 

parfois une zone plus claire, appelée follicule secondaire, liée it l'infection, 

et  qui apparaît après la naissance. Les cellules qui occupent cette zone se- 

condaire sont de type réticulaire et  présentent de nombreuses mitoses. La 

zone médullaire elle, es t  constituée par les  cordons médullaires séparés 

par les  sinus médullaires plus vastes que les  sinus corticaux et dans les- 

quels circule la lymphe qui se  jette ensuite, au niveau du hile, dans le vais- 

seau lymphatique eff érent . 
La structure du ganglion lymphatique du rat  Wistar présente 

un tr$s grand polymorphisme relatif au nombre et  au volurne des centres 

clairs  des follicules lymphoiaes, it la cellularité du cortex et  au volume des 

sinus e t  à l'importance de leurs éléments cellulaires. 

Souvent,, nous retrouvons l'aspect folliculaire. classique 

(figure 1 - A, p? 33). La &one corticale, ,trés cellulaire, apparaît, soit 

comme une masse homogène dans laque& on distirne quelques centres 

clairs, soit divisée en follicules lymphof'des voluminerix, très.  jointifs, cons- 

titués d'une épaisse couroqne sombre, peuplée, de lymphocytes adultes de 

8 it 10 de diamètre. Elle ne comporte que de t r è s  r a res  élements reticu- 

laires, plus volumineux e t  plus pales. La région centrale du follicule, plus 

claire, est constituée par une population cellulaire plus hétérogène, oii 



veinule post-capillaire 'follicule primaire 
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dominent le's cellules réticulaires dont la taille varie de 1 2  à 18 Ces cel- 

lules possèdent un noyau central dont le contour régulier paraît toujours bien 

dessiné, et  un ou deux nucléoles visibles. Le cytoplasme, assez abondant e t  

t r è s  faiblement coloré, a des contours irréguliers et  peu nets. Cependant, 

ces  éléments présentent des  variations de taille e t  de forme assez importan- 

tes  : certains, plus allongés, peuvent Atre interprétés comme des cellules 

de type histiocytaire, tandis que d'autres ont un cytoplasme t r e s  osmiophile 

et  homog6ne. En outre, nous constatons la présence de cellules en mitose, 

d'éléments arrondis à noyau volumineux e t  t rès  coloré, correspondant aux 

cellules lymphofdes immatures, de corps arrondis t rès  basophiles, de 2 à 

3 )r,apparemment libres entre les  cellules, plus rarement inclus dans un cy- 

toplasme e t  présentant tous les  caractères de corps tingibles . 

La zone médullaire, constituée par de larges cordons cellulaires anastomo- 

s é s  qui entrent en contact avec les  formations de la corticale qu'ils prolon- 

gent vers  la région centrale du ganglion, est  constituée de types cellulaires 

hétérogènes e t  renferme, outre ceux présents dans les  follicules, des  Alé- 

ment s plasmocytaires parfois volumineux et  des polynucléaires beaucoup 

plus ra res ,  

D'autres aspects sont parfois observés e t  concernent : 

. la réduction ou la disparition complète de l'architecture folliculaire 

(figure 1 - B). Le ganglion est  alors entièrement constitué par une pulpe à 

disposition cordonale, dont les  travées souvent t r&s  épaisses deviennent con- 

fluentes à la périphérie du ganglion. Il n'apparaît aucune différence entre la 

corticale et  la médullaire, en dehors de la présence éventuelle de quelques 

t r è s  r a res  centres clairs de petite taille. 

l'augmentation diffuse de la cellularité du ganglion (figure 1 - C). Dans ce 

cas, à l'image précédente s'ajoute une augmentation des éléments l ibres des 

sinus. 

. la réduction de la corticale (figure 1 - D). Celle-ci peut en effet s t r e  ré- 

duite à une bande sous-capsulaire étroite e t  homogène, le reste du ganglion 



étant occupé par des cordons séparés les  uns des autres par des sinus t rès  

dilat 6s. 

les~modifications des  sinus (figure 1- E). Les sinus peuvent se dilater for- 

tement ou, au contraire, devenir difficilement visibles. Dans ce dernier cas, 

la pulpe, t r è s  abondante, entrahie un collapsus des sinus (figure 1 - FI) et 

l'abondance des éléments circulants contribue également à réduire la lumiè- 

r e  du sinus (figure 1 - F2). Parfois, cette réduction de la lumière e s t  sim- 
. plement due 2 lbugpentation des éléments libres, constitués essentielle- 

ment de Iymphocytes adultes e t  de cellules reticulaires libérées, montrant 

une activité rnacrophagique notable et  prenant l'aspect d'higtiocytes, A 

l'état normal, cette phagocytose es t  en rapport avec la prdsence d'éléments 

sanguins dans les  sinus et en particulier avec la lyse des hématies. 

2.2 - Etude cytologique -- 

L'adénogramme, établi à la suite d'examens des ganglions in- ----------- 
mi illaires de 10  animaux, montre que ces  ganglions renferment : 

(figure II, p. 36) 

94 p. 100 de petits lymphocytes 

3 p. 100 de moyens lymphocytes 

1 p. 100 de lymphoblastes 

$1, 5p. 100 de ch.lules réticulaires 

0, 2 p. 100 de polynucléaires neutrophiles 

O, 1 p. 100 de polynu éosinophile s 

O, 2p. 100 de &ait0 

Le nombre de,s cellules reticulaires paraît Pius réduit par comparaison avec 
:O p : ' .  a > es images obseqxees sqr  pp&mrations histologiques et  cec i  tient au  fait que 

les  techniques d'empreinte e t  de frottis libèrent difficilement les cellules 

réticulaires, souvent adjacentes au réseau f ibrillaire . 
Le ganglion es t  donc constitué essentiellement de cellules lymphof'des (98 %), 
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représentées en majorité par les  petits lymphocytes. 

L'utilisation de q_uelgues colorations histochimiques permet de ----------- - ----------------- -- 
constater une t r è s  forte affinité des lymphocytes B la réaction de Feulgen, 

traduisant la présence d'ADN. La coloration au vert de méthyle-pyronine 

ne colore pas le nucléole et  donne au noyau une teinte verte diffuse. La colo- 

ration au Soudan ne révèle aucun lipide, de mAme la réaction au P. A. S. de - 
meure négative. 

L'examen sur le vivant, au microscope B contraste de phase, ---------------- 
B 37" C, montre que les  lymphocytes sont surtout caractéristiques par leur 

noyau dont la chromatine se  dépose en flocons réguliers. Après légère 

compression, il est  possible d'observer 10 B 20 mitochondries par cellule. 

Les lymphocytes t r è s  mobiles s e  déforment beaucoup moins que l e s  poly- 

nucléaires neutrophiles lors  de leurs déplacements. 

La technigue des couEes semi-fines permet d'observer le me - ------ ------- --------- 
me champ, B la fois aux microscopes photonique e t  électronique, mais le 

champ réduit rend difficile l'identification topographique. C 'est en fait la 

densité cellulaire e t  les  types cellulaires observés qui permettent cette iden- 

tification, parfois facilitée par la présence de structures particulières com - 
mes les  vaisseaux cortico-médullaires ou la paroi dvun sinus. 

Suivant les  ganglions observés et dans un meme ganglion, sui- 

vant l e s  plans de coupe examinés, la densité cellulaire et  les  types cellulai- 

r e s  observés apparaissent t r&s  différents, ce qui es t  conforme aux rensei- 

gnements fournis par  l'examen histologf que classique e t  renforce la notion 

que l'adénogramme obtenu par l'examen cytologique n'a qu'une valeur t rès  

relative et  ne peut Atre pr is  en considération que si de multiples prépara- 

tions sont confectionnées, permettant a lors  une appréciation statistique va- 

lable de la population cellulaire. 

Les lymphocytes sont les  éléments l e s  plus nombreux dans la 

pulpe ganglionnaire e t  sont identifiés facilement. Des cellules de taille su- 

périeure B celle des lymphocytes, en présentent toutefois les  principales 



caractéristiques morphologiques et  peuvent etre identifiées comme 616- 

ments lymphocytaires. D'autres éléments nous paraissent correspondre % 

des cellules lymphofaes jeunes. En effet, ils sont parfois plus volumineux 

que les  grands lymphocytes et  présentent un noyau assez clair  5 chromatine 

peu dense, surtout marginale, et un cytoplasme pale, plus abondant que ce- 

lui des lymphocytes. 

Les  cellules réticulaires se  reconnaissent facilement par  leur 

diamètre et par les  prolongements cytoplasmiques tourmentés, souvent par - 
semés de microvacuoles. Elles présentent des modifications morphologi- 

ques considérables r aplaties et  t r è s  allongées lorsqutelles bordent un sinus, 

plus globuleuses dans la pulpe ganglionnaire e t  plus volumineuses e t  plus 

irréguli5res lorsqu'elles sont libres dans les  sinus. Dans cette dernière lo- 

calisation, leur cytoplasme se  vacuolise et elles subissent souvent une lyse 

totale. 

Les polynucléaires et  l e s  plasmocytes rarement observés sur  

des coupes semi-fines de ganglion normal, ne peuvent Atre décrits de façon 

valable dans ce  matériel. 

3 - Microscopie électronique 

Nous décrirons successivement ltultrastructure de la capsule, 

du réticulum e t  des éléments cellulaires de la pulpe et de la lumière des si- 

nus. 

3.1 - La capsule du ganglion .................... 

La capsule est  constituee d'une matrice dans laquelle baignent 

des cellules e t  des fibres de nature variée (Pl 3) . 
Les cellules l e s  plus fréquemment rencontrées sont les fibro- 

blastes qui s e  présentent sous deux Atats physiologiques diff érent S. Sur ce r  - 
talnes images, ils ont l'aspect d'une cellule au repos, n'ayant plus de r6le 



dans la formation du collagène : c'est le fibrocyte. Sur d'autres, c e  sont des  

cellules actives, responsables de la formation du collagène : c'est la cellule 

f ibrobla stique typique. 

Les  fibroblastes e t  l e s  fibrocytes sont des  cellules fusiformes 

dont le noyau allongé, tourmenté, possède une chromatine marginale ; le 

nucléole es t  rarement visible. Le cytoplasme, surtout abondant aux pôles du 

noyau, es t  t r è s  opaque aux électrons chez le  fibrocyte. Par contre, dans l e s  

fibroblastes, l e s  différents organites sont aisément discernables. Ils sont 

constitués en particulier par des  lamelles ergastoplasrniques dont la lumiè- 

r e  es t  souvent occupée par un matériel floconneux, précurseur des  éléments 

fibrillaires du tissu conjonctif ; quelques tubules de 150 A de large e t  quel- 

ques fibrilles de 40 A de large traversent la matrice cytoplasmique. La 

membrane plasmique du fibroblaste, souvent nettement visible, se présente 

en certains endroits de façon moins définie ; elle es t  le siège d'une pinocy- 

tose active sur  toutes s e s  faces (Pl 4 - fig a), 

Le fibrocyte es t  une cellule déshydratée, au repos fonctionnel, 

dont le rôle essentiel es t  de maintenir en place l e s  différents éléments du 

tissu conjonctif. Le fibroblaste au contraire, es t  une cellule t r è s  active, 

lieu de synthèse protéique intense e t  d'échanges de liquide et  de substances 

avec le milieu extra-cellulaire. 

La capsule renferme en petit nombre des cellules isolees, 

ovofdes, volumineuses, pouvant atteindre 10  dans leur plus grand axe. 

Ces cellules sont des mastocytes que nous avons également observes dans 

la lumière des  sinus. Le cytoplasme est  envahi par des  granules sphériques 

qui écrasent tous l e s  organites cytoplasmiques qui sont présents mais  diffi- 

ciles il distinguer. En général, les  granules ont un diamètre de O, 4 5 O, 7 p 
mais certains d'entre eux atteignent 1 , 3  /L de diamètre. T r è s  opaques aux 

électrons, ils sont constitués d'une multitude de petits grains t r è s  osmiophi- 

les  e t  leur membrane limitante n'est visible qu'en de r a r e s  endroits. I ls  dé- 

forment le noyau dont le diamètre moyen es t  de 3 /L et  distendent la membra- 

ne plasmique qui, finissant par se  rompre, permet ainsi la libération de 

quelques granules. Les  granules libérés sont dépourvus de membrane et les 



petits grains qui les  constituent s e  dispersent dans la matrice conjonctive 

(Pl 4 - fig b), 

En outre, le tissu conjonctif de la capsule renferme des  lympho- 

cytes, des leucocytes polynucléaires et des cellules réticulaires mais ces  

éléments, trop rarement rencontrés, ne peuvent ici faire l'objet d'une des- 

cription valable. 

Les éléments f ibrillaires extra-cellulaires de la capsule sont 

constitués par les fibres de collagène, les  fibres élastiques et les fibrilles. 

Les fibres de collagène, les  plus nombreuses, sont groupées 

en faisceaux disposés sans ordre, sauf au niveau du sinus sous-capsulaire 

(Pl 3) et  des travées. Classiquement, ces  fibres mesurent 400 A de large 

e t  présentent une striation transversale régulière dont la périodicité est  de 

650 A . Parfois, les  faisceaux de collagène sont perpendiculaires à la surfa- 

ce cellulaire dPun fibroblaste, ce qui est en faveur de la formation du colla- 

gène par le fibroblaste par assemblage des fibrilles ou par polymérisation 

de substances d'abord synthétisées dans l'ergastoplasme de cette cellule. 

Les fibres élastiques, peu nombreuses, homogènes, se pré- 

sentent sous lhspect de rubans mal délimités. 

Les fibrilles, t r è s  ténues, enchevetrées, paraissent dépour- 

vues de striation, A proximité des fibroblastes, elles s'ordonnent en fais- 

ceaux parallèles ou perpendiculaires % la surface de la cellule. 

La matrice, peu visible par les  techniques microscopiques 

employées, paraît constituée d'une substance floconneuse traversée par  les  

cellules e t  l e s  fibres de la capsule, cette substance semble se  retrouver 

dans certaines vésicules de pinocytose des fibroblastes. 

En outre, le tissu conjonctif de la capsule es t  traversé par de 

nombreux capillaires artériels dont l'ultrastructure, analogue % celle des 

capillaires du parenchyme lymphoïde, se ra  décrite et  illustrée en fin de 



chapitre, lors  de l'étude des voies sanguines intra-ganglionnaires . 

Rarement, nous rencontrons des fibres nerveuses my6liniques 

ou amyéliniques, 

3.2 - Barrière séparant le sinus sous-capsulaire et  la capsule (figure IïI - --------------------------*------------------------ 

Page 42) a , - 

Cette barrière endothéliale est  surmontée par des fibroblastes 

disposés en plusieurs couches incomplètes, séparées par des éléments f i -  

brillaires enchevêtrés. Les longs prolongements cytoplasmiques des  cellules 

fibroblastiquek suivent les  ondulations de la barrière endothéliale (Pl 3). 

$ 

La couche endotheliale est  étroite (O, 1 fr ), sauf au niveau du 
. . 
noyâh des ceHiiles (2$5 Jr ) . 

* .  . , ,. ' . i  

Dâns se4 grandesL lignes, 1"ltrastructure des cellyles endothé- 

liales rappelle celle des fibroblastes de la capsule. Toutefois, le nucléole 

est bien développé, tandis que les  sacs ergastoplasrniques sont peu nombreux 

et  courts, Les fibrilles sont absentes ou, exceptionnellement, réunies en 

faisceaux. La pinocytose est  spectaculaire au niveau des fins prolongements 

cytoplasmiques ; elle est  le signe dféchanges constants de substance entre 

le tissu conjonctif, la lymphe d e r e n t e  e t  l e s  cellules endothéliales. 

La membrane de la face capsulaire est  surmontée 

d'une couche opaque, de largeur régulière (200 A ), mais discontinue, sug- 

gerant la présence d'une membrane basale incomplète de même aspect que 
a 1 , .  

la substance floconneus< de la matrice. 
, - 

La jonction entve idbu% cellules endothéliales voisines s e  fait 

par recouvrement. Il n'y a pas de desmosomes, L'espace intercellulaire au 

niveau de la jonction est  inferieur 200 A . Nous pouvons donc admettre 

qu'une barrière endothéliale continue sépare la capsule de la lymphe. 





3.3 - La paroi des  sinus --- ------------- 

La paroi des sinus est constituée de 3 couches superposées. 

La couche adjacente la lumière des sinus est constituée de cellules littora- 

les  ou cellules réticulo-endothéliales ou cellules réticulaires, tandis que la 

couche médiane, fibreuse, es t  appelée espace périsinusal. La couche adja- 

cente au parenchyme ganglionnaire est constituée de cellules réticulaires. 

La couche sinusale constitue une barriére continue (figure IV - 
page 44) de cellules allongées d~ultrastructure analogue il celle des cellules 

qui séparent la lymphe afférente de la capsule. Des vacuoles de taille varia- 

ble, & contenu floconneux, s e  rencontrent fréquemment dans le cytoplasme. 

Cette couche sinusale est  déformée par les  cellules de la lymphe qui la heur - 
tent. Elle émet des prolongements cytoplasmiques dans la lurniere du sinus. 

En géneral, l es  travées enserrent un faisceau de fibres de collagène logé 

dans une profonde échancrure de la cellule. En coupe 'transversale, on peut 

voir que le faisceau de fibres est  complètement entouré par le cytoplasme de 

la cellule littorale qui constitue un manchon continu. La pinocytose es t  active 

sur toutes les faces de la cellule. 

Nous n'avons pàs  observé de membrane basale. I 
L'espace sinusal, d'une largeur variant de O, 05 1, 5 /A , es t  I 

occupe par urpe substance amorphe dans laquelle baignent des fibres de colla- 

gène e t  des fibrjllles. La quantité dTél6ments fibrillaires est  variable, Il arri- 

ve qu' i 1s fassent d6faut en certains endroits, L'espace périvasculaire e s t  I 
alorlt occupb par  ,une substance homogène peu dense aux electrons. I 
Cette couche fibrillaire es t  séparée de la lumière sinusale par la barr ière  

continue des cellules littorales mais es t  en communi cation avec les f ollicu- 

les  lymphatiques par les  nombreuses fenetres de la troisiAme couche de la 

paroi sinusale. 

Les cellules réticulaires proches du tissu lymphoi'de sont Sem- 

blables aux cellules littorales. Tbutefois, leur cytoplasme renferme moins 





de vacuoles. De plus, cette couche es t  manifestement discontinue ; l e s  cel- 

lules voisines sont séparées par des espaces de plusieurs )L de large, par- 

fois obstrués par le cytoplasme d'une cellule lymphoi'de. Les  vastes fenêtres 

de cette couche expliquent la présence de fibres de collagène non accompa- 

gnées de cellules réticulaires entre l e s  différentes cellules du parenchyme 

ganglionnaire. 

3.4 - Les cellules réticulaires à differenciation phagocytaire : ...................................... -- -- ----- 

Parmi les  cellules phagocytaires, nous distinguons l e s  cellu- 

l e s  fixées, adjacenteg aux fibres constituant les  parois des sinus, les macro- 

phages qui s'infiltrent ent,re ': . l e s  cellules lymphoïdes du cortex et  l e s  histio- . , 

cytes libres dans les  sinus. 

Les cellules htkculaiies fixees viennent d'etre decrites. Dans 

un ganglion normal, elles ne paraissent pas le siège d'une phagocytose in- 
tense,$ Le peu d'importancse de  ce phénomene ne permet. pas dtobaerver de 

différences entre les  cellules qui constituent les  differentes couches des pa- 

rois  sinusaies. 

Les macrophages de la pulpe ganglionnaire sont des cellules 

d'un diamètre élevé (supérieur Z 12 ) mais qui; en raison de leur forme 

t r è s  irrégulière et  des nombreux lobes cyteplasrniques qui s'insinuent entre 

l e s  cellules voisines, sont difficiles &-mesurer *avec précision (figure V - 
page 46). Ce sont des cellules claires, for'tement hydratées, dont la mem- 

brane plasmique n'est pas partout visible et  dont le cybplasme renferme 
souvent des corps d'inclusion d'origine diverse e t  correspondant aux corps 

tingibles des histologistes. Certains, t r è s  opaques aux électrons, résultent 
de la dégradation d'hématies. Lorsque la lyse des hématies est  accentuee, 

le corps d'inclusion devient plus héterogène ; il renferme des zones très 

sombres tandis que d'autres paraissent vides. D'autres, de grande taille, 

sont constitues par une cellule entière, plus ou moins lysée, dans laquelle 

on reconnaft souvent un lymphocyte par le diamètre e t  l'opacité du noyau. 





Dans certains cas  cependant, la nature de la cellule phagocytée n'est plus 

reconnaissable, La membrane de la vacuole de digestion est  étroitement ac- 

colée à la membrane de la cellule phagocytée qui présente des interruptions 

par endroits, 

Les histiocytes ou macrophages libres des sinus ont une mem- 

brane plasmique toujours nette. Leur cytoplasme, t r è s  riche en lysosomes, 

renferme surtout des débris hématiques . Les histiocytes sinusaux présen- 

tent une opacité générale du cytoplasme e t  du noyau beaucoup plus importan- 

te que chez l e s  macrophages tissulaires. Ils seront décrits plus en détails 

dans la troisième partie de ce travail. 

Nous résumons dans le tableau114 page 48, l e s  caract6res es- 

sentiels de ces  trois types de cellules ayant en commun le pouvoir de phago- 

cyter. 

3 .5  - Les cellules réticulaires ...................... 

Le cortex du ganglion lymphatique renferme quelques cellules 

volumineuses caractérisées par un cytoplasme peu abondant (2 de largeur) 

t r è s  riche en ribosomes. Les vastes dilatations de l'espace périnucléaire 

sont des signes de souffrance cellulaire (Pl 5), mais ce sont les  seules cel- 

lules dont lTultrastructure rappelle celle des cellules réticulaires indifféren- 

ciées decrites par BERNHARD et LEPLUS (1955). Toutefois, en raison de 

la présence du nucléole, nous ne pensons pas avoir décrit la cellule réticu- 

laire dormante, mais plutat une cellule réticulaire déjà orientee ve r s  une 

activité de synthèse. 

3.6 - Les éléments lymphocytaires (Pl 6) .......................... 

Ils regroupent des cellules de deux types, dtultrastructure voi- 

sine : les  lymphocytes et les lymphoblastes, que l'on rencontre dans l e s  





follicules lymphatiques, Les lymphocytes sont présents également, 

en moins grand nombre, dans l e s  cordons médullaires e t  les  sinus, 

Ainsi qu'il es t  bien connu, le noyau des lymphocytes possède 

une chromatine abondante, entourant un nucléole de petite taille (Pl 3). Cer- 

taines incidences de coupes montrent que ce noyau sphérique possède une 

incisure profonde et  étroite occupée par de llhyaloplasme et des ribosomes. 

Parmi l e s  organites cytoplasmiques habituels, seuls l e s  ribosomes libres 

sont nombreux. Les corps multivésiculaires et  les  microvésicules qui les  

constituent, ont une matrice peu opaque aux électrons e t  une paroi trilarnel- 

laire. Nous avons retrouvé, dans certains lymphocytes, des granules azu- 

rophiles ou lysosomes, homogènes ou non, Nous avons également observé 

des grains mixtes possédant % la fois des caractères de grains azurophiles 

et des caractères de corps multivt5siculaires. 

Certains lymphocytes possèdent des altérations allant de la 

simple dégénérescence my élinique d'une mitochondrie, B la nec rose coagu- 

lative caractérisee par l'aspect croQtelleux de la chromatine, en passant 

par des  dilatations plus ou moins étendues de l'espace perinucléaire. Dans 

certains cas  extrêmes, le noyau semble flotter dans cet espace e t  n'est rat- 

taché au cytoplasme que par quelques filaments ténus (figure VI, p, 50), 

Les lymphoblastes sont des cellules ovalaires, plus grandes 

et  moins opaques aux t5lectrons que l e s  lymphocytes, mais renferment l e s  

memes organites cellulaires que ces  derniers (Pl 6). 

3.7 - Les éléments plasmocytaires .......................... 

Ces éléments sont peu nombreux dans les  ganglions normaux. 

Cependant, chez certains animaux, nous avons observé une prolifération 

plasmocytaire importante, résultant d'une stimulation antigénique étrangère 

% notre expérimentation. Nous présenterons une étude détaillée de ces  616- 

ments dans la deuxième partie de nos travaux. 



Figure M 

Alterations des lymphocytes 

1 : Dilatation (D) localisee de l'espace perinucleaire dtun lymphocyte 

par ailleurs non alter 6. 

II : Dilatation de tout 1' espace perinucleaire . Le noyau, crodtelle 

n'est rattache au cytoplasme que par des filaments tenus ( 

III : Lymphocyte non alter4 renfermant, toutefois, une figure myeliliique 

(-1 



3-8 - Les  leucocytes polynucléaires 
- - - - m m - - - - - - - - - -  ---------- 

Ils se rencontrent en petit nombre dans les  ganglions lymphati- 

ques dqanimaux sains. 

Les polynucléaires éosinophiles sont parfois présents dans le 

cortex des follicules 1ymphoi"des et  dans les  sinus ; ils se caractérisent par 

leur noyau trilobé e t  leur cytoplasme abondant qui renferme, outre l e s  or- 

ganites classiques, des granules particuliers. Ces granules, de forme ova- 

laire, limités par une membrane, ont une matrice modérement opaque aux 

électrons, traversée, dans le grand axe du granule, par un matériel angu- 

leux, homogène, d'allure cristallorde . 
Les r a r e s  éosinophiles que nous avons rencontrés ne nous ont 

pas permis une étude détaillee de ce cristal et nous n'avons pas observé la 

structure lamellaire décrite par BRETON-GORIUS (1966) dans l e s  eosino- 

philes du sang de femme. Nous n'avons observé aucun signe de phagocytose 

bien que ces  granules soient assimilés aux lysosomes e t  qu'ils renferment 

les enzymes hydrolytiques nécessaires à la digestion du matériel phagocyté. 

Les polynucléaires neutrophiles, de meme localisation que l e s  

precédents, se  caractérisent par un noyau multilobé (3 ou 4 lobes), par  des 

particules de glycogène, dispersées dans le cytoplasme ou groupées à. la 

péripherie d'inclusions d'allure lipidique, e t  par des granules qui occupent 

tout le cytoplasme. D'un diamètre moyen de O, 1 à 0, 5 , ces granules sont 

peu opaques et  limités par une membrane. Ils possèdent un nucléofae cen- 

tral, de structure en apparence lamellaire, 

Les polynucléaires basophiles n'ont pas été rencontrés dans 

notre matériel. 

3.9 - Les voies sanguines intra-ganglionnaires ..................................... 

Les capillaires artériels ont une paroi continue, constituée de ----------------- 



cellules endothéliales de O, 14 à 2 , l  dPépaisseur, surmontée d k n e  membra- 

ne basale t r è s  mince, d'une couche discontinue de cellules adventicielles et  

dvun manchon conjonctif (Pl 7 - fige a). 

Le noyau des cellules endothéliales fait saillie dans la lumière 

du vaisseau, Le cytoplasme renferme des corps osmiophiles de 0,3 de dia- 

mètre et  correspondant à un matériel phagocyté. 

La continuité de l'endothélium interdit tout cheminement de cel- 

lules entre le sang et  lkspace extravasculaire ; en effet, la jonction entre 

deux cellules voisines se  fait par recouvrement plus ou moins compliqué, 

consolidé par des joncti ons intermédiaires. De plus, l'espace intercellulaire 

es t  toujours inférieur à 100 A . 

Les veinules post-capillaires ont attiré notre attention en rai- .................... 
suri du rale qui leur a parfois été attribué dans l'induction de la réponse im- 

munitaire. Elles possèdent un endothélium constitué de cellules hautes, cu- 

biques, assemblées par des desmosome s e t  des jonctions intermédiaires, 

dont le  noyau est  t r è s  tourmenté et  dont le  cytoplasme renferme un ergasto- 

plasme bien développé. La présence de lysosomes e t  de phagosomes indique 

que ces  cellules phagocytent. 

La paroi de ces  veinules renferme des lymphocytes t r & s  petits 

qui déforment les  cellules endothéliales, celles-ci gardant toutefois une 

membrane plasmique intacte. Sur certaines images, le petit lymphocyte se  

trouve dans une cellule endothéliale et  non pas dans l'espace entre les cellu- 

les. Mais, dans tous l e s  cas, un espace clair sépare la cellule lymphoiae 

de la cellule endothéliale ; il n'y a pas contact étroit (Pl 7 - Fig b e t  c), 

Lorsque le petit lymphol'de migrant est  tr$s proche de la membrane basale 

de la veinule, nous observons une fragmentation de la mince couche de cyto- 

plasme de la cellule endothéliale et de la membrane basale sous-jacente, 

permettant ainsi une communication entre la couche conjonctive et  l'espace 

qui entoure le petit lymphocyte ; parfois, le petit lymphocyte émet quelques 

microvillosités qui paraissent rejoindre la membrane de la cellule endothé- 

liale (Pl 8 - Fig a et  b), 



Les  artérioles ont une paroi épaisse constituée de cellules en- ---------- 
dothéliales hautes faisant saillie dans la lumière du vaisseau qui est etoilée, 

d'une membrane basale épaisse (0, 3 ga ) et d'une couche de cellules muscu- 

laire S. 

II - DISCUSSION DES RESULTATS 

L'étude mfcroscopique sy stématique de nombreux ganglions 

de rats Wistar, présumés sains, nous a permis de constituer une image 

précise de ce qui sera notre matériel expérimental de base, ce qui est  in- 

dispensable en raison des données peu concordantes de la littérature. 

L'étude ultrastructurale détaillée des différents types cellulai- 

res du ganglion normal doit nous permettre de différencier les  modifications 

produites par les  produits étrangers que nous nous sommes proposé d'in- 

jecter aux rats e t  que nous prévoyons discrètes, des  variations provoquées 

par des  influences externes indépendantes de notre expérimentation. 

1 - En accord avec CLARK (1962), nous observons que l e s  $LQrJiles_&ella_ 

capsule ne présentent pas de striation transversale, Celle -ci, toutefois, -- ---- 
est  signalée dans un matériel conjonctif, non ganglionnaire (fibroblastes de 

lapin en culture et  derme d k n  enfant nouveau-ne) (HAUST, MORE, 1966). 

2 - En accord avec FERNANDO et  MOVAT (1963), nous constatons que la 

matrice des granules des  mastocytes est constituée d'une multitude de pe- 
------------hm-------- 

tits grains opaques. Mais, contrairement & ces auteurs, nous avons, comme 

COMBS (1 971), observé une membrane limitant chaque granule. 

Bien que décrits pour la première fois par EHRLICH, en 1877, qui leur a 

donné le nom de 'WASTZELLEN", l'ultrastructure des mastocytes est 



assez mal connue, en raison de la fragilité des granules aux techniques de 

préparation des spécimens, D'une façon générale, dans les  ganglions, la 

matrice des granules est  homogène ou f i  lamenteuse (BERNHARD, LEPLUS, 

1965) e t  contrairement aux mastocytes de la peau humaine (FEDORKO, 

HIRSC H, 1 965), ne présente jamais un arrangement cristallin en nids d'a- 

beilles ou en bandes. 

Notre matériel nous a permis d'observer l'extrusion des granules, mais pas 

leur synthgse in si tu.  En effet, nous n'avons pas observé de mastocytes 

immatures, renfermant peu de granules (FERNANDO, MOVAT, 1963) ni, 

comme l'a fait COMBS (1971) dans des mastocytes en culture, l'apparition 

de granules au niveau de l'appareil de Golgi. 

3 - Nous avons retrouvé la structure lamellaire des granules des leucocytes .............................................. 
polynucléaires. La faible proportion de cellules de ce type, dans un gan- 

glion "normal", en fait un matériel peu intéressant pour leur étude. De plus, 

l'aspect des granules varie en fonction du mode de fixation employé. En 

effet, BRETON-GORlUS (1966) a étudié l'influence de la concentration du 

glutaraldehyde et  de l'acide osmique sur la bonne pr éservation des cristaux. 

Cet auteur obtient une structure satisfaisante apr&s une fixation de 5 mn à 

4" C, dans le glutaraldehyde (à 0, 5 p. 100 dans un tampon phosphate de pH 

7,4) suivie, sans lavage, d'une fixation osmique de 30 mn (solution à 1 p. 

100). Ce mode de fixation diffgre beaucoup de la fixation de routine que nous 

avons employ ée . 

4 - Nous n'avons pu illustrer exactement la cellule réticulaire indifféren- ------------------- 
ci& de HAN (1961) ou la cellule réticulaire primitive de MOE (1964) et  de 

BERNHARD et LEPLUS (1 965). Nous n'avons observé que des types cellu- 

laires voisins mais, néanmoins, un peu diff érents. 

Notre résultat es t  en accord avec ceux obtenus par BAIRATI - et al (1964), à 

la suite d'études sur  les ganglions de divers animaux, par BROOKS et 

SIEGEL (1 966) après  une étude des ganglions humains, et  par MOVAT et 
FERNANDO qui n'ont pas observé de cellule réticulaire primitive dans les 



ganglions de lapin normal (1964) ni dans ceux de lapins stimules par un anti- 

gène (1965). 

P a r  contre, nous avons identifié facilement la cellule réticulaire mature, 

souvent associée aux fibres. 

5 - L'ultrastructure des lymphocytes est, dans son ensemble, semblable B ------------------- -- --- --- 
celle décrite par GRANBOULAN (1960). Cependant, nous n'avons pas obser- 

vé de mitochondries en contact avec la membrane nucléaire, ni de mitochon- 

drie engagée dans une échancrure du noyau. Comme HAN (1961), nous avons 

observe des corps multivésiculaires B paroi trilamellaire dont la présence 

dans le  cytoplasme de telles cellules a &té décrite pour la première fois par 

LOW (1958 - 1960). 

Les lymphocytes ont tous les  caractères d'une cellule dont l'évolution es t  

terminée. Cependant, 1' étude ultrastructurale, montrant un ADN nucleaire 

abondant et  un cytoplasme riche en ribosomes libres, es t  plutet en accord 

avec l'immaturité qu'avec la senilité (GRANBOULAN, 1960). L'hypothèse 

de YOFFEY e t  COURTICE (1956), suivant laquelle le petit lymphocyte es t  

une cellule mésenchymateuse au repos, dont la petite taille permet une mobi- 

lisation et  un transport facile en réponse B des stimulus antigéniques, expli- 

que ces  particularités ultrastructurales. D'ailleurs, les  observations récen- 

tes, sur les animaux en réponse immunitaire, permettent de penser que l e s  

petits lymphocytes peuvent revenir % l'état actif e t  s e  différencier en d'autres 

types cellulaires producteurs d'anticorps. 

6 - En accord avec DRINKER - et al (1 933), seule la_ p_a.@J-nfnfgie~~~~ 

sous-calsulaire _ _ _ _ _ _  __-_-- possède des perforations nettes. Les autres parois sinusa- 

l e s  présentent des interruptions de leur couche réticulaire tandis que la cou- 

che littorale, constituée de cellules accolées, peut, peut-Atre de façon tran- 

sitoire, libérer des fentes. En effet, l es  jonctions entre l e s  cellules de la 

couche littorale ne sont pas consolidées par des desmosomes et laissent B 

l'état normal un espace t r è s  étroit (inf érieur & 200 A ) entre deux cellules 

voisines. Un élargissement temporaire de ces  fentes peut permettre la 



traversée de la paroi sinusale dans un sens ou dans l'autre. Cette traversée 

est  facilitée par la faible quantité dl éléments fibrillaires dans l'espace péri- 

sinusal, MOE (1960, 1963) a réussi à surprendre ce phénomène dans des 

ganglions de souris et a pu observer la présence, ra re  il e s t  vrai, de fenê- 

t r e s  de largeur variable (O, 1 à. 1 )r ) entre deux cellules littorales successi- 

ves, Pour cet auteur, ces  perforations font que la couche fibrillaire n'est 

pas totalement isolée des  compartiments cellulaires mals, au contraire, tra- 

versée par l e s  cellules lymphoïdes se déplaçant entre la lymphe et  le paren- 

chyme ganglionnaire. 

Dans notre matériel, il n'y a pas de membrane basale continue au niveau des 

parois sinusales (FRESEN, WE L L E N S 1 E K, 1958 - 1959) mais parfois 

une membrane délicate et  incomplète limite le réticulum (SORENSON, 1960). 

Les fibres réticulaires des parois sinusales e t  les fibres de 

collagsne de la capsule possèdent la même striation transversale. Il n'y a 

plus lieu de parler de rétîculine e t  de collagène. Cette classification avait 

été établie par les  histologistes qui avaient constaté qye la réaction à l'ar- 

gent, violemment positive sur la réticuline, était moins marquée dans la 

capsule. Le microscope électronique montrant une même périodicité pour l e s  

fibres argentophiles et  l e s  fibres de collagène, une séparation entre elles 

est  arbitraire (SORENSON, 1960 ; BAIRATTI e t  al, 1964). 

7 - En accord avec MORI (1966), nous constatons que ltAtude ultrastructura- 

le  ne permet pas de diff érencier les  cellules des  parois sinusales, des  cel- 

lules de l'endothélium des capillaires artériels, En effet, à l%tat normal, 

el les ne présentent pas d'activité phagocytaire plus marquée. 

8 - L'observation des veinules post-capillaires nous a montré, chez l e  rat, 
la rareté  des dédoublements externes de la basale, observés par 

POLICARD et  al (1 962 a), 

Dans notre materiel, la voie de migration des petits lymphocytes est intra- 

cellulaire. Les  lymphocytes semblent traverser la paroi du vaisseau par 



pénétration de la cellule endothéliale (MARCHESI, GOWANS, 1964 ; 

SCHOEFL, 1970) et non pas par migration entre les cellules endothéliales 

qu'ils déformeraient (SUGIMURA e t  a l  ; NOPAJAROONSRI et  al, 1971 ; 

SCHOEFL, 1972). La complexité de la migration des  petits lymphocytes se 

retrouve dans le cas  de substances inertes repérables. En effet, si pour ces  

dernières, la voie principale est située au niveau des  espaces intercellulai- 

r e s  qui séparent les cellules endothéliales des vaisseaux intraganglionnaires 

(KARNOWSKY, 1967), dans certaines conditions expérimentales, l iées à la 

nature méme de la substance et  à son mode d'injection, la migration peut 

se réaliser par pinocytose intracellulaire (MIKATA, NIKI, 1 97 1). 

Nous n'avons pu déterminer le sens de migration des  lympho- 

cytes, à la suite de nos observations d'un matériel fixé. Pour GOWANS e t  

KNIGHT (1964), les lymphocytes migrent du sang ve r s  le tissu lymphoïde. 

Mais SAINTE-MARIE - et al (1967) constatant une augmentation du nombre 

des lymphocytes dans le sang veineux, pensent que les petits lymphocytes 

pénètrent dans la circulation veineuse e t  quittent donc le ganglion lymphati- 

que. 

III - CONCLUSIONS DE LA PREMIERE PARTIE 

1 - L'étude morphologique du ganglion lymphatique de rat Wistar "sain" 

souligne le grand polymorphisme de cet organe qui reflète, de toute évidence, 

des  activités diver sement orientées au moment de l'examen. Cette diver sité, 

connue dans le ganglion humain, est plus importante chez le rat. Notre cons- 

tatation est conforme % ce qui a été signalé par divers auteurs et GILLMAN 

et GILLMAN (1952) en particulier, qui ont décrit neuf types de ganglions 

lymphatiques chez le rat sain. Nous avons pu vérifier cette notion sans tou- 

tefois retrouver une variété aussi grande et aussi nettement délimitée. Ces  

faits doivent é t re  pr is  en considération dans l'interprétation des lésions que 

nous observerons chez le rat à la suite d'interventions expérimentales di- 

verses.  



2 - L'etude microscopique systematique dvun grand nombre de ganglions 

presumés sains nous a permis de retrouver et  de confirmer les  particulari- 

tés  ultrastructurales des divers types cellulaires ganglionnaires, de consta- 

t e r  la penetration des petits lymphocytes dans le cytoplasme des cellules 

endothelfales des veinules post-capillaires, ce qui apporte un argument en 

faveur de la migration des petits lymphocytes par voie intracellulaire e t  

non pas intercellulaire. 



DEUXIEME PARTIE 

LE GANGLION LYMPHATIQUE ET LA REACTION IMMUNITAIRE 



INTRODUCTION 

Cette étude a été entreprise en vue de posseder une comais- 

sance détaillée des transformations cytologiques d'un ganglion lymphatique 

pénétré par diverses substances hétérologues e t  d'établir les  rapports exis- 

tant entre l'antigène et  l e s  cellules ganglionnaires. 

P a r  rapport aux travaux des autres auteurs, nous avons consi- 

dérablement écourté le délai séparant l e s  diverses applications de l'antigène 

afin : 

- d'une part, de produire une réaction immunitaire modérée devant nous 

permettre, ultérieurement, des experiences comportant un apport de cellu- 

les néoplasiques, afin d'identifier les  phénomène s de type immunitaire e t  

d'en apprécier l'importance dans les  réactions genérales du ganglion vis- 

à-vis de cette agression particulière, 

- d'autre part, de nous rapprocher du cas  d'un organisme porteur d'un can- 

cer  e t  dont les  ganglions sont atteints à dose réduite et de façon répétée, 

par des substances émises en permanence par la tumeur e t  provenant des 

rdactions physiologiques des cellules tumorales. 



CHAPITRE 1 
-------------- 

REACTIONS CELLULAIRES VIS-A-VIS DE L'INTRODUCTION 

D'ANTIGENES SERIQUES SOLUBLES CHEZ L'ANIMAL NEUF 

1 - PROTOCOLE 

150 rats Wistar sont répartis en 6 sér ies  recevant chacune un 

matériel antigénique soluble différent, constitué, soit par des  protéines sé- 

riques de cheval complètes, soit par des fractions de ces proteines soigneu- 

sement étalonnées sur le  plan biochimique (voir Matériel et Techniques) . 
Les injections sont faites dans les  muscles de la cuisse droite 

des rats .  Chacune d'entre elles renferme 0, 2 g d'antigène dissout au moment 

de l'emploi dans 1 ml de sérum physiologique. 

D'après l e  nombre d'injections reçues, chaque série de 25 

rats est  divisée en 5 groupes. Dans le  premier groupe, les  rats reçoivent 

une seule injection d'antigène. Dans les 2", 3", 4" et 5" groupes, ils reçoi- 

vent respectivement 3, 5, 7 et 10  injections espacees de 3 jours. 

Le sacrifice, par décapitation, a lieu 48 h après  l'injection 

unique et  la dernière des injections multiples. Les ganglions des groupes 

iliaque, inguinal, rénal e t  lombo-aortique, ainsi qu'un échantillon des  prin- 

cipaux organes (foie, rate, reins, poumons, thymus) sont prélevés e t  pré- 

pares  en vue d'un double examen microscopique. 

L'étude photonique es t  réalisée après coloration de routine 01 



lPhémalun éosine et  au safran et, à titre complémentaire, dans certains cas, 

apr&s coloration au PAS e t  imprégnation de la réticuline par la méthode de 

Foot Laidlaw. L'étude cytologique pratiquée sur quelques exemplaires de 

chaque groupe expérimental comporte une color.ation sur  frottis ou sur  em- 

preinte au May GrPfnwald-Giemsa. Les acides nucléiques sont étudiés par la 

coloration de Feulgen modifiée par Parker avec contre-coloration au jaune 

Naphtol-S ; le vert de méthyle-pyronine (méthode de Brachet) a été utilisé 

pour différencier les  ARN des ADN. Les mucopolysaccharides ont été étu- 

diés à l'aide du PAS-vert de méthyle et  du bleu Alcian avec contre-colora- 

tion au Kernechtrot. L'étude des protéines a ét6 faite à l'aide du Fast Green 

(Deitch) et  D. D. B. Ct pH 8, 5, selon BAHR, 

L1 étude électronique est  réalisée après impr égnation classique 

des coupes par l1ac6tate dvuranyle e t  le citrate de Plomb. 

B - RESULTATS 

1 - Macroscopie 

Dans toutes les  sér ies  expérimentales, c le ganglion flia- 

que droit (côté de l'injection) qui présente l e s  principales modifications. Ce 

ganglion est constamment augmente de volume, son grand diamètre est en 

moyenne de 9 mm, celui du ganglion gauche étant de 4 mm (Pl 9). Le gan- 

glion rénal droit apparaft également, de façon constante, le siGge d'une co- 

loration rouge foncé et d'une discrete augmentation de volume. Les autres 

ganglions droits ou gauches sont macroscopiquement normaux. Les  divers 

autres organes ne présentent aucune anomalie, 

2 - Microscopie photonique 

Le ganglion rénal droit apparaft constamment le siège d'une 
4. 



importante résorption sanguine qui rend compte de lkspect macroscopique 

et qui témoigne dvune résorption de l'hémorragie tissulaire du lieu d' injec - 
tion. 

Les modifications essentielles sont toujours observées au ni- 

veau du ganglion iliaque satellite du lieu d'injection et se  retrouvent avec 

l e s  mêmes caractéristiques, quelle que soit la nature de la protéine injectée. 

- Les modifications microsco~ique s déjà nettement visibles 
" - - - - r r - - - r - - . e - - r E - - - - - - C -  -L --- 

après  la 3ème injkktion, sont les  plus i n t e n e s  après la 5ème injection, Leur 

importance diminue apres la 7&me et la 10ème injection. La lésion la plus 

frappante es t  constituée par une hypercellularité considérable de la pulpe et 

des sinus ganglionnaires (Pl 10  et I l ) ,  

La pulpe ganglionnaire présente une densité cellulaire supérieu- 

r e  à la normale. Elle s e  traduit, soit par un épaississement global de la 

corticale e t  des  cordons médullaires (Figure VI1 - p. 63);' soik par un épais- 

sissdlineni.p~^éf4~efitieZ4e~a~fdom m6dullaires avec sédpatlon relative de 

la corticale. Ce6 deux:(sventiialitrést ne dwendant apparemment pas du type 
* de proteine injectéeani du nbmbre des Injections. La structure pulpaire se 

p"1.8selite; mi t  de façon.hoiîasg&ne, soit sous la forme classique, folliculaire 

aveç ckiitres gemih%t'.itf~i 'fmf 1 O ; fig a). . . r 

Les  sinus apparaissent constamment dilatés (Pl 10 ; fig d et  

Pl 11 ; fig b) e t  anormalement riches emdléments cellulaires, Cette cellu- 

lari té est  surtout marquée dans la'c.ar*&. >Sa. densit6;rend parfois diffici- 

le  l'identification des sinus et csntr ius .  k 1 ' ~ r c e l l u l a r i t é  générale du gan- 

glion. , i -- 

- Les ---- @es ------------- cellulaires observés sont des éléments lymphocytai- 

res, en nette prédominance au niveau de la pulpe corticale, et  les  éléments 

habituellement observés dans les  follicules lymphof'de s, lorsque ceux-ci 

existent. On remarque cependant un nombre élevé de mitoses et, au niveau 

des centres germinatifs, d'assez nombreux corps tingibles, en particulier 

dans les  sér ies  ayant reçu 7 ou 10  injections de l'une quelconque des protéi- 

nes, 



cortex diffus ~ 7 d  follicule lympho'ide 
centre germinatif ~m~cordon  médullaire 

O capillaire artériel 



Au niveau des cordons lymphoi'des, en particulier à la jonction 

cortico-médullaire, la cellularité apparaft toujours t rès  intense e t  assez po- 

lymorphe. On y observe des lymphocytes de taille variée, des éléments as- 

sez volumineux et pales de nature réticulaire, des plasmocytes de morpho- 

logie normale et  dont l e  nombre semble nettement maximum à la suite de la 

5ème injection. Les éosinophiles ont ét6 observés dans cette même localisa- 

tion cortico-médullaire, mais en nombre t r è s  restreint e t  non significatif. 

Au niveau des sinus, l e s  éléments les  plus nombreux sont de 

type réticulaire. Ils sont parfois apparemment libres mais, le plus souvent, 

ils semblent reliés au réticulum intrasinusal et ont toujours un volume supé- 

rieur à la normale. C e s  éléments sont associés à des cellules lymphofdes 

e t  à des plasmocytes nombreux, surtout au niveau de la jonction cortico- 

médullaire. 

Les diverses colorations spécifiques utilisées n'ont p a s  permis 

de déceler des perturbations dans la structure générale du ganglion, ni de 

modifications qualitatives fondamentales par rapport à celles faites sur les 

ganglions de ra ts  neufs. 

Il importe de preciser que ces  aspects microscopiques, domi- 

nés par llhypercellularité ganglionnaire, apparaissent sur  tout évidents après 

la 5ème injection. L'appréciation objective de leur intensité demeure t rès  

difficile. Elle apparaît cependant tout à fait indépendante du type de protéine 

injectée, 

- L'étude cytologi~ue, réalis6e sur frottis colorés au May- -------------- - 
Grunwald-Giemsa, a permis l'observation de lymphocytes, moyens lympho- 

cytes, lymphoblastes e t  granulocytes analogues à ceux observés dans lesgan- 

glionsd'animaux sains (Fig II, p. 36), En outre, nous avons frequemment 

rencontré des cellules à cytoplasme basophile abondant, Parmi celles-ci, 

nous distinguons les  plasmoblastes dont le noyau volumineux renferme un 

nucléole étalé ; le cytoplasme non granulaire limite une zone non colo- 

rée, juxtanucléaire, correspondant à l b i r e  golgienne. Les proplasmocytes 



sont des  cellules plus allongees dont le noyau excentré sur frottis apparafi 

central en coupe histologique. Les plasmocytes, cellules triangulaires il 

noyau excentré, possèdent une chromatine grumeleuse. Chez les  animaux 

ayant reçu 5 injections antigéniques, certains plasmocytes renferment des 

granulations cytoplasmiques rouges, sphériques, correspondant aux corps 

de Russell, 

Les adénogrammes montrent que les pourcentages de granulo- 

cytes et de cellules réticulaires demeurent inchangés par rapport aux chif - 
f r e s  obtenus chez des animaux sains. P a r  contre, le  pourcentage de cellules 

lymphordes diminue tandis qu'apparaissent des cellules blastes e t  des plas- 

mocytes. Ces variations atteignent une intensite maximum aprGs 5 ou 7 in- 

jections successives, Les résultats sont regroupés dans le tableau IV ci- 

après a 

Adénogramme obtenu chez des rats immunisés 

' -  

C ellules lymphoi'des VO) 

Cellules blastes %) 

Proplasmocytes 0) Plasmocytes 

Polynucléaires (%) 

Mastocytes (%O) 

Cellules réticulaires (%) 

ra t  sain 

(rappel) 

98 

O 

O ou 
< 1 

0, 3 

0,2 

1,s 

rats immunisés 
nombre df injections 

1 

91 

6 

1 

0,3 

0,2 

1,5 

5 

75 

12 

11 

0,3 

0,2 

1,5 

3 

84 

6 

8 

0,3 

0,2 

1,5 

7 

76 

12 

10  

0,3 

0,2 

1,5 

1 0  

82 

10 
* 

6 
iru. 

0,3 
/ 

O,2 

1,5 



3 - Microscopie électronique du ganglion iliaque droit 

Après une seule stimulation antigénique, le cortex et les sinus ................................. -- 
corticaux de ce ganglion renferment de nombreuses cellules arrondies, de 

9 à 10 p de diamètre, à noyau volumineux et  peu opaque aux électrons, sou- 

vent en mitoses et  analogues aux cellules '%lastes" décrites dans la littéra- 

ture par de nombreux auteurs parmi lesquels MOVAT et FERNANDO (1965). 

Elles sont t r è s  diff érentes des cellules habituellement rencon- 

t rées  dans des ganglions d'animaux non immunisés. En effet, leur noyau pos- 

sède un nucléole hypertrophié mais la chromatine peu abondante est  repar- 

tie en petites masses marginales (Pl 12). Le cytoplasme se caractérise par 

l'abondance des ribosomes et  un appareil de Golgi rudimentaire. Quelques 

cellules possèdent un appareil de Golgi plus étalé et  des lamelles ergasto- 

plasmiques aplaties (Pl 13, fig a e t  b). 

Nous avons constaté, dans notre matériel expérimental, la présence assez 

fréquente de faisceaux longs et flexueux, constitués de fibrilles parallèles 
O 

d'un diamètre moyen de 70 A et possédant une striation transversale nette 

(périodicité : 90 à 9 5 A environ). Les fibrilles sont séparées par un espace 

clair de 40 à 45 A de large (Pl 14). 

Les cellules t rès  riches en ribosomes rappellent les immuno- 

blastes tandis que celles qui, par leur ergastoplasme annoncent la fonction 

sécrétrice des futurs plasmocytes, correspondent aux plasmoblastes, Les 

deux types de cellules sont voisins l'un de l'autre dans le cortex ganglionnai- 

r e  où ils sont entourés de petits lymphocytes dlultrastructure classique et 

de macrophages. 

Après plusieurs stimulations antigéniques tandis que les im - ------------,,,,,,---------------- -,-y 

munoblastes sont peu nombreux, l e s  plasmoblastes se  rencontrent fréquem- 

ment au voisinage des cellules plasmocytoi'des. Ces dernières sont de deux 

types. 

- Dans l'un, si le  noyau, légèrement excentré, ressemble encore à celui 



des cellules "blastes" avec, cependant, un nucléole moins étalé e t  des mas- 

ses  chromatiniennes plus importantes, il n'en est pas de même pour le  cyto- 

plasme qui est envahi par des lamelles ergastoplasmiques aplaties qui en- 

cerclent les  mitochondries (Pl 15, fig a). Les cellules de ce type qui, par 

leur noyau, rappellent les cellules 'blastesl' mais qui par l'abondance de 

l%rgastoplasme font penser aux plasmocytes, correspondent aux proplasmo- 

cytes et  sont encore le siège de mitoses. 

- Dans l'autre, l e s  cellules ovalaires ont un diamètre de 9 à 10 p dans leur 

plus grand axe. Le noyau es t  caractérisé par la petite taille du nucléole et 

l'abondance de la chromatine souvent disposée en "rayons de roue". Le cyto- 

plasme es t  occupé par un réticulum endoplasmique granulaire disposé en la- 

melles parallèles, concentriques au noyau, sauf au niveau de l'aire golgien- 

ne (Pl 15, fig b). Ces cellules sont des plasmocytes typiques ; le  dévelop- 

pement de 19ergastoplasme e t  de l'appareil de Golgi est  lié à leur activité 

sécr étrice. 

Les sacs ergastoplasmiques sont, soit aplatis, soit dilatés par 

un matériel modérément opaque aux électrons, dans lequel baignent parfois 

des masses  allongées plus opaques (Pl 1 5, fig c e t  d). Chez les  animaux 

ayant reçu plus de 5 injections successives, nous observons parfois des cel- 

lules de MOTT (Pl 16, fig a), des cellules à corps de RUSSEL ou à cristaux, 

Dans ces  dernières, les  cristaux occupent le centre de la lumière ergasto- 

plasmique et baignent dans une substance moins opaque aux électrons 

(Pl 16, fig b) ou bien, lkmplissent et sont alors étroitement accolés à la 

membrane de lfergastoplasme (Pl 16, fig c et d), Ces formations cristalli- 

nes sont constituees de tubules opaques, de 130 A de large, séparés par 

des espaces clairs  de 40 A et paraissent avoir deux directions privilégiées 

formant un angle de 90°, 

L'aire golgienne, paranucléaire, est constituée de vacuoles e t  

de t r è s  nombreuses petites vésicules. C e s  dernières, à lumière transparen- 

te aux électrons, se retrouvent souvent à la périphérie de la cellule, Cer- 

taines vacuoles sont partiellement occupées par un matériel de même 



opacité aux électrons que les corps de RUSSEL (Pl 17, fig a) et semblent 

donner naissance à des vacuoles plus petites dont la lumière est entière- 

ment occupée par un granule opaque, Ces grains envacuolés sont, soit ho- 

mogènes, soit de structure cristalline analogue à celle des cristaux de cer- 

tains plasmocytes et se  retrouvent accompagnés de petites vésicules B la 

périphérie de la cellule (Pl 17, fig b). Cette localisation périphérique sug- 

gère une excrétion possible, dans le  milieu extracellulaire, d'un matériel 

synthétisé par le plasmocyte, excrétion revêtant deux formes correspon- 

dant, peut-être, à deux produits de synthèse différents. 

Chez quelques plasmocytes d'animaux hyperimmunisés, nous 

retrouvons des images rappelant le phénomène de clasmatose décrit par  

THIERY (1959), sans toutefois obtenir une pédiculisation unique de la por- 

tion cytoplasmique en cours d'isolement. En effet, dans notre matériel, le 

lobe cytoplasmique est toujours relié à la cellule par plusieurs pédoncules 

étroits et nous n'avons pas observé de stade plus évolué. Les sacs ergasto- 

plasmiques du bourgeon cytoplasmique en cours d'émission sont toujours 

t r è s  dilates, alors que ceux de la cellule le sont beaucoup moins ; nous n'y 

avons jamais observé de corps de RUSSEL ni de cristaux. Certaines ima- 

ges suggèrent que la libération du bourgeon cytoplasmique résulte de la 

coalescence de petites vésicules (Pl 18), 

Tous les  types cellulaires de la réaction immunitaire sont voi- 

sins e t  il est  fréquent d'observer la présence d'un plasmoblaste à c4té d'un 

proplasmocyte ou d'un plasmocyte. Lf flot plasmocytaire renfermant en son 

centre une cellule blaste se retrouve souvent ; un macrophage ayant parfois 

phagocyté un plasmocyte lys6 peut occuper cette position centrale, 

1 - contrairement à certains auteurs (LITT, 1963 ; MILLER, COLE, 1968), 

nous n'avons pas constaté d'éosinophil ie importante ni de prolifération des 

mastocytes. 



Nous n'observons pas non plus de prolifération plasmocytaire 

dans la réaction primaire en raison du délai bref (2 jours) qui sépare le sa- 

crifice de l'animal de l'unique injection antigénique , En effet, cette plasmo - 
cytose s9établit progressivement à partir du 4ème jour (MOVAT, FERNAN- 

DO, 1965), 

2 - L9ultrastructure des cellules de la réaction immunitaire présentes dans 

notre matériel, es t  dans son ensemble conforme à celle des autres auteurs 

(BESSIS, 1961 ; THIERY, 1968). 

Nous avons repéré facilement llimmunoblaste dans le cortex du 

ganglion. Cette cellule a reçu des appellations différentes suivant l e s  au- 

teurs : cellule hyperbasophile, grande cellule pyroninophile, grande cellule 

basophile, hémocytoblaste (Congrès de Prague, 19 59), La dénomination 

"immunoblastel' lui a été décernée par DAMESHEK (1963) et est couram- 

ment employée depuis. 

Pour la première fois, nous avons décrit des faisceaux de f i -  

brilles à striation transversale dans le cytoplasme des cellules blastes. 

Leur existence n'a jamais été signalée dans les cellules des ganglions en 

réaction immunitaire, Seul, HALL (1967) en a observé dans les  cellules in- 

différenciées de la lymphe efférente des ganglions de mouton mérinos immu- 

nisés par des globules rouges humains ou des Salmonella typhi 'UT' tirées, 

Nous avons retrouvé les principaux types de cellules plasmocy- 

taires déjà connus à la fin du si&cle dernier. En effet, c k s t  en 1890 que 

RUSSEL découvrit dans les plasmocytes des corps hyalins fuschinophiles. 

Quinze ans plus tard, MOTT décrivait des cellules dPaspect mtlriforme, Les 

cellulés à corps de RUSSEL et les  cellules de MOTT furent souvent considé- 

r é e s  comme des cellules en dégénérescence (WHITE, 1954). La tendance 

actuelle rejoint la conviction de DUBREUIL et FAVRE (1944) e t  de FAVRE 

et DUBREUIL (1914, a et b), suivant laquelle ces  cellules sont en pleine ac- 

tivité sécrétrice. En effet, en associant l'observation au microscope élec- 

tronique des cellules fixées, à l'observation au microscope à contraste de 

phase des cellules vivantes, THIERY (1958) a montré que la cellule de MOTT 



n'est pas une cellule morte mais une cellule active, mobile, dont l e s  mito- 

chondries se déplacent entre les volumineux corps de RUSSEL, Cette cellu- 

le de MOTT représente l'étape finale de l'hyperactiviéé plasmocytaire et 

lib&re les  corps de RUSSEL en se désintégrant, L'assemblage cristallin de 

certains granules ergastoplasmiques, d'abord révélé par leur biréfringence 

en lumière polarisée, fut confirmé par le repérage de leur séquence au mi- 

croscope électronique (THIERY, 1958 ; MOVAT, FERNANDO, 1962). 

Des cellules paraissant constituer une transition entre l'immu - 
noblaste et le plasmocyte sont nombreuses dans notre matériel. En accord 

avec MOVAT et FERNANDO (1965), nous l e s  appelons "plasmoblastes" si 

elles rappellent les immunoblastes, e t  ~proplasmocytes" si leur ultrastruc- 

ture les  rapproche des plasmocytes. 

3 - L'excrétion des produits synthétisés par l e s  plasmocytes a été étudiée 

en détail, grace aux experiences d'hyperimmunisation, et nous confirmons 

le rale de l'appareil de Golgi et  de l'ergastoplasme dans ce phénorn6ne. 

L'appareil de Golgi concentre les  produits élaborés par  l 'er- 

gastoplasme et les  transporte B la périphérie de la cellule. En effet, nous 

avons observé la présence de vésicules et  de grains golgiens Li. structure 

cristalline, pr&s de la membrane plasmique. Mais, n'ayant jamais constaté 

la soudure nécessaire au passage du contenu des éléments golgiens dans le 

milieu exterieur, e t  ces  observations étant faites sur des plasmocytes Li. ci- 

ternes ergastoplasmique s peu dilat ee s, ce mode d'évacuation ne parailt pas 

avoir une intensité suffisante pour Atre entiérement responsable de la libé- 

ration des produits de synthese. 

L'ergastoplasme lui-meme peut liberer directement les pro- 

duits de ses citernes. A l'appui de ceci, nous avons observé des cristaux 

dans les citernes ergastoplasmiques péripheriques dont la paroi proche de 

la membrane plasmique est depourvue de ribosomes lies (Pl 16, f ig c). Il 

peut donc y avoir 8 ce niveau rejet du cristal par la cellule. Cependant, les 

plasmocytes B cristaux sont rares et nous n'avons pas observé de cristal, 



envacuolé ou non, libre entre les  cellules ganglionnaires, 

Le cytoplasme peut s'amputer partiellement ; cette mutilation 

de la cellule, appelée clasmatose, est  rarement observée e t  jamais dans sa 

phase terminale qui est l'individualisation totale du bourgeon. D'ailleurs, 

THIERY (1959) a lui-même, grBce à l'étude au contraste de phase, signalé 

que la clasmatose vraie es t  ra re  e t  que, le plus souvent, le contenu du bour- 

geon pédiculisé s e  mêle à nouveau au cytoplasme de la cellule. 

Les études morphologiques ne permettent pas de résoudre 

l'énigme de lsexcretion massive des produits sécrétés par l e s  plasmocytes. 

S'il semble bien que 1"ticorps soit synthétisé sur  l e s  ribosomes e t  qu51 

s'accumule dans les  citernes ergastoplasmiques puis dans l'appareil de Gol- 

gi, ainsi que le montre la répartition de la leucine-H3 incorporée in vitro 

par l e s  cellules ganglionnaires de lapins immunisés de diverses façons 

(CLARK, 1966), le rale de l'appareil de Golgi dans l'excrétion est  mal défi- 

ni, La découverte récente de récepteurs anticorps au niveau de la membrane 

plasmique des plasmocytes ne peut s'expliquer que par la libération, à la 

périphérie cellulaire, de microvesi cules renfermant des molécules d'anti- 

corps (pinocytose inversée). Mais ce processus n k  pu encore être prouvé; 

BOUTEILLE (1971, a et b) n'observant pas dkccumulation de matériel ra- 

dioactif contre la membrane plasmique ni à travers, pense que la clasmato- 

se e s t  peut-être, en définitive, le principal mode dvexcrétion des protéines 

synthétisée S. 

4 - En accord avec tous l e s  auteurs, notre examen statique de la réponse 

immunitaire est  en faveur de la transformation progressive de l1immuno- 

blaste en plasmocyte, évolution qui se caractérise par une réduction du vo- 

lume du noyau et du nucléole, et  par une extension du réseau ergastoplasmi- 

que e t  de l'aire golgienne. 

Si le  devenir de llimmunoblaste est  connu, son origine est  t r è s  

d i s a t e e  e t  plusieurs hypothèses ont été proposées, Nous allons les  rappe- 

le r  brièvement. 



- Selon LEDUC et al (1955), l'effet inducteur, fourni par l'antigène, est 

reçu par une cellule réticulaire indifférenciée qui s e  transforme en cellule 

basophile transitoire qui se divise activement avant de se transformer en 

plasmocytes, 

- Pour POLICARD et  al (1962 b), ce sont les  cellules du réticulum qui reçoi- 

vent l'induction antigénique qui les transforme, par augmentation de leur 

ARN, en cellule hyperbasophile puis en plasmocytes. Cette hypothèse sem- 

ble admise par TRANZER et  al j1963) qui constatent que lTantig&ne (ferriti- 

ne) est  capté par les éléments réticulaires du ganglion lymphatique de sou- 

ris qui, selon eux, s e  transforment ensuite en cellules plasmocytaires, 

- Pour SAINTE-MARIE (1966), les petits lymphocytes portent 15nformation 

antigénique et, en migrant par diapédèse dans les  cellules endothéliales des 

veinules post-capillaires, y apportent un stimulus responsable de la trans- 

formation des cellules endothéliales en hémocytoblastes. Ces  cellules trans- 

formées se sépareraient du vaisseau et, par diapedèse, gagneraient le pa- 

renchyme ganglionnaire et seraient l e s  premiers précurseurs des plasmo- 

cytes des cordons médullaires. 

- Pour MOVAT et FERNANDO (1965), c'est le petit lymphocyte lui-même 

qui, après avoir reçu lPinduction antigénique, se transforme en cellule capa- 

ble de fabriquer lPanticorps spécifique, 

Cette dernière hypothèse, admise actuellement, donne un r6le 

important aux petits lymphocytes dans 15mmunité. 

Personnellement, nous avons observé la pénétration du cyto- 

plasme des cellules endothéliales des veinules post -capillaires par des  pe - 
t i ts  lymphocytes, mais nous n'avons pas remarqué de modifications dans le 

cytoplasme des  cellules traversées, permettant de l e s  relier aux immuno- 

blastes. Pa r  contre, nous avons observé tous les  types cellulaires intermé- 

diaires entre le petit lymphocyte e t  le plasmocyte, ce qui e s t  un argument 

en faveur de la théorie de MOVAT e t  FERNANDO. 



IV - CONC LUSIONS 

Lvétude systématique d'un aussi grand nombre de fractions hé- 

térologues n'a jamais été faite et  les  conclusions que nous pouvons en t i re r  

représentent des données originales. 

Elle permet de démontrer que l e s  transformations induites 

dans le ganglion local sont indépendantes du degré d'homogénéité de la frac - 
tion injectée et  ne sont influencées que par le nombre de stimulations anti- 

géniques reçues par 19animal examiné, 

Nous constatons que notre système expérimental réagit d'une 

façon particulière : 

- en ne présentant jamais d'accumulation de polynucléaires et de masto - 
cytes, 

- en presentant des faisceaux de fibrilles dans les  cellules "blastes" rap- 

pelant ceux rencontrés dans certaines cellules tumorales. 

L'observation statique des manifestations de la réponse immu- 

nitaire nous a permis de retrouver les  différents modes d'excrétion des 

plasmocytes en hyperactivité sécrétrice (clasmatose, libération possible 

de granules golgiens). Toutefois, leur repérage trop exceptionnel nous pa- 

raît ne pouvoir correspondre à. la libération d'une grande quantité d'anti- 

corps, La pinocytose inversée, quoique encore non prouvée, nous paraît 

probable. 

Le s nombreux types cellulaires morphologiquement intermé- 

diaires entre llimmunoblaste et  le plasmocyte, nous paraissent en faveur 

de la transformation progressive de la cellule 'blaste1' en cellule sécrétrice. 

L'origine de l'immunoblaste, en raison du protocole expérimental adopté, 

ne peut Atre déterminéepar nos travaux. 



------------- 

CHAPITRE II 
------ ------- 

REAC TIONS CELLULAIRES VIS-A-VIS DE L'INTRODUCTION 

D'UN ANTIGENE REPERABLE CHEZ L'ANIMAL NEUF 

Cette recherche a été entreprise dans le but d'étudier les re -  

lations existant entre l'antigène ou l'anticorps et  les cellules ganglionnaires. 

Ceci nous a amené à déterminer, dans un premier temps, la 

dose optimum de ferritine, susceptible de produire une réaction immunitai- 

r e  approximativement semblable C1 celle qui venait dfAtre obtenue avec l e s  

antigenes sériques. Nous avons donc injecté, en une et plusieurs fois, di- 

verses  quantités de ferritine (0, 5 ; 2, 5 ; 10 et 25 mg). 

Puis, ayant repéré la concentration antigénique convenable, 

provoquant une modification cytologique ganglionnaire nette e t  entraihant la 

présence d'anticorps, à la fois dans l e  serum et dans les plasmocytes gan- 

glionnaires, nous avons suivi la destinée de l'antigène capté par le  ganglion 

en sacrifiant l e s  animaux de fagon échelonnée dans le temps, e t  l'avons 

comparée avec celle d'une substance visible, non protéique, donc dépourvue 

d'activité antigénique. 

1 - PROTOCOLE 

109 rats Wistar sont répartis en deux séries recevant chacune 

un matériel étranger différent, 



Deux eubstances etrangères sont utilisees : de la ferritine de 
cheval e t  de l'hydroxyde ferrique (voir Materiel e t  Techniques). 

Les injections sont faites dans les  muscles de la cuisse droite 

des rats. Chaque injection renferme, soit 0, 5, 2, 5, 1 0  ou 25 mg de ferri t i-  

ne en suspension dans 0,25 ml de sdrum physiologique, soit 0,25 ml  d'hydro- 
xyde ferrique dialyse puis dilud dans du serum physiologique (1/7). 

Dans la première sdrie, l e s  ra t s  reçoivent des injections de 
ferritine e t  sont repartis en 3 groupes suivant la dose et  le rythme d'adrni- 
nistration de l'antigene. 

- Dans le premier groupe, la dose antigenique est  moyenne (2, 5 mg). 

. Dans une première expdrience, 5 r a t s  reçoivent une seule injection e t  
sont sacrifies deux jours aprbe, tandis que 2 lots de 10 ra ts  chacun reçoi- 

vent respectivement 2 ou 5 injections espacees de 3 jours e t  sont sacrifies 
deux jours après la dernibre injection. 

. Dans une seconde experience, 15 r a t s  reçoivent une seule injection de 
ferritine et  sont sacrifies 1 h, 15 h, 24 h, 2 j, 3 j, 7 j, 15  j, 1 mois, 2 

mois et  3 mois après  l'injection, tandis que 15 autres rats  reçoivent deux 
injections espacees de 3 jours e t  que les sacrificee sont dgalement etages 
dane le  temps (de 1 heure & 3 mois). 

- Dans le deuxibrne groupe, la dose antigenique e s t  faible (O, 5 mg). Deux 

lote de 5 ra ts  reçoivent respectivement 1 ou 2 injections espacAes de 3 

jour@ et sont sacrifide 48 heure8 aprbs l'injection unique ou la eeconde in- 
jection. 

- Dan8 le troisiéme groupe, la dose antigenique e s t  forte (10 et  a6 mg). 

Deux lote de 6 r a t s  reçoivent, comme grbc6demrnent, 1 ou 2 injections de 
10  mg dlantigbne, tandie que 2 lots de 3 ra te  reçoivent dee doees de 25 mg. 
Les animaux $ont eacrifi68 48 heures plus tard. 

Dane la seconde s4rie1 ler 30 ra ts  sont divis6s en 1 grouper. 



Dans le premier, 15  ra t s  reçoivent une seule injection d'hydroxyde ferrique 

et  sont sacrifiés à des délais variables après cette injection (de 1 h à 3 mois). 

Dans le second, 15  rats  reçoivent une seconde injection 3 jours aprés  la pre- 

mlère e t  les  sacrifices sont egalement étagés dans le temps (de 1 h à 3 mois). 

Les organes habituels sont prélevés sur les animaux décapités 

et font lsobjet d'un examen au microscope photonique, sur des  préparations 

colorées CL l'hémalun-éosine, au PAS ou au bleu de Prusse, e t  dvun examen 

au microscope électronique sur des coupes ultrafines imprégnées, soit à 

l'acétate dfuranyle et au citrate de plomb, soit uniquement à l'acétate d'ura- 

nyle, afin de renforcer le contraste du noyau ferrique. 

L'aspect du "core" ferrique est  examiné au microscope élec- 

tronique après dépat d'une goutte de chacune des suspensions injectéeq sur 

une grille de cuivre recouverte de formvar non consolidé par du carbone. 

Dans le but de réaliser lsobservation directe de la réaction an- 

tigène-anticorps chez l e s  rats hyperimmunisés, la présence d'anticorps est 

dhbord testée par la methode de double diffusion en gélose (Ouchterlony), 

Le réservoir central es t  occupé par du sérum immun, tandis que les orifi- 

ces  périphériques renferment l'antigène en solution dans l'eau à des  concen- 

trations variables (5, 2, 5, 1,25, 0, 62, 0,31 e t  0,16 mg/ml) , Puis, pour 

réaliser l'étude au microscope électronique du précipité antigène -anticorps, 

le sérum des r a t s  immunisés par 5 injections de 2, 5 mg de ferritine est re- 
/ 

cueilli e t  es t  mélangé à un méme volume de ferritine de dilution variable. 

Sept concentrations d'antigène sont choisies : 5 mg, 2, 5, 1, 25, 0, 62, 0, 31, 

0,16 et  0,08 mg de ferritine par ml  de sérum physiologique, Le mélange 

antigène-anticorps est  réalisé dans des tubes à hémolyse (v/v). L e s  té- 

moins sont constitués par de la ferritine du commerce intacte ou p a r  lfim- 

rnunsérum pur. Ultérieurement, nous avons fait un troisSrne temoin cons- 

titué par un mélange en proportions égales, de sérum de rat Wistar sain e t  

de ferritine à la concentration de 5 mg/ml. Les 10 tubes sont incubés 1 h à 

37"C, puis laissés 1 h à 4" C. 

Très  rapidement, nous constatons l'apparition d'un précipité 



dans tous l e s  tubes renfermant de l'immunsérum mélangé à la ferritine. 

Les 3 tubes témoins ne présentent aucune floculation. Le précipité nous 

semble plus discret dans le tube renfermant de la ferritine à la concentra- 

tion de 0, 08 mg/ml, 

Les précipités sont recueillis, lavés dans de l'eau distillée. 

Ils font l'objet d'une inclusion dans 1'Epon e t  d'une coloration négative au 

phosphotungstate de potassium (pH 7) e t  à 1°acétate dluranyle. A t i tre de té- 

moin, nous avons réalisé également une coloration négative de la ferritine 

non mélangée avec du sérum. 

La localisation des anticorps dans l e s  plasmocytes est  recher - 
chée dans l e s  ganglions iliaques de ra t s  hyperimmunisés par 5 injections de 

ferritine (2, 5 mg) dans chaque patte postérieure. Ceux-ci sont fixés 2 h 

dans du formol à 4 p. 100 (pH 7,2) puis rincés dans du tampon phosphate. 

Des coupes au cryostat de 10 (r environ, un broyat, un homogénat e t  des 

empreintes sur  cellophane de ces  ganglions sont incubés 30 mn, 1 h ou 1 

nuit à 4" C e  Après un rinçage soigneux, les  prélèvements sont post-fixés 

et  inclus de façon classique. 

Les ganglions iliaques dl animaux injectés par de l'hydroxyde 

ferrique servent de témoin. 

II - RESULTATS 

1 - Macroscopie 

Dans toutes les  sér ies  expérimentales, c'est encore le gan- 

glion iliaque droit (c6té de l'injection) qui présente les  principales modifi- 

cations. Il en se ra  d'ailleurs de méme en ce qui concerne les  aspects mi- 

croscopiques, photoniques e t  électroniques. 

La capsule de ce ganglion reste constamment colorée durant 24 heures à 1 

mois après l'injection de ferritine ou d'hydroxyde ferrique et quelques 



zones rougeâtres persistent encore parfois 2 % 3 mois plus tard, 

Chez l e s  r a t s  injectés par des doses moyennes ou fortes de ferritine, ce gan- 

glion présente une nette augmentation de volume (8 mm x 3 mm, contre 

5 mm x 2 mm %'l%tat normal) de 24 h à 7 jours après l e s  injections, Cette 

hypertrophie a complètement disparu après 1 5 jours. 

Le ganglion inguinal droit e t  le  ganglion iliaque gauche présen- 

tent une augmentation de volume plus discrète. Le ganglion inguinal gauche 

est  normal, de même que les  autres territoires ganglionnaires, Les divers 

organes ne présentent aucune altération notable. 

Chez les  ra t s  injectés par de l'hydroxyde ferrique ou par des 

doses faibles de ferritine, le ganglion iliaque droi% ne présente pas d9aug- 

mentation de volume appréciable, 

2 - Microscopie photonique 

- Modifications morphologiques des ganglions après injection ....................... - - - - - - - - - O - - - - - - - - - - - - - - - - - - -  

de ---------- ferritine : Les modifications observées présentent toujours l e s  mêmes 

caractéristiques fondamentales, Une description d'ensemble se ra  réalisée 

pour les  animaux injectés par une ou plusieurs doses moyennes, l e s  parti- 

cularités propres aux autres expériences (dose faible, dose forte) seront si- 

gnalees au passage. Leur intensité est modérée chez l e s  animaux sacrifiés 

à la première e t  à la troisième heure ; elle atteint son maximum entre le 

2ème e t  le 7ème Jour e t  es t  nettemen% moins intense après le 15ème jour. 

La f erritine est  facilement décelée sur  coloration stan dard, 

Elle apparaft sous la forme de granulations bru&tres, isolées ou assez sou- 

vent agglomérées, siégeant avec une t r è s  nette prédilection au niveau des 

sinus périfolliculaires, Les colorations spécifiques lvidentiflent mieux en- 

core : l e s  particules sont positives au PAS et  colorées en bleu après  démas- 

quage. Les granulations apparaissent parfois libres dans les  sinus ou, beau- 

coup plus souvent, dans le  cytoplasme d'éléments assez volumineux, à con- 

tours irréguliers, l ibres dans l e s  sinus e t  dont la nature r6ticulaire 



macrophagfque ne fait aucun doute. Dans de t rès  r a res  cas, il existe quel- 

ques amas pigmentaires dans la pulpe ganglionnaire corticale ; le plus sou- 

vent, ces particules sont situées dans les  espaces intercellulaires voisins 

de la lumière sinusale. 

La quantité de ferritine apparafi: peu importante après la première heure ; 

elle est beaucoup plus élevée à la 15ème heure et  devient maximum dès la 

24 ème heure. Autant qu'une appréciation subjective puisse l e  permettre, il 

semble que la ferritine demeure aussi abondante chez les  animaux sacrifiés 

au 3ème mois après l'injection (Pl 19 ; Pl  20, fig a à f ) .  

A ce grossissement, il ne parait pas y avoir de ferritine de façon constante 

dans les  autres ganglions, De plus, la quantité injectée ne parait pas  influ- 

encer la répartition topographique de l'antigène, 

Les modifications observées au niveau du tissu ganglionnaire 

lui-m$me sont caractérisées par une hypercellularité des sinus où, en de- 

hors des macrophages chargés de ferritine, les cellules réticulaires appa- 

raissent nombreuses, de meme que les  lymphocytes. La pulpe ganglionnai- 

r e  est  particulièrement riche en cellules, ce qui contribue % épaissir les  

cordons pulpaires cortico-médullaires e% la totalité de la pulpe corticale oii 

l e s  structures folliculaires sont parfois présentes, parfois absentes, la cor - 
ticale étant alors totalement homogénéisée. 

La population cellulaire, t r è s  dense, comporte une t rès  grosse proportion 

d1é16ments lymphocytaires Jeunes ou adultes, en particulier dans la corti- 

cale, Elle devient plus polymorphe dans les  cordons, au niveau de 1% jonc- 

tion cortico -médullaire, où on observe, dans les  groupes ne comportant 

qu'une seule injection, outre les  6léments lymphordes, d'assez nombreuses 

cellules volumineuses présentant l e s  caractères des immunoblaste s et des 

éléments plasmocytaires jeunes. 

Dans l e s  sous-groupes comportant deux injections, cette population cellu- 

laire s'enrichit t r è s  nettement en plasmocytes adultes. Cette plasmocytose 

es t  parfois considérable, apparaissant sous forme d h m a s  plasmocytaires, 



en particulier au niveau de la jonction cortico-médullaire. 

L'intensité de ces  modifications varie : 

- en fonction de la dose injectée s marquée chez les  animaux 

recevant une dose moyenne ou forte, plus discrète chez les  rats injectés 

par une dose faible - 

- en fonction du ganglion considéré s le ganglion tributaire du 

lieu d'injection est  tou Jours l e  plus modifié, les  ganglions situés du côté 
8 

opposé possédant une cellularité normale - 
- en fonction du délai séparant l'observation de la dernière in- 

jection : elle est  maximum entre le 5ème e t  le 7ème jour et diminue d'inten- 

sité ensuite ; la plasmocytose de la réaction secondaire a totalement dispa- 

ru chez les animaux sacrifiés 1 mois après la dernière injection. 

- Modifications morphologi~ues après injection d' hydroxyde ....................... ............................ 
ferrique ----- - : LT hydroxyde ferrique n'est pas visible sur les  préparations stan- 

dard. Les colorations spéciales mettent en évidence quelques r a r e s  agré - 
gats volumineux, bien colorés en bleu, l ibres dans l e s  sinus, mais ne colo- 

rent que de faqon t r è s  pâle l'hydroxyde ferrique sous forme de t r è s  fines 

granulations constituant un brouillard gris-bleuté très pale. La substance, 

ainsi identifiée, siège, comme la ferritine, au niveau de macrophages dans 

les  sinus périfolliculaires et parfois médullaires. Le produit demeure pré- 

sent dans le  ganglion aussi longtemps que la ferritine (Pl 18, fig g e t  h). 

Les modifications morphologiques sont, par contre, nettement 

différentes de celles observées après injection de ferritine. La multiplica- 

tion des cellules réticulaires est  encore constante au niveau des sinus mais 

la pulpe ganglionnaire est beaucoup moins riche en cellules. L1 hyperplasie 

pulpaire, avec homogéneisation de la corticale et  épaississement des  cor- 

dons, ' n'est pratiquement pas retrouvée. La plasmocytose, propre % la réac - 
tion secondaire, observée après injection de ferritine, est  ici absente après  

injections multiples. Le ganglion retrouve un aspect normal chez l e s  ani- 

maux observés un mois après la dernière injection. 



3 - Microsco~ie électroniaue 

- Aspects de la ferritine et de l'hydroxyde ferrixue -- ......................... ---- ------- - 
En coupes ultrafines ou étalées directement sur une grille, ces  

deux substances se présentent sous forme de granulations sombres, de 50 

à 60 A de diamètre, visibles sans coloration, se détachant sur un fond ho- 

mogène, non granulaire en raison de l'absence de carbone, et  paraissant 

parfois constituées de sous-unités juxtaposées de 25 A (Pl 21, fig a, a', b, 

b') . Cet aspect correspond à la totalité de la molécule d%yddroxyde ferrique 

e t  au noyau de la molécule de ferritine, dont la protéine, d'un poids molécu- 

laire de 460 000, n'est pas révélée par l e s  techniques de fixation e t  colora- 

tions employées, Les noyaux des molécules de ferritine sont séparés par 

un espace clair, tandi s qu'il es t  fréquent d'observer des molécules d' hydro- 

xyde ferrique étroitement juxtaposées, 

En coloration négative, la ferritine se présente sous l'aspect 

d'une sphère de 120 A de diamètre, à centre opaque correspondant au core 

ferrique (Pl 21, fig c et  d). 

- Observation directe du cr écgi té  antigène-antf corps ..................... --- .................... 
L'apparition d'un a rc  de précipitation, par la tec hnique d'im - 

munodiffusion, indique la présence d'anticorps dirigés spécifiquement con- 

t r e  la ferritine, dans le  sérum des rats  en expérience (Pl 21, fig e), 

La technique de précipitation en tube nous a permis de récupé- 

r e r  le complexe antigène -anticorps. 

En coupe ultrafine, ce complexe antigène-anticorps paraît simplement cons- 

titué de molécules, groupées en amas, dont seul le noyau ferrique e s t  visi- 

ble. Entre les  noyaux opaques s e  trouve une substance de m$me transparen- 

ce aux électrons que lfEpon (Pl 21, fig f ) ,  

En coloration négative, nous observons dans le complexe : 

des molécules de ferritine libres et  présentant le meme 



aspect que la ferritîne des préparations témoins (Pl 21, fig g), 

des assemblages volumineux, constitués par quelques molé- 

cules de ferritine englobées dans une masse protéique (Pl 21, fig h), 

des petits réseaux où les molécules de ferritine sont réunies 

entre elles par des ponts représentant probablement des molécules d'anti- 

corps bivalents (Pl 22, fig a), 

des molécules de ferritine isolées portant une seule molécu- 

le d'anticorps qui a lbspect  d9un tubule de 120 A de long (Pl 22, fîg b), 

des moléeules de ferrîtine reliées 2 à 2 par les 2 branches 

d h n  Y, La branche libre de lPY est  souvent incurvée. Cet Y correspond aux 

images données dans la littérature comme étant l'aspect de la molécule 
O 

dtIg Go La longueur de cette molécule est dknviron 120 A ,  tandis que sa 

largeur dVexcède pas 25 A (Pl 22, fig c), 

des molécules dvanticorps libres, disposées sans ordre e 

lorsque la molécule est  aplatie sur la membrane de la grille, elle se pré- 

sente sous la forme d'un cylindre de 25 A de diamètre et de 120 à 130 A de 

long (Pl 22, ffg c), 

des molécules de ferrîtine hérissées de molécules d'anti- 

corps. Parfois, la molécule de ferritine prend un aspect étoilé, peu net en 

rai son de son masquage par  les  multiples molécules d'anticorps fixées à 

sa surface. Quelques associations antigènes-anticorps sont parfois voisines 

et paraissent constituer de petits réseaux ; la distance qui sépare deux mo- 

lécules de ferritine y est  difficile à évaluer et  nous l'estimons à 320 i en- 

viron (Pl 22, fig d et  e). 

Le repérage des divers aspects du complexe dépend de la disposition des 

mol6cules sur la grille. 

- Ganglion lymphatique et ferritine injectée ---------------- - - - - - - - - - - - - - - - - - - m -  

Nous avons, avec ce matériel, vérifié 19influence du nombre 

de stimulations antigéniques et de la quantité d'antigène injecté sur les 

transformations cytologiques du ganglion, Alors qu'une faible concentration 



dQantigène injecte en une ou plusieurs fois, nvinduit pas 48 heures plus 

tard, de réponse suffisante pour être  détectée à l'examen électronique, une 

dose antigénique moyenne ou forte, injectée en une seule fois, détermine 

dans le ganglion local une réaction primaire caractérisée par la proliféra- 

tion dans le cortex, dl immunoblastes et  de plasmoblastes . Plusieurs injec - 
tions de 2,5, 10  ou 25 mg de ferritine déclenchent une réaction secondaire 

explosive aboutissant à une plasmocytose intense. 

Ces modifications cytologîques sont t r è s  discrètes dans le gan- 

glion inguinal droit et  nous semblent absentes dans les ganglions situes du 

cQté opposé au lieu d'injection. 

Dans leur ensemble, ces  résultats, conformes à ceux d'autres 

auteurs ayant employé divers antigènes (Mac MASTER, FRANZL, 1968 ; 

MOVAT, FERNANDO, 1965), sont analogues à ceux que nous avions obtenus 

avec des antigènes sériques (2ème partie). Il faut cependant souligner l'ab- 

sence de fai sceaux de fibrilles dans les  cellules blastes. La présence de 

plasmocytes à corps de RUSSELL et à cristaux après seulement deux injec- 

tions de ferritine, a lors  qu'il fallait au moins 5 injections de 0, 2 g dkntigè- 

ne sérique soluble, pour constater leur présence dans le ganglion local 48 h 

après  la dernière injection (PUVION - et al, 19711, traduit une intensité plus 

accusée de la réponse immunitaire déterminée par la ferritine. 

La répartition topographique de l b t i g è n e  es t  sensiblement la 

même chez tous l e s  animaux examinés, 

Quelle que soit la dose antigénique inject6e et  le délai séparant la dernière 

injection du sacrifice, le ganglion local renferme de la ferritine, que nous 

retrouvons également facilement dans le ganglion distal et dans l e s  ganglions 

controlatéraux. 

Quel que soit le ganglion considéré, la ferritine se  présente sous le même 

aspect e t  s e s  relations avec les  différents types cellulaires sont toujours 

l e s  mêmes. 



La ferritine et  la lymphe ganglionnaire .......................... 
De très  nombreuses molécules dbntigène baignent dans le  li- 

quide de la lymphe, Certaines sont enfermées à lVintérîeur de lysosomes de 

toutes tailles, paraissant libres dans les  lumières slnusales (Pl 23, fig a). 

La ferritine e t  la paroi des sinus ...................... 
L'antigène s e  retrouve dans chacune des trois couches qui 

constituent la paroi sinusale (Pl 23, fig b). En effet, les cytoplasmes des 

cellules lumlnales et réticulaires renferment de la ferritine dispersée dans 

l'hyaloplasme ou enfermée dans des lysosomes ou des vésicules à parois 

lisses. Des molécules isolées sont également accolées à la face externe 

des membranes plasmiques bordant la lumisre des sinus, le  parenchyme 

ganglîonnaire e t  la couche fibrillaire, En outre, des molécules isolées bai- 

gnent dans la matrice de la zone médiane fibrillaire ; certaines paraissent 

même accolées aux fibres de collagène (Pl 23, fig c) . 

La ferritine et  les  capillaires artériels ........................... 

Les molécules dPantigène sont particulièrement abondantes 

dans la couche fibrillaire qui sépare les  cellules endothéliales des cellules 

ganglionnaires, Elles se  retrouvent également dans le cytoplasme des  péri- 

cytes qui présentent, sur  toutes leurs faces, une pinocytose intense, Pa r  

contre, la presence d'antigène nous paraît plus discrète dans le cytoplasme 

des cellules endothéliales et  dans la lumière du capillaire, en dépit d'une 

pinocytose active (Pl 23, fig d). 

La ferritfne e t  les  macrophages ..................... 
La ferritfne injectée se répartit essentiellement dans les ma- 

crophages, dans le cytoplasme desquelg une heure après 15njectlon, elle se 

montre déj% abondante, au niveau des  sinus et  des amas lymphocytaires. 

Elle est  (Pl 24) incluse dans des vacuoles à lumière transparente aux élec- 

trons, résultant de la coalescence de plusieurs vésicules de pinocytose, ou 

dans des lysosomes dont la surcharge en ferritine augmente avec le  temps, 

noyant leur matrice, tandis que leur nombre e t  leur taille croissent, A 



partir du 15ème jour, la quantité d'antigène diminue progressivement dans 

les  lysosomes toujours volumineux, sans jamais cependant sPannuler car 

elle persiste encore 3 mois après l'injection, Très  souvent, l e s  molécules 

de ferritine sont libres dans l~hyaloplasme ; elles sont alors dispersées ou 

groupées en amas. 

Chez l e s  animaux ayant reçu une seconde injection antigénique, 

quelques molécules de ferritine sont présentes dans les  espaces clairs de 

certains noyaux. 

Toutefois, chez tous les  animaux, l e s  macrophages possèdent 

un reseau ergastoplasmique développé. Cependant, ces  cellules ne sauraient 

ê t re  confondues avec des plasmocytes dont elles ne possèdent pas, entre 

autreschoses, la limite régulière ni la disposition caractéristique des la- 

melles ergastoplas.miques . 
Nous n'avons pas surpris la pinocytose de la ferritine et ceci 

en dépit d'une longue observation. En effet, l'antigène parfois accolé à la 

face externe ou interne de la membrane plasmique n'est pas observé dans 

une vésicule de pinocytose en cours de formation. Ceci nous amène à Pen- 

se r  que la ferritine pénètre dans le macrophage, soit par passage direct à 

travers la membrane plasmique, soit par  les  interruptions de la membrane, 

fréquentes chez ce type de cellule, 

La ferritine et l e s  1y.mphocytes ..................... 
La pénétration de la ferritine y est  exceptionnelle en dépit 

d'un contact souvent étroit entre eux e t  l e s  molécules de ferritine libérées 

dans le  milieu extra-cellulaire e t  de la présence fréquente de lobes cyto- 

plasmiques de macrophages entourant c e s  cellule S. Toutefois, nous avons 

constaté la présence de quelques molécules d'antigène dispersées dans 

lhyaloplasme de certains lymphocytes e t  la présence d'une molécule de fer-  

ritine au niveau d'une invagination de la membrane plasmique (Pl 25, fig a). 

La ferritine et  l e s  cellules de la réaction immunitaire .................................... 
En général, la ferritine ne pénètre pas dans les  cellules blas- 

tiques e t  plasmocytaires, bien que quelques molécules adhèrent à la face 



externe de la membrane plasmique, 

Toutefois, après une double immunisation, nous retrouvons 

quelques molécules de ferritine dans le cytoplasme périphérique de quel- 

ques immunoblastes e t  plasmocytes ; cette localisation es t  t rès  r a re  en dé- 

pit de la présence t r è s  proche de macrophages hourrés d9antigènes 

(Pl 25, fig b). 

La ferritine e t  l'espace intercellulaire .......................... 

Le milieu dans lequel baignent l e s  cellules es t  particulière- 

ment riche en molécules de ferritine, en lambeaux de cytoplasme chargé 

en lysosomes bourrés d'antigènes et  provenant des nombreux macrophages 

en voie de lyse. 

La ferritine et  l e s  leucocytes polynucléaires .............................. 
Seuls les  polynucléaires éosinophiles se rencontrent parfois. 

De temps à autre, leur hyaloplasme renferme quelques molécules de fer r i -  

tine dispersées ; les  granulations en sont toujours dépourvues. 

- Ganglion lymphatique et hydroxzde ferrique injecté : Ltexa- 
m m - - - - - - - - -  ---- - - - - - m m  - - - - - - m m -  

men au microscope électronique ne rév&le pas de prolifération cellulaire 

anormale, en dehors d'une augmentation du nombre des histiocytes sinusaux. 

Tout comme la ferritine, l'hydroxyde ferrique se répartit 

dans les macrophages et  dans les  espaces extra-cellulaires oh l e s  molécu- 

l e s  skccrochent à la face externe des membranes plasmiques des  lympho- 

cytes et des r a res  plasmocytes, sans pénétrer dans leur cytoplasme (Pl 26, 

fig a et  b), Cette substance Btrangère se retrouve également dans l e  nucléo- 

plasme de certains macrophages (Pl 26, fig c). 

- Localisation des anticorps dans l e s  plasmocytes ........................................... 
Les meilleurs resultats ont été obtenus par incubation de une 

nuit, à 4" C, d k n  homogénat de ganglion. L'homogénéisation, réalisée 



manuellement dans du tampon, dissocie les  cellules ganglionnaires mais ne 

l e s  detruit pas. En effet, l es  lymphocytes e t  les  plasmocytes ont une ultra- 

structure classique, seule la membrane plasmique est  interrompue par en- 

droits, Des incubations de 30 mn ou 1 h nknt  pas permis la mise en éviden- 

ce d'anticorps intraplasmocytaires, en raison du marquage t r è s  faible. 

Le marquage cytoplasmique t rès  faible des lymphocytes e t  

l'absence totale de marquage dans les  citernes ergastoplasmiques des cellu- 

l e s  macrophagiques indiquent que la ferritine que nous observons en quanti- 

té abondante dans l e s  plasmocytes, résulte bien d'une association spécifi- 

que entre 1"tigène e t  l'anticorps et  non pas d'une adsorption passive. 

Dans l e s  plasmocytes (Pl 27), ces molécules de ferritine sont 

accrochees à la face externe de la membrane plasmique. Cette localisation, 

existant déjà sans incubation, ne peut résulter, tout au moins entièrement, 

d'un précipité antigène-anticorps. La ferritine e s t  dispersée dans la lumiè- 

r e  des sacs ergastoplasmiques dilatés e t  dans l'espace périnucléaire. Les 

ribosomes des sacs ergastoplasmiques possèdent à leur surface plusieurs 

molécules de ferritine . Les bandes dl hyaloplasme situées entre l e s  sacs  

ergastoplasmiques, renferment des mol6cules de ferritine ; un examen at- 

tentif rév&le souvent à leur niveau la présence d'un ribosome situé dans 

l'épaisseur de la coupe. La ferritine ne se  rencontre pas dans les  mitochon- 

dr ies  et  rarement dans l'appareil de Golgi. 

Le nombre de molécules de ferritine rencontrées dans ces  

plasmocytes de r a t s  immuns varie d'une cellule à l'autre, avec une moyen- 

ne de 80 mol6cules par p2 de section. 

Les mol6cules de fer ritine liées aux ribosomes ergastoplas- 

miques ne nous semblent pas avoir penétré l'hyaloplasme par une déchirure 

de la membrane cisternale. En effet, cette dernière ne présente pas de dis- 

continuité. 

Les plasmocytes des ganglions de r a t s  témoins, injectés par 

de l'hydroxyde ferrique, sont peu nombreux et ne renferment pas de molécu- 

l e s  de f erritine dans l e s  lumi&res ergastoplasmiques ou sur  les  ribosomes. 



III - DISCUSSION 

1 - La structure de la molécule de ferritine est  connue grilce aux études 

de diffraction de rayons X et d'électrons (LAWRENCE, 1969). Le micros- 

cope électronique a permis une connaissance plus précise de la partie miné- 

rale (TOWE, 1969 ; HARRISSON, HOY, 1970 ; HAYDON, 1970). Récem- 

ment, ALIX et al (1971) ont confirmé la structure cristalline du noyau mé- 

tallique de la ferritine de cheval e t  ont constaté que les  sous-structures, ha- 

bituellement observées au microscope électronique, ne le  sont, en réalité, 

que chez des molécules de faible teneur en fer, observées en sous-focali- 

sation, ce qui accentue la granularité du support de carbone. 

La partie protéique n'est visualisée que par les  méthodes de 

coloration négative dont l'utilisation nous a permis d'obtenir avec la ferri-  

tine de cheval, des images semblables à celles que DAVID et EASTER- 

BROOK (1971) ont observées avec la ferritine de Phycomyces blakesleeanus. 

Notre étude montre que, si le noyau ferrique de la ferritine e t  

la molécule d%ydroxyde ferrique présentent le même aspect lors de l'exa- 

men électronique, seule la premi6re substance détermine, chez l e  rat, des 

modifications cytologiques profondes que l'on peut relier à la présence de 

la protéine, ou apoferritine, associée au metal, 

Les noyaux ferriques, observés lors  des examens électroni- 

ques, ne sauraient correspondre à de la ferritine endogène. En effet, dans 

toutes nos expériences n'utilisant pas un antigene métallique, nous n'avons 

repéré que quelques molécules de ferritine, d'ailleurs toujours enfermées 

dans les  lysosomes des macrophages. La faible quantité de ferritine endo- 

g6ne est  en relation avec une phagocytose réduite des hématies au niveau 

des ganglions, ce qui n'est pas le cas  pour la rate. 

2 - Répartition topographique de la ferritine e t  de l'hydroxyde ferrique 
injectes 

En dépit d'un diam6tre diff érent, d'un poids moléculaire 



différent et d'une action différente sur le système lymphof"de, ces  deux 

substances étrangères se répartissent de façon identique dans l e s  ganglions 

locaux, Ces faits sont confirmés par des travaux antérieurs aux natres e t  

utilisant diverses substances non antigéniques (or ou carbone colloidal, hy- 

droxyde ferrique, certains polypeptides de synthèse) (BUYUKOZER - et al, 

1965 ; COHEN et al, 1966 ; SORENSON, 1961). 

Dans notre expérimentation, les  produits étrangers sont injec- 

tés en une ou plusieurs fois mais le  délai séparant l e s  diverses injections, 

toujours bref, es t  responsable des petites variations constatées entre nos 

résultats e t  ceux d'autres auteurs, En effet, ces  derniers repèrent l'anti- 

gène capté par le ganglion, soit par examen photonique si l'antigène est  mar-  

qué par une molécule radioactive ou un fluorochrome ou s51 donne une réac- 

tion colorée après traitement chimique, soit par examen électronique si l'an- 

tigène es t  radioactif, naturellement opaque aux électrons, sP il l e  devient par  

oxydation (enzymes catalytiques), ou encore si la molécule antigénique es t  

révélée par un anticorps specifique marqué (MILLER, NOGSAL, 1964 ; 

OSTR CrWSKI, BARNARD, SAWICM, CHORZE LSM, LANGNER e t  

MIKULSKt, 1 970). 

L%tude photonique montre qul apr è s  une seule stimulation anti- 

génique ou après une seconde injection donnée moins de 3 semaines après 

la première, un antigène soluble, tel la peroxydase, es t  surtout localisé 

dans l e s  cellules bordant l e s  sinus et, en moins grande quantité, dans l e s  

macrophages médullaires (KERR, MIDDLE TON, 1968 ; STRAUS, 1970, a 
t 

et b) . L'antigène salmonella flagella donne les  memes résultats si la dose 

antigénique est  faible (100 k g  chez le rat), mais si cette dernière 

est  plus élevée (2 mg), les  cellules dendritiques des follicules renferment 

l'antigène et, révélées par la méthode des anticorps fluorescents, elles s e  

présentent sous l'aspect d'un réseau qui traverse l e s  follicules et les cen- 

t r e s  germinatifs (MILLER, NOSSAL, l9 64 ; NOSSAL - et  al, 1964). Après 

une seconde stimulation par un antigène soluble, administré un mois ou plus 

après la première injection, donc lorsque des anticorps spécifiques sont 

présents dans le sang, l'antigène est  t r è s  abondant dans le  cortex (NOSSAL 

et al, 1965), Cette différence dans la localisation préférentielle de l1ant igène - 



résulte de la capture, par les  macrophages du cortex, du complexe antlgè- 

ne-anticorps dont la formation est  rendue possible par la présence des anti- 

corps circulants, tandis que l'antigène soluble es t  retenu, en grande partie, 

par les  cellules littorales et l e s  macrophages médullaires (STRAUS, 1 968 

e t  1970 a e t  b). 

Les études realisées au microscope électronique montrent 

que l'antigène, par exemple Salmonella adelaide flagellée radioiodée, pénè- 

t r e  rapidement (en 3 mn) dans l e s  macrophages médullaires, soit par  pino- 

cytose, soit par pénétration directe. Dans ce dernier cas, l'antigène libre dest 

pas séquestre dans des inclusions limitées par une membrane. Les polynu- 
I' 

cléaires surtout neutrophiles, nombreux 24 heures après lynjection, ne sont 

par marqués et  ne renferment donc pas d'antigène intact (NOSSAL - et  al, 

1968, a), Lbntigène s e  retrouve également rapidement dans le sinus circu- 

laire (en 3 mn) et  dans les  cellules littorales. Il est  aussi présent p r è s  de bu 

sur) la membrane plasmique des cellules réticulaires qui infiltrent les fol- 

licules lymphofaes primaires e t  secondaires ; le  marquage dans l e s  follicu- 

l e s  persiste de 4 h B 21 j. Il semble que cette répartition d k n  antigène ra- 

dioactif soit générale car  NûSSAL - et al (1968, b) obtiennent le meme résul- 

tat avec d'autres antigènes marqués (Ig G de ra t  ou sérum albumine bovine ; 

mais la taille du marquage et  l e s  artefacts inhérents B la technique ne per- 

mettent pas lkbtention d'une répartition précise de l'antigène, 

Dans notre expérimentation, les substances ferriques injectées 

se  repèrent précocément dans l e s  sinus médullaires et  aussi dans l e s  sinus 

périfolliculaires. La pénétration du parenchyme ganglionnaire est peu inten- 

se et  surtout localisée aux espaces intercellulaires voisins des sinus. Cette 

répartition topographique préférentielle nous es t  surtout donnée par l'étude 

photonique qui ne permet que le repérage d'amas importants de substances. 

Gr%ce au microscope électronique, nous avons observé une repartition beau- 

coup plus générale des substances étrangères, en particulier au niveau d e s  

parois sinusales et des parois des vaisseaux. 

3 - L'évolution de la réponse immunitaire dans le  temps est, dans ses 



grandes lignes, semblable à celle décrite par MOVAT et FERNANDO (1965). 

En accord avec ces  auteurs, nous pensons que la maturation des plasmocy- 

tes commence dans le cortex du ganglion, que les  plasmocytes migrent du 

cortex vers  la région médullaire, et  que la réponse secondaire est  morpho- 

logiquement semblable à la réponse primaire mais est  plus précoce et  plus 

explosive. 

4 - Contrairement aux auteurs ayant employé la ferritine comme antigène, 

nous avons recherché et  trouvé l'antigène et  l'hydroxyde ferrique dans les  

ganglions distaux et controlatéraux, ce qui ne nous permet pas de conclure 

à l'efficacité des ganglions locaux dans la capture des particules inertes. 

Ce résultat diffère de ceux de DETTMAN e t  al (1966), GILCHRIST (1940) - 
et ENGESET (1962) qui ont attribué au ganglion local, après étude photoni- 

que, un rale de barrière efficace pour des substances telles que l'encre de 

chine ou le graphi te. 

5 - La présence indiscutable du matériel antigénique ou non, que nous avons 

injecté dans toute l'épaisseur des parois sinusales e t  des parois des  capil- 

laires artériels, ainsi que dans le sang e t  la lymphe, associée au fait que 

nous n'avons pratiquement pas surpris de micropinocytose ou rhophéocyto- 

se selon BESSIS (1961), nous incite à penser : 

- Que ces particules traversent directement les  membranes 

plasmiques des cellules captantes, sans entrahier avec elles un fragment 

de cette membrane, Ce mode de pénétration explique lkbondance des  molé- 

cules libres, non envacuolées, dans le  cytoplasme des macrophages, des 

cellules réticulaires et des cellules littorales, qui ne saurait résulter uni- 

quement de la libération des molécules intralysosomiques par &latement 

des gros  lysosomes, 

- Que ces particules, présentes dans l e  sang artériel  e t  la 

lymphe, quittent les  ganglions locaux pour atteindre les  ganglions distaux 

et  controlat4raux. Cette rétention incomplète de la ferritine et  de l'hydro- 

xyde ferrique par le ganglion iliaque droit es t  peit- é t re  en relation avec le  



faible dirunetre de ces  particules (10 à 100 fois Inférieur à celui des  parti- 

cules de charbon utilisées par ENGESET (1962). On sait, en effet, qu'un ma- 

tériel volumineux ou agrégé est  plus facilement phagocyté. 

6 - Comme dans la sér ie  expérimentale précédente, employant des protéi- 

nes sériques comme antigène, nous n'avons pas constaté de prolifération de 

leucocytes polynucléaires et de mastocytes. Confirmant les résultats de 

NûSSAL et al (1968, a), nous nbvons pas observé de capture appréciable 

des particules injectees par les  quelques polynucléaires rencontrés, tandis 

que COHEN et  al (1966) utilisant un antigène radioactif, observent, après 

examen photonique, sa presence abondante dans les éosinophiles e t  que 

ROBERTS (1966) repère la phagocytose de l'antigène par l e s  mastocytes et  

les  éosinophiles. 

7 - Contrairement aux affirmations de WE L L E  N S 1 E K e t  COONS (1 964), 

les particules ferriques intranucléaires, rencontrées dans les  macro]. ages, 

ne sont pas associées à la chromatine mais plut6t aux espaces c la i rs  du 

noyau, e t  ceci, seulement chez les  rats ayant reçu 2 injections de l'une quel- 

conque des substances injectées. Cette localisation ne saurait être liée à 

une action destinée à favoriser la capture des anticorps synthétisés puisque 

nous la retrouvons aussi bien avec la ferritine qu'avec l'hydroxyde ferrique, 

ce qui, d'ailleurs, n'a pas été signalé par BUWKOZER et al (1965), lors 

d'une expérimentation voisine de la n6tre . 

8 - Nous ne pouvons pas admettre la pénétration des particules injectées 

dans les  lymphocytes, immunoblastes et  plasmocytes en raison du trop pe- 

tit nombre de ces  molecules rencontrees dans la bande cytoplasmique péri- 

phérique de ces  cellules. Les rapports entre l'antigène e t  l e s  cellules de 

la réaction immunitaire demeurent obscurs et, si la présence de l'antigène 

. non détruit dans les cellules produisant de l'anticorps spécifique semble dé- 

montrée par certains auteur s, d'autres, par des techniques semblables, ne 

le repèrent pas, 

D'une façon genérale, les  auteurs qui reperent llantig&ne dans 



les  cellules de la réaction immunitaire,l'observent en faible quantité, HAN 

et al (1967) et  HAN et JOHNSON (196 6) ont en effet constaté qu'une faible 

quantité dkntigène pénètre dans le cytoplasme des lymphocytes par  micro- 

pinocytose, tandis que NOSSAL et al (1 968, b) ont observé un peu d'antigène 

radioactif dans le  noyau des lymphocytes. STRAUS (1970), par une méthode 

de double coloration histochimique, montre que des cellules renfermant de 

l'anticorps, renferment aussi l'antigène e t  confirme ainsi les  travaux de 

ROBERTS et HAUROWITZ (1962) qui, à la suite d'injections répétées, loca- 

lisent des azoprotéines tritiées dans les plasmocytes de souris, Les  études 

réalisée s en microscopie électronique par WE LLENSIE K e t  C OONS (1 964) 

par HAN et JONHSON (1966), par HAN et  al (1967) e t  DE PETRIS e t  al 

(1963), permettent d'observer la ferritine (antigene) dans des cellules plas- 

mocykires ou dans des lymphocytes de ganglions ou de rates, Ces derniers 

auteurs observent 1 à 5 molécules de ferritine par p2 de section de plasmo- 

cyte. 

Nos résultats rejoignent plutat ceux de Mac DEVITT e t  al 

(1966) e t  de COHEN et al (1966) qui ont employé des techniques d'autoradio- 

graphie photonique, et ceux de BUYUKOZER et  a l  (1 965) qui n'ont pu loca- 

l iser l'antigène dans l e s  cellules de la réaction immunitaire, 

La tendance actuelle est  cependant dhdmettre la pénétration 

de leantigène dans les  cellules immunologiquement compétentes e t  ceci es t  

étayé par des travaux récents. En effet, ROBINEAUX et  al , ont dPabord dé- - 
montré, in vitro, la capacité endocytaire des lymphocytes ganglionnaires, 

normaux ou stimulés par la phytohémagglutinine, pour diverses substances 

antigéniques visibles au microscope électronique (1969) puis la pénétration 

d'un ARN de macrophage spécifiquement sensibilisé jusque dans le noyau 

des cellules lymphocytaires ou plasmocytaires (1970). Tandis que 

NOLTENIUS et al (1970, a e t  b), par l'examen photonique de cellules for- 

mant plaques et  provenant d'animaux immunisés par des hématies hétéro- 

logues e t  ayant également reçu des injections de particules de charbon non 

antigéniques, constatent que l e s  cellules productrices d'anticorps phagocy- 

tent e t  inversement, Ces auteurs suggèrent que l e s  fonctions de 



phagocytose e t  de synthèse dvanticorps peuvent (stre réalisées par une seule 

e t  même cellule. 

Il est  donc indéniable que les cellules immunologiquement com- 

pétentes sont capables de capter l'antigène mais, dans nos conditions expé- 

rimentales, ce phénomène, t r è s  rare, n'intéresse jamais le  noyau ni  même 

le cytoplasme profond e t  correspond peut-Atre à une pénétration accidentelle 

des particules Lt travers une déchirure de la membrane. 

9 - L'antigène et sa  persistance dans le ganglion 

L'antigène demeure présent dans le ganglion local, t r è s  long- 

temps après l'achèvement du processus immunitaire. Ne constatant pas, en 

dehors dPune moins grande quantité d'antigène, de variations dans la réparti- 

tion topographique de la ferritine, nous devons admettre que, bien qu'en ap- 

parence morphologiquement intacte, la molécule de ferritine est, soit deve- 

nue inactive, soit demeure présente en quantité insuffisante pour déclencher 

une réponse immunitaire. Cette dernière éventualité est  vraisemblablement 

responsable des  faibles modifications cytologiques observées dans les gan- 

glions distaux e t  controlatéraux, en dépit de la présence constante de l'anti- 

gène,et est en accord avec les  observations faites par HANNA, GONGDON e t  

WUS T (1966) sur l e s  rates  de souris immunisées par des injections intra- 

veineuses de doses diff érentes d' érythrocytes h6térologues. Il ne faut pas 

confondre dose antigénique forte, unique ou répétée et  administration conti- 

nue d'antigène, car les  conséquences en sont t r è s  différentes. Dans l e  der - 
nier cas, il n'y a pas hyperimmunisation mais, au contraire, faible réacti- 

vité (BYERS e t  SERCARZ, 1968) et  fibrillo-fibrose de la zone médullaire 

par prolifération de cellules fibrocytof'des qui finissent par oblitérer l e s  si- 

nus mddullaires (KONDO, 1967). 

Le microscope électronique nous a permis d'observer dans no- 

t r e  matériel, la présence de molécules d'antigène libres dans l'hyaloplasme 

des macrophages et dans le milieu qui baigne l e s  cellules e t  ceci durant 

toute la durée de l'expérience. Nous rapprochons cette localisation de l'anti- 

gène, de 1' antigène imrnunogène , 



Les principaux travaux ayant pour but de diff érencier 1' ant ighe intervenant 

dans la formation des anticorps (immunogène) du matériel antigénique en 

cours de dégradation, ont été réalisés in vitro sur  des macrophages périto- 

néaux de souris exposés à une substance antigénique radio-iodée (hémocya- 

nine de patelle -125 1 ou -131 1) et ont montré que les  cellules dégradent en 

2 à 5 h la plus grande partie de la protéine marquée, mais conservent néan- 

moins intacte sa capacité à déclencher une réaction immunitaire chez des 

receveurs syngéniques injectés dans le péritoine par ces  macrophages 

(UNANUE, ASKONAS, 1968). De plus, l'anticorps spécifique, administré 

passivement, bloque les  déterminants immunogéniques e t  empeche la réac- 

tion immunitaire chez des receveurs syngéniques (meme résultat avec la 

trypsine) (Mac CONAHEY, CEROTTINI e t  DMON, 1968). 

Les constatations faites in vivo par STRAUS (1970, a e t  b) sur la persistan- 

ce de l'antigène peroxydase dans l'espace intercellulaire plusieurs semaines 

après lynjection de l'antigène, indiquent la présence prolongée, à ce niveau, 

d'un matériel antigénique non dégradé, c a r  encore révélé par l e s  réactions 

d'oxydo-r éduc tion. 

Il semble donc que la persistance de l'immunogénécité de l'antigène soit as- 

sociée à un petit pourcentage d'antigène (inférieur à 10 p, 100) retenu dans 

les  espaces intercellulaires dépourvus de lysosomes et  par la cellule macro- 

phagique, sous une forme qui e s t  préservée d'un catabolisme rapide et d'une 

élimination. Les molécules d'immunogène, liées à la membrane plasmique 

des macrophages, le sont peut-etre gr%ce au revetement mucofae acide, dé- 

truit par la trypsine et colorable par le Ruthénium, décrit par CARR - et al 

(1970) à la surface des macrophages de souris. 

L'existence d'une fraction hmunogénique, non transformée par phagocytose 

préalable, es t  confirmée par l e s  travaux récents de RYAN et LEE (1 970) qui 

observent que, sauf pour la gélatine, l e s  protéines l e s  plus antigéniques 

sont les  moins dégradées par l e s  enzymes lysosomiques, et  de DAVIS (1970) 

qui montre que si deux souches différentes de cobayes phagocytent de façon 

identique un antigène synthétique radioactif, seule, l'une d'elles présente 

une réaction immunitaire. 



En accord avec l e s  données de la littérature, nous avons obser- 

vé des relations étroites entre les  macrophages e t  les  cellules de la réaction 

immunitaire et, souvent, nous avons observé la phagocytose de cellules pro- 

ductrices d'anticorps, par le s macrophages (MILLER, AVRAMEAS, 1971). 

Selon BONA, ANTEUNIS, ROBINEAUX et ASTESANO (1 971), les flots lym- 

phocytes-macrophages seraient présents suivant un pourcentage de 0,60 p. 

100 parmi lesquels 0,25 p, 100 montreraient un transfert de molécules anti- 

géniques d'un macrophage aux lymphocytes. Ce contact entre lymphocytes 

et  macrophages est peut-étre la première étape de la transformation qui 

aboutit à l'apparition des cellules formatrices d'anticorps (SULITZEANU, 

KLEINMAN, BENEZRA et  GERY, 1971). 

10 - Le complexe antigène-anticorps sérique résulte bien d'une combinai- 

son spécifique de lPantigène et de l'anticorps, car il ne s'obtient pas  avec 

les  témoins. Nous avons employé, pour le  reperer, une méthode décrite de- 

puis par FUKUSHI (1 970), au 7" Congrès International de Microscopie Elec- 

tronique . L'opération de lavage du cornplex% qui précède l'observation et  

qui es t  destinée à éliminer les  antigènes e t  les anticorps combinés, n'entraf- 

ne pas de dissolution d'une telle association. En effet, TERNYNCK e t  

AVRAMEAS (1971) ont montré l'inaction des électrolytes et de l'eau distil- 

lée sur de tels complexes, alors qu'il n'en est  pas de méme pour des  anti- 

corps fixés sur immunoabsorbants . 

Nous avons pu retrouver dans ces  complexes des images déjà 

décrites dans la littérature. En particulier, les  amas protéiques englobant 

quelques molécules de ferritine, de meme que les  molécules de ferritine 

étoilées, sont bien connus et résultent d'une précipitation antigène-anticorps 

en présence d'un excès d'anticorps (ROBINSON, 1966). 

Les petits réseaux que nous avons observés correspondent à une précipita- 

tion dans la zone d'équivalence (PAUPE, 1971), c'est-à-dire dans un milieu 

où antigène et  anticorps sont en quantité optimum. Les ponts reliant les  mo- 

lécules de ferritine dans un réseau ne sont pas rectilignes e t  l'angle que 

forment l e s  deux fragments Fab d'une méme molécule d'anticorps ne s'ouvre 



pas obligatoirement jusqu'à 180" lorsque cette molécule relie les s i tes  anti- 

géniques de 2 molécules de ferritine. L'écartement des  fragments Fab se  

fait au niveau de la flexibn de la molécule, rendue possible par une forte hy- 

dratation à ce niveau (GREEN, 1969). La  longueur de la molécule d'anticorps 

fermée nous paraît e t re  de 120 A ,  c'est-à-dire un peu supérieure à celle si- 

gnalée par  FEINSTEIN et ROWE (1965) (1 05 A ) pour une molécule dTIg G non 

combinée, d'homme ou de lapin. 

La précipitation obtenue signifie que notre antigène es t  soluble 

et  que les  anticorps dont il induit la synthèse ont l e s  qualités requises pour 

é t re  précipitants, c'est-à-dire qu'ils sont au minimum bivalents. 

La presence d'anticorps spécifiques dans le cytoplasme des 

plasmocytes d'animal immun es t  en accord avec l e s  travaux d'autres au- 

teurs. Cependant, pour la première fois, nous signalons, chez le rat, la 

présence d'anticorps antiferritine au niveau des ribosomes plasmocytaires. 

Jusqul à présent, une telle localisation a été décrite chez des animaux immu- 

nisés par un antigène non ferrique, soit une IgG humaine (AVRAMEAS, 

BOUTEILLE, 19 68), soit une peroxydase (FRANC OIS, 197 0 ; FRANCOIS - et  

al, 1972). Avec la ferritine, quelle que soit l'espèce considérée, il avait - 
toujours et6 constaté un décalage entre la ferritine e t  les  anticorps, 

La quantité d'anticorps obtenus dans notre expérience e s t  net- 

tement inferieure à celle signalée par DE PETRIS e t  al (1963) (1 000 à 
2 4 000 mol/ section) ; ceci nous semble lié à la difference d'espèce ; le 

rat, plus tolérant que le lapin à la ferritine de cheval, n'est pas le siège 

d'une production d'anticorps aussi intense. 

IV - CONCLUSIONS 

L'utilisation de substances ferriques nous permet de démon- 

t r e r  que le ganglion lymphatique local n'est pas une barr ière  effioace contre 



la dissémination dans l'organisme, de substances étrangères de faible dia- 

mètre, qu'elles soient antigéniques ou non. En effet, celles-ci se retrouvent 

dans les  lumières et  les  parois des vaisseaux sanguins intra-ganglionnaires 

e t  dans les  autres relais ganglionnaires. 

Nous n'avons pratiquement pas constaté de pinocytose de la fer -  

ritine et  de l'hydroxyde ferrique. Ceci nous semble en faveur de la traver- 

sée des membranes plasmiques de s cellule s phagocytantes par pénétration s 

directe, 

Les lymphocytes e t  les  cellules de la réaction immunitaire 

présentent quelques molécules ferriques dans leur cytoplasme périphérique, 

ainsi que quelques molécules accolées à la face externe de la membrane plas- 

mique. La faible intensité de ce phénomène n'est pas en faveur de la péné- l 
tration de l'antigène intact dans les  cellules immunologiquement compétentes. 

Les deux substances testées présentent la meme répartition 

topographique mais, seule la ferritine induit une réponse immunitaire spé- 

cifique que nous avons étudiée sur  les  plans cytologiques e t  immunologiques. 

Les observations cytologiques sont tout à fait classiques. 

Sur le plan immunologique, nous avons observé des anticorps sériques pré- 

cipitant avec l'antigène correspondant ; nous avons réalisé une étude en co- 

loration négative du complexe obtenu. Outre l'existence de réseaux, nous 

avons mis  en évidence l'existence de molécules d'anticorps fermees, de 

120 A de long, soit libres, soit fixées & une seule molécule d'antigène. 

Nous avons observé également des molécules d'anticorps en Y, fixées à 2 

molécules d'antigène. Ces aspects correspondent aux molécules d' IgG . 
Le complexe antigène-anticorps a également été etudié au niveau des cellu- 

l e s  productrices d'anticorps. Nous avons constaté sa présence dans les ci- 

ternes ergastoplasmiques et  sur  l e s  ribosomes des plasmocytes, à raison 

de 80 molécules par k2 de section. Ce nombre peu élevé signifie que l e  ra t  

Wistar est  plus tolérant que le lapin qui a servi de matériel à d'autres au- 

teur se 



CONCLUSIONS DE LA DEUXIEME PARTIE 
....................................... ....................................... 

L'introduction dans l e s  muscles des pattes postérieures de rat  

Wistar, de substances proteique s, hétérologue s, diverses, parfaitement con- 

nues sur le plan biochimique, entraîhe des modifications cytologiques, essen- 

tiellement repérables dans les  ganglions locaux. 

Une étude systématique détaillée nous permet de confirmer l'u- 

nicité du schema de la réaction immunitaire dans s e s  réactions d'hypersen- 

sibilité immédiate. 

Nous constatons que la réponse immunitaire n'est pas influencée par l'anti- 

gène injecte, qu'elle renferme davantage de plasmocytes à corps de Russell 

e t  à cristaux si les  injections d'antigène sont répétées, qu'elle n'a jamais 

présenté d' éosinophilie marquée ni de prolif ération mastocytaire . 

Les faisceaux de fibrilles à striation transversale sont unique- 

ment présents chez les  animaux injectés par des protéines sériques. Ils ne 

l'ont pas été chez les r a t s  injectés par de la ferritine. Nous ne savons pas 

interpreter cette particularité des immunoblastes induits par des antigènes 
n 

sérique S. 

L'antigène intact s e  localise rarement dans l e s  lymphocytes, 

immunoblastes et  plasmocytes, e t  jamais dans le cytoplasme profond de ces  

cellules. 

Les anticorps antiferritine se  retrouvent classiquement dans 

le sérum et dans le cytoplasme des plasmocytes. Toutefois, leur présence 

sur  l e s  ribosomes plasmocytaires a été peu signalée et jamais chez le rat. 



TROISIE ME PARTIE 

LE GANGLION LYMPHATIQUE ET L'INVASION TUMORALE 



INTRODUC TION 

Dans un système homologue, nous avons étudié le comporte- 

ment des ganglions lymphatiques infiltrés par des cellules néoplasique s, ce - 
ci  chez des animaux neufs et chez des animaux préalablement immunisés 

contre diverses fractions antigéniques de ces  cellules tumorales, afin de 

mettre en évidence l'importance possible des réactions immunitaires de 

lFhhgte dans la lutte contre la diffusion métastatique des tumeurs. C k s t  pour - 
quoi nous nous sommes fixé pour tâche la connaissance détaillée du systè- 

me choisi ; nous nous sommes penchée en particulier sur la morphologie 

des cellules tumorales e t  des cellules témoins et  sur la présence de sites 

antigénique s à leur surface, 

Nous souhaitions utiliser une tumeur possédant un tissu sain 

de référence, Notre choix s'est porté sur lvhépatome ascitique de Zajdela 

et  sur  le tissu sain homologue : le tissu hépatique, 

Ce  système nous a paru t r è s  avantageux en raison de la facili- 

té dbbtention des cellules tumorales. En effet, cette souche se maintient 

parfaitement dans notre animalerie e t  a l'avantage de fournir constamment 

de grandes quantités de cellules. De par sa forme ascitique, nous obtenons 

des cellules séparées, ne nécessitant pas l'emploi de techniques d5sole- 

ment plus ou moins traumatisantes, comme ce serait le c a s  si nous avions 

choisi une tumeur solide, En outre, la cancérisation du foie a été t r è s  étu- 

diée, tant sur  le plan biochimique que morphologique, car la grande homo- 

généité du tissu hépatique fait que les  hépatocytes, d'ailleurs faciles à iso- 

l e r  e t  caractéristiques sur le plan ultra structural, sont des témoins vrais, 

et  explique que la plupart des travaux ayant pour but de comparer le tissu 



sain au tissu cancéreux ont été faits sur  le  foie e t  lthépatome . 

Notre système est néanmoins critiquable, car  nous opérons 

sur  des hates homologues, possédant une certaine incompatibilité immuno- 

logique, donc susceptibles de produire une réponse immunitaire contre les  

protéines non tumorales des cellules injectées, s'a joutant à celle dirigée 

éventuellement contre les antigènes tumoraux, e t  de favoriser aussi la fixa- 

tion de protéines dl h6te sur  ces cellules cancéreuses. Par  cette particulari- 

té du système, nous nous éloignons de ce qui se  passe dans le cas des  can- 

ce r s  spontanés. Le moyen d'y remédier serait d'induire un hépatome dans 

une souche isologue, d'adapter les  cellules cancéreuses à la forme asciti- 

que ou à la culture in vitro. Cette dernière éventualité étant la moins sou- 

haitable car susceptible de favoriser la fixation de protéines hétérologues 

du milieu de culture sur ces  cellules, sauf, bien entendu, si ce milieu de 

culture renferme, non pas  du serum de veau mais du sérum de rat  isologue. 

La réussite de la création d'une souche tumorale isologue nous a paru in- 

certaine et t r è s  longue. Nous avons préféré expérimenter avec une souche 

déj3 bien établie, tout en modérant l e s  imperfections du système par sa 

connaissance préalable approfondie. 



CHAPITRE 1 
------------- ------------- 

DESCRIPTION DU SYSTEME CHOISI 

1 - DESCRIPTION des CELLULES SAINES SERVANT de TEMOIN 

Ce sont des hépatocytes de r a t s  Wistar séparés  par dissocia- 

tion mécanique ou chimique (voir Matériel et  Technique) 

1 - Protocole emérimental 

Chaque préparation d'hépatocytes fait l'objet d'un examen élec- 

tronique classique après  contrale de leur viabilité par le test au trypan bleu. 

2 - Résultats 

Nous avons réalisé une étude comparative des principales tech- 

niques de dissociation des cellules et  avons constaté que peu de méthodes 

peuvent Atre appliquées au tissu hépatique . En effet, la séparation par la 

méthode mécanique altère profondément l e s  hépatocytes dont le cytoplasme 

est  devenu t r è s  vacuolaire et  dont la membrane plasmique est souvent ine- 

xistante. Le test de viabilité révthe d'ailleurs que moins de 1 p. 100 des 

cellules sont vivantes. 

La dissociation par la méthode enzymatique est  plus ou moins satisfaisante 

suivant le mode opératoire utilisé. 



Si 19ncubation de petits fragments de foie dans un mélange de 

collagène e t  de l?hyaluronidase sépare les  hépatocytes, le taux de viabilité 

es t  presque nul. P a r  contre, une incubation dans la trypsine est satisfaisan- 

te e t  permet dl obtenir environ 70 p. 100 d'hépatocytes viables, 

La perfusion par le mélange de collagènase e t  de hyaluronidase 

fournit une préparation dt hépatocytes viables dans une proportion de 80 p. 

100 environ si la dissociation des hépatocytes est  achevée, non pas par écra- 

sement du foie, mais par agitation magnétique de petits blocs de foie, 

L'examen au microscope électronique des hépatocytes isolés 

suivant les  2 méthodes peu traumatisantes, permet de reconnaftre les cellu- 

les  mortes (Pl 28, fig a) dont la membrane plasmique, toujours présente, 

es t  déchirée en certains endroits, et  les cellules vivantes t r è s  opaques aux 

électrons (Pl 28, fig b et  c) qui possèdent toujours des particules de glyco- 

gèned , un appareil de Golgi et  un ergastoplasme non dilatés. 

Dans tous l e s  cas, les  cellules vivantes sont ovoiaes e t  ont per- 

du la forme polygonale habituellement observée dans le parenchyme hépati- 

que. 

3 - Discussion 

Les hépatocytes adultes sont des cellules t r è s  fragiles, c'est 

ce qui explique que les  principaux essais d'isolement, réalisés en vue d'une 

mise en culture ultérieure, ont souvent été réalisés sur des  rats  de 3 à 7 

jours (CASANELLO, GERSCHENSON, 1970). 

La digestion in vitro par la trypsine e t  la perfusion enzymati- 

que du foie, sont les  deux méthodes qui fournissent des hépatocytes viables. 

La digestion, in vitro, par la trypsine, donne des résultats 

satisfaisants et  est  facile à réaliser. Elle présente le grave ennui de fournir 

des préparations trop riches en hématies pour pouvoir Atre purifiées par 

lavage. P a r  ailleurs, un choc hypotonique bref, % peine suffisant pour 



faire éclater une partie des hématies, entraîne automatiquement la mort des 

hépatocytes. 

La pression de perfusion du foie dans notre matériel est de 

15  mmHg, Elle est  voisine de celle employée par BERRY e t  FRIEND (1969) 

(15 cm d'eau) et  est également proche de la valeur de la pression veineuse à 

proximité du réseau de capillaires qui est  de 7 à 1 5  cm d'eau chez l'homme, 

e t  dont la valeur chez le rat ne nous est  pas connue. Il nous semble donc que 

notre mode de perfusion, utilisant un appareil automatique d'injection, ne 

peut entraiher de surpression au niveau des sinusordes hépatiques. Le gros 

avantage de cette méthode est  de fournir une préparation dépourvue d'héma- 

ties et de globules blancs, Nous avons choisi, pour injecter, des hépatocy- 

tes  isolés par la methode de perfusion par la hyaluronidase et  la collagénase. 

Cette technique permet d'obtenir des preparations pures, dont le profil anti- 

génique n'est pas modifié (IYPE, BALDWIN, GLAVES, 1972) et comprenant 

des cellules hépatiques séparées e t  des amas de 3 à 5 cellules, cbst-à-dire 

des agrégats . 

II - DESCRIPTION DES CELLULES TUMORALES EMPLOYEES 

1 - Protocole 

Les cellules dlhépatome ascitique de Zajdela destinees à cha- 

que expérience, sont préparées en vue de contrales au microscope photoni- 

que sur des  coupes semi-fines et  sur  des frottis colorés au May-Grunwald- 

Giemsa ou à l'hémalun-eosine, et  d'examens électroniques classiques, 

Elles sont prélevées par ponction intrapéritonéale 8 ou 9 jours après  la gref - 
fe, c'est-à-dire sur un animal mourant. 

2 - Résultats 

- Microscopiephotonique -------- -- ------ -- 



Ces cellules volumineuses, de 10 à 1 5 C de diam&tre, sont iso- 

lées ou groupées en flots e t  possèdent un cytoplasme t rès  basophile e t  un 

noyau sphérique volumineux, dont la chromatine es t  filamenteuse e t  le nu- 

cléole généralement isolé. Elles sont le siège de mitoses fréquentes, Cer- 

taines cellules plurinucléées présentent un désynchronisme des mitoses 

(Pl 29, fig a e t  b) (DRIESSENS, DUPONT, DEMAILLE, 1960). 

- Microscopie électronique ...................... 
Comme beaucoup de cellules tumorales, ces  cellules s e  carac - 

térisent par un noyau irrégulier et  par l'abondance des ribosomes libres, 

non groupés en rosette. Assez souvent, nous avons pu observer des fibrilles 

de 86 A de large, dépourvues de striation transversale, groupées en fais- 

ceaux, encerclant parfois complètement une aire  de cytoplasme (Pl 29, 

fig c), Parfois, les citernes ergastoplasmiques sont dilatees (Pl 29, fig d). 

Plus rarement, le cytoplasme renferme des lamelles annelées 

constituées par un empilement de 4 à 9 lamelles superposées dont la conti- 

nuité avec l'ergastoplasme es t  nettement visible. La présence de c e s  lamel- 

les  annelée s es t  souvent accompagnêe d'une dilatation de llergastoplasme 

(Pl 30, fig a). 

Parfois, le cytoplasme es t  traversé par  des fentes apparem- 

ment dépourvues de tout matériel et qui paraissent en continuité avec des 

lamelles ergastoplasmiques aplaties (Pl 30, fig b), Selon certains auteurs, 

ces  fentes résulteraient de la dissolution d'une substance semi-cristalline . 

Exceptionnellement, dans le  cytoplasme d'une cellule pauvre 

en ergastoplasme, nous observons la superposition d'une dizaine de lamel- 

les  aplaties, paraissant constituées de 3 couches, la couche médiane étant 

la plus opaque. Ces lamelles sont concentriques à un amas sphérique de 

ribosomes et  sont limitées à l'extérieur par une membrane hérissée de ri- 

bosome s. Ces formations paraissent situées dans une lumi è re  ergastoplas- 

mique (Pl 30, fig c) . 



3 - Discussion et conclusions 

Les cellules hépatomateuses présentent des caracteristiques 

morphologiquese indiscutablement malignes. En effet, l es  fibrilles que nous 

avons observées l'ont été également dans les  cellules hépatomateuses asciti- 

ques de souches t rès  diverses (USUI, 1967) et ressemblent à celles decrites 

par RANGAN et  al (1 971) dans des cellules lymphomateuses. Par contre, les  

lamelles annelées, en communication avec llergastoplasme, ont été signa- 

lées dans des cellules normales e t  pathologiques variees, de classes anima- 

l e s  differentes (DHAINAUT, 1970 ; MARCILLE et al, 1971) et  dans des  c d  tu- 

r e s  organotypiques de foie d'embryon de poulet (BENZO, NEMETH, 1971). 

L'ultrastructure des cellules de l'hépatome ascitique de 

Zajdela, t r è s  différente de celle des cellules ganglionnaires, ne peut entraf- 

ner de confusion dans le reperage ultérieur de ces  cellules hépatomateuses 

dans les  organes lymphoi'des. 

III - ETUDE MORPHOLOGIQUE DE LA DIFFUSION METASTATIQUE CHEZ 
LES ANIMAUX DESTINES A L'ENTRETIEN DE LA SOUCHE 

1 - Protocole ex~erimental  

Une semaine après la greffe, les  rats présentent des signes 

agoniques et  décèdent spontanément 1 ou 2 jours plus tard. Les sacrifices 

sont donc realises 8 jours après la greffe dans le péritoine des cellules 

neoplasiques. Les ganglions iliaques et rénaux, la tumeur mesenterique 

ainsi que le  foie, l e s  reins, les  poumons, sont prélevés et prépares en vue 

d'une etude microscopique. Les anticorps circulants sont recherchés par le 

test  de cytotoxicite en suspension. 

2 - Résultats 



- Microscopie photonique ------------------- - 
Seuls les ganglions rénaux et la tumeur mésentérique renfer- 

ment des  cellules néoplasiques. Les autres organes sont histologiquement 

normaux ; la rate est toutefois le siège d'une hyperplasie de la pulpe blan- 

che. 

Le sérum des animaux sacrifiés ne renferme pas dknticorps 

cytotoxiques pour les cellules hépatomateuses, 

- Microscopie électronique .................... -- 
La tumeur mesentérique, suivant l e s  animaux examinés, es t  

constituée, soit de cellules néoplasiques ovalaires non altérées, soit, au 

contraire, de cellules tumorales prof ondément nécrotiques, ayant un noyau 

picnotique et une membrane plasmique rompue par endroits. Les cellules 

lysées sont l ibres et  ne sont pas voisines de macrophages ou de polynuclé- 

aires. 

Dans tous l e s  cas, l e s  ganglions rénaux sont infiltrés massive- 

ment par des cellules néoplasiques, surtout au niveau du sinus péricapsu- 
3 

laire qui est  considérablement élargi. T rès  peu de cellules sont morphologi- 

quement intactes. Parmi les  cellules altérées, certaines, encore libres, se 

caractérisent par un éclaircissement général du nucléoplasme et  de l'hyalo- 

plasme, d'autres sont englobées dans le cytoplasme d'histiocytes al térés  

eux aussi. La présence de cellules de la réaction immunitaire est  inconstan- 

te. 

3 - Conclusions 

Alors que l e s  cellules se  développant dans la cavité abdomina- 

le  ne présentent aucun signe de souffrance, les  cellules néoplasiques, qui 
essaiment ii partir  de la tumeur greffée, colonisent rapidement le mésenthre 

e t  l e s  ganglions locaux ; de nombreuses cellules paraissent détruites à c e s  

niveaux, 



IV - REPARTITION DES SITES ANTIGENIQUES SUR LES CELLULES 
D'HEPATOME ASCITIQUE DE ZAJDELA 

1 - Protocole expérimental 

La technique des anticorps marques par une substance visuali- 

sable au microscope électronique, a été utilisée dans cette expérimentation 

pour déterminer l'antigénicité des cellules hépatomateuses pour le rat 

Wistar . 
Les anticorps anti-cellules hépatomateuses ont été préparés 

chez le lapin. Les IgG, extraites du sérum de lapin par passage sur  colonne, 

ont été couplées à la peroxydase de raifort e t  à lvisothiocyanate de fluores- 

céine, soit directement, soit après épuisement prealable du sérum de lapin 

par des antigènes de tissu hépatique sain de rat Wistar (voir Matériel et  

Techniques), Les IgG lyophylisées du sérum total ont fait l'objet d'un contra- 

le électronique en coloration négative à l'ac étate d'uranyle . 
Lktilisation de coupes au cryostat de tissu hépatique de rat 

Wistar nous a permis de vérifier, par des techniques directes dvimmunoen- 

zymologie et dPimmunofluorescence, l'efficacité de notre technique d'épuise- 

ment du sérum immun. 

2 - Résultats 

- Repérage des IgG e t  des IgG fluorescences par passage sur  ..................................................... 
colonne ------- 

La lecture au spectrophotomètre, à 278 m p  , des fractions de 

10  ml  recueillies après passage sur colonne, dans des conditions détermi- 

nées, de sérum ou dtIgG fluorescentes, nous a permis d'obtenir l e s  courbes 

reproduites sur l e s  figures Vm: et IX, pages 109 e t  110 . 



IgG .sérum 
épuisé 

----- I@ .sérum 
total 

Figure Vm 

Courbe dt élution des s6rums de lapin immun, totaux (- -- -) ou épuisés par d q  antigenes hépatiques (-) 
La densité optique @O) des fractions de 10 ml, obtenues apres chromatographie sur colonne de DEAE- 
cellulose, de 11 ml de sérum élu6 par un tampon phosphate 0,005 M (pH 6, 5), est mesurée au spectro- 
photom6tre Zeiss, à une longueur d'onde de 278 m p  , I- 

. "  - 
1.: Y I  

Les fractions soumises B la lyophilisation sont limit6es par des traits verticaux. 5 
(3 La quantité dlanticorps obtenue il partir mi sérum épuisé est 10 9 11 fois plus faible que celie obtenue B I 

partir du se!rum total. 



Courbe dlélution des IgG de sérum total de lapin immun, couplees B 

llisothiocyanate de fluorescéine . 
La densite optique (DO) des fractions de 10 ml, obtenues par chromato- 

graphie sur colonne de Sephadex G-25 (grains fins), après élution par 

un tampon phosphate 0, 01 M (pH 7,3), est mesurée au spectrophotom€!- 

tre Zeiss, B une longueur d'onde de 278 mk . 



Les IgG non combinées avec les antigènes du broyat hépatique 

représentent une faible proportion des IgG du sérum total (le 1/11), Les va- 

leurs que nous avons obtenues sont regroupées dans le tableau V ci-après. 

Dans tous l e s  cas, en raison du pH dt élution, les  courbes 

d'élution ne présentent qu'un seul pic. 

Tableau V 

Quantite d'IgG recueillies par chromatographie 

sur colonne, du sérum immun total ou épuisé 

chromatographié 

Sérum immun épuisé 

- Aspect en coloration negative des IgG lyophilisées du sérum ................................... ------------------ 
total ---- 

Cette fraction parart constituée de masses sphériques, d'un 

diametre variant entre 62 A et 80 A .  Chaque sphère paraît elle-meme cor- 

respondre à un assemblage de sous-structures dont le faible diametre (1 5 A) 
rend leur identification delicate. Les masses sphériques sont souvent asso- 

ciées 2 2 e t  sont a lors  séparées par un espace de largeur variable (Pl 31, 

fig a et  b). 

Cet aspect globulaire des Ig G peut é tre  entaché d'erreur, du 

fait de la lyophilisation préalable. Ce contrale n9a pas pour but l'étude de 

la configuration des anticorps, mais est simplement destiné à vérifier 
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llhomogén$Pté de notre fraction. 

- Mise en évidence des anticorps sér i luas  anti-hépatomateux .......................... ----- - - O - - - - - -  

chez le  lapin immunisé spécifiluement, par la technique dvOuchterlony ...................... ---- ------- ----------- --------------- 

LvPmmunsérum total nous a permis dPobtenir 3 a rcs  de préci- 

pitation avec l'antigène tumoral soluble dans l'eau (Pl 31, fig c), tandis que 

nous n'en obtenons qu'un avec l'antigène hepatomateux provenant d'un broyat 

tumoral, en rai son de sa mauvaise diffusion dans la gélose, Ceci nous a ame- 

né à utiliser, par  la suite, des extraits antigéniques solubles dans l'eau. 

L'immunsérum épuisé par un broyat hepatique, testé contre 

l'antigène hépatomateux "soluble", nous a donné un seul a rc  de précipita- 

tion (Pl 31, f ig d) . Il n'en a pas donné avec l'antigène hepatique '9oluble:' 

Les  memes expérimentations réalisees avec l e s  Ig G extraites 

du sérum total ou épuisé et  lyophilisées, ont donné les  memes résultats, in- 

diquant que les  techniques d'extraction e t  de lyophilisation n'ont pas inactivé 

les  anticorps. 

- Mise en évidence, par le test de cytotoxicité en suspension, ..................................................... 
des anticorps sérigyes cytotoxigues, anti-hgatomateux du lapin ----,,,,,, ,,,,, , - A , - - - - - - -  .......................... -- 

Tous les comptages réalisés sur des suspensions tumorales, 

avant ou après incubation plus ou moins prolongée à 37" C, ont montré le 

t r è s  faible pourcentage de cellules mortes dans le liquide ascitique d'un ani- 

mal sain, greffé dans le péritoine. Le pourcentage de cellules vivantes es t  

au moins égal % 98 p. 100 et une incubation de 15  h, à 37" C, ne modifie au- 

cunement cette valeur. 

I 

Nous avons constaté l'absence totale de citotoxicité du complé- 

ment de cobaye utilisé seul. 

De meme, du sérum de lapin sain, seul ou additionné de com- 

plément, n'est pas cytotoxique. 

Par contre, le sérum total de lapin spécifiquement immun es t  



fortement cytotoxique sur le s cellules hépatomateuses en présence de com- 

plément. Le pourcentage des cellules mortes est voisin de 95,5 p. 100 

(Pl 31, fig e et  f), et lTindice de cytotoxicité est 0, 95, Le sérum de lapin 

préalablement épuisé est  encore cytotoxique puisque l5ndice de cytotoxicité 

est  0,23, donc supérieur à 0,20, mais son action, en présence de comple- 

ment, es t  beaucoup moins lytique pour les cellules hépatomateuses dont le 

pourcentage de cellules mortes oscille au voisinage de 24, 6 p. 100. 

Ces résultats sont réunis dans le tableau VI, p. 114, les  va- 

leurs témoins étant obtenues après incubation B 37" C d'une suspension tumo- 

rale pure. 

- Localisation des antigènes des cellules tumorales à l'aide .................................................... 
des anticorps spécifiques couplés à la peroxydase ------------------- ......................... 

Les cellules tumorales des suspensions témoins examinées 

après fixation aldéhydique, suivie ou non dVune incubation dans le  substrat 

de la peroxydase, et  non contre colorées, sont blanches, avec quelques mas- 

s e s  sphériques réfringentes dans le cytoplasme. Les hématies qui contami- 

nent ces  suspensions, sont brunes dans le  cas  d'une incubation dans le  

3-3'-diaminobenzidine (Pl 31, fig g et  h) . 

Les cellules tumorales incubées dans l e s  IgG marquées à la 

peroxydase extraites du sérum immun total, présentent une teinte brune, 

parfois t r è s  foncée. Elles semblent limitées par un l iseré sombre (Pl 31, 

fig i e t  j) . Quelques cellules non colorées ressemblent aux témoins. Sur les  

1 O00 cellules que nous avons comptées, 96, 5 p. 100 sont brunes, tandis que 

3, 5 p. 100 sont non colorées. 

Les cellules tumorales incubées dans l e s  IgG extraites du sé- 

rum épuisé, présentent 21,2 p. 100 de cellules apparemment non marquées, 

41, 6 p. 100 de cellules brunes et 37,2 p. 100 de cellules t rès  légèrement 

brunatres. Cette catégorie de cellules t r è s  discrètement marquées n'était 



Tableau VI 

Détermination de la présence d'anticorps sériques dirigés contre les  cellules hépatomateuses 
chez le lapin présumé immun par le  test de cytotoxicité en suspension 

Nature de la 
suspension 
tumorale 

Nb total de cel- 
lules comptées 

Nb de cellules 
mortes 

Nb de cellules 
vivantes 

% de cellules 
vivantes 

Indice de 
cytotoxicité 

Suspension pure 

après 
avant incubation, 

incubation servant de 
ref érence 

Suspension 
avec 

complément 

nul 

Suspension avec du 
sérum de lapin sain 

complément complément 6 

- - 

Suspension avec du 
complément e t  du 

sérum de lapin immun 

- - 
Total Epuisé 



pas présente dans le cas  précédent ; de plus, le taux des cellules non mar- 

quées est  nettement supérieur au taux des cellules spontanément lysées. 

Les résultats concernant l e s  cellules tumorales sont regroupés 

dans le tableau VI1 ci-apr5s : 

Tableau VïI 

Pourcentage de cellules hépatomateuses 
fixant le complexe anticorps spécifiques hétérologues- 
peroxydase dans une préparation renfermant au départ 

96, 5 p, 100 de cellules viables 

Les coupe4 à congélation de tissu hépatique incubées dans les 
IgG de sérum total, cou$lées à la peroxydase, pr$sentent une coloration 

brune t r & s  p$le sur toute la surface des hépatocytes sectionnés, tandi 

l e s  limites cellulaires sont nettement dessinées e t  t rès  foncées (Pl 31, 

k e t  1). P a r  contre, sur  !;les coupes incubées dans les  IgG de sérum spécifi- 

quement épuisé avant copplage à la peroxydase, les  hépatocytes sont t r5s  

Cellules 
marquées (%) 

Cellules à peine 
marquées (%) 

Cellules non 
marquées (%) 

.. 

Incubation dans des 
IgG marquées extraites 

du sérum total 

96, 5 

O 

3, 5 

Incubation dans des 
IgG marquées extraites 

du sérum épuisé 

41, 6 

37, 2 

- - 

21, 2 



clairs  et ne présentent aucune teinte brune ; seules les hématies demeurent 

colorées (Pl 31, fig m). 

Au .microscox>e électroniaue 

Les cellules tumorales de la suspension témoin, incubées uni- 

quement dans le substrat de la peroxydase, ne présentent aucune modifica- 

tion membranaire si on l e s  compare % une suspension tumorale non traitée, 

classique, Sur des coupes ultra-fines non colorées, les membranes plasmi- 

ques sont difficilement discernables (Pl 32, fig a), Les hématies sont t r è s  

contrastées. 

Pa r  contre, l e s  cellules incubées dans des anticorps marqués, extraits du 

sérum total, présentent une membrane plasmique nettement dessinée, tan- 

dis que le noyau et le cytoplasme sont peu contrastés (Pl 32, fig b). A fai- 

ble grossissement, les  cellules néoplasiques paraissent bordées par une cou- 

che mince, t r è s  opaque aux électrons. Un grossissement plus élevé montre 

que ce marquage périphérique n'est pas uniforme (Pl 32, fig d) . Son épais- 

seur varie en différents points d'une meme cellule. La couche la plus étroi- 

te a 200 A de large, tandis que la plus épaisse atteint 780 A environ (Pl 33). 

En plus dPune épaisseur variable, le marquage es t  discontinu et les  espaces 

non marqués sont d'étendue variable, allant de O, 07 P à O, 3 Jr . Exception- 

nellement, nous avons observé llaccumulation de marquage sur une zone li- 

mitée de la membrane plasmique, mais il est  difficile de savoir s'il s'agit 

d'une accumulation spécifique (Pl 32, fig c), c'est-à-dire d'un regroupement 

massif des sites antigéniques en des zones déterminées de la surface cellu- 

laire. 

Les cellules non marquées sont peu nombreuses e t  toujours morphologique- 

ment intactes. 

Les  cellules lysée s, au cytoplasme vacuolaire, correspondant certainement 

aux 3, 5 p. 100 de cellules mortes, présentent un cytoplasme particulière- 

ment contrasté (Pl 34, fig a) en raison de la forte opacité des ribosomes. Le 

noyau est pale. Le marquage, exclusivement cytoplasmique, s 'arrête au ni- 

veau des ribosomes du feuillet externe de l'enveloppe nucléaire (Pl 34, fig b). 



Nous avons vérifié que dans un témoin, sur des coupes non imprégnées par 

l'acétate d'uranyle et le plomb, ces  cellules lysées sont normalement peu 

contrastées. 

Quelques grilles ont été colorées dans le but de repérer la localisation topo- 

graphique du marquage par rapport à la membrane plasmique. Un examen à 

grossissement élevé (x 40 000 e t  x 80 000) montre que le dépet es t  limité à 

la couche externe hydrophile de la membrane plasmique. En effet, l e  feuil- 

let interne, bien visible, est toujours séparé du dépet par  un espace trans- 

parent de largeur constante (40 4. De plus, la couche de marquage es t  en 

nette continuité avec la couche externe de la membrane ; ceci est t r é s  net au 

point de contact entre une zone marquée et  une zone non marquée (Pl 34, 

fig c, d et e). 

Les cellules néoplasiques, incubées dans les  IgG de sérum épuisé, couplées 

à la peroxydase, présentent, dans leur ensemble, le meme résultat que 

précédemment. A faible grossissement, les  cellules sont limitées par un 

l iseré  sombre (Pl 35, fig a), A grossissement plus élevé, nous constatons 

que 19épaisseur de ce marquage est, en général, plus faible. Le plus sou- 

vent, elle est de 130 A e t  atteint rarement 200 A .  Les amas volumineux de 

marquage sont encore présents. Les zones non marquées sont fréquentes et 

depassent 1 000 A de large (Pl 35, fig b, c et  d ) .  Certaines cellules tumo- 

rales  morphologiquement intactes ne sont pas marquée S. 

C omme dans l'expérimentation précedente, les  cellules ly sée s présentent 

un marquage cytoplasmique intense (Pl 35, fig e), Quelques cellules possé- 

dent un cytoplasme marqué tandis que leur membrane plasmique n'est pas 

contrastee ; ces  cellules sont exceptionnelles e t  ne nous semblent pas  en 

voie de lyse (Pl 35, fig f) . 

Lvobservation au microscope électronique ne nous a pas permis d'identifier 

l e s  cellules t r è s  légèrement marquées, observées lors de l'étude photonique 

ni d'ailleurs de comprendre pourquoi certaines cellules intactes ne sont pas 

marquée S. 



Les coupes au cryostat de tissu hépatique nous ont permis de 

constater que leur incubation dans les IgG marquées, extraites du sérum 

épuisé, ne présentent, sans coloration secondaire, aucun contraste. P a r  con- 

tre, une incubation dans les  IgG de sérum total couplées % la peroxydase, 

provoque un fort marquage de la membrane plasmique et  parfois aussi, un 

bon contraste des ribosomes périphériques (Pl 36). 

Il semble bien que les  anticorps couplés à la peroxydase ne soient pas Capa- 

bles de pénétrer profondément le tissu car, seules les  membranes plasmi- 

ques des hépatocytes situés en bordure de la coupe au cryostat sont mar- 

quées. Les ribosomes marqués ne sont pas t r è s  nombreux et  ici encore, le  

marquage n'a lieu que sur les  ribosomes qui affleurent. Cette difficulté de 

pénétration est  sans doute liée au diamètre du complexe utilisé. 

- Localisation des antigènes des cellules tumorales à l'aide des ........................................................ 
anticorps spécifiques c o u ~ l é s  à llisothiocyanate de fluorescéine --------------- ------ .................................. 

Les anticorps extraits de sérums totaux et  marqués entrahient ........................... 
sur l e s  cellules hépatomateuses une fluorescence t r&s  nette du cytoplasme, 

plus accentuée à la périphérie de la cellule. Le noyau est  toujours dépourvu 

de marquage. Ces  résultats sont obtenus avec des anticorps marqués em- 

ployés purs ou dilués au 1/2 et  au 1/4 (Pl 37, fig a). La dilution au 1/8 per- 

met d'obtenir une fluorescence de méme répartition mais d'intensité moin- 

dre.  

Avec de tels anticorps, le tissu hépatique présente une fluorescence cyto- 

plasmique homogène, sans accentuation au niveau de la membrane plasmi- 

que. Le noyau n'est pas marqué. Ces résultats s'obtiennent avec des anti- 

corps employés purs ou dilués au 1/2 (Pl 37, fig c). Une dilution au 1/4 en- 

trahie un marquage t r è s  faible qui devient nul avec une dilution au 1/8. 

Les anticorps m a r q é s  puis épuisés entrahient sur l e s  cellules ------------- ---------- 
hépatomateuses le meme marquage qu'avec les  anticorps totaux mais, ce- 

pendant, l'intensité de la fluorescence e s t  beaucoup plus faible. En effet, 



le produit pur donne une fluorescence semblable à celle obtenue avec le con- 

jugué de serum total dilue au 1/4 (Pl 37, fig b). 

Le tissu hépatique présente, uniquement avec le conjugue pur, une t r è s  le- 

gère fluorescence, d'ailleurs hétérogène, c'est-à-dire se  présentant sous 

l'aspect de masses arrondies, juxtaposees, pouvant facilement Atre attri- 
buées B une fluorescence de fond (Pl 37, fig d) . 

3 - Discussion 

La recherche des si tes antigéniques des cellules hepatomateu- 

s e s  de Zajdela a eu pour but de démontrer llantigénicité de ces cellules 

pour le rat Wistar. 

Les résultats obtenus, résumés dans la figure X, montrent 

que ces  cellules hépatomateuses sont porteuses d'antigènes communs avec 

l e s  cellules hépatiques de rat Wistar adulte dont elles sont originaires. 11 

ne reste finalement qu'une fraction antigénique, non commune à. c e s  deux tis- 

sus, capable de déclencher une reaction immunitaire chez le  rat Wistar. 

Ces antigènes hépatomateux induisent chez un hate hétérologue (lapin), la 

production d'anticorps sériques cytotoxiques. L'indice de cytotoxicité étant 

beaucoup plus faible pour le sérum épuise par des antigènes hépatiques que 

pour le sérum total, nous en déduisons que, chez un hate héterologue, les 

antigènes communs au tissu hépatique et  hepatomateux sont fortement anti- 

géniques e t  induisent la synthèse d'une grande quantité d'anticorps, tandis 

que l e s  antigènes "propres" au tissu hépatomateux le  sont moins mais  indui- 

sent néanmoins la synthèse d'anticorps cytotoxiques. 

Nous avons utilisé, pour cette étude, un marquage direct  des 

anticorps spécifiques par une enzyme (AVRAMEAS, 1970). Le poids mole- 

culaire du complexe obtenu est de 200 000 (BOUTEILLE, AVRAMEAS, 1967) 

et  es t  un obstacle L1 la traversée des membranes plasmiques des cellules in- 

tactes. Le marquage des anticorps spécifiques a souvent et6 réalise avec 

de la ferritine. Les techniques l e s  plus récentes pour localiser les antigènes 
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de surface, consistent à marquer des anticorps par de petits virus 

(HAE~MERLING et al, 1969 ; AOKI et al, 1971 ; AOKI, TAKAHASHI, 1972), 

ou par une microperoxydase préparée à partir de la cytochrome C dont le  

poids moléculaire est  de 1 200 (FEDER, 1970), ou encore, à marquer un an- 

ticorps hybride par de la ferritine (KNUSEL e t  al, 1971). Da SILVA, 

DOUGLAS e t  BRANTON (1971) ont utilisé la technique de freeze-etching e t  

celle des anticorps couplés à la ferritine pour repérer l e s  antigènes de grou- 

pe sanguin. 

Nous avons préféré utiliser le couplage à la peroxydase, qui est maintenant 

parfaitement au point, en raison du poids moléculaire assez faible de la pe- 

roxydase (40 OOO), de l'absence de peroxydase endogène dans les  cellules 

ganglionnaires autres que les macrophages, le s érythrocytes et  l e s  polynu- 

cléaires (LEDUC, AVRAMEAS, BOUTEILLE, 1968 ; BEHNKE, 1969 ; 

ROBBINS, FAHAMt, COTRAN, 1971) et  de la plus grande sensibilité des anti- 

corps couplés à la peroxydase. En effet, ces  derniers revèlent davantage de 

si tes antigéniques que les  anticorps couplés B la ferritine (BRETTON, 

TERNYNCK, AVRAMEAS, 1972), 

Nous avons constaté que la répartition des sites antigéniques 

es t  discontinue et  hétérogène à la surface des cellules d'hépatome ascitique 

de Zajdela. Le dép6t obtenu, tantat épais, tant& peu abondant, rappelle les  

résultats observés par BRETTON et LESPINATS (1969) % la surface des 

cellules isolées à partir  d'une tumeur à plasmocytes de souris Balb/c . 
En accord avec ENGELHARDT et  al (1971), nous avons obser- - 

vé la pénétration du marquage dans les  cellules mortes. 

La présence d'une protéine antigénique, spécifique de tumeur, 

a été démontrée pour les cellules de l'hépatome ascitique de rat (souche 

AH-41 B) par HIRAI, IMAI, TAGA et WARABIOKA (1965). Pour la premi6- 

r e  fois, l'hépatome ascitique de Zajdela a servi de matériel pour une telle 

étude . 

Les expériences que nous avons réalisées sur  notre matériel 



nous permettent de dire que notre hépatome ascitique de Zajdela, en dépit 

des nombreuses transplantations successives, rendues nécessaires pour la 

conservation de la souche, a gardé, au moins en partie, son pouvoir antigé- 

nique. Ce dernier n'a pas été inhibé totalement par les  anticorps produits 

contre lui par les  hates successif S. 

V - CONCLUSIONS 

Nous avons réalisé l'étude détaillée de notre système expéri- 

mental de base. 

Du point de vue morphologique, nous avons pu constater que 

l'ultrastructure des cellules destinées Lt etre  injectées, était t r è s  éloignée 

de celle des cellules ganglionnaires. 

Pour la premiere fois, 116tude immunologique de l'hépatome 

ascitique de Zajdela a été réalisée. 

L'absence d'anticorps cytotoxiques dans le sérum des rats greffés destinés 

à l'entretien de la souche, ainsi que la non-réactivité cytologique des gan- 

glions locaux, nous incite à penser que le  potentiel antigénique des cellules 

hépatomateuses est  modéré. Sa mise en évidence par des techniques d'anti- 

corps couplés à des marqueurs montre que la plupart des antigènes présents 

à la surface des cellules tumorales se rencontrent également à la surface 

des hépatocytes de rat Wistar sain adulte, Néanmoins, l e s  cellules tumora- 

l e s  possèdent des sites qui leur sont propres car  absents ou masqués dans 

le foie sain. 

Cette mise en évidence d'une antigénicité, cer tes  modérée, des 

cellules hépatomateuses, a renforcé notre intéret pour ce matériel expéri- 

mental. 



-------------- -------------- 
CHAPITRE II 
-------------- -------------- 

REAC TIONS CELLULAIRES DU GANGLION LYMPHATIQUE 

VIS-A-VIS DE L'INTRODUCTION DE CELLULES CANCEREUSES 

CHEZ L'ANIMAL NEUF 

1 - PROTOCOLE 

Nous avons étudie les  ganglions lymphatiques locaux et distaux 

de rats Wistar après injection unique de cellules néoplasiques. Pour cela, 

121 rats Wistar sont répartis  en deux sér ies  expérimentales. 

Dans la p r e m i h e  série, un premier groupe de 51 rats 

(RNL H A) reçoit environ 1-106 cellules neoplasiques, en suspension dans 

0 , l  ml  de sérum physiologique, directement dans le  vaisseau lymphatique 

afférent du ganglion poplité gauche. Ce dernier est repéré gr%ce à l'intro- 

duction prealable, dans la votite plantaire postérieure gauche, de 0 , l  ml  de 

Patent blue dilué dans la xylocaihe (1/4). Un second groupe de 26 r a t s  

(RNV reçoit une injection sous-cutanbe de cellules tumorales dans les 

votites plantaires postérieures. 

Dans la seconde serie, servant de témoin, un premier groupe 

de 38 rats (RNLH) reçoit une injection intralymphatique, dans la patte pos- 

terieure gauche, de 1-106 hepatocytes viables de rat Wistar. Un second 

groupe de 6 rats (RNL S. p ) reçoit, de la meme façon, O, 1 ml de  serum phy- 

siologique. 

Les cellules injectées sont des  cellules d'hépatome ascitique 

de Zajdela ou des hépatocytes de rats, dont la viabilite es t  vérifiée avant 



l'injection par l'absence de coloration in vitro par le trypan bleu. Des frot- 
t is  de cellules hC)p&tomateuses et hdpatiques montrent la presence de cellu- 
les  iaoldes et  de cellules groupêes en ma6 de 3 h 5 cellules. Dans toutes 
le s is4ries exp6risnentalee, le mame volume (O, 1 ml) est  introduit lentement, 
en 8 & 10 mn, sous une pression constante, dans la voQte plantaire ou le 
vaisseau lymphatique (voir Materiel e t  Techniques). 

Lee ~sacriîicee, par decapitation, sont effectues de façon 6ta- 
g 6 e d a n s l e t e m p s ( l h , 3 h ,  S h , 1 5 h , l j , 2 j , S j ,  5 1 , 7 j , O j , l S j , 3 0 j ,  
45 j, 2 moiis e l  3 mois aprbs l'injection pour la premihre série et  12 h, 24 h, 

2 j, 5 j et 7 j pour la seconde serie), Un examen attentif du lieu d'injection 
nourJ a permis d'observer chez un seul animal, sacrifie 7 j aprbs l'injection 
des cellules ndoplaeiquee, la prérrence d'un nodule allonge, situ4 au niveau 
de la cicatrice et qui a fait l'objet d'une atude cytologique. 

Le sang des anîmaux sacrifies est  recueilli et utilise pour des 
terts de cytotoxicit6 vie4-vis  d'une suspension de cellules n4oplasiques, 
La lymphe de quelques animaux fait l'objet de contrbles. 

Le ganglion poplit6 eatellite du lieu dtinJection pr6sente tou- 
jaure lee principales modîîicationrr, 11 en sera  dladlleure de meme en ce qui 
concerne lea aspects microscopiques, 

Quelle que eoit la voie d'introduction de0 cellules néoplariquer, 
ce ganglion est  le sibge d'une augmentation de volume nette, 24 h % 7 j aprbs 
lfinjection, pouvant atteindre 6 fois le volume normal, Le volume ganglion- 
naire n'est pas moâiii4 en dehors de cette p4riode. 

Lf intrdluction de cellule a hepatiques nt entrahe qu'une faible 
hypertrophie, 24 h a 7 j aprbr leur injection, tandiri qua l'inoculation de 



sdrum physiologique ne modifie absolument pas l'aspect macroscopique du 

ganglion. 

2 - Microscopie photonique 

- Premibre série : iniection de cellules d'hépatome asciticpe 
------------O----- ---O--------------- ------------ -9  

Les test de cytotoxicitd se sont toujours rdvdlds ndgaüfs et 
aucune cellule ndoplasique n'a pu etre reperde dans les prdlbvements de 

lymphe. 

Comme le laissait prévoir l'aspect macroscopique, c'est au ni- 

veau du ganglion poplité que les modifications les plus importantes sont ob- 
servdes. Elles sont analogues dans les deux groupes constituant cette serie. 

Cette dtude se propose, d'une part de rechercher les cellules 
ndoplasiques et, d'autre part d'identifier les  diverses modifications du gan- 
glion au niveau de la lymphe et des sinus. Nous analyserons les caractbres 
de ces images et les problbmes d'interprétation qu'elles soulevent . Nous 
prbciserons ensuite dans quelles conditions exp4rimentales elles sont obser- 
vees. 

Les cellules n4oplasiques sont observ(5es au niveau des  sinus 
sous-capsulaires . Elles ne se rencontrent que t r h s  exceptionnellement au 
niveau des sinus pbrifolliculaires 00 elles sont beaucoup plus claireemêes 
et n'apparaissent quf& l'état isole ; il faut alors les  rechercher sur  coupes 
scribes. Nous ne les  avons jamais observbes au niveau des sinus médullaires. 

Ces blbments apparaiersent le plus souvent par petits groupes de quatre ou 
cinq. Les cellules sont segarêes les unes des autres et ne contractent aucu- 
ne union cytoplasmique entre elles (Pl 38, fig a et  b). 

Ce sont des blbments de 25 P 3OPde diamhtre, de contours irrdguliers, sou- 
vent mal visibles. Le cytoplasme est faiblement 4osinophile, parfoia horno- 
gbne et d'apparence laqude, plue souvent finement granuleux ou finement 
microvbsiculaire. Le noyau est volumineux, trbs basophile, souvent 



irr egulier et  apparaît, dans dr assez nombreux cas, fragmente en plusieurs 

masses volumineuses, opaques. Ces  signes temoignent indiscutablement 

d'un processus de cytolyse interessant une forte proportion de cellules 1160- 

plasiques observees. 

Dans une seule circonstance, nous avons observe une metastase au niveau 

d'un ganglion poplité. Cette metastase, de un demi millimètre de diamètre, 

est  developpee au niveau de ltextreme corticalite du ganglion il partir  du si- 

nus sous-capsulaire et s e  prolonge en coin dans un sinus périf olliculaire 

(Pl 38, fig c). La lesion est  constituée par un amas de cellules neoplasiques 

jointives présentant les  mêmes caractères cytologiques que les  élements 

isoles déjil decrits et  bon nombre d'entre eux apparaissent en voie de lyse 

(Pl 38, fig d). Il est  important de signaler que cette formation ne comporte 

aucun stroma nettement individualisable . Il nous es t  difficile de préciser si 

la masse cellulaire s le  s t  développee en détruisant le tissu ganglionnaire ou 

en refoulant simplement l e s  structures de celui-ci ; on n'y observe d'ail- 

leurs aucune mitose. En definitive, le terme de metastase que l'on e s t  tenté 

d'utiliser au premier abord en presence de cette formation, apparaît discu- 

table. La lesion correspond peut-être davantage à. une thrombose neoplasi- 

que, particulièrement riche en cellules et  distendant le sinus en refoulant 

la pulpe ganglionnaire. Dans ce cas  particulier, on observe d'ailleurs une 

thrombose neoplasique massive obliterant un volumineux lymphatique aff 6- 

rent qui es t  probablement en continuité directe avec la lésion precedente 

(Pl 38, fig e). 

Les autres ganglions examinés, iliaques en particulier, ne contiennent au- 

cune cellule neoplasique, de meme que l e s  parenchymes hépatiques, spleni- 

ques e t  pulmonaires. 

Les modifications ganglionnaires observées, outre la présence 

éventuelle de cellules néoplasiques, concernent la pulpe ganglionnaire e t  les  

sinus. 

Au niveau de la pulpe ganglionnaire, on observe, durant une période déter- 

mince de l'experimentation, une hypercellularité marquee de la corticale et  

de la jonction corticom~dullaire, avec effacement des structures 



folli culai r e s  e t  présence dP éléments lymphordes adultes et jeunes en grand 

nombre, de cellules plasmocytaires et  d' éléments précurseurs de ceux-ci 
qui traduisent la réaction immunitaire du ganglion. Cet état dont nous avons 

antérieurement précisé les  caractbres morphologiques (2ème partie) appa- 

raft toujours d'une intensité t rbs  modérée dans la présente expérimentation 
et  beaucoup moins accusée qu'à la suite dvantigènes sériques. 

Au niveau des sfnus, les  images observées sont constituées par une popula- 

tion cellulaire abondante, On y distingue des cellules lymphocytaires adultes 
libres, des cellules réticulaires nombreuses bien reconnaissables B leur 

grande tai lle, leur faible éosinophilie, leurs  contours t rbs  irréguliers par  

lesquels elles s'anastomosent. En outre, on observe t r è s  souvent d'assez 
nombreux éléments paraissant libres, de 20 à 30 )r de diamétre, arrondis 
ou ovordes, B contours nettement tracés, à noyau central ou excentré t rès  
chromophile et  ii cytoplasme fortement coloré, franchement rouge ou légè- 

rement violacé, paraissant granuleux dans certains cas. Ces  6léments siè- 

gent principalement dans les  sinus périfolliculaires, plus rarement dans 
les  sfnus sous-capsulaires ou dans la région médullaire (Pl 38, fig f). Un 

problbme dvidentification se pose à propos de ces  cellules. Il ne nous paraît 

guère possible de les  considérer comme des cellules néoplasiques dont elles 
ne présentent aucun caractbre cytologique. Certains de ces  éléments sont 

indiscutablement des cellules plasmocytaires jeunes ou adultes ; ils en ont 
lVaspect piriforme, le noyau excentré, la couronne périnucléaire pale. 

D'autres, par contre, peuvent correspondre B des éléments réticulaires li- 
bérés  e t  sans doute en voie de lyse, comme en témoignent l'homogénéité e t  
lvacidophilie du cytoplasme e t  l'atrophie nucléaire. D'autres enfin, parmi 

les  plus volumineux, ont un protoplasme semé de granulations faiblement 

métachromatiques au bleu de toluidfie e t  doivent e tre  interprétées comme 
des mastocytes. 

Au niveau des autres ganglions, ces  modifications sont absentes. On ntob- 
serve qu'une réaction immunitaire t rbs  discrbte et  inconstante au niveau 
du ganglion iliaque. 

- 
Une étude chronologique révéle que les  modifications induites 



par lqinjection de cellules tumorales sont pratiquement identiques dans l e s  

deux groupes constituant cette série, c'est -&-dire chez l e s  animaux injectés 

par voie lymphatique e t  dans la voQte plantaire. 

De la l è r e  & la 24ème heure, l e s  modifications ganglionnaires sont minimes, 

mise a part la présence, & partir  de la 7ème heure, d'assez nombreuses 

cellules réticulaires dans les  sinus. 

De la 24ème heure au 5ème jour, les  cellules tumorales sont observées 

dans l e s  sinus sous-capsulaires. Elles sont abondantes la 246me heure e t  

deviennent moins nombreuses & la 48Ame heure. Elles occupent parfois tou- 

te l'étendue du sinus sous-capsulaire mais, le plus souvent, on ne les  ren- 

contre que dans un segment limite de ce sinus (Pl 38, fig a). Les éléments 

tumoraux sont également retrouves au 4ème et  au 5ème jour mais en beau- 

coup moins grand nombre. Ils sont absents après le 5ème jour. Chez un 

seul animal sacrifié & la 48ème heure, on observe l'image métastatique dé- 

crite plus haut. 

Au cours de cette période, la réaction immunitaire est  & son maximum, 

mais son intensité est  toujours relativement discrete. C 'est également au 

cours de cette période que se ra  observée l'importante cellularité des  sinus 

dont l e s  composants ont été précédemment d6crits. 

Après le  5ème jour, les  cellules tumorales ne sont plus retrouvées. 11 faut 

cependant signaler que chez quelques animaux sacrifiés au 7ème jour, il 

s'est avéré difficile d'établir un diagnostic certain entre cellules tumorales 

lytiques et  grosses cellules réticulaires libres, & l'examen de quelques ra- 

r e s  cellules volumineuses, t r è s  chromophiles, dans les  sinus sous-capsu- 

laire S. 

Parallèlement & la disparition des cellules tumorales, la réaction immuni - 
taire va en s'estompant pour disparaître complètement & partir du 10ème 

jour. Par contre, la cellularité des sinus est  plus durable mais aussi  plus 

inconstante ; c'est ainsi que nous l'avons constatée encore chez certains ani- 

maux un mois après l'injection, alors que chez d'autres, elle était absente 

dès l e  15ème jour. 



- Dewtibme sr5rie : temoins 
--111*1--a111--11------ 

Les modifications obeerv8es aprbs injection de cellules hdpati- 
ques ciont du mems type que pr6cédemment, mais dlintensite beaucoup moin- 
dre,  

Les h6patocytes sont retrouvds, chez les  animaux sacrifies B la 24eme heu- 
re, au niveau des ririnus pdrîfolliculaires oCi ils sont nombreux, apparemment 
libres, s6parQs les  uns des autres mais assez frequemment en voie de lyse. 
On ne rencontre pratiquement plus ces 614xnents apres la 24eme heure. 

La rdaction immunitaire es t  t rbs  moddrée, souvent meme inexistante. La 

cellularita des sinus eieit, par contre, assez accus& des la 248me heure, 
gour atteindre son maximum au Sbme jour et  persister jusqutau 7bme jour, 
date du dernier eacrlfice. 

Chez lee animaux injectes par du s6rum physiologique, l e s  mo- 
difications r e  limitent & une dietendon moder4e des sinus sous-capsulaires 
et  de la naissance des sinue peri-f olliculaires . La cellularite, toujours t r e s  
mod8rr5e, es t  constituee par des dldments rdticulaires apparemment nor - 
maux et  des cellulee lymphoities adultes. La reaction immunitaire e s t  ab- 

eente. 

3 - Microscopie Q l e c x u e  

- Premibre idr ie  : injection de cellules d'hpatome aacitiffie 
b - - l l " l l l - - L I I I I I  1----11--*1--------- - 1 b I I I I - - L "  - 

Les modiiicatione int4ressent essentiellement lea ganglions 
locaux dans lerquels nous remarquone, outre la pr0rrence de cellules hunora- 
Ise, l'hyperplasie de certaine Clldments ganglionnaires. 

Le6 grandsi cellulee hirtiocytaires, librecl dans toue lear einue, 
sont t rbs  nombrsurer e t  s e  caractbrisent par une grande opacite a u  dlec- 
trone, une pinocytose active et  lt 6misrion de voiles c ytoplamiques permet - 
tant l'ingestion d'uns partie du milieu extracellulaire, Les vacuoles ainsi 
forrndea ee retrouvent dans le cytoplasme p&!riphdrique, Le$ lysosomes 



sont surtout nombreux au voisinage de l'appareil de Golgi qui es t  développé. 

Les ribosomes sont dispersés dans l'hyaloplasme, tandis que les  mitochon- 

dr ies  nombreuses, de petite taille, sont groupées à un pale de la cellule. 

Le noyau volumineux, tourmenté, occupe une position généralement excen- 

t rée (Pl 39, fig a). Nous nous sommes attardée su r  l'ultrastructure de ces  

cellules afin de les  différencier avec certitude des cellules néoplasiques 

avec lesquelles elles ont en commun la forme sphérique et  le grand diamètre. 

Les mastocytes sont fréquemment rencontrés au voisinage des 

cellules tumorales mais il ne semble pas y avoir d'échanges entre c e s  deux 

catégories cellulaires, en dehors d'un enchevetrement des courtes microvil- 

losités qui hérissent chaque cellule (Pl 39, fig b) . Par ailleurs, l e s  masto- 

cytes ne présentent pas le  phénomène de dégranulation. 

Des polynuclCaires neutrophiles et éosinophiles sont observés 

dans les  sinus sous-capsulaires, surtout 24 heures après l'injection (Pl 39, 

fig c). 

La prolifération immunoblastique nous paraft intense 5 à 7 

jours après l'injection e t  s'accompagne, à 7 jours, d'une plasmocytose im- 

portante dans les  cordons médullaires e t  autour des capillaires artériels. 

L 'ultrastructure des cellules de la réaction immunitaire es t  semblable à 

celle que nous avons décrite dans la deuxième partie. Nous retrouvons tous 

l e s  stades intermediaires entre l'immunoblaste, souvent en mitose, e t  le 

plasmocyte typique. Toutefois, les  immunoblastes ne possèdent pas de fais- 

ceaux de fibrilles dans leur cytoplasme e t  les  plasmocytes présentent rare-  

ment, dans cette expérience, des citernes dilatées par l'accumulation des 

produits de sécrétion, et jamais de corps de RUSSELL ou de cristaux. Par -  

fois, un plasmocyte en voie de lyse es t  entouré de plasmocytes actif s. D'au- 

t r e s  sont phagocytés. Avant 5 jours, le  nombre des  immunoblastes es t  ré- 

duit ; après 15 jours, le ganglion ne présente plus aucun signe de réaction 

immunitaire. 

Les cellules neoplasiques sont surtout presentes dans l e s  lu- 

mières  des sinus sous-capsulaires des ganglions poplités des ra ts  sacrifiés 

24 h a 7 j après l'injection. Elles sont isolées ou groupees en micronodules 

(tableau VIiï, p. 131). 



Tableau VIZI 

Injections de cellules néoplasiques viables chez l e s  rats "neufs" 
Résultats obtenus à la suite d'examens photonique et electronique 

Nombre de rats 

Délai separant 
le  sacrifice 

de lvinjection 

Nombre 
de ra t s  
injectes 

des cellule8 
tumorales 

dans le gan- 
glion local 

des cellules 
tumorales 
dans les 
organes 

Réaction 
imrnunitair e 

nette 

des cellules des embols hunorales 
le gan- d s  les  autres glion local ganglions 

un nodule 
au lieu 

dvinjee tion 

inf. B 1 jour 

1 jour 

2 jours 

3 jours 

4 jours 

5 % 7 jours 
-- 

10 a 14 jours 

14 j à13 mois 

\ i; I 
Lm/ (-) réaction négative ; (+) réaction positive discrète, (++) plus marquée, (+++) maximum I 



Un jour q r A a  lvinjection (Pl 40) fig a), elles sont nombreuses dans certaines 
zoneis du c9irius sous-capaulaire, Elles s e  distinguent aisdment des cellules 
normales de la lymphe par leur tailla elevde, par la raretd des ribosomes 
lidrs et, glue rarement, par des f a i s c e a u  de fibrilles, des lamelles fenes- 
trbes et  des petits lysoeomes, Ces cellules sont souvent le eibge de mitoses. 
Elles ne paraiaaent pas avoir de contacts particuliers entre elles ni avec les 
cellules ganglionnaireiol. Nous avons parfois observe un voisinage dtroit en- 
tre dees petits lymphocytes e t  dee cellules tumorales. Cee rapprochements 
sont peu frgquents et, bien que des examens & fort groseiseement parais- 
sent montrer un effacement deis membranes plasmiques au point de jonction, 
11 eigt difficile de savoir eti l  s'agit d'un artClfaet ou de la matArialisation d'un 
fait rtlel, car  ce$ images particulibree sont trop ra res  (Pl 40, fig b). 

De nombreuses cellules tumsralee presentent en plus, dan6 leur cytoplasme, 
des aonee arrondiee, conetituêes d'un materiel granuleux trAe orniophile, 
limfteee par une membrane d ~ u b l e  et  paraissant correepondre Q une ddgdn6- 
reecence cytoplasmique locale dans une cellule non phagocytee (Pl 41, fig a). 
Parfoia, cee aire&! sont multiple6 e t  certaines entourent des gouttelettes li- 
pidique~. D'rilutree cellule e prbisentent des  masses arrondies, plue homogb- 
neB, re $semblant 61 de gros lysosomes, groupdee & un pble de la cellule 
(Pl 41, fi$ b). QueIques cellules sont entibrement necrotiquea et  sont, soit 
encore libree, soit entourberr par la cytoglamne d'une cellule phagocytaire, 
Dmr ce caa, la membrane plasmique de lit cellule tumorale e t  la membrane 
de la vacuole de dtgeirtion iront nettement visibles et a6parees par une subs- 
tance diffuee, analogue Q celle du milieu extracellulaire (Pl 41, f ig  c). 

Un micronodule, abient de la portion ganglionnaire rdservee & 

lfdtude photonique, emt obeervb chez un creul animal, II debute immêdiate- 
ment roue la capsule ( Pl 42, fie a), Les  cellulecr tumorales gui le consti- 
tuent iont dana dtroitement applqu6es contre la face idbrieure de la paroi 
rinumala aupbrieure et  mont un peu cliffdrente~ des cellule6 tumorales librdu, 
En effet, leur cytoplamme renferme des citerne6 ergautoplamiques nom- 
breurar  e t  dilatder mai8 dont la lumibre ne parait par  renfermer de prom 
duitu rdcrbtdr, Leu cellulea ndoplaiAiquas #ont, rait accol(lea les  unes aux 
autres, #oit dcartbar par leurr rnicrovillouitde e t  parainment alors 



délimiter, par endroits, une sorte de canal. Elles ne sont pas necrotiques 
e t  cet  amae tumoral nvest pas infiltré par des lymphocytes ou du tissu con- 
jonctif (Pl 42, fig b). 

Deux jours aprha lqnjectfon, les  cellules tumorales libres sont semblables 
& celles observees un jour plus tbt. Toutefois, l e s  cellules lysees sont plus 
fréquentes et  ont, soit un ergastoplasme vacuol6 e t  sont encore libres, soit 
un aspect totalement n6crotique et  sont alors englobees dans le cytoplasme 
d'un histiocyte sinusal (Pl 42, fig c e t  d), Nous n'avons pas retrouve ltembol 
tumoral observe en microscopie photonique, 

Trois & sept jours aprbs l'injection, nous ne reperons les  cellules tumora- 
l e s  quvexceptionnellement et  en t r è s  petite quantité. Ceci es t  en accord avec 
l'examen photonique qui souligne la rareté de leur pr6sence & ce moment. 
De nombreux ganglions sont negatifs. Les quelques cellules tumorales obser- 
vées sont libres et  paraissent morphologiquement intactes. Des cellules né- 
crotique s phagocyt4es, soit dPorigine plasmocytaire indiscutable, soit d' ori  - 
gine tumorale probable, s e  rencontrent dans tous les  ganglions examines. 

Les  manifestations de la réaction immunitaire sont nettement visibles dans 
tous les  échantillons mais l e s  cellules blastiques et  plasmocytaires ne se 
rencontrent pas pres  des cellulea tumorales intactes ou lysees, c'est -&-dire 
pas dans la lumibre du sinus sous-capsulaire. 

Les contacts entre l e s  cellules n4oplasiques e t  les  cellules 
ganglionnaires sont r a res  e t  ne paraissent pas entraîner dt4changes entre 
l e s  cellules, mais semblent correspondre plutbt & des heurts accidentels, 
provoqu4s par le flux de la lymphe. 

Les  relations histiocytes-cellules tumorales n'existent que lorsque c e s  der- 
nibree sont entibrement n4crosées. Les cellules hépatornateuses ne pr4sen- 
tant que des  zones de d4g4n8rescence r4duiterr sont encore libres, Les  18- 
sions des cellules tumorales nous paraissent plus frequentes & 48 heures 
qut& 24 heures, 

Les cellules tumorales intactee ou a l t 4 r b s  sont absentes au 



niveau des divers organes et  des relais ganglionnaires distaux. 

Un seul animal a présenté un nodule tumoral au lieu d'injection. 
Ce nodule est  constitué de cellules n6oplasi ques dont le réticulum endoplas- 
mique est  dilaté et  vide. Ces cellules ne présentent pas de signes de n6cro- 

se. 

- Deuxibme série : témoins (tableau M, p. 135) 
L - ' - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -  

Comme précédemment, nous retrouvons une histiocytose dans 
tous les  sinus des ganglions poplités gauches, mais nous ne constatons pas 
de prolifération immunoblastique ou plasmocytaire suffisamment nette pour 
parler de réactions immunitaires, en particulier chez l e s  animaux injectés 
par du sérum physiologique seul. 

Les hépatocytes injectés se retrouvent exclusivement dans les  
gangli ons locaux et  revetent divers aspects morphologiques, mais, dans 

tous les  cas, l e s  particules de glycogbne ont disparu. 

Comme pour les  cellules néoplasiques, la répartition des hépa- 
tocytes est  hétérogbne e t  certains ganglions considerés comme négatifs en 
microscopie photonique, se  sont révélés positifs la suite de l'étude élec- 
tronique . 
Des organites cytoplasmiques h6patocytaires parsement la lymphe du sinus 
sous-capsulaire. Ces mitochondries e t  c e s  lamelles ergastoplasmiques pro- 
viennent, sans doute, des hépatocytes morts qui contaminent nos prépara- 

tions (Pl 44, fig a). 

Des hépatocytes au cytoplasme vacuolé occupent la meme localisation (Pl 43, 
fig a). On y reconnaît des mitochondries dont les  cretes sont courtes et  non 

dilatées mais dont la matrice se condense en masses sphériques opaques aux 
électrons, e t  une multitude de v4sicules de toutestailleiq résultant probable- 

ment de la dilatation généralisée du réticulum endoplasmique. Ces  hépatocy - 
tes  ne presentent pas de surcharge lipidique. Les lysosomes et les mito- 

crobodies sont difficiles identifier. Les ribosomes libres e t  lies ont dis- 

paru. La membrane plasmique es t  rompue par places sur  des surfaces 





parfois vastes. Ces imagea rappellent la necrose coagulative. 

Des hépatocytes & cytoplasme non vacuole presentent une augmentation du 
nombre des lysosomes (Pl 43, fig b). 

Des masse8 sph4riques cytoplasmiques sont l ibres dans le sinus sous-cap- 
rsulaire e t  dans les  sinus interfolliculaires(P1 44, fig b), Elles sont limitees 
par une membrane plasmique continue et  émettent peu de microvillosit~s. 
Leur opacite gén0rale est  élevée. Elles renferment tous l e s  organites cyto- 
plasmiques classiques, Certaines masses sph6riques encore libres renfer- 
ment, en outre, quelques gouttelettes lipidiques. Des vacuoles autophagi- 
ques sont parfois associ6es & l'une d'elles. D'une façon generale, c e s  corps 
de forme r6guliAre attirent l'attention par l'absence de noyau, par la par- 
faite conservation des mitochondries et  de llergastoplasme et  par l'absence 
de glycogbne, Des masses  sph6riques plus prof ondement nécrotiques, sont 
phagocytées (Pl 44, fig c), tandis que d'autres, plus petites, ne renferment 
que quelques ribosomes diaseminde d&s 1' hyaloplasme. 

Les sinus des r a t s  injectés par des hêpatocytes sont riches 
en leucocytes polynucl4aires éosinophiles e t  neutrophiles e t  en mastocytes, 
24 & 48 heures aprbs l'injection. 

* III - DISCUSSION DES RESULTATS 

1 - Dans notre materiel expdrimental, les  ganglions locaux 
sont peu p6netrde par les cellules injectees. Celles-ci colonisent le sinus 
sous-capsulaire et, exceptionnellement, l e s  sinus périfolliculaires. 

Les cellules homologues injectêes ne sont pas  reparties uni- 
formément dans le sinus marginal du ganglion local, Pour un ganglion donne, 
mule, une zone bien ddlimitde du sinus renferme ces  cellules qui se retrou- 
vent sur quelques coupes s6riées seulement, Cette infiltration t rbs  f ragmen- 
taire rend tout essai de numeration imposeible, car  l'aspect d'une section 
ne reflbte pas l'aspect gdneral du ganglion e t  rend t rbs  aleatoire le repera- 
ge des cellules n6oplasiques au microscope Blectronique . 



L'absence d'invasion totale du ganglion local peut Atre liée au 
degr6 de mobilité des cellules injectées. La mobilitd des cellules tumorales 
est  6valuee en observant leur migration en culture de tissus, Les experien- 
ces de ENTERLINE et COMAN (1950), realisées sur  plusieurs types de cel- 
lule s carcinomateuses et  épithéliales, ont montre que, puisque l e s  cellules 
normales e t  canc éreuses sont capables de s e  mouvoir in vitro, les  mouve- 
ments d'une cellule en culture ne sont pas necessairement lies la dissémi- 

nation d'un cancer. De plus, LEIGHTON e t  al (1050) ont observe, dans une -' 
culture mixte de fibroblastes normaux e t  de cellules carcinomateuses, que 
les  cellules normaleg sont souvent plus mobiles que les cellules neoplasi- 
ques et que la presence des cellules conjonctives facilite l e  déplacement des 

cellules tumorales qui cheminent le  long de leurs prolongements cytoplasmi- 
ques. Il est  possible que, in vivo, la dissémination des cellules d'une tumeur 
dépende de l'importance du tissu conjonc tif qui l'infiltre. 

Dans notre materiel expérimental, une population cellulaire, totalement de- 

pourvue de cellules fibroblastiques, doit coloniser un organe, lui-meme peu 
riche en tissu de soutien. 

La grande taille des cellules injectees ne saurait Btre un obsta- 
cle la migration de ces  cellules. En effet, ZEIDMAN (1961) qui s'est atta- 
ch4 & ce problbme, a montre l'extraordinaire plasticite des  cellules tumo- 
rales  en injectant ces cellules dans l'artbre mesenterique du lapin. Les cel- 
lule s in jec tee s (cellules du sarcome de Brown-Pierce) ont ét6 suivies en 
microcin4matographie, & la jonction art6riolocapillaîre. Il apparaSt évident 
que l e s  cellules dont le diametre e s t  trbei superieur & celui des capillaires, 
s'allongent, s'aplatissent et  franchissent sans difficulte l e s  étranglements 
l e s  plus importants, 

La perte plus ou moins grande de ltadh6rence mutuelle des cel- 
lules que nous injectons es t  peut-6tre aueei importante que leur mobilite mo- 
der&, dans leur absence de diffusion. D'une façon gendrale, une faible adh8- 
rence cellulaire correspond & un fort degr4 de malignite e t  & une charge ne- 
gative de surface Rlevee, ainsi que le demontrent l e s  migrations de diverses 
sortes de cellules de sarcomes ascitiques, dans un champ Alectrophoretique 



(ABERCROMBIE, AMBROSE, 1 9 62 ; AMBROBE, 1 9 62). Elle s'accompagne 

dkne  diminution des ions calcium de la membrane plasmique (DE LONG, 

COMAN et ZEIDMAN, 1950) e t  de l'augmentation d'un materiel extracellu- 

laire peu adhesif , GASIC (1 O 62) et  GASIC, LOEBEL et BADINEZ(1962) ont 

montre! l'existence d'une relation inverse entre le pouvoir des  cellules tu- 

morales & former des metastases e t  la richesse de leur surface en mucopoly- 

saccharides, 

A la lunibre de ces  considerations, nous pensons que les  cellules tumorales 

que nous utilisons ont conservé vraisemblablement une certaine adhérence 

mutuelle puisqulelles forment spontanement des amas et que leur degrcl de 

diffusion métastatique es t  faible. 

Certains auteurs, ayant réalise des expériences analogues aux 

nôtres, ont souvent signale dans l e s  ganglions locaux, l'apparition de cellu- 

l e s  neoplasiques, 1 B 2 heures apres leur inoculation dans les vaisseaux 

lymphatiques afférents, e t  l'infiltration des sinus intermédiaires e t  médul- 

la i res  48 heures plus tard, puis leur prlssence dans la lymphe efférente. 

Nous devons signaler que l e s  cellules tumorales, choisies par ces  auteurs, 

ont souvent éti2 des cellules adaptees B croissance in vitro e t  ne paraissant 

pas constituer spontanément des amas, lors  de leur remise en suspension 

(LUDWIG et  TITUS, 19 67). 

Les récents travaux de Y. KUROKAWA (1970) nous apportent 

une explication au comportement different de notre systhme expérimental. 

Cet auteur utilise des cellules nlsoplasiques provenant de diverses souches 

d9h@atome ascitique et  constate que les  cellules tumorales d'une souche ne 

constituant jamais d'amas, pdnètrent rapidement l'ensemble du ganglion lo- 

cal e t  le quittent en 3 jours. Pa r  contre, les cellules provenant d'une souche 

aecitique dans laquelle les cellules constituent spontandment  de^ amas, in- 

filtrent plus tardivement et avec une moina grande extension, le ganglion lo- 

cal ; leur blocage au niveau du sinus marginal est  de l'ordre de 3 5 jours. 

La pr6sence d'amas dans l e s  materiels tumoral et sain que 

nous avons injecte est  donc responsable du delai de 24 heures qui s'ecoule 

entre lfinjection des cellules e t  leur apparition dans le sinus marginal. 



2 - La présence de cellules neoplasiques dans le  ganglion local 

est  brbve. 

Elles apparaissent 24 heures après l'injection e t  sont totale - 
ment absentes 7 jours apres. Certes, cette rétention brève des cellules in- 

jectées par le ganglion local es t  en accord avec les  constatations obtenues 

par divers auteurs, il la suite de comptage de radioactivité (BUCKNAM, 

STAHL, 1963 ; FISHER, FISHER, 1967 ; STOKER, 1969, a e t  b), d'examens 

de la lymphe eff &ente (ENGZELL, RUBIO, TJERNBERG, ZAJICEK, 19 68) 

ou de bioessais, réalisés % partir  des cellules de la lymphe efférente 

(MADDEN, GYURE, 1968), montrant que, 24 heures après l'injection, seul 

un faible pourcentage de cellules étrangeres persiste encore dans le ganglion. 

Toutefois, nos résultats sont un peu differents car, si les  cel- 

lules homologues disparaissent rapidement des ganglions poplités de nos 

rate, el les ne se retrouvent pas dans les  autres relais ganglionnaires, ni 

dans les divers organes de l'animal (ZEIDMAN, BUSS, 1954 ; TJERNBERG, 

ZAJiCEK, 1965). D'ailleurs, le chemin qu'elles auraient emprunté pour y 

arr iver  serait inconnu car, ne quittant pratiquement pas le sinus marginal, 

elles ne peuvent pas se  joindre à la lymphe efferente (puisqu'elles sont tou- 

jours absentes des sinus médullaires) ou au sang (puisqu'elles pénètrent ra- 

rement les  sinus perif olliculaires et  jamais l e s  follicules corticaux). 

3 - En accord avec certains auteurs ûSUROKAWA. 1970). 

lThistiocptose sinusale est  précoce . 
Elle persiste longtemps mais est  maximum dans la première 

semaine. Cette réaction de défense du ganglion, contre un matériel étranger, 

n'est pas  uniquement liée il ltantigénicité de celui-ci, car  elle es t  présente, 

mais moins intense, chez les  animaux n'ayant reçu que du Patent-Blue e t  

ch sérum physiologique. 

4 - Dans notre systeme expérimental, nous avons constaté des  
T ,  

signes de souffrance des cellules néoplasiques, aboutissant il leur phagocy- 

tose. 



La destruction des cellules tumorales par le ganglion n'a pas 

été observée dans les  travaux antérieurs aux natres et  réalises au micros- 

cope photonique. 

Ces  signes de lyse cytoplasmique dans les  cellules tumorales, 

puis la capture des cellules cancéreuses par l e s  histiocytes sinusaux expli- 

quent l'absence de leur diffusion dans l e s  ganglions locaux e t  distaux. Quel 

mécanisme déclenche-t-il le debut de la destruction des cellules néoplasi- 

ques ? Ce n%st pas la production dvanticorps spécifiques car  les cellules 

de la réaction immunitaire prolifèrent au moment où les  cellules néoplasi- 

ques sont déjà, devenues rares. De plus, le sérum des animaux traités n'est 

absolument pas cytotoxique pour l e s  cellules tumorales. Il ne semble donc 

pas y avoir production de cytotoxicité cellulaire ou humorale par le  ganglion 

infiltré. Ce n'est pas l'histiocytose sinusale car  les  cellules tumorales, 

associées aux histiocytes, sont toujours profondément alterées. C'est peut- 

$tre simplement l'absence d'un milieu environnant convenable. En effet, 

l e s  cellules injectées sont, soit lavées dans du serum physiologique, soit 

inoculées immédiatement après la ponction chez les animaux d'entretien de 

souche. Dans le  premier cas, les cellules sont séparées par lavage de leur 

milieu nutritif habituel, dans le second cas, elles sont injectées avec lui, 

mais celui-ci circule immédiatement tandis que les  cellules néoplasiques 

mettent 24 heures pour gagner le premier relai ganglionnaire. En consé- 

quence, les  cellules tumorales ont toujours la lymphe pour milieu nutritif 

e t  l e s  essais d'adaptation des cellules homologues peuvent étre responsa- 

bles des lésions cytoplasmiques observées à leur niveau. 

Il est  troublant que des lésions, méme minimes, n'aient ja- 

mais été signalées dans ce genre dqexperiences. Cela es t  peut-étre dQ au 

fait qu'elles ont été réalisées, le plus souvent, à l'aide de cellules préala- 

blement adaptées à la culture in vitro, dont le reperage a étb effectue, soit 

par observation photonique, soit par comptage de radioactivité. Les  vacuo- 

les  autophagiques que nous observons sont fréquentes dans le foie non can- 

cereux pathologique (ARSTILA, TRUMP, 1968) e t  ont été signalées dans des 

cellules d'adénocarcinome rénal spontan6, transplantable de la souris 



(EZZATOLLAH, 1970). Contrairement à ces  auteurs, nous n'avons pas cons- 

tate de membrane unitaire, libre, synthétisee par la cellule pour sequestrer 

une aire  cytoplasmique. 

5 - La repartition des cellules saines injectees est  dans son 

ensemble superposable à celle obtenue avec les  cellules neoplasiques. 

Toutefois, l e s  alterations cellulaires sont differentes. En effet, 

alors que pour l e s  cellules neoplasiques, nous avons constate des signes de 

souffrance cellulaire par necrose coagulative, soit limitée à des a i r e s  cyto- 

plasmiques (vacuoles autophagiques), soit généralisée à toute la cellule, 

pour les  hépatocytes, ce type de mort cellulaf r e  nous paraft accompagné 

d'une mort cellulaire par "shrinkage ndcrosis". 

Les  corps spheriques que nous avons frequemment obser ves 

chez les  rats  injectés par des hepatocytes isolés sont differents des  corps 

lymphoglandulaires (SODERSTROM, 1968) par leur diametre plus eleve, 

leur opacit6 e t  par la plus grande vari'eté des organites qu'ils renferment. 

Ils ressemblent fortement aux masses cytoplasmiques rondes decrites par 

KERR (1 969 et  1971) dans du tissu hépatique agressé experimentalement. 

Cet auteur les  rapproche des corps de Councilman decrits par COUNCILMAN 

(1890) dans la fievre jaune. Ces corps acidophiles ayant encore une certaine 

activité metabolique, en depit de l'absence frequente de substance nuclgai- 

re, dégénerent ensuite par necrose coagulative e t  capture par les  cellules 
de KUPPFER du foie. Dans notre experience, ce sont les macrophages gan- 

glionnaires qui l e s  phagocytent, Ces corps, presents en faible quantite dans 

le foie normal, deviennent abondants dans le  foie pathologique (hepatites vi- 

rales, alcooliques ; intoxication par des substances chimiques) de l'homme, 

du chien et du ra t  (KLION, SCHAFFNER, 1966 ; BUVA, MUKHLOVA- 

MONTEIL, 1965). L'émiseion, par la cellule hepatique, de masses cytoplas- 

miques, entraîhe une réduction de la taille des hdpatocytes. Ce type de mort 

cellulaire est att  ribude l'action d'un stimulus nocif, insuffisamment seva- 

r e  pour produire la necrose coagulative. Dans notre experimentation, il 

semble que le milieu ganglionnaire représente ce gtimulus, particuligre- 

ment defavorable à des cellules fragiliseerr par l e s  techniques d'isolement. 



Une mise en culture préalable aurait pu permettre la régénération des cel- 

lules isolées. Nous n'avons pas utilisé cet expédient car toute cellule en cul- 

ture conserve, meme apres lavages nombreux, des protéines hétérologues 

provenant du milieu de culture e t  susceptibles d'induire dans nos ganglions, 

des manifestations cytologiques, non spécifiques e t  incontr6lables. 

IV - CONCLUSIONS 

Pour la premigre fois, la voie lymphatique afferente du ganglion 

poplité a permis l'introduction de cellules etranggres chez un rat. Jusqu'S1 

présent, elle nbvait été utilisée que chez le lapin. 

Pour la première fois également, une étude comparative entre 

le devenir des cellules tumorales injectées et  le devenir des  cellules corres- 

pondantes, non cancérisées, es t  réalisée. 

Pour la premiere fois enfin, ces  études sont effectuées au mi- 

croscope électronique. 

Nous avons constaté que les  cellules hépatiques et hépatomateu- 

s e s  homologues atteignant un ganglion poplité, y sont arretees  et  disparais- 

sent en moins d'une semaine, sans jamais quitter les  sinus périphériques. 

Elles y entraehent des proliférations histiocytaires e t  mastocytaires. Pa r  

ailleurs, l e s  populations cellulaires du ganglion sont assez peu modifiées. 

Les cellules tumorales libres présentent parf of s des signes 

d'autolyse discrete . Les cellules néoplasiques phagocytées sont toujours le 

siège d'une nec rose coagulative accentuée, 

* >  
Les cellules hépatiques sont plus souvent e t  plus profondément 

lysées que les  cellules tumorales. Elles sont le sigge de nécroses variées. 

Cette particularité dans la destinee des hépatocytes est attribuée Q la fragi- 

lité des cellules isolee s artificiellement . 



Dans notre système expérimental, le ganglion local semble 

Jouer un r6le de barr ière  efficace contre des cellules homolo&es, cancé- 

reuses ou non, introduites expérimentalement sur  le trajet de son vaisseau 

lymphatique afférent. Le mécanisme responsable, en dehors d'un milieu nu- 

tritif peu propice, n'ayant pu Atre mis  en évidence, considérant que l'exagé- 

ration des défenses immunitaires de 1' hôte serait susceptible de nous éclai- 

rer,  nous nous sommes proposé d'expérimenter chez des rats preimmuni- 

ses. 



REACTTONB CELLULAIRES DU GANGLION LYMPHATIQUE 
Vf8-A-VIS DE L'INTRODUCTION DE CELLULES CANCEREUSES 

C HE Z L'ANIMAL PRE -1MMUNIBE 

1 - PROTOCOLE (Tableau X, p, 145) 
, 

1 - lPr44mrnynisation des ra ts  

Soixante rate  Wiatar eont rdpartiiiii en 2 aeriee expIrimentales. 

Dana la premibre adrie, BO r a t s  sont prGimmunie6r ep4cifi- 
piment, c o n t r ~  les cellulea de llhkpptome ailcitique de Zajdela, de la fa- 
çon #uiv&~~te : Un premier groupe de 20 rata  reçoit 12 injections eous-cu- 
tan&$, df antigêne tumoral semi- soluble (voir MatBrie1 e t  Techniques), es- 
pacder de urre aemaine chacune, & raiaon de 4 injections au niveau de la 
ptb gascha, et de 8 autres dane l e s  creux inguinawt droits et gauche$, Cha- 
q e  injection renîerrne 0, 8 mg dlantig&ne eolubla, dilue dane 0, 08 m l  de ab- 

mim physiologique e t  O, OS ml d'adjuvant complet de Freund ' (rot8 RIg), 
Un dabutibme grsup de 1 S rata reçoit 12 injections dans lcaa creux inguinauk, 
da O, 6 mg de broyat surtig(bnique lyophiliié, dilu4 comme prdcddemment dans 
du # h m  phyfliologipur et do llrdjuvaat (rata RIg). Un troiiibmnie groupe 
br 1 b PM# t8qoit 19 irnjoatia@ dan@ kr cri= ifiguifi&wj Q6 b rnilliencl de 
srfluur &@WU& &)III paf k freM (v&r M~it l l~kf  et Tlitthniqul#), en BUIS- 

p ~ b a  dura bu rhum plyrlowipw et dn ltlinyivuit (rate Ill,,). 



Tableau X 

Protocole expérimental utilise pour mettre en evidence l'importance éventuelle des réactions immunitaires spécifiques 
dans la lutte de l'organisme contre une invasion tumorale 

cm : cellules mortes ; F : adjuvant de Freund ; 1 : immunisation ; L : injection intralymphatique ; I 

l-' LA : liquide d'ascite ; P : injection dans le péritoine ; TM : tumeur mesentérique ; V : injection cp 

dans la voQte plantaire ul 

nature de la 
substance 

preimmunisante 

semi -soluble 

préimmunisation 

lieux d'injection 
des cellules 
- viables 

lieux de 
préimmunisation 

recherche 
des anticorps 

sériques 

sacrifice et 

des anticorps 
sériques 

pré15vements 
inhabituels 



Dans la seconde serie, 10 rats eont pr6immunis6s de façon 
non ep4,p(lcifique, par 12 injectione sous-cutan6ea d'adjuvant en émulsion dans 

du is4rurn physiologique (rats RF). 

8, - lntrductiarr des  ell lu les tumorale8 viables chez les ra ts  préimmunis6s 

- Dpnrir le premier groupe (RI,) 

. 10 rats reçoivent, de façon classique, une injection de 41 ml 
da cellules n4aplaieiiqueri (mit 1 million de cellules) dans le lymphatique aff é- 

rent Bu gmglion poplit4 gauche, et une injection de 0 , l  ml sous la peau de la 
wQte plpntairr poittieurcr droite. Ces rats (RI, VL) sont sacrifies 1 & 9 

jourirr a@r&s C ~ B I  Injectione, 

6 r&tu traites c m m e  les pr6c6dent8, reçoivent en plus, 7 

four# aprba, tane injection de O, 5 ml de cellules n6oplasiques (soit 20 & 25 

miî l ion~ de callulelrr, c'est-h-dfre la dose employde claerslquement pour l'en- 
tratlrn de iouche) dsnr le p0ritoine. Ces rats (RIs VLP) sont sacrtfi4s d& 

Ier premier8 eignes agoniques, c'est-&-dire 7 jours plus tard. 

6 rate reçoivent une seule injection dans le peritoine et sont 
~ f r f f i & a  db# le d o u t  de l'agonie, soit 7 jours aprOs (rats RI, P). 

- Dolnrir les dewtiOme et  troisibme groupes, nousi realieons les  
menier crytp4rienceai et obtenons ainsi, chez les ra ts  prdimmunis6s par un 
brqrt, Ie i  mur-grouperi Rb VL, Rb VLP et RIB P et, cher leii ra t s  pr6- 

iamwi(ida prr dru cellule r entibrei mortes, le r sous-groupes RI,,VL, 
RI,, VLP et RI,, P. 

8 - Introâuction de cellules tumorales viables chez les rate pr4immunis4e 
non apOcifiquement . 

Ler rats riront divisde en 2 groupes. Dana le premier, il8 re- 
(totvcrrat; unn infection de c@llules viables dane Ea voate pl~~tatrriipe, et  clans le 



lymphatique aff&rent du ganglion poplité. Ils sont sacrifiés 1 % 9 jours plus 
tard (rats R F VL). Dans le second, ils reçoivent seulement une injection 
dana le pQritoine e t  sont sacrifiés des l e s  premiers signes agoniques, c'est- 

&-dire 7 jours plus tard (rats R F P).  

Sur les  animaux préimmunises, sacrifiés par décapitation, les 

ganglions poplités, iliaques e t  rénaux ainsi que le  foie, la rate, l e s  reins e t  

les  poumon6 sont pralev4s. En plus, nous prélevons le liquide d'ascite e t  
la tumeur mesentérique chez les  ra t s  R 1 P, R 1 VLP et R F P. 

5 - Les  anticorps circulants sont recherches par l e s  techniques dt immuno- 

4lectrophorèee, de cytotoxicité en suspension et dtimmunofluorescence, gr&- 

ce au s6rum des animaux dtexp4rience. Ces  tests sont faits sur du sang re-  

cueilli par ponction rdtroorbitale Q la fin du cycle de préimmunisation et  su r  
du sang recuper4 lors du sacrifice des animaux. 

II - RESULTATS 

1 - Macroscopie 

Les pattes gauches des animaux RIQ sont augmentees de volu- 
me et n0crosêes B la suite du cycle de préimmunisation débute % ce niveau. 

Cette r6action locale nous a incite Q ne plus r6aliser les  injections préim- 

munisantes dans la cuisse, mais plut6t dans les  creux inguinaux, afin de ne 

pas provoquer 6ventuellement des modifications dans la circulation lympha- 
tique de$ pattes postarieures. 

Les ganglions poplites des groupes RI  VL et R F VL sont hyper- 

trophi68 chez les animaux sacrifias 3 B 7 jours aprbs les  injections de cellu- 

les viablea. Chez les  ra t s  de8 groupes R 1 V L P, R 1 P et R F P, les 



ganglions poplit66 ont un volume normal, tandis que les ganglions r enaux 
pont trba kypertrophllri (6 foia le volume normal). 

Le liquide dlosciée erst normalement abondant chez les ra ts  
R I V E P, R P P e t  R P' P qui pr4sentent, en outre, un dabut de tumeur mé- 
rrsntdrfqus , 

Lee autreo organe6 ne eont paa modiîi6s. 

1 Mieroëcopie phatonique 

- Crractdristiguea de l 'hd~atomegreff 4 dana le ~ B r i t o i n e  
M s l - ~ l l n s l l  11-1-1-1- 111-1 m -1---11 

d t ~ ~ w ~ r t î m m u n i r 6 0  rptcff iguement ou non. 
M n  œ d l r l r l r l œ œ - œ  r l r œ  rr-r-------r- 

huf dan8 un ou deux cae, chaque animal poesbde au moins un 
ganglion r6nal infiltr6 par des cellules tumorales. Ca6 dernieres eont, soit 
localirdee uniquement drure le  einue noua-capsulaire, soit diss6min4es dans 
tou8 lei sinuri, sus qu'il puirrse Btre trouva une relation entre llimportance 
do lvWlltraéion tumorale e t  le mode de prdimmunieation. Ces  cellules ne 
conatltuent jamais de mdtastaees au sens histologique du terme, En effet, 
alla6 demeurent isoldea le6 unea des autres et  sont souvent en lyse. Méme 
danr le8 cas  d'infiltration massive, elles ne paraisgent pas etintroduire 
danr ler folllculee oorticaux et  les  cordona m8dullatreis. Leur rdpartition 
o i t  exclurivement elnusale (Pl 411, flg a e t  b). En gdndral, ces  ganglions re- 
MU 80nt le 8lbge d'une rdaction immunitaire importante, avec dpafeaisne- 
ment dor cordona m6dullaires e t  prdbence de nombreux inmunoblaetes dms 

l o i  ainur rnbdullairee (Pl 44 fig e e t  c). Lee manifestations cytologiques 
dfuiu rdaction lmmuniWro mont plu# diecrbtea dans la sdrie R F, 

La tuniraur m4aentbrique canrerve un aspect clamique, nulle- 
mont msblfid par loi pr6immuni#ation, 

- M m  A p c t  m-œl--llgl- mlcroioopigue rn L I - œ I -  des p q l i o n s  mm ML-ll poplitda - 



posseder des nodules histiocytaires, dont l'existence es t  liée à ltadministra- 

tion répCtée d'adjuvant de Freund complet au niveau de la patte, Dans les  au- 

t r e s  series, de telles structures se  retrouvent, non pas dans l e s  ganglions 

poplités mais dans les  ganglions inguinaux, cPest  -&-dire & proximité du lieu 

de pr 4immtinisation. 

Quel que soit le type de préimmunisatlon utilisé, l e s  transfor - 
mations cytologiques dans les  ganglions proches du lieu d9injectlon de cellu- 

les  viables se  limitent : 

- & l'apparition de grandes cellules claires, aux limites étoilées, présentes 

dans tous l e s  sinus, soit isolees, soit groupées par 3 ou 4 et correspondant 

aux cellules reticulaires et  histiocytaires desquamées des parois sinusales, 

- & une reaction immunitaire, parfois importante mais toujours inférieure à 

celle obtenue & la suite d'injections de ferritlne ou de protéines sériques hé- 

térologues (PUVION - et  al. 1970, 1971), 

Pour la premiere fois, nous observons des métastases vraies 

intraganglionnaires. Seuls les  animaux de la série RIB en sont dépourvus. 

Tou jours sous-capsulaires, parfois situées près  de la région hilai re, elles 

sont for tement infiltrées par une trame conjonctive . La population cellulai- 

re, polymorphe, renferme de nombreux éléments lysés. 11 est important de 

prCciser que ces  métastases sont peu nombreuses e t  que seul un animal de 

chacune des sér ies  RIs, RI,, e t  RIF en présente. 

Les autres cellules néoplasiques rencontrées ne constituent 

pas d'embol tumoral comme il avait et6 observé chez l e s  rats  neufs et sont 

surtout nombreuses 24 h et  48 h apr&s leur injection (Pl 50, fig a). Leur lo- 

calisation préférentielle demeure le sinus sous-capsulaire ; exceptionnelle- 

ment, el les s'engagent dans les  sinus périfolliculaires ; ceci a été observé 

chez un animal de la sér ie  RIcm. Ces cellules nous paraissent en cours de 

lyse, 

- Les ganglions iliaques et  inguinaux sont souvent t r è s  riches ---- -- -------- -------------- 
en cellules histiocytaires e t  présentent, de façon moins constante, une re- 

action immunitaire moderée. 



3 - Microscopie électronique 

- Caractéristiques de lthépatome greffe dans le péritoine d'ani- ----------- ........................................... 
maux préirnmunf sés  spécifiquement ou non 
- - - - - - - - - - - - - -mm- - - - - - - - -  ------------ 

Les cellules néoplasiques libres dans l'abdomen ne présentent -------------- ----------------- 
aucun signe de souffrance cellulaire ; en particulier, nous ne rencontrons 

pas de vacuoles autolytiques dans leur cytoplasme. 

Les cellules néoplasigues associées pour constituer une tu- -------------- ........................ 
meur .mésentérique sont, soit intactes, soit nécrotiques sans qu'il soit pos- ------------- 
sible de rattacher l'un ou l'autre de ces  aspects à la spécificité de la pré- 

immunisation. D'ailleurs, ces  derniers aspects existent également chez les  

rats destinés B l'entretien de la souche. 

Les ganglions renaux sont classiquement infiltrés par de t r è s  ...................... ----------- 
nombreuses cellules tumorales, souvent localisées dans le sinus sous-cap- 

sulaire mais parfois aussi presentes dans tous les sinus. Ces cellules, tou- 

jours séparées l e s  unes des  autres, ne constituent pas de micronodule. 

Elles présentent toutes des signes de souffrance légèrement différents sui- 

vant le type de p r  éimmunisation . 
Dans la série RIs, l'image la plus fréquente est celle d9une cellule morte, 

dépourvue d'hyaloplasme et  de nucléoplasme et  qui ne renferme que de la 

chromatine condensee et  homogène, des ribosomes e t  des squelettes de mi- 

tochondries. A un stade moins avance de lyse, le cytoplasme est  éclairci, 

tandis que le noyau est déjLt picnotique. Ces cellules occupent des vacuoles 

de digestion ou sont en cours de phagocytose (Pl 45, fig c). 

Dans la série RIB, en general, le noyau des cellules tumorales n'est pas 

modifie. Le cytoplasme renferme des zones plus ou moins vastes, occupées 

par des  particules de glycogène ; souvent, ces zones bordent des fentes plus 

ou moins dilatées. Sur une cellule presque intacte, nous observons la pré- 

sence de quelques granules de glycogène le long de sacs  ergastoplasmiques 

aplatis, pauvres en ribosomes liés (Pl 47, fig a). Cette localisation 



particulière de la surcharge en glycogène des cellules tumorales e s t  en ac- 

cord avec la constatation que nous avons faite sur l e s  cellules du liquide as- 

citique des rats  neufs greffés, au sujet d'une continuite entre les fentes e t  

l'ergastoplasme. Certaines cellules présentent, en plus, des lysosomes 

t r è s  irréguliers, volumineux et  homogènes (Pl 47, fig b) . Quelques cellules 

ne pr ésentent aucune modification. Les cellules altérées partiellement sont 

totalement libres dans la lumière sinusale. 

Dans la série RIcm, l e s  cellules tumorales libres possèdent, en général, 

des vacuoles autolytiques de petite taille, à contenu osmiophile e t  homogène, 

et  des gouttelettes lipidiques. 

Dans la serie RF, le nucléoplasme et l'hyaloplasme sont t r è s  transparents 

aux électrons ; le cytoplasme,particulièrement pale, laisse voir facilement 

l e s  fibrilles ; de plus, les  fentes sont nombreuses e t  béantes, Ces cellules 

sont libres (Pl 46, fig b) . 
Les ganglions rénaux de tous les  animaux observés sont le  siège d'une pro- 

lifération immunoblastique e t  plasmocytaire intense (Pl 46, fig c e t  d). 

- Ultrastructure des ganglions poplités ................................. 

O Chez l e s  ra t s  préimmunisés de f a ~ o n  spécifique s Contraire- ....................... ------ - 
ment à ce que nous avions constate chez l e s  ra t s  neufs, nous observons, dès 

l e s  premiers jours qui suivent l'injection de cellules viables dans les pattes, 

la présence, dans le cortex, de nombreux immunoblaste s e t  plasmoblastes . 
Sept à quatorze jours après ces  injections, le réseau ergastoplasmique des 

nombreux plasmocytes es t  dilaté par un matériel homogène ou, plus rare-  

ment, par des cristaux. Les plasmoblastes possèdent des faisceaux de f i -  

brilles dans l'hyaloplasme. 

Comme chez les  rats neufs, l e s  mastocytes e t  les  histiocytes 

sinusaux sont abondants durant toute la durée de l'expérience. 

D'une façon générale, les  cellules tumorales sont rarement 

rencontrees dans cette étude électronique (Tableau XI, p. 1 52). 



Tableau XI 

Caractéristiques des cellules tumorales intraganglionnaires 

(- : réaction negative ; + : réaction moderee ; 
++, +++, ++++ : rgactions respectivement positives, importantes, très intenses) 



Chez l e s  rats RIs (RI VL et RIg VLP), les  quelques cellules ----------- --s------ --- 
tumorales observees sont libres dans les  sinus e t  toujours isolees, Seul, un 

animal presente 5 jours après l'injection dans la patte, une metastase vraie 

au niveau du ganglion poplit6 local. Ce nodule tumoral es t  constitué de cel- 

lules imbriquees les  unes dans les  autres, ayant de ce fait perdu leur for - 
me sphtsrique classique. Quelques faisceaux de fibres de collagène cloison- 

nent cette tumeur. Le cytoplasme des cellules neoplasiques est tres appau- 

vr i  en ribosomes libres et  lies ; par contre, les  particules de glycogène 

sont, ou dispersees dans l'hyaloplasme, ou encore groupées en plages ; les  

fibrilles sont souvent t r è s  abondantes. 

Chez les  autres animaux, les  cellules tumorales isolées presentent toutes 

des particularites cytoplasmiques variee S. Certaines sont anormalement 

pauvres en ribosomes (Pl 48, fig a), d'autres possèdent des  citernes et  des 

vacuoles vides, d'autres enfin, renferment des vacuoles autolytiques dans 

lesquelles se  reconnaissent des organites cytoplasmiques (Pl 48, fig b) . 
Dans cette série RIs, nous n'avons pas rencontre de cellule tumorale tota- 

lement intacte. Nous avons constate que les  lesions cytoplasmiques sont in- 

dependantes du délai écoule entre l'injection de cellules viables e t  le sacri- 

fice du rat. 

Dans les  ganglions poplites gauches, nous avons observe en plus la presen- 

ce de grandes cellules histiocytaires dont la présence est ii rattacher aux 

injections préimmunisantes rtsalisées au niveau de la patte posterieure gau- 

che. Ces cellules ont un noyau t r è s  irrégulier et  un cytoplasme surchargé 

de gouttelettes lipidiques et d'inclusions irr egulières, osmiophiles, peut - 
etre ly sosomiques. 

Chez l e s  rats RI (RI VL e t  RI VLP), les ganglions poplités ----------- B-- B ------ B ---- 
de ces  animaux ne possèdent pas de cellules neoplasiques intactes ou mode- 

rément altérees. Les quelques cellules hépatomateuses libres ont perdu leurs  

limites nettement dessinees e t  émettent des microvillosit~s nombreuses qui 

leur donnent un aspect étoilé. Le cytoplasme renferme des zones circulai- 

res vides et des inclusions nombreuses, à matrice plus ou moins opaque. 



C e s  dernières nous paraissent correspondre & des vacuoles autolytiques ren- 

fermant des mitochondries & un stade avance de dégénérescence . Les ribo- 

somes sont encore présents. Plus fréquemment, les  sinus renferment des 

cellules entières, phagocytées, dont la destruction est  déj& importante. Le 

cytoplasme de l'histiocyte phagocytant n'est pas modifié. Les cellules cap- 

tees sont des cellules ~eoplasiques ou des plasmocytes, un meme histiocyte 

pouvant phagocyter en méme temps plusieurs cellules de l'un et  l'autre type 

(Pl 49, fig a). 

Tous les ganglions poplites sont le sibge de proliférations mastocytaire et  

histiocytaire sinusales et  de prolif érations immunoblastique e t  plasmocytai- 

re.  A 7 jours, la richesse en plasmocyte est  particulièrement nette (Pl 49, 
fig b), certains d'entre eux renferment de vastes cristaux (Pl 49, fig c). 

Chez les  ra t s  RI (RI VL et RI VLP), l e s  ganglions po- ----------- cm-- cm------cm---- 
plités renferment des cellules tumorales libres e t  phagocytdes. Les cellu- 

les néoplasiques libres sont peu modifiées et  présentent uniquement des in- 

clusions sombres e t  sphériques & matrice parfois hetérogene, limitée par 

une double membrane (Pl 50, fig b) . Les cellules phagocytées sont nombreu- 

ses e t  fortement lysées. Les cellules tumorales l ibres e t  capturées voisi- 

nent dans la lumière des sinus (Pl 50, fig c). Les histiocytes ayant phagocy- 
té des cellules tumorales sont souvent intacts, Cependant, sur certaines 

images, le cytoplasme de certains d'entre eux est  parlois remplace par une 

substance floconneuse. La capture des cellules tumorales par l e s  histiocy- 
tes  entrahie, dans cette série, la lyse partielle de la cellule phagocytante 

(Pl 50, fig d). 

Les  cellules ndoplasiques sont nombreuses dans les  ganglions jusqu' à 4 

jorirs apres l e s  injections de cellules viables. A partir de 5 jours, nous ne 

rencontrons qu'exceptionnellement une cellule hépatomateuse isolee, non ly- 
sée, dont le cytoplasme est  appauvri en ribosomes. Parallelement, les  cel- 

lules phagocytees ne sont plus rencontrées. Un seul animal a présenté à 5 
jours une métastase vraie, infiltrée par du tissu conjonctif l%che . L'examen 

dlectronique montre que toutes les  cellules de ce nodule sont l ibres mais 

profondement lysées. 



Chez les rats  pr4immunisés de f a p n  -------+- non spécifique - (rats 

R F V L) : Comme chez les  ra t s  neufs, la proliferation des immunoblastes 

e t  des plasmocytes est  moderée ; les  citernes ergastoplasmiques des plasmo- 

cytes sont rarement dilatees. L' histiocytose sinusale e s t  priosente . Les cel- 

lules neoplasiques sont toujours isolees dans la lumière du sinus sous-cap- 
s u l a r e  jusquT% 5 j ~ u r s .  Après 5 jours, l e s  cellules néoplasiques se rencon- 

trent exceptionnellement sauf chez un animal qui présente, à 7 jours, un no- 

dule tumoral. 

Les cellules tumorales isolees présentent quelques particula- 

r i tes  cytoplasmiques signdant vraisemblablement une souffrance cellulaire. 

Toutefois, certaines cellules @ont encore en mitose. Fréquemment, le cyto- 

plasme des cellules tumorales renferme des vacuoles autophagique s de peti- 

te taille, Plus rarement, nous observons des a i res  cytoplasmiques empri- 

sonnees par des digitations du noyau ; certaines d'entre elles sont devenues 

transparentes aux (Ilectrons (Pl 51). Quelques cellules ont un cytoplasme 

pauvre en ribogome. 

Les cellules qui constituent le nodule tumoral presentent une 

accentuation des anomalie6 qui viennent d'stre décrite S. Le cytoplasme e ~ t  

souvent envahi de gouttelettes lipidiques ou de vastes vacuoles plus ou moins 

vides, rappelant l e s  corps rnultiv~siculaires géants (Pl 52, fig a). Cette 
metastase est  infiltree par un reseau conjonctif. 

4 Anticorps circulants 

Malgr6 le peu de résultats obtenus dans la recherche des anti- 

corps tseriques, avant e t  apres l'introduction des cellules viables, nous 

n'avons pu poursuivre les  injections préirnmunisantes, en raison de la len- 

teur de resorption de l'adjuvant, nos animaux prdsentant des nodules allon- 

ges au niveau des creux inguinaux. Tous les sérums testés en irnmunoélec - 
trophorase contre de l'antigène hépatomateux, se sont révéles négatifs. 

Tous les  essais de cytotoxicitt! du sérum presume immun sur  une suspension 

de celZules néoplasiques se  sont révélés également négatifs en dépit d'une 



durée d'incubation à 37" C variable, de 1 h $i 7 h e t  ceci, aussi bien en pré- 

sence de complément de cobaye que de sérum de ra t  frais jouant le r6le de 

complément. P a r  contre, 1'immunofluorescence nous a permis d'obtenir 

des résultats satisfaisants pour l e s  animaux des sér ies  RIB e t  RIcm ; ces 

résultats sont liés à la préimmunisation e t  non pas aux injections de cellu- 

les  viables, ces  dernières n'entraïhant pas une augmentation de la fluores- 

cence. Nous constatons que les  anticorps sériques se  fixent sur  la périphé- 

rie des sections de cellules hépatomateuses ou sur  l'ensemble du cytoplas- 

me, c'est-à-dire que la fluorescence, quand elle existe, se  présente sous 

l'aspect d'une couronne brillante plus ou moins large (Pl 52, fig b) . 
Des témoins réalisés à l'aide de sérums prélevés lors  de l'ago- 

nie de rats  greffés dans le péritoine une semaine auparavant, par des  cellu- 

les  vivantes, n'ont pas permis de déceler d'anticorps sériques par l e s  3 

techniques. 

III - DISCUSSION DES RESULTATS 

1 - La préimmunisation spécifique des r a t s  Wistar n'induit pas la synthèse 

d'une grande quantité d'anticorps circulants dont la mise en évidence s'est 

souvent révélée négative, en dépit des tentatives multiples. 

Quelle que soit la nature du produit préimmunisant, nous 

n'avons jamais détecté dans les  sérums des rats, d'anticorps cytotoxiques 

pour les  cellules hépatomateuses ou d'anticorps précipitant avec l'antigène 

spécifique. Quelques animaux, toutefois, possèdent des anticorps sériques 

spécifiques révélés par la technique d'immunofluorescence indirecte. 

Ces résultats t r è s  nuancés nous incitent à penser que l'hépa- 

tome ascitique de Zajdela es t  peu antigénique pour le rat Wistar. Ceci est  

d'ailleurs confirmé par la persistance d'un seul antigène hépatomateux 

après  épuisement d'un sérum hétérologue spécifique par du tissu hépatique 

de ra t  Wistar adulte (3" partie : chapitre 1). 



2 - Les préimmunisations spécifiques et non spécifiques ne retardent pas 

la mise d'une greffe. 

L'introduction d'une meme quantité de cellules néoplasiques 

viables dans le  péritoine des rats préparés e t  des rats neufs, provoque tou- 

jours l'agonie de nos animaux, 7 à 8 jours plus tard et ceci est  en désaccord 

avec les résultats obtenus par HOLMES et - al (1970) chez des cobayes pré- 

immunisés par des antigénes spécifiques de tumeurs induites par le  méthyl- 

cholanthréne e t  par ceux obtenus par VON BOEHMER et BAYER (1 972) chez 

le  r a t  transplanté par l'hépatome ascitique de Yoshida. Nous attribuons 

cette p&ticularité de notre systéme expérimental à la production réduite 

d'anticorps circulants qui ne saurait Atre attribuée à une mauvaise technique 

de préimmunisation puisque, en accord avec MONACO - et  al (1965), nous 

avons choisi pour préimmunise r nos animaux, la voie sous-cutanée immu- 

nogene, tandis que la voie veineuse est  tolérogéne. Non seulement la répon- 

se immunitaire modérée que nous avons obtenue ne s'oppose pas % la prise 

des greffes dans le péritoine, mais en plus, selon PREHN (1972), elle pour- 

rait avoir une action facilitante. Cet auteur a en effet constaté une accélé- 

ration de la prolifération néoplasique en mélangeant une faible quantité de 

cellules spécifiquement immunes % une dose constante de cellules tumorales. 

P a r  ailleurs, nous avons introduit dans le péritoine des rats préimmunisés, 

une suspension cellulaire concentrée, identique à celle employée constam- 

ment pour l'entretien de la souche. Or, KOLDOVSKY (1969) signale qu'une 

forte dose de cellules viables peut supprimer une immunité préalablement 

induite. A titre d'information, nous avons calculé la dose minimale provo- 

quant 100 p. 100 de prises chez l e s  témoins ; celle-ci, propre à chaque tu- 

meur, est de 150 000 cellules et  provoque le  décés de tous les  animaux, 

non plus en 8 a 1 0  jours mais en 15 jours. 

La préimmunisation est  délicate realiser c a r  chaque systé- 

me réagit d'une façon qui lui est  propre. En particulier, la préimmunisa- 

tion par des cellules ayant perdu leur capacité de repopulation varie en effi- 

cacité suivant le protocole choisi. La préimmunisation à l'aide de cellules 

vivantes dont l'activité mitotique es t  bloquée, augmente de façon inconstante 



le  degré de résistance à la croissance d'un plasmocytome murin 

(LESPINATS, 1969). De plus, a lors  que chez des animaux syngéniques, l'im- 

munisation à lVaide de cellules lyophilisées ou t irées par le  froid ou la cha- 

leur, entrafhe une résistance Ct la transplantation (FINK - et al, 1953), dans 

les  combinaisons intersouches, ces  traitements provoquent au contraire une 

accélération de la croissance tumorale (FLEXNER, JOBLING, 1907 ; 

CASEY et  al, 1949 ; KALISS, 1965). De meme, une acc6lération ou, à l'op- 

posé, un retard de la croissance tumorale est obtenu suivant que les cellu- 

l e s  ont été t irées par l'alcool ou autolysées plus ou moins longtemps Lt 37" C 

(MIROFF e t  al, 1955 ; PRINCE e t  al, 1957). En général, les cellules nécro- - 
sees  induisent une forte immunité s'opposant à la prise d'une greffe (LEWIS, 

APTEKMAN, 1962). 

De meme, la préimmunisation par des fractions subcellulaires varie en ef- 

ficacité suivant la fraction considérée . La plus grande partie de l'activité 

est localisée dans la membrane plasmique de la cellule tumorale, ainsi que 

le montrent les expériences de GORER et  MIKULSKA (1954) par la technique 

d' hémagglutination, et  celles de MOLLER (1 961) par la technique d'immuno- 

fluorescence . Des tests de cytotoxicité ont confirmé cette localisation que 

HOUGHTON (1 965) évalue à 69 à 97 p. 100 de l'activité antigénique de trans- 

plantation totale. L'activité des fractions subcellulaires testées de façon sys- 

tématique pour des tumeurs induites au méthyl-cholanthrène (BUBENIK, 

IVANYL e t  KOLDOVSKY, 1965), s e  rév6le pratiquement nulle pour la frac- 

tion soluble, faible pour la fraction mitochondriale, et forte pour les cellu- 

les entières, les  noyaux et  les  microsomes. 

Nous avons employé pour la p r  éimmunisation de nos animaux, 

un broyat brut renfermant donc les antigènes de la surface cellulaire et les 

antigènes intracellulaires, des cellules entières, pour lesquelles seuls les 

antigène s de surface interviennent, et enfin un extrait semi -soluble. Cet 

extrait ne correspond nullement aux antigènes des membranes plasmiques 

qui ne sont obtenus qu'après purification d'un extrait membranaire par  cen- 

trifugation % plus de 100 000 g. Bien que correspondant Ct la fraction micro- 

somale, cet extrait cellulaire es t  parfois improprement appelé fraction 

l'solublell (SHEK, Mac PHERSON, 1971). En toute logique, c'est le broyat 



cellulaire qui nous donne la réaction immunitaire la plus intense contre une 

injection de cellules viables mais, néanmoins insuffisante pour retarder la 

prise de la greffe. A nouveau, il semble évident que l'hépatome ascitique de 

Zajdela est  faiblement antigénique. 

3 - La préimmunisation specifique modifie le comportement du ganglion vis- 

à.-vis de l'introduction unique d'une certaine quantité de cellules néoplasiques 

viables correspondante S. 

En déclenchant une réac tion immunitaire plus énergique que chez 

les  rats neufs. 

Le simple examen morphologique révèle une plus grande efficacité immuni- 

taire du broyat tumoral que des cellules tuées ou de l'extrait semi-soluble. 

Cette efficacité de la préimmunisation est  particulièrement sensible au ni- 

veau des ganglions rénaux des r a t s  greffés dans le peritoine qui, contraire- 

ment à. ceux des ra ts  neufs en agonie, sont le si&ge d'une réaction immunitaire. 

En détruisant plus rapidement et plus complètement l e s  cellules 

tumorales. 

Le traitement preimmunisant active peu la destruction des cellules tumora- 

l e s  par les  ganglions rénaux puisqu'elles le sont déjà chez l e s  rats  d'entre- 

tien de souche. Par contre, dans les  ganglions poplités, satellites du lieu 

d'injection de cellules hépatomateuses, les signes de lyse sont plus nombreux 

et  plus accusés chez les r a t s  immunises spécifiquement que chez l e s  rats  

neufs ou chez les  rats  traités par l'adjuvant seul. La préimmunisation par l e  

broyat hépatomateux entraihe une dégt5nérescence profonde de toutes l e s  cel- 

lules neoplasiques qui sont phagocytées en grand nombre. La préimmunisa- 

tion par l e s  cellules tuées provoque également une phagocytose accrue des 

cellules néoplasiques et  une augmentation des vacuoles autolygique s dans l e s  

cellules libres. Avec l'extrait antigenique semi-soluble, l e s  aspects obser - 
vés sont semblables à. ceux obtenus avec l'adjuvant employt5 seul : l e s  cellu- 

les  phagocytées sont r a res  mais les  cellules libres ont toutes un cytoplasme 



altéré. 

Ces résultats sont en accord avec l'appréciation microscopique de l'intensité 

de la reaction immunitaire et  avec la détection d'anticorps specifiques dans 

les  serums des r a t s  RIB et RIcm. 

4 - La préimmunisation modifie un peu la capacité des cellules hépatomateu- 

ses  à constituer une metastase intraganglionnaire. 

Les animaux les plus immunises, c'est-à-dire ceux de la serie 

R b  ne présentent pas de métastase. Par  contre, dans les autres sér ies  

(RIg RIcm et RI ), un animal de chacune d'elles porte un nodule infiltre par F 
du tissu conjonctif dont les  cellules possèdent unwgastoplasme souvent actif. 

Les cellules tumorales de ces nodules présentent des signes de souffrance 

particulièrement nets dans la série RIcm pour laquelle des anticorps sériques 

ont pu également être mis en évidence, L'absence de métastases vraies chez 

l e s  rats  neufs est  contradictoire e t  es t  difficile à justifier. 

Le réseau de conjonctif qui soutient les cellules des nodules tu- 

moraux chez les  ra t s  moyennement préimmunisés, joue peut-être un r6le 

destructif sur les cellules tumorales, soit par étouffement de cellules habi- 

tuellement libres, soit par émission de substances toxiques. A l'appui de ceci, 

nous rappelons que les  tumeurs mése ntériques des rats  greffes sont souvent 

necrotiques et  souvent traversees par un réseau conjonctif. 

IV - CONCLUSIONS 

Les différents moyens que nous avons employés dans cette expé- 

rimentation pour preimmuniser spécifiquement les r a t s  Wistar entrafnent 

chez ces  animaux la synthese d'une quantite modérée d'anticorps sériques 

détectables par l e s  techniques d~immunofluorescence indirecte. Ils n'indui- 

sent pas la synth&se d'anticorps circulants en quantité suffisante pour être 



reperds par les techniques dlirnmunodiffusion en gelose e t  de cytotoxicité en 

suspension. 

La préimmunisation specifique des ra ts  W i s t a r  est insuffisante 

pour retarder la proliferation de cellules vivantes d'hépatome ascitique de 

Zajdela introduites massivement dans leur peritoine. Néanmoins, elle modi- 

fie le comportement du ganglion lymphatique tributaire du lieu d'injection de 

cellules vivantes en declenchant à son niveau la prolif &ration de cellules im- 

munoblastiques e t  plasmocytaires, et  en provoquant la lyse rapide e t  totale 

des cellules néoplasiques intraganglionnaires . 
Quoique modéree, la preimmunisation spécifique, surtout lors- 

qv'elle es t  obtenue % l'aide d'un broyat tumoral, renforce le r6le de b a r r i h e  

du ganglion vis-à-vis de cellules normalement absentes de la lymphe. 



CONCLUSIONS DE LA TROISIEME PARTIE ---------- -------- - -------------- ------ ....................................... 

1 - Nos rdsultats expérimentaux nous permettent d'affirmer que l e s  cellules 

de llh&patome ascitique de Zajdela sont antigéniques pour le rat  Wistar. En 

effet, des injections répetées de fractions tumorales chez cet hôte ont rendu 

possible l'induction d'une immunité acquise. 

Le protocole experimental adopté dans cette étude incite à penser que cette 

antigenicite est faible car, d'une part, l e s  anticorps sériques ne sont détecta- 

bles que par des techniques d~immunofluorescence, e t  d'autre part, la plu- 

part des antigenes de cellules hepatomateuses se  retrouvent Lt la surface des 

cellules hépatiques d'un animal homologue adulte. 

Le marquage discontinu des sites antigeniques à la surface des cellules néo- 

plasiques est  un argument en faveur de leur répartition en flot. En outre, la 

plus grande largeur des zones non marquées après l'incubation des cellules 

tumorales dans l e s  IgG extraites des sérums épuisés, suggère que l e s  anti- 

ghnes ainsi révelbs constituent des plages différentes de celles des antigènes 

de surface normaux, ce qui rejoint l'hypothèse formulée par HAYWOQD et  

Mac KHANN (1971). 

2 - L1immunite spécifique acquise, quoique modérée, entraîhe une accéléra- 

tion de la degradation des cellules neoplasiques dans les ganglions locaux, par 

autolyse et  phagocytose. Comme chez les  rats  neufs, la prolif ération des 

cellules de la reac tion immunitaire est  maximum lorsque l e s  cellules néopla- 

siques ne sont plus repérées. 

3 - Les expériences de preimmunisation spdcifique confirment les  resultats 

~ b t e n u s  chez l e s  r a t s  neufs, concernant la retention limitée dans l'espace e t  

dans le  temps, des  cellules injectees e t  l'établissement precoce de l'histio- 

cytose sinusale dans les ganglions locaux. 



4 - Le blocage total des cellules injectées par les  ganglions locaux, ainsi 
que les nombreuse8 images de cellules mortes que nous y observons, nous 

paraiesent en faveur d'un r61e de barrière efficace et  double du ganglion 

lymphatique, vis-h-vis des cellules Atrangères : r81e mAcanique s'opposant 
ii la diffusion des cellules étrangères dans l'organisme e t  r61e biologique 

aboutissant à. leur destruction, 



DISCUSRON GENERALE 

Les observations cliniques ont permis de constater depuis long- 
temps la presence de certains bouleversements dans l'architecture des gan- 

glions lymphatiques satellites d'un cancer, mais l e s  nombreux facteurs mal 
définis qui modifient la résistance de l1h6te ~ienclerttoute interprétation impos- 
sible. Aussi, de nombreux auteurs se  sont donc appliques B étudier le r6le du 
ganglion dans l'invasion tumorale, il partir de données expérimentales mais, 
ainsi que nous l'avons déjL1 signalé, l e s  systèmes sont encore insatisfaisants. 

Nous avons abordé ce problème à l'aide d'un matériel de base 
possedant des avantages certains mais aussi des inconvénients. Ceci nous a 
incite & rapporter au prealable nos résultats personnels concernant l'aspect 

ultrastructural du ganglion avant et après stimulation par divers antigènes 
connus. 

1 - L'observation de nombreux ganglions de rats  Wistar sains souligne les  
diverses images que peuvent pr6senter ces  organes dans des organismes non 

pathologiques. Ce polymorphisme n'est pas propre L1 la souche Wistar mais 
est  un phénomhe classique, présent en particulier chez l'homme. Nous avons 

pu dgalement constater que l e s  grains azurophiles des petits lymphocytes cor- 

respondent & des lysosomes dont certains possèdent en plus des caractères 

de corps multi-v6siculaires. Nous avons en outre prbcisé la voie de migration 
des petits lymphocytes il t ravers  la paroi des veinules post-capillaires ; la 

traversée de cette paroi a lieu par penétration du cytoplasme des cellules en- 
dotheliales, Ce lieu de passage intracellulaire constitue un argument en fa- 
veur de la theorie de SAINTE MARUE (1966). En effet, les  petits lymphocytes 
migrants, lymphocytes porteurs de la mémoire immunologique, peuvent 



abandonner, dana le cytoplasme de la cellule traversée, des informations sus- 

ceptibles de la traneformer. Cependant, nous n'avons jamais rencontré au 

cours des expdriences varides dlimmunicsation, de bouleversements ou d'acti- 

vation des cellules endothéliales des veinules post-capillaires et  1' interven- 

tion de ces  cellules dans l'induction de la réponse immunitaire nous paraît 

improbable . 

2 - L'immunisation par  des protéines hétérologues variées a permis l'étude 
des modifications cytologiques d'un ganglion agressé, de façon répétée ou non, 

par des substances antigéniques solubles, soigneusement étalonnées sur  le 

plan biochimique. Nous constatons que les  transformations qualitatives indui- 

tes  sont indépendantes de la protéine injectée. Les images que nous observons 
sont semblables, dans leur ensemble, B celles obtenues dans d'autres travaux 

du meme type. Il semble bien que le  schéma de la réponse immunitaire e t  les  

conséquences de celle-ci soient communs à toutes les  espèces possédant un 

tissu lymphoi'de, puisque la synthèse d'anticorps e t  les  manifestations cellu- 

laires qui l'accompagnent ont été démontrées également chez les poissons 

(CLAWSON - et  al, 1966 ; ORTIZ-MUNIZ, SIGEL, 1971). 

Chez le  r a t  Wistar, la stimulation antigénique a toujours déclen- 

ch4 une prolifération cellulaire de la jonction cortico-médullaire des  gan- 

glions lymphatiques locaux, accompagnAe, de façon inconstante, par 1' f ndivi- 

dualisation des centres germinatifs. La jonction cortico-médullaire e s t  diffe- 

rente de l'aire spéciale du ganglion, voisine des veinules post-capillaires, 

que TURK (1967, a e t  b) appelle a ire  paracorticale et  que SCOTHORNE et 

Mac GREGOR (1955) nomment nodule lymphoi'de tertiaire. Il est  fondamental 

pour notre dtude de differencier ces  deux zones. En effet, la jonction cortico- 

mddullaire rdagit dans les  r dactions dl hyper sensibilite immddiate , alors  que 

l'aire paracorticale se ddveloppe dans les  rdactions dl hypersansibilite retar- 

dée Q une homogreffe par  exemple. 

3 - L'influence de la dose antigénique sur l'intensite de la réponse immunitaire 

est  mise en dvidence dans les expdriences utilisant la ferritine comme antigene. 



Nous avons en effet constaté que des doses massives (25 mg) d'antigène n'in- 

duisaient pas de réponse immunitaire plus explosive que des doses dix fois 

plus faibles. Souvent, nous avons même obtenu des transformations t r è s  dis- 

crètes dans les  ganglions locaux. Cette observation vient renforcer les  résul- 

tats obtenus par JORIPII et  KOSiUNEN (1971) chez le cobaye, avec des doses 

croissantes d'érythrocytes hétérologues. Tout se  passe comme si une dose 

élevée d'antigène induit une paralysie locale partielle. P a r  ailleurs, la dose 

antigénique faible, en dépit de la présence d'antigène dans les  ganglions lo- 

caux, n'y provoque pas de proliférations immunoblastiques et  plasmocytaires, 

Nos constatations apportent un argument à l'hypothèse de 

NOSSAL (1 9 69), en confirmant l'existence d'une dose antigénique minimum en- 

dessous de laquelle il n'y a pas de réponse immunologique e t  d'un seuil maxi- 

mum au-del& duquel l'antigène induit une paralysie plus ou moins complète 

suivant la quantité de cellules rendues tolérantes. 

4 - L'utilisation d'un antigène repérable nous a en outre permis la détermina- 

tion des lieux de capture de l'antigène et  des lieux de stockage des anticorps 

spécifiques. Les observations préliminaires des ganglions d'animaux neufs, 

soulignant l'absence de ferritine endogène dans les cellules lymphocytaires e t  

plasmocytaires, rejoignent les  constatations récentes de SIMSON et  SPICER 

(1972) e t  nous autorisent à étudier les  rapports entre la ferritine (antigène) 

e t  l e s  cellules de la réaction immunitaire. 

Des observations attentives de la cytologie ganglionnaire nous 

font penser que, dans notre système expérimental, l es  molécules d'antigènes 

ne penetrent pas dans les cellules de la réaction immunitaire, tout au moins 

sans modifications préalables les rendant non repérables par lestechniques 

que nous avons employées. Nous avons d'ailleurs constaté que tous les tra- 
vaux r$alisés chez le rat ou la souris (TRANZER - et al, 1963 ; BUYUKOZER 

et al, 1965) aboutissent la meme conclusion. Ce n'est que chez l e  lapin - 
qu'il a pu Atre démontré in vivo la pénétration mod6rée de l'antigène dans les 
cellules immunitaires ganglionnaires. 



L'absence presque totale d'antigane repérable dans les  cellules 
lymphocytaires e t  plasmocytaires n'est pas en faveur d'une action directe de 

lfantig&ne sur l e s  cellules immunologiquement compétentes, tout au moins 

dans notre systbme expérimental. Il a éte demontré par autoradiographies élec- 

tronique e t  photonique, l'existence de lymphocytes ''avides" d'antigenes dans 

la rate de ra ts  Wistar. Les auteurs de ce travail signalent toutefois que le 

nombre de ces  lymphocytes particuliers es t  si faible qu'ils sont rarement ob- 

serves au microscope électronique e t  que les  trois antiganes radioactifs testés 

(s6rum albumine bovine, haemocyanine, Salmonella f lagellae -' 2 5 ~ )  ne donnent 

pas l e s  mêmes résultats. De Plus, de tels lymphocytes "avides" d'antigène 

n'ont jamais éte! rencontrés dans les  ganglions lymphatiques (MITCHELL, 

ABBOT, 1071). 

Il semble donc que le macrophage possède un r61e prépondérant 

dans le déclenchement de la réponse immunitaire. En effet, il es t  toujours 

avide dvantigc?ne . En outre, certains auteurs ont observe, in vitro, par  la r6- 

cente technique du microscope % scanning, le développement de longs prolon- 

gements cytoplasmiques, formant des ponts intercellulaires entre l e s  macro- 

phages et  les  lymphocytes d'un animal injecté préalablement par un antigène. 

Ces ponts peuvent, soit permettre le  transfert de l'information d'une cellule 

il l'autre, soit permettre le passage de 1' antigene dans le lymphocyte 

(CLARKE -' et  al 1970 et  1971). La présence de ponts n'est pas repéree in vivo, 

car  un pont es t  rarement présent en entier dans le  plan de section. 

S'il y a jonction cytoplasmique entre macrophage e t  lymphocyte, 

il ne peut y avoir, selon nous, que transfert d'information e t  non pas transfert 

d'antigene intact, en raison du trop faible nombre de mol4cules d'antigene que 

nous avons rencontre dans les  lymphocytes de notre materiel expbrimental, 

5 - Nous avons constat4 la présence d'anticorps su r  les  ribosomes des plaamo- 

cytes en hyperactivité secretrice, ce qui ne l'avait jamais été avec la ferri t i-  

ne comme antigène. En accord avec tous les  auteurs, les  anticorps spécifiques 

sont dgalement presents dans les  citernes ergastoplasmiques ; les  vésicules 

golgiennes, l e s  cristaux e t  certaines citernes sont dépourvus de marquage. La 



quantite d'anticorps présents dans les  plasmocytes de nos r a t s  Wistar es t  in- 

ferieure & celle obtenue chez le lapin. Ceci nous incite & penser que notre 61e- 

vage possède une assez grande tolérance naturelle aux protéines de cheval ; il 

s'agit sans doute dl une immunite naturelle d' e spbce .* 

6 - Dans le but de determiner le r61e du ganglion lymphatique dans la dissemi- 

nation metastatique, nous avons introduit experimentalement chez le rat, des 

cellules tumorales homologues dans la voate plantaire, ou mieux, dans un vais- 

seau lymphatique, donc t rbs  pres d'un ganglion lymphatique. Tout le  matériel 

antigénique est  censé atteindre le tissu lymphof'de e t  y déclencher une réponse 

spécifique, susceptible de lyser l e s  cellules tumorale S. 

Cette situation est  en verité t res  différente dans le cas du cancer 

spontané. En effet, chez un hôte porteur d'une tumeur, la réaction immunitaire 

dans le ganglion local es t  double. Il se  produit une reaction d'hypersensibilité 

retardee interessant la zone paracorticale et  une réaction d'hypersensibilité 

immédiate localisée à la jonction cortico-médullaire et provoquee par les  pro- 

duits du metabolisme des cellules de la tumeur e t  par les cellules n4oplasiques 

desquamées qui atteignent le relai ganglionnaire. Dans notre experimentation, 

la zone paracorticale demeure au repos en raison de l'absence de tumeur. Nous 

supprimons donc ainsi un type de reaction immune dont le r61e est  d'essayer 

de detruire la tumeur en place. P a r  contre, les cellules que nous injectons e t  

les  produits de leur métabolisme penètrent dans le ganglion voisin pour y dé- 

clencher la production d'anticorps circulants. Chez l'animal porteur dlune tu- 

meur, ces  antighnes s e  dispersent dans l e s  espaces interstitiels de l'hôte ou 

dans le courant sanguin si bien que leur concentration dans les  ganglions ne 

peut Atre importante. La reaction de l'hôte Atant trop faible pour detruire la tu- 

meur, celle-ci continue & croftre (FISHER, FISHER, 1971). Mais cette reac- 

tion existe et elle est  prouvee experimentalement, soit par son transfert chez 

un autre individu, par exemple & l'aide de substances solubles anises in vitro 

par des lymphocytes stimules specifiquement (BERNSTEIN e t  a l  1971), soit 

par l'action lethale in vitro de macrophages sensibilises sur des cellules tumo- 

rales  (EVANS, ALEXANDER, 1972). Les expériences de transfert de llimmu- 

nit6 sont en general t rbs  delicates car  l e s  résultats obtenus varient d'un 



eysteme experirnental & l'autre. En effet, a lors  que l'apparition d'une tumeur 
est retard40 chee un hbte pr6par6 par des cellules de rate ou de ganglion d'ani- 
mal homologue porteur d'une tumeur, le dbveloppement tumoral e s t  au contrai- 
re acc4ldr6 dans un systeme isologue (ICHIHASKI, 1965). 

La dilution danai 1' organisme, du bagage antigenique des cellules turn orale s, 
n'est pas l'unîque reiirponeable de la faible rdponrre de l'hbte . En effet, ALE - 
XANDER et HALL (1070) estiment que les immunoblarrites produits par le gan- 

glion local d'une tumeur dans le  but de gagner cette dernier0 e t  d'y exercer 
leur action cytotoxique sur les cellules neoplasiques, ne peuvent plus quitter 
le ganglion lorsque la masse tumorale devient trop importante. Ce phénombne, 
appel6 la "etup4factionV par ALEXANDER, empeche l e s  cellules cytotoxiques 
de jouer leur rble . 

Dans le cas  de la greffe intraperitonbale de l'hepatome ascitique 

de Zajdela, la dilution antigenique et  le phénombne de stupéfaction peuvent 
Btre responsables de la croissance tumorale, En effet, la dissemination anti- 
g6nique es t  facilitbe par la localisation de la tumeur dans la Cavite! abdominale. 
De plue, la quantite Anorme des cellules injectees peut empecher la migration 
des cellules cytotoxiques vers l e s  cellules intra-abdominales, donc la lyse de 
ces  dernieres. Mais elle ne s'oppose pas une destruction des cellules tumo- 
rales  pdnetrant l e s  ganglions locaux. C'est en effet ce que nous observons : 
les  cellules de la cavite abdominale prolifbrent, tandis que celles qui sont dans 
le# ganglions renaux sont plus ou moins alt6r4es. Nbanrnoins, nous bmettons 
quelques reserves rrur la rbalite du phbnombne de stup4faction dans notre sys- 
terne, n'ayant jamais constate de modifications dans la population lymphoi'de 
pouvant faire penser & une reaction immunitaire. 

Dans le cas  de l'introduction de cellules nboplasiques directe- 
ment dans la circulation lymphatique, la dilution antigenique et  la "etupéîac- 
tien" n'interviennent pas et  logiquement, une rbaction immunitaire devrait 
4tre induite pour aboutir & la lyse des cellules tumorales. Nous observons 
bien cette dernlbre mai8 nos expdriences, 8 l'aide des cellules hepatomateuses 
de Zajdela, ont montre : 



. le faible pouvoir antigénique de celles-ci, 

. la faible intensité de la reaction immunitaire induite, 

. que la lyse des cellules tumorales intraganglionnaires précède toujours les  

manifestations cytologiques d'une reponse immunitaire, 

. qu'il y a peu de contacts intimes entre les  cellules ganglionnaires autres 

que les  macrophages, e t  les  cellules tumorales. 

Dans notre matériel experimental, la destruction des cellules 

tumorales dans le ganglion local ne s'explique donc pas par des mécanismes 

immunologiques seuls. Elle nous paraît provoquée également par un milieu 

nutritiel mal adapte à ces  cellules tumorales, auquel viennent s'ajouter des 

phénomène s immunitaires discrets dont 1' impor tance est  r évélee par nos ex- 

périence s de préimmunisations spécifiques aboutissant % l'accélération de la 

destruction des cellules tumorales. 

7 - La structure antigenique des cellules tumorales est  fondamentale pour le 
determinime de leur croissance. Les modifications antigéniques apparais- 

sant à la surface des cellules normales transf ormees, peuvent Atre qualitatives 

par acquisition d'antigènes spécifiques de tumeur ou par perte dlantigQnes nor- 

maux, ou quantitatives par  augmentation ou diminution des antigGnes normaux. 

Pour certaines tumeurs induites au methylcholanthrène, il a été trouve une re-  

lation inverse entre la quantite d'antigènes normaux et la capacité à induire 

une repense immunitaire specifique de la tumeur chez des h8tes syngeniques 

(HAYWOOD, Mac KHANN, 1971) ; de plus, il a été constaté qu'un pouvoir me- 

tastatique important est  associé à de faible s quantités d' immunogenicit 6 spéci- 

fique de tumeur, donc à un fort niveau d'antigénicité normale. 

Nous avons aborde l'étude des si tes antigeniques des cellules de 

11ht5patome ascitique de Zajdela. Pour la première fois, une etude irnmunolo- 

gfque es t  entreprise sur ce materiel. Certes, d'autres hépatomes ont 6tb tes- 

tes, mais jamais par les  techniques sensibles des anticorps couplés & la pero- 

xydase e t  aucune étude n'a Até complétée par un examen au microscope elec- 

tronique . 
Dans notre materiel, nous constatons une antigénicite normale 



importante et  une antiglénicite "sp6cifique de tumeur" reduite. L'existence de 

r6actisnr croisees entre du foie normal e t  de l'hépatome solide ont été démon- 

ti~8ea & l'aide des techniques d'immunofluorescence (SHEFFIELD, EMMELOT, 

1972) ; dés absorptions de serums immuns par un extrait tumoral indiquent 

que les  cellules tumorales ont en moins 1 ou 2 antigènes exprimés dans le 

foie (UWWIN - et  al, 1971). Dans notre étude, en absorbant les  sérums par 

du foie sain, nous demontrons que les  cellules hépatomateuses de Zajdela pos- 

sbdent un antigéne qui n'est pas exprimé dans le foie sain homologue. L'antigé- 

nicite "specifique de tumeur" nous paraît réduite. Il es t  possible que les t r è s  

nombreuses transplantations subies par notre hépatome aient en t rahé  une per- 

te progressive des antigènes "tumorauxT1. Les expressions "antigènes spécifi- 

ques de tumeur l' e t  "antigènes tumoraux" doivent Atre employ ées  avec pruden- 

ce dans notre travail, car nous avons comparé l'antigénicité des cellules tu- 

morales % celle du tiesu sain homologue. Or, il est  bien connu que des tu- 

meurs peuvent avoir des antigènes communs, soit avec du tissu embryonnaire, 

soit avec du tissu d'une autre origine. Nous pouvons simplement dire que nos 

cellules n6oplasiques renferment des antigènes non exprimés dans le tissu hé- 

patique de ra t  Wistar adulte. 

Le potentiel antigénique des cellules hépatomateuses es t  tel que 

ces  cellules devraient métastaser, or il n'en est  rien. L'absence de metasta- 

s e  & distance chez l e s  animaux d'entretien de souche signifie, soit que la tu- 

meur métastase peu naturellement, soit qu'elle n'a pas le temps de diffuser 

dans l'organisme en raison du décès rapide du receveur. Dans le cas  des cel- 

lules hdpatomateuses introduites expérimentalement dans la circulation lym- 

phatique, ces  cellules se  comportent comme des cellules cultivées dans un mi- 

lieu mal adapte. Le milieu environnant ne semble pas leur convenir et, par 

reaction, s'autolysent et se laissent capter par des histiocytes. La tendance B 

constituer des amas cellulaires, associee & un manque dtaffinit6 pour l e  tissu 

lymphoitie, es t  peut-(?tre, plus que le d6veloppement de la reaction immunitai- 

r e  dirigde ~pecifiquement contre ces  cellules tumorales, responsable de l'ab- 

sence de diffusion métastatique des cellules de l'hépatome ascitique de 

Zajdela. 



C ONC LUSIONS 

L'étude des modifications morphologiques du ganglion lymphati- 

que infiltré par des cellules tumorales nous a amenée % aborder différents 

problémes d'immunologie : nous nous sommes intéressée en particulier % la 

transformation progressive de la cellule blaste en plasmocyte actif. Nos ob- 

servations morphologiques et  statiques ne nous permettent pas de repérer la 

cellule qui es t  % l'origine de la cellule blaste, mais nous autorisent néanmoins 

% rejeter quelques hypothéses proposées par certains auteurs pour expliquer 

l'induc tion de la réponse immunitaire. L'intervention de cellules réticulaires 

primitives ou indifférenciées, de meme que celle des cellules endothéliales 

des veinules post-capillaires, nous paraissent peu probables e t  nous accordons 

un r61e fondamental au petit lymphocyte et  au macrophage. Dans notre maté- 

riel, nous avons pu constater l'abondance des molécules d'antigène dissémi- 

nées dans l'hyaloplasme des macrophages, donc préservées de l'action lytique 

des lysosomes, e t  la juxtaposition f réquente de macrophages e t  de lymphocytes 

e t  plasmocytes. Nous n'avons pu mettre en évidence la pénétration de l'antigè- 

ne intact dans l e s  cellules de la réaction immunitaire, ce qui nous incite à pen- 

s e r  qu'il y a surtout transfert d'information entre le macrophage e t  c e s  cel- 

lules. Certes, nous avons pu constater quelques molécules de ferritine dans 

leur cytoplasme péripherique, mais celles-ci sont vraisemblablement liées % 

l'ac tivite pinocytaire des cellules irnmunologiquement compétentes. Nous 

avons v&rifié que la production d'anticorps par  les  plasmocytes de rats im- 

muns est  effectuée par les  ribosomes liés % l'ergastoplasme. Cette notion 

n'est pas nouvelle mais sa mise en Rvidence chez le rat, par des réactions cy- 

tochirniques employant la ferritine, n'avait pas encore été signalée. Notre 

matériel a permis de soupçonner certains mécanismes d'excrétion des  anti- 

corps par l e s  plasmocytes (clamastose, élimination de cristaux, de granules 



golgiens) mais la mise en évidence de la libération definitive des anticorps e s t  
encore il élucider , 

L'introduction de cellules homologues, cancéreuses ou non, dans 
la circulation lymphatique, nous entrafhe considérer que le  ganglion local 
es t  un barrage parfait s'opposant il la dissémination dans l'organisme des cel- 
lules tumorales, par la voie lymphatique e t  aussi par voie sanguine, puisque 
r a ~  animaux n'ont jamais présenté de métastases éloignées. Expérimentale-, 
ment, le ganglion s'oppose donc it la diffusion metastatique des cellules hépa- 
tomateuses, Le mécanisme responsable en es t  obscur, la réaction de défense 
de 11h8te étant toujours modeste, ainsi qu'en tdmoigne le peu d'anticorps circu- 
l a n t ~ ,  meme chez l e s  receveurs prealablement immunisés spécifiquement. 
Cette r6action de défense modéree est  liée il la faible antigénicite des  cellules 
de l'hépatome ascitique de Zajdela que nous avons mise en evidence en mon- 
trant la présence sur  ces  cellules d'un seul antigene non exprime dans le tis- 
su sain homologue e t  en constatant la valeur élev& du nombre minimum de 
cellules provoquant 100 p. 100 de prise chez les  ra t s  d'entretien de  souche. La 

tendance qu'ont les  cellules hépatomateuses & constituer de petits amas  peut, 
dans une certaine mesure, empecher la migration de ces  cellules v e r s  les gan- 
glions diststux, par réduction de la mobilité cellulaire. A ceci s'ajoute vrai- 
semblablement un manque d'affinité entre le  tissu hépatique sain ou tumoral et 
le tissu lymphoitle . 

Nos expériences soulignent le r61e prépondérant joué pa r  le tissu 
lymphof'de de lfhbte e t  par les  caracteres antigénique8 des cellules en voyage, 
e t  sont en accord avec l e s  nombreuses observations cliniques qui ont révélé 
que chez un organisme porteur d'un cancer, t rbs  tbt dans la maladie, d o r s  
que celle-ci n'est pas encore détectable, des cellules tumorales se  détachent 
de la tumeur primaire e t  circulent dans l'organisme. Leur capacite 8 are fixer 
e t  h conetituer de$ nodules métastatiques chez un hbte porteur d'une tumeur 
primaire, n'est pas li4e au temps "mais il la capacite permanente qda le  sys- 
tbme lymphatique d'accepter ou de détruire l e s  cellules qui le pénbtrent" 
(DENOIX 1072). Ce pouvoir persiste pendant toute l'évolution du cancer, 
condition que ltint6grité du sy stbme lymphofde soit conservOee 



Le probléme de la diffusion métastatique par voie lymphatique est  

tr&$ complexe e t  il n'est pas facile de trouver un matériel convenable. Pour 

Btre correct, il faudrait employer des cellules tumorales isologues pour qui 

le tissu lymphoi'de constitue un terrain particuliérement favorable % leur sur- 

vie e t  à leur proliferation, que ces  cellules néoplasiques possedent une anéi- 

génicité spécifique de tumeur suffisamment nette pour etre reconnue comme 

etrangère, que l'hôte posséde une bonne défense immunitaire. 

Il paraft évident que les  cellules provenant d'une tumeur non métastasante, 

seront detruites par le systeme lymphatique d'un animal receveur sain. 

11 nous parart intéressant de poursuivre notre travail en recher - 
chant les  modifications antigéniques susceptibles d'apparaître % la surface des 

cellules tumorales intraganglionnaires chez un animal normal ou préimmunisé 

e t  de nous rapprocher davantage du cas  du cancer spontané, par l'introduction 

experimentale dans la circulation lymphatique, de cellules tumorales autolo- 

gues ou isologues, c'est-à-dire compatibles. Le matériel le  plus convenable 

nous semble e t r e  le systeme hamsters isologues - cellules ascitiques d'un 

sarcome spontané, et nous nous proposons de l'adopter prochainement. 
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