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PREFACE
Cette mise au point, synthèse des recherches failes sur Île cancer étudié sous tous ses aspects, par la culture des tissus comme moyen d'investigation, nous a été inspirée par nos Maîtres : le Professeur ROUSSY, anatomo-pathologiste savant, s'intéressant vivement aux résultats de l’étude du cancer par la culture des tissus, et le Professeur VERNE, biologiste moderne fervent, entre les mains de qui la technique de la culture des tissus est devenue une méthode expérimentale fruclueuse, simple et pratique d'application. Depuis près de deux ans que nous observons et pratiquons nous-mêmes cette technique, chez notre Maitre, le Professeur VERNE, à l’Institut du cancer à Villejuif. nous avons été entièrement gagnés à leurs opinions concernant la culture des ussus, en général, et le cancer en particulier.
L'Institut du cancer de Villejuif, de la Faculté de Médecine de Paris, parmi toutes les institutions où ce travail aurait pu être fait, fournissait sûrement la meilleure ambiance pour la conception de cette thèse. En effet, savamment dirigé par le Professeur Roussy, dont le laboratoire d'anatomie pathologique pousse l'étude morphologique du cancer à son plus haut degré de perfection, l’Institut du cancer est soutenu, outre le laboratoire de cyto-biologie du Docteur VERNE, où nous avons travaillé, par les laboratoires de Médecine expérimentale des Docteurs OBERLING el GUÉRIN, qui ont déjà fait de si importantes contributions à l'étude du cancer expérimental, les laboratoires de physico-chimie du Docteur SANNIÉ et les laboratoires de bactériologie et de sérologie du
Ne
Docteur Guy. Dans ce grand centre d'étude du cancer, essentielement pratique, où les laboratoires sont étroitement liés à l'hôpital anti-cancéreux le plus moderne de l'Europe, on trouve réuni sous le même toit tous les moyens rationnels pour l’avancement des connaissances sur le cancer.
Nous tenons ici, surtout, à exprimer notre reconnaissance au Professeur Roussy, doyen de la Faculté de Médecine de Paris et Directeur de l’Institut du cancer et notre gratitude la plus chaleureuse à notre Maître le Professeur VERNE, qui nous à inculqué cette méthode précieuse et qui nous a aidé à passer des moments bien difficiles. Une vision des plus claires et un esprit scientifique caractérisent tout son travail et ne vont pas sans inspirer ses élèves.
INTRODUCTION
La définition du cancer, peu pathogénique, n'a pas sensiblement changé depuis LAENNEC, fondateur de l’analomie pathologique et élève de BicHar. Peu après son avènement, VIRCHOW peut décrire le cancer comme étant un ensemble de cellules en voie de prolifération, n’étant pas soumis à un mécanisme régulateur comme l’est le tissu normal en voie de prolifération, mais à croissance illimitée, envahissant et détruisant les tissus environnants et produisant la mort du corps parasité. Cette définition du cancer, terme imprécis, puisque groupant depuis Hippocrate des néoformations parfois très variées, a été élaborée à l'usage de la clinique qui, pratique, doit mettre à profit tous les progrès accomplis par les sciences médicales proprement dites. En se dirigeant vers des moyens thérapeutiques empiriques, la clinique montre bien le peu d’aptitude de ces moyens de recherche, en général, pour aborder ce problème.
En effet, le cancer est un des domaines de la pathologie qui,.par son importance comme processus morbide, a fail de plus en plus appel aux diverses méthodes et disciplines de la recherche scientifique. Tous les moyens d'investigation, au fur et à mesure de leur établissement, se sont occupés, tour à tour, de ce phénomène dont le mécanisme est resté aujourd’hui presque aussi mystérieux qu'autrefois, apportant en contribution un certain nombre de faits destinés à avancer nos connaissances.
L’anatomie pathologique a contribué beaucoup à éclaircir la pathologie cancéreuse, ayant à eile seule le mérite de lavoir rendue plus facile à étudier, el par ses descriptions de grosse anatomie pathologique, el surtout de Panatomic histo-paihologique, qui a permis d'établir la nosologie ac-
SEE
luelle, nous lui devons le mérite d’avoir fondé des bases de connaissances inestimables pour la comparaison. Les noms de MüLLER, VIRCHOW, von RECKLINGHAUSEN, BARD, PAGET, BuTrLIN, RECLUS, WALDEYER, HUTCHINSON, KLEBS, BORST, von HANSEMANN, Wozrr, WiLLiams, ete, seront toujours dans la cancérologie des repères. Le Professeur Roussy dit que c’est à l'étude morphologique que nous devons nos connaissances antérieures, en ce qui concerne la structure de la cellule cancéreuse, mais qu'on n’a pas pu, par cette méthode, pénétrer plus en avant le mécanisme de la cancérisation. Et les savants qui ont fondé cette science cadavérique, se sont, en effet, quelque peu aveuglés, en cherchant à arracher de leurs images fixées, quelque principe vital. La physiologie ne leur avait pas encore appris, comme le démontra plus tard Claude BERNARD, que la morphologie n’est que l'expression de la fonction cellulaire.
La médecine expérimentale, au contraire, a transformé les sciences cadavériques el s'attaque au problème par des mé- (hodes qui, si elles incorporent loujours des facteurs inconnus, sont de la plus haute valeur expérimentale. Elle, au moins, à bien fourni quelques explications sur l’accroissement tumoral el les phénomènes de la cancérisation, mais ici encore, la vérification au moyen de l'étude des coupes hislologiques fixées montre des effets et non les conditions qui président à la transformation des cellules normales en cellules malignes. EL la médecine expérimentale est un peu enlravée par la complexité du mécanisme vivant duquel elle a à faire ; les influences vasculo-nerveuses, très différentes d’une expérience à l’autre, ne sont pas négligeables, l’œdème défigurant le tableau, et les différents types de réaction animale, lissulaire et cellulaire, prêtent à des discussions interminables ; les animaux meurent par suite d’une infection ou pour des causes inexplicables.
Les noms de JENSEN, d'EHRLICH, qui ont démontré la transplantabililé du cancer expérimental, de YAMAGAwI el
ITCHIKAWA, de FIBIGER, qui ont démontré expérimentalement
les origines chimiques et parasilaires de certains cancers,
resteront toujours immortels. Avec les nouvelles substances cancérigènes de COOKk, KENNAWAY et de leurs collaborateurs, la médecine expérimentale possède le moyen infaillible de produire des tumeurs malignes bien définies en un laps de temps très court.
L'histologie a rénové l'anatomie pathologique; la culture des tissus est destinée à faire de même pour la médecine expérimentale, ces deux disciplines étant les seules s’occupant du mécanisme cancéreux sur le vivant. Leur alliance est d'autant plus renforcée que c’est la médecine expérimentale qui fournit, à présent, la plupart des tumeurs expérimentées in vitro, tandis que pour le contrôle ultime de la malignité des cellules in vitro, on procède à l’inoculation chez les animaux de laboratoire. La médecine expérimentale, à elle seule, connaîtra les mêmes échecs que les autres méthodes, et elle sera incapable, par la suite, de par son organisation même, de fournir des explications satisfaisantes concernant le mécanisme primordial du cancer, malgré toutes les indications sur les conditions secondaires. Ainsi c’est avec Île concours de toutes les sciences et disciplines, et surtout de la cytologie expérimentale, que lexpérimentateur trouvera sa tâche facilitée.
La culture des tissus a trouvé sa plus grande application dans la solution de problèmes de la physiologie cellulaire el c’est à ce titre que nous pouvons appliquer cette discipline expérimentale à l’étude de la cellule cancéreuse. Car la méthode de la culture des tissus permet d'étudier, in vitro, soustrait des influences si complexes de la vie dans un organisme, les problèmes non seulement de la biologie, mais aussi de la pathologie. Beaucoup d’encre a coulé de plumes savantes depuis le jour où Ross HaRRisON fit, pour la première fois, sa démonstration éclatante de la régénération nerveuse in vitro (établissant ainsi la conception du neurone) et où CARREL, entrevoyant des applications autrement plus pratiques, appliqua la méthode à l'analyse de la cellule vivante et de la croissance en général, fondant ce qu’on convient d'appeler aujourd’hui en tant que science, la Cytologie
Nouvelle.
DUT NE
La culture des tissus est bien une méthode d'analyse, la seule méthode biologique qui soit en même temps une méthode de précision, de par son objectivité et sa simplicité. Pour la première fois en physiologie, en exprimant les termes : croissance, stimulation, inhibition, on se trouve en présence de facteurs dosables, permettant de préciser jusqu'aux erreurs de tolérance chiffrées en pourcentage. L'étude de l’élément vivant, la cellule, tout comme celle de lélément chimique, ouvre un horizon où il n’y a plus seulement des conjectures. Et en analysant la définition que nous donnons en tête de chapitre, qui démontre la vie et dynamisme du tissu extraordinaire qu'est le cancer, nous voyons pourquoi les études anatomo-pathologiques et histologiques de la morphologie ne suffisent plus, les phénomènes en jeu étant essentiellement dynamiques : prolifération et croissance, métabolisme cellulaire, sécrétion, influences réciproques de la communauté cellulaire. L'étude de tels phénomènes se fait de la façon la plus claire en culture des tissus.
On pourrait, naturellement, poser l’objection que l'étude de la cellule et l’analyse des problèmes de la croissance cellulaire in vitro, se font dans des conditions artificielles, sur des cellules isolées et soustraites aux influences vasculaires et nerveuses introduisant une série d’erreurs possibles dans la translation nécéssaire pour comprendre l’être vivant, organisé et complexe, dont le comportement peut ne pas être la simple addition de ses éléments. Puisque le but de l’auteur est de démontrer les contributions de la culture des lissus à l’étude du cancer, il ne peut s’attarder à répéter ici les démonstrations de la culture générale des tissus. Il suffit que le lecteur qui parcourt ces pages se rende compte qu’en ce qui concerne le cancer, l'interprétation des résultats est une suite logique aux expériences. Les cellules, in vitro, possédent une sociologie qui s'accorde très bien avec celle des lissus dans l’organisme. Les tropismes cellulaires et les conditions physico-chimiques du milieu remplacent, on peut le voir, les actions générales ou spécifiques de l’innervation ou
de la vascularisation. On peut essayer, dans des expériences
particulières, de subvenir à la vascularisation, en fournissant un courant de perfusion ; on peut préparer des milieux compliqués, contenant des vitamines, des hormones, Îles substances chimiques les plus diverses el même, on peut soumettre les cultures à l'influence de faibles courants électriques, mais on retombera toujours dans la simplicité de la technique primitive.
Nous allons entreprendre dans ce travail, une étude générale des tumeurs cultivées en dehors de l’organisme et montrer les caractères généraux de la croissance tissulaire cancéreuse et de la cytologie cellulaire. Par une étude comparalive de la cytologie et du métabolisme cellulaire normaux et cancéreux, nous espérons mettre en relief les caractères qui font toute la distinction entre Île normal et le cancéreux. EL en faisant cette synthèse, l’auteur voudrait, en incorporant des faits et surtout des opinions récents, démontrer l'utilité de cette discipline expérimentale nouvelle dans l’étude du cancer. Elle contribue largement à linterprétation des conditions auxquelles nous assistons pendant l’évolution du cancer. L’attitude des travailleurs modernes, ayant recours à la culture des tissus pour l'étude du cancer exprime bien, dans son ensemble, tout ce qu’il y a de plus vraisemblable dans les hypothèses qui sont aujourd’hui travaillées.
Pour le reste, environ un millier de travaux traitant de l’étude du cancer par la culture des lissus a été publié jusqu’à présent ; un grand nombre de faits a été vérifié et remis en lumière sur des bases fermes, tandis que d’autres faits, entièrement nouveaux, bases de théories nouvelles, sont issus de ces études. La mise au point de ces connaissances n’est faite qu’en partie, et de façon sporadique, dans les articles des auteurs ou dans les livres de généralités, où un petit chapitre est donné pour ne pas négliger une méthode de travail.
La question était revue pour la première fois, dans son ensemble, par Albert Fiscer en 1925, dans son livre sur la culture des tissus en général, et dont la 3äme édition « Gewebezüchtung », parue en 1930, constitue un véritable traité des connaissances générales acquises par la culture des tis-
sus el auquel le lecteur s’adressera pour toute question élémentaire, Le livre de Emile C. Craciun, paru en 1931, avec une préface du Professeur Roussy, intitulé « Culture des issus en biologie expérimentale », contient lui aussi, un chapitre important consacré à l'étude du cancer. Boris ÉPHRUSSI, dans son livre « La culture des tissus » de 1932, ne néglige pas de signaler les travaux les plus importants, out en leur appliquant un esprit de critique et d’analyse remarquables. G. Levi (1934), passe en revue une importante partie des {ravaux accomplis dans ce domaine. Enfin, le livre de mon Maitre le Professeur Jean VERNE (1937), intitulé « La vie cellulaire hors de l'organisme » constitue un ouvrage clair el pratique de la culture des tissus en général et pose tous les problèmes de la culture des tissus cancéreux.
Avant d'entrer dans le détail de ce sujet, nous voudrions exprimer le sentiment qu'on ne travaille pas assez par la méthode de la culture des tissus. Si BORREL a pu dire qu’un an d'observation sur les souris est un siècle de vie humaine, nous devons nous rendre compte que la culture des tissus est capable souvent de rendre les mêmes résultats en l’espace de quelques jours seulement. Et en culture des tissus, les faits prennent une valeur qui ne peut pas être contestée. Dans toute expérience, l'abondance des facteurs incertains rend les conclusions instables. Pour les rendre plus stables el certaines, on se doit de procurer les moyens de contrôler les changements qui peuvent intervenir depuis le commencement jusqu'à la fin d'un processus. Ce sont ces changements, Sous contrôle, qui forment les moyens d'investigation employés pour la première fois pour l'étude du cancer, par la méthode de la culture des tissus en dehors de l'organisme.
CHAPITRE II
GENERALITES
La méthode de la culture des tissus, telle qu'on la pratique aujourd’hui, ne semble guère être différente de celle des premières années el pourtant, on obtient aujourd’hui une croissance permanente des tissus in vitro où autrefois on à eu de la peine à les entretenir pendant quelques semaines. Plusieurs facteurs imperceptibles sont responsables de cette différence de résultats. En premier lieu, il y a la découverte par CARREL des substances stimulantes ou excito-formatrices, substances appelées par lui tréphones, qui paraissent indispensables à la cellule en voie de prolifération. Deuxièmement. il y a l’acquisition constante de connaissances de la morphologie, croissance et physiologie normale, sous tous les aspects, qui facilitait la compréhension des phénomènes en jeu, formant des termes de comparaison. Enfin il y a la mise au point de techniques modifiées, d’expédients anatomiques ou physiologiques, facilitant la croissance cellulaire. Pour faciliter au lecteur la compréhension de l’historique el l’évolution de la méthode de la culture des tissus, il sera utile de donner ici un apercu très bref des différentes techniques employées aujourd’hui, en présentant plus particulièrement celles qui sont utilisées dans le laboratoire du Professeur VERNE,
Idée générale
Un fragment de tissu, mesurant de 1-2 mm. de côté, fraichement prélevé et traité avec une asepsie absolue, est placé dans un coagulum filamenteux stérile et acellulaire. Cette culture, protégée contre l'infection et la dessication, montrera, à l’étuve et à uné
température optima, une émigration de cellules qui grimpent le long des filaments vers la périphérie du milieu, où elles se diviseront par mitose typique. On peut envisager plusieurs phases Eh modes dans ce phénomène. Quelques cellules peuvent quitter le fragment et s’en aller à des distances plus ou moins grandes dans le milieu, mais sans se diviser. C’est la simple survie du fragment, connue depuis longtemps, le milieu étant, pour ces cellules nonnutritif, ou le fragment étant incapable de proliférer dans ce : milieu pour des raisons spéciales. Les cellules peuvent se diviser pendant quelque temps, paraitre augmenter de nombre, mais bientôt la prolifération s’arrête. Ici encore, le milieu est non-nutritif, sans être défavorable, et les cellules ayant épuisé les substances nutritives contenues dans leur corps et le fragment, la croissance s'arrête. Cette croissance exprime l’énergie résiduelle de la culiure. Enfin, les conditions physico-chimiques du milieu et du fragment sont favorables : on trouve d’abord une phase d’émigration, débutant de quelques minutes à quelques heures après la mise en culture, suivie d’une période de vraie croissance, de multiplication el augmentation du nombre de cellules. Cette prolifération, plus ou moins intense, dure jusqu’à 48 heures, plus ou moins, puis ce phénomène s'arrête, sous l'influence de plusieurs facteurs : accumulation de déchets de métabolisme, plus ou moins toxiques, épuisement de substances nutritives ou stimulantes, surpopulation cellulaire, etc. Mais en excisant le fragment central et en le lavant soigneusement avec la solution de Ringer, par exemple, la transplantation aseptique dans un nouveau milieu nutritif permettra de voir recommencer le phénomène. Ceci peut être répété indéfiniment, représentant le type d’une culture d’un tissu.
Dans ces conditions. on voit le fragment s’arrondir, tandis qu’un voile blanchâtre s'étend dans le milieu, pouvant atteindre plusieurs fois le diamètre du fragment, constituant la colonie ou culture de cellules. Différents tissus laissent émigrer différentes sortes de celiules, et on peut parler de cultures pures ou de cultures mixtes. On peut obtenir des cultures pures soit parce que le milieu et les conditions spéciales sont d’emblée favorables, ou parce qu’on a employé quelque expédient physiologique pour les rendre ainsi ; dans d’autres conditions, les cultures mixtes donnent à plus ou moins longue échéance des cultures pures. De cette facon, nous avons beaucoup de variétés de souches pures de cellules, aussi bien que des cultures de tissus qui n’ont jamais encore été autres que mixtes. Un fragment de tissu laisse émigrer, d’après son origine, des cellules fibroblastiques, des éléments épithéliaux, des éléments sanguins (globules rouges, leucocytes), des histiocytes, etc.
On peut distinguer deux aspects architecturaux : des colonies formant tissu cohésif, telles les cultures fibroblastiques ou épithéliales
FiG. 1. — Vue à un faible grossissement de l’aspect général d’une culture pure de fibroblastes. (D’après l’auteur.)
Fic. 2. — Vue à un faible grossissement d’une culture presque pure de cellules épithéliales de rein. (D’après l’auteur.)
F1@. 3. — Vue à un fort grossissement de la disposition architecturale et cytologique de cellules fibroblastiques. (D’après l’auteur.)
Fi@. 4. — Vue à un fort grossissement de la disposition architecturale
et cytologique de cellules épithéliales. (D’après l’auteur.)
et les colonies non cohésives, où chaque cellule reste indépendante, telles les colonies de cultures de leucocytes, d’histiocytes, etc. La croissance est toujours radiaire, du fragment vers la périphérie, telle que la démontre la figure n° 1, photographie d’une culture de fibroblastes embryonnaires cardiaques de poulet, ou Ja figure n° 2, culture de cellules épithéliales de rein du rat. Les fragments sont entourés d’une auréole de cellules qui sont facilement visibles à un plus fort grossissement dans les figures 3 et 4. Les fibroblastes sont des cellules fusiformes, plus ou moins réticulées, chaque cellule étant polarisée dans la même direction (fig. 3). A l’état vivant, un espace clair marque l’emplacement du noyau ovale, plus où moins vésiculeux, à long diamètre dirigé dans la direction du rayon de la culture. La division se fait par mitose, assez fréquente et très visible (fig. 3). Ces cellules poussent dans la profondeur, à l’intérieur du coagulum, en plusieurs couches. Les cellules épithéliales, au contraire, poussent sur la surface, en couche presque unicellulaire (fig. 4). Ces cellules sont arrondies ou polygonales, quelquefois allongées, par pression réciproque, formant une membrane pavimenteuse. On peut mettre en évidence des ponts inter-cellulaires, par lesquels on a décrit le passage de granules intracellulaires. Quant aux cellules mobiles, leurs cultures montrent des cellules phagocytaires, amiboïdes qui, contrairement aux cellules fibroblastiques et épithéliales, craignent le contact. Chaque cellule est isolée et indépendante, et quand il y a surpopulation et des cellules viennent à se toucher, la mort des cellules peut s’en suivre. Dans les cultures de ces cellules, qu’elles proviennent des leucocytes du sang, des histiocytes sous-cutanées, des cellules réticulaires de la rate, etc, les cellules prennent toujours le même aspect in vitro, une grosse cellule amiboïde et phagocytaire qu’on nomme communément un macrophage.
Les solutions salines. — Les sérums
La méthode qui consiste à placer le fragment de tissu sur une lamelle de verre, recouvert d’une goutte de solution saline, n’est pas une vraie méthode de culture des tissus, la solution saline ne pouvant pas servir à la nutrition des cellules ; elle protège les cellules contre la dessication. Un certain nombre de cellules qui émigrent s’attachent au verre, s’aplatissent en couche très mince et se prêtent ainsi à l’observation très précise. La plupart des cellules se détachent, s’arrondissent et flottent dans le liquide. Les Lewis, Drew, VERNE ont fait des observations morphologiques particulière-
ment intéressantes dans des milieux salins liquides, mais la prolifération ne dure pas longtemps. Ceci correspond aussi à lexpantation ou survie simple, fertile pour l'étude de l’'embryogénèse, par exemple, où on peut maintenir en vie un organe où un embryon entier, pour en suivre l’évolution peudant un temps seulement limité. En culture de tissus, il faut s'assurer qu’on n’est pas en présence d’une simple explantation. D'ailleurs, on est vite rassuré, puisque la croissance s'arrête. Ce fait doit aussi être pris en considération dans les différentes modalités des techniques spéciales qui ont été employées.
Le sérum (sanguin, lymphe, hémolymphe, humeur aqueuse, etc.) est plus propice pour des cultures entretenues, bien qu'il ne fournisse pas le support qui paraît nécessaire pour les cellules en émisration. Cependant, certains auteurs (DES LiGxÉRIs) ont pu cultiver systématiquement dans un tel milieu.
Milieux solides.
Ce sont les vrais milieux de la culture des tissus, employant du plasma de sang coagulé par un extrait de tissus. Dans la cuiture ordinaire des tissus normaux, le plasma du sang ne sert pas à la nutrition, les cellules paraissant ne pouvoir utiliser les protéines ni du plasma ni du sérum ajouté (CARREL, CARREL et EBE- LING, FISCHER). Ce plasma fournira uniquement un réseau de fibrine transparent, le long duquel les cellules grimpent par un tropisme spécial. Sans ce réseau, dans un milieu de gélatine, par exemple, les cellules ne prennent pas leur forme caractéristique, s’arrondissent et meurent.
Les cellules prennent leur nutrition uniquement de l'extrait de tissus qui est ajouté. L’extrait employé le plus souvent est lextrait d’embryons de poulets, bien qu’on emploie assez souvent l’extrait de rate. Si la culture des tissus semble avoir adopté la poule comme animal expérimental, c’est que cet animal est le plus commode de tous les animaux expérimentaux. On obtient du sang en abondance pour la préparation du plasma (M. VERNE emploie toujours du plasma non hépariné, obtenu à l’aide de la glace, une poule fournissant en moyenne 100 cc. de sang). L’extrait embryonnaire ne peut s’obtenir plus facilement qu’en broyant des embryons de poulet (les œufs sont mis à couver au laboratoire même et les dates d’incubation notées avec soin).
M. VERNE explique que l’usage de plasma et d'extrait embryonnaire de poule est une habitude qu’on a prise arbitrairement, par la facilité que cet animal procure à la technique. Les substances contenues dans l'extrait embryonnaire ne sont point spécifiques.
Ces sub: es servent à l: its ; Re ; 1bstances servent à la nutrition des cellules, à l'excitation à
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a croissance des cellules (tréphones) et à la coagulation du plasma. L'extrait de tout tissu jeune servirait de même. Quant au plasma, non seulement la poule en donne une grande quantité, mais le caillot obtenu n’est ni trop dense ni trop liquide. Le caillot de plasma humain, par exemple, est trop dense, empêchant l’'émigration cellulaire et, de plus, se liquéfie spontanément, même pour des cellules normales. Le plasma de rat, au contraire, est assez liquide. Pour remédier à tous ces défauts, on peut employer des mélanges de plasma, cultivant des tissus de rat, par exemple, dans un mélange de plasma de poule et de rat. D'ailleurs, les tissus poussent très bien en milieux entièrement hétérologues.
Méthode de la goutte pendante
Le fragment est placé sur une lamelle dans une goutte de plasma. Après étalement du plasma sur un champ toujours le même, on coagule avec une goutte d'extrait embryonnaire de la dilution voulue. La lamelle est retournée sur une lame creuse et le tout luté soigneusement contre la dessication et l’infection. De cette facon, on peut observer la prolifération à tous les grossissements du microscope. Les cultures peuvent être facilement fixées, colorées et conservées, être soumises à la micro-dissection ou même être envoyées par la poste. Après deux jours à l’étuve, le plus souvent, la croissance s’étant ralentie, on excise le fragment central et apres lavage, on le repique dans un nouveau milieu, le processus se répétant ainsi à l'infini.
Cultures en flacons de Carrel
Dans ce procédé, on emploie de petits flacons à tubulures latérales. Cette méthode comporte deux phases, une solide, préparée de la même facon que pour la goutte pendante et contenant le fragment, l’autre liquide, constituée par une solution saline (RINGER ou TYRODE), additionnée ou non de jus embryonnaire, recouvrant la phase solide, protégeant ainsi la culture. Les quantités de chaque substance utilisée sont plus considérables, de 0,3 à 0,5 ec. Tandis que dans les cultures en goutte pendante la croissance se ralentit après 48 heures, pour les raisons déjà énumérées, les cellules se remplissant de graisse (signe de vieillesse) et exigeant un repiquage avec lavage et changement entier du milieu pour garder la souche en vie, dans les cultures en flacon de Carrel, le fragment est laissé in situ, seule la phase liquide étant renouvelée après lavage du milieu. Ces dernières cultures, de ce fait, ne subissent aucun traumatisme.
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Ce procédé s'emploie dans les expériences de HUE durée, la croissance continuant pendant 15-21 jours avant de s'arrêter, le repiquage étant alors exécuté de la même façon que pee goutte pendante. Aussi est-ce cette méthode qui s'emploie pour L entretien des souches normales ou cancéreuses pendant des années. L’examen microscopique, bien entendu, est plus difficile et on aura toujours recours à la méthode de la goutte pendante pour les expériences de courte durée, examens microscopiques, morphologie à l’état vivant, fixé ou coloré, microdissection, statistiques mitotiques et autres observations.
Méthode de Borrel
La méthode de Borrel favorise la prolifération des cellules sur le verre. Les cellules s’aplatissent sur le verre, y adhérant, s’étalant en très mince couche. On comprend qu’ainsi, la dimension hauteur étant pratiquement éliminée, les cellules prennent des dimensions énormes, se prêtant à des observations morphologiques très précises.
Culture dite « en vie ralentie ».
Quand on met en culture des fragments de tissu qui montrent une certaine organisation où qui élaborent dans l'organisme des produits témoignant d’une certaine spécialisation de fonction, comme pour le collagène, l’élastine ou des produits spécifiques de sécrétion, on remarque plusieurs choses. Les cellules qui émigrent des fragments ne montrent plus l’organisation caractéristique de ce tissu in vivo, les fibroblastes formant un tissu réticulaire et radiaire, l’épithélium poussant en membrane unicellulaire à la surface du caillot, etc. De plus, ces cellules semblent avoir perdu leur capacité de faire apparaitre le collagène, lélastine, substance colloïde, ete... La cellule parait prendre un aspect indifférencié, à tel point qu'on pourrait confondre des fibroblastes provenant du myocarde avec ceux dérivant de l’os, le tissu souscutané, l'aorte, etc...
Certains auteurs ont essayé, sur ces faits, d'élaborer une thé6orie de dédifférenciation, qui prétend que ces cellules ont rétrogradé, perdant leurs caractères spécifiques, pour devenir des cellules indifférenciées, à tel point que les cellules émigrant d’un fragment de rein où de glande thyroïde, par exemple, ne seraient plus des cellules épithéliales rénales ou thyroïdiennes, mais de simples cellules épithéliales indifférentes.
Mais comme l’ont démontré très conclusivement M. VERNE et son élève M. ODIETTE, et ceci d'accord avec tous les travailleurs modernes des écoles de LÉvr, OLrvo, FISCHER, LEWIs, une cellule
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ne perd jamais ses propriétés spécifiques. M. VERNE explique sa théorie de la spécificité cellulaire de façon très concise dans son article intitulé : « La culture des tissus et la spécificité cellulaire ». Le théorème peut se démontrer de deux façons.
Les tréphones ou substances excito-formatrices sont les subslances qui, dans les cultures, sont responsables de la croissance active à laquelle sont stimulées les cellules normales en milieu ordinaire (WRIGHT) (plasma et extrait embryonnaire). C’est sous ces conditions d’activité et de multiplication intense que la cellule parait se dégrader, perdant l’aspect fonctionnel caractéristique pour cette cellule. FISCHER, cultivant des cellules normales dans un milieu solide contenant peu ou pas d’extrait embryonnaire, observe la réapparition de ces caractères qui dénotent la spécificité cellulaire.
Le laboratoire du Professeur VERNE emploie une autre méthode qui démontre ce phénomène d’une façon assez frappante. Généralement, on cultive les tissus à la température optima, c’est-à-dire 38 C. pour les tissus des oiseaux, 37° pour les tissus humains, etc Mais les tissus peuvent se cultiver à des températures bien plus basses, et on observe de la croissance aux températures ordinaires. Dans ces conditions, la pousse s’étend très lentement. Tous les phénomènes sont allongés et au lieu d’une vie de 15 jours à 3 semaines en flacon Carrel, la croissance se poursuit pendant 60 jours. On voit se dérouler la croissance comme au ralenti. C’est ainsi que dans notre laboratoire, ODIETTE a démontré la production de fibres élastiques dans des cultures de fibroblastes isolés de l’aorte, cultivés en culture pure depuis des mois. De même, les ostéoblastes, cellules qui ne se distinguent pas des fibroblastes du cœur dans des conditions normales, laissent voir une production d’osséine (MÉNÉGAUX et ODIETTE). Les cultures épithéliales montrent, en plus des membranes épithéliales, des évidences d'organisation, des tubules, des acini, la membrane s’épaississant, infiltrant le plasma, se kératinisant, etc... L’épithélium thyroidien recommence à produire la substance colloïde.
On peut donc dire avec M. VERXE, que les propriétés spécifiques des cellules ne sont jamais perdues, mais sont gouvernées par les conditions du milieu. Une vie très active, en présence de tréphones et à température optima, paraît faire disparaitre ces caractères spécifiques, qui sont en réalité maintenus à l’état latent. In vitro, en vie ralentie, comme dans l’organisme, les conditions physico-chimiques font que ces caractères s’extériorisent.
Evolution de la culture des tissus cancéreux.
Avec CARREL, les modalités, ou plutôt certaines modalités de la technique de la culture des tissus avaient été bien ctablies, mais
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il y avait encore beaucoup à apprendre concernant les conditions physico-chimiques du milieu et de la croissance des tissus in vitro, à tel point que pendant un certain temps, les difficuités ont paru insurmontables, et la méthode se voyait abandonnée de tous les côtés. Il était relativement facile d'obtenir, après un apprentissage assez long, l’asepsie absolue et l’habiieté nécessaires, mais on ne suppléait pas encore aux besoins des cellules, on n'obtenait pas une croissance régulière et permanente. Pour cette raïison, beaucoup d’expériences, dans les premiers temps, Comportaient plutôt une survie des tissus, les cultures mourant à plus ou moins longue échéance, sans que le nombre de cellules dans le milieu ait augmenté.
Quant à l'étude du cancer, qui a débuté en même temps que celle des tissus normaux, elle a été longue et devait logiquement se faire en parallèle, non seulement avec la connaissance de plus en plus approfondie des propriétés des cellules normales, mais aussi au fur et à mesure de l’expérience acquise quant aux milieux spéciaux et techniques prenant en considération les besoins particuliers des tissus et des conditions expérimentales. On ne peut pas faire mieux, pour apprécier cette évolution, que de regarder en rétrospectif la bactériologie, science moderne accomplie aux dépens de combien d’efforts patients de savants techniciens. L'étude d’une maladie d’apparence infectieuse comportait, surtout au début, l’étude des conditions de vie du microbe, lélaboration de milieux de culture plus spécialement adaptés à ce germe particulier, permettant la croissance optima, suivie enfin par l’accumulation de faits représentant le but de tant d'années de travail laborieux. Combien de faits négatifs furent rapportés quand on ignorait toute question de pH, d’anaérobisme, de besoins spéciaux en sang, sérum ou sucre ! La bactériologie est devenue une technique d’importance primordiale. De même, ce n’est que maintenant, que l’on peut apprécier l’importance capitale de la technique de la culture des tissus, qui nous démontre Pimmortalité potentielle de la cellule, la cuiture primitive de fibroblastes de myocarde de Carrel ayant été entretenue sans interruption depuis 1912 (croissant depuis 24 ans in vitro, tandis que la vie normale d’une poule ne dépasse pas dix ans, au maximum).
Si on à pu aussi facilement trouver les moyens de faire pousser in vitro les tissus normaux, il n’en a pas été de même pour les tissus cancéreux. On a vite fait d'essayer la plupart des tissus embryonnaires. Ils poussaient tous in vitro, avec le minimum de variations de milieu où de technique. Les tissus cancéreux n’obéissaient pas à cette règle et se démontraient très difficile à entretenir. Le Professeur VERNE, FISCHER, LEWIS et d’autres, ont remarqué, à ce propos, une différence très nette entre cellules cancéreuses et cellules embryonnaires. Certaines tumeurs poussent sans trop d'efforts ou
NTM Aspect typique d’une culture de tumeur (carcinome du sein) qui ne permet pas de se cultiver. Remarquer le cercle de liquéfaction et les cellules flottant dans le milieu liquide. (D’après VERNE.)
Fig. 6. — Aspect d’une culture d’adéno-carcinome de souris, montrant un foyer central de nécrose massive. (D’après FISCHER.)
avec le minimum de variations, et on peut même arriver à les faire pousser mieux que des cellules normales. Mais certaines autres tumeurs, telle un carcinome de l'utérus, que nous avons essayé dans notre laboratoire 50 fois en culture, en variant les conditions, n’ont rien donné. Il faut tout essayer pour faire pousser ces tumeurs, et dans lPétat d’ébauche où se trouve la micro-chimie cellulaire, on ne peut pas encore espérer une compréhension compiète des conditions quantitatives et qualitatives intervenant dans la croissance des tumeurs. Mais il est certain qu’il existe deux obstacles à la bonne croissance des tumeurs, la liquéfaction du milieu et la nécrose cellulaire, toutes les deux des caractères tumoraux qu’on connait depuis longtemps. Les cellules cancéreuses, en effet, provoquant la liquéfaction des protéines, ont le pouvoir de proiéolyse. Ainsi, les cultures lysent la fibrine du milieu, donnant l’aspect visible dans la figure 5, photographie d’un carcinome du sein que nous n’avons pas encore pu cultiver. L'autre obstacle est la nécrose cellulaire, bien connue in vivo. Dans les cultures de tissu cancéreux, cette mort cellulaire est parfois si intense qu'on à l'impression de regarder un cimetière cellulaire. La figure 6 montre l'aspect de cette nécrose dans une culture de carcinome.
Nous pouvons admettre, avec M. VERNE, que les cellules cancéreuses ne sont pas des cellules embryonnaires, d’après la conception de MüLzer, ni des cellules normales déplacées, d’après la conception de COHNHEIM, les cellules cancéreuses étant, de par ces caractères, des cellules modifiées, bien différentes. Pour leur étude, nous devons à la micro-chimie cellulaire le soin d'étudier ces cellules in vitro, de nous renseigner sur les moyens de surmonier ces graves empêchements à la culture permanente. D’ailleurs, micro-chimie cellulaire vivante et cytologie se groupent toutes deux, dorénavant, sous l’enseigne de la Cytologie Nouvelle.
APTITUDE DU CANCER À PROLIFERER IN VITRO
Avant d'aborder l’étude des diverses tumeurs qui ont été les plus employées dans les recherches expérimentales, il serait intéressant de considérer l’aptitude des cancers à proliférer in vitro. Nous avons déjà remarqué la différence entre la culture des tissus normaux et les tissus cancéreux, les premiers se caractérisant par la facilité de leur culture, les derniers par la difficulté qu’on a à les entretenir indéfiniment. Néanmoins, on a triomphé d’un grand nombre de tumeurs dont la culture s’est réalisée avec le moins de diffi-
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culté, et on ne pourra pas s'empêcher de remarquer, en les étudiant plus en détail, plus loin, que ces tumeurs représentent toutes les variétés de tumeurs, non seulement de la pathologie animale, mais aussi de la pathologie humaine. Cependant, on trouve petit à petit, une prédominance de travaux portant sur les tumeurs des animaux de laboratoire, connues depuis longtemps, et dont l’histologie et le développement s'étaient démontrés pareils à ceux des tumeurs humaines. D'ailleurs les mêmes arguments qui ont prévalu pour la médecine expérimentale sont aussi valables pour la culture des tissus. D’abord, on n’a aucun contrôle de la malignité pour les tumeurs humaines, la transplantation étant impossible. Les tumeurs humaines sont difficiles à cultiver à cause de la nécrose abandonte, de l'infection très souvent présente, du stroma abondant qui gêne la culture, des difficultés de culture en milieux humains (piasma et extrait embryonnaire humains) si on voulait expérimenter avec des milieux homologues. De plus, les malades sont difficiles à suivre. Au contraire, les tumeurs animales proviennent de la médecine expérimentale, où elles ont été travaillées depuis 30 ans dans certains cas (sarcome de JENSEN, 1902, carcinome d'EnrLicH, 1905, sarcome de Rous, 1910). Ces tumeurs paraissent s'être adaptées dans ces animaux et leur évolution est toujours constante, avec aujourd’hui, d’ailleurs, presque 100 % de réussites de greffes. On peut les prendre assez jeunes pour éviter la liquéfaction, nécrose ou formation de stroma abondante, ou l'infection ; on peut préparer des milieux homologues ou hétérologues suivant le cas ; tous les caractères biologiques, aspects et conditions de leur vie dans l’organisme sont très bien connus, étudiés depuis maintes générations sur la même espèce animale. Un point important est que le porteur peut être préparé selon les besoins de la technique, avant la mise en culture, ce qui n’est pas toujours possible pour l’homme. Enfin, nous résumons, avec le Professeur Roussy, que le cancer est une maladie commune aux hommes et aux animaux et que tous les faits observés pour les tumeurs d'animaux, se rapportent aussi bien aux tumeurs de l’homme.
Il n’est donc pas surprenant que la tumeur de Rous, bien qu’étant moins représentative du groupe des tumeurs cance reuses (puisque tumeur nettement à principe filtrant, mais dont les caractères de croissance et de malignité ne diffèrent point de ceux des autres tumeurs malignes), soit si largement adoptée pour les études de la culture du tissu cancéreux. C'est une tumeur, provenant d’un animal domestique, qui donne une croissance abondante et facile ; elle est facile à entretenir, se cultivant assez bien, pendant un certain temps, par la technique la plus courante (plasma et extrait embryonnaire de poule, donc milieux homologues) ; d’ailleurs, c’est une tumeur qui survient encore assez fréquemment d’une façon spontanée dans les laboratoires faisant l’élevage des poules, comme c’est le cas pour la leucémie.
Il faut admettre aujourd’hui néanmoins, que toute tumeur, animale où humaine, est susceptible, après élaboration d’une technique appropriée (dont on ne connît pas toujours les variations), d’être cultivée in vitro ; c «te assertion est encore plus valable pour le cancer que pour les tissus normaux, et FISCHER remarque, avec raison, que ceux qui débutent maintenant dans la technique, suivant les principes rendus classiques pour la culture des tumeurs mises au point, tel son carcinome d'EHRLICH, qu'il cultive bientôt 10 ans in vitro, trouvent la culture de ces cancers plus facile que celle des tissus normaux. Les tissus cancéreux, ressemblant en ceci aux tissus embryonnaires, se trouvent sous l'influence d’une stimulation continue d’un très haut degré, et doués d’un potentiel de croissance très élevé, ils peuvent donner des cultures énormes, comme témoigne la figure 7, culture d’un adénocarcinome d'ÉHRLICH, dont la masse s’est augmentée de 4.600 % après 13 jours de croissance.
Les travaux de W. H. LEwIs, de ce point de vue sont exemplaires, depuis les années qu’il travaille ce problème. Son laboratoire a essayé de cultiver in vitro un nombre très élevé de tumeurs de rats et de souris. Après la mise au point de techniques témoignant d’un travail d'adaptation incessante, il a pu cultiver 27 de ces tumeurs en culture permanente,
en oblenant une croissance vigoureuse. Et il entretient, en culture permanente, dans ses laboratoires, 6 souches de sarcomes de rats el de souris (3 sarcomes à cellules rondes, 1 sarcome à cellules fusiformes, 1 rhabdo-mycesarcome et 1 sarcome polymorphe), depuis des périodes allant de 1 an 1/2 jusqu’à 6 ans, ayant gardé leurs caractères essentiels cytolo-
FiG. 7. — Culture de carcinome d’Ehrlich, après 13 jours de culture dans du sérum, ayant donné une augmentation de masse de 4600 %. (D’après FISCHER.)
giques de culture et de malignité pendant toute la durée de la culture. Lui aussi remarque que ce sont des tumeurs bien étudiées, ayant été transplantées in vivo depuis 3-20 ans. Des études très poussées ont établi leurs caractères et on connaît à fond leur croissance dans l’organisme. Pourtant les essais
de culture d’autres tumeurs transplantables de rat et de souris n’ont pas abouti, et il affirme que les cellules en culture meurent uniquement à défaut d’un milieu convenable, expressément étudié. Il admet que toutes les celluies malignes doivent pousser in vitro. Il applique, in vitro, les principes énoncés par Robert KOCH pour la culture des germes, ce qui fait une comparaison parfaite avec la bactériologie, tout en rendant les travaux de la culture des tissus aussi sûrs
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LES TUMEURS HUMAINES
Ce qui est certain, c'est qu’on a étudié en culture assez de lumeurs : sarcomes à cellules fusiformes, à cellules rondes, polymorphes, épithéliomas de la peau et d’organes divers, gliomes, endothéliomes, mélanomes, etc. pour s'assurer que les faits trouvés représentent non des exceptions, mais la règle. Mais soulignons, qu’en ce qui concerne les tumeurs humaines, celles-ci ne sont pas non plus négligées. On a vu plus haut les raisons qui font que les travaux sont plus faciles avec des tumeurs animales. Néanmoins, on possède maintenant des techniques et milieux qui donnent une croissance pour les tumeurs humaines aussi bonne que pour les tumeurs animales ; seulement on hésite beaucoup à travailler des tumeurs pour lesquelles on n'aura jamais de contrôle salisfaisant les sceptiques. S'il est un point délicat, c’est celui du diagnostic différentiel de la cellule normale et maligne. Il n’est pas facile en anatomie pathologique, dans certains cas, mais il paraît possible en culture de tissus, par le concours
de plusieurs circonstances. Malheureusement, les sceptiques
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veulent que le contrôle ultime soit la transplantation à lanimal, ce qui n’est pas possible chez l’homme. Un des plus importants problèmes a donc été de nous munir de caractères permettant cette distinction de la malignité in vitro, sans nécessiter le recours à la transplantation. Employant ces caractères diagnostiques, un certain nombre de travailleurs hardis, tels GEY, PINKUS, ont commencé depuis 1-3 ans, à constituer des souches pures de cellules cancéreuses humaines, aussi bien que de cellules normales. Il est probable que les travaux en vue ne feront que renforcer la parenté entre toutes les tumeurs animales et humaines d’un même groupe.
VIRULENCE
Un des problèmes les plus importants était naturellement de savoir si les cultures gardent in vitro jeur virulence. Et ce qui a été batlu en brèche est la théorie qu’il faut des conditions particulières ou du stroma pour que la malignité soit maintenue. Les cultures permanentes et pures de cellules cancéreuses, où on peut rattacher la malignité à une seule race de cellules, donnant dans l’organisme des tumeurs dans lesquelles tous les éléments de la tumeur se retrouvent, démontrent que les cellules du stroma ne sont que des cellules de réaction, et vraisemblablement des cellules normales, dont la présence n’est nullement nécessaire à la cellule cancéreuse. De même, les cultures pures de cellules cancéreuses ont été le seul moyen de démontrer d’une façon absolue que le cancer est une maladie cellulaire, dépendant de la cellule malade en question.
Mais la virulence d’une culture cancéreuse peut bien être augmentée ou diminuée et même enrayée par l'addition de sérums, par exemple, et il ne faut pas vouloir éliminer linfluence des facteurs généraux. FISCHER, CARREL, CARREL el EBERLING, CARREL et BAKER, ayant expérimenté les plasmas d'animaux âgés et jeunes, trouvent que de même que pour les tissus normaux, le sérum d’animal jeune paraît stimuler
la croissance de la cellule cancéreuse, augmentant la virulence, le sérum d'animaux âgés l’inhibant et même enrayant la virulence, Il y a donc des facteurs extrinsèques qui peuvent gouverner l’évolution des cellules cancéreuses. Serait-ce ici une raison de la lente évolution des cancers chez les gens âgés, les cancers de la peau, par exemple, très torpides, ou de évolution rapide des sarcomes chez les jeunes ? Le mécanisme est certainement plus complexe, et il est hâtif de conclure. Cette explication serait de même apparenlée à une conclusion d'ÉPHRUSSIr et LACASSAGNE qui, cullivant des morceaux de reins de lapin de différents âges, fœtus, nouveau-nés, jeunes et adultes, obtiennent respectivement des croissances fibroblastiques pures, mixtes ou croissance épithéliale pure. Ils concluent que les mêmes mécanismes doivent intervenir en ce qui concerne la plus grande fréquence des sarcomes chez les jeunes, d’épithéliomas chez les vieux. Or, l'expérience de M. VERNE ne tend pas du tout à faire accepter une telle conclusion. D’abord, on sait de l’embryologie, que le tissu épithélial est le premier à apparaître dans le rein, le tissu conjonctif provenant d’un mésenchyme indifférencié seulement plus tard. Il serait plus logique que ce soit l’épithélium qui pousse le premier. De toutes façons, M. VERNE n’a jamais obtenu de cultures fibroblastiques pures des reins embryonnaires mais des cultures mixtes. Moi-même, répélant les expériences d'EPHRUSSI et LAGCASSA- GNE, j'ai trouvé que la proportion de cellules épithéliales et conjonctives obtenues dépend de la parlie du rein mise en cullure, la partie basse, contenant tubes de Bellini, papilles et calices, donnant des cultures presque pures d’épithélium, que les animaux soient jeunes ou adultes. De plus, la question du milieu doit jouer un grand rôle, puisque TRAUBE et KNAKE trouvèrent, pour le pancréas, qu'on pouvait faire varier à volonté les proportions de croissance épithéliale et conjonctive, en faisant varier les facteurs du milieu influençant la perméabilité cellulaire. Ainsi, ce sont les relations entre les cellules et leur milieu qui vont influencer le type de croissance, et il nous paraît que c’est dans ce rapport de l’équili-
bre entre cellules et milieu qu’il faudrait chercher l’explicalion de l’apparition plus fréquente des sarcomes chez les jeunes, d’épithéliomas chez les âgés. Mais avant de risquer une hypothèse, il faudrait que nous ayions en notre possession tous les facteurs du problème.
La question d’immunité acquise a aussi été utilement traaillée par la culture des tissus. Cette question a toujours été délicate parce que les anciens auteurs ont voulu regarder la cellule cancéreuse comme une cellule étrangère à l’organisme, différente des cellules normales. La culture des tissus à démontré, avec les différents auteurs, que la cellule cancéreuse n’est qu’une cellule normale modifiée, mais néanmoins une cellule présentant toutes les réactions spécifiques des cellules normales à partir desquelles elle s’est modifiée, maladie et fragilité mises à part. L'immunité anti-cancéreuse n’est qu'une immunité anti-tissulaire. LAMBERT et HANES ont trouvé que les cultures normales ne poussent pas dans les plasmas d’animaux ayant reçu des injections de tumeur, sang ou organe provenant d’une même espèce animale. FISCHER, avec un $érum précipitant pour l'extrait embryonnaire à 1/300, trouve sa toxicité ramené à 1/100 pour l'extrait de cellules sarcomateuses. Ceci démontre que non seulement c’est un phénomène tissulaire, mais que les cellules cancéreuses sont encore plus sensibles que les cellules normales. comme l’a démontré LUMSDEN, avec des anticorps tissulaires normaux in vitro. Un sérum anticancéreux de souris est encore efficace contre tous les tissus normaux d’un même animal. Dans le cas du sarcome de Rous, on peut obtenir des sérums spécifiques à la fois anti-tissulaire et anti-principe filtrant, mais les réactions de groupe sont très troublantes, FISCHER à pu éludier in vitro l’action de chacun des deux facteurs.
Quant à l’immunité naturelle, ce phénomène, pour des animaux dissemblables ou de races différentes est facile à comprendre d’après les principes les plus classiques de croisement et de sélection. En culture de cancer ce fait doit être pris en considération quand on vérifie la malignité par transplantation à l’animal : les animaux doivent être de même
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espèce et de familles très voisines, et on doit rechercher l’influence de l’âge, saison, etc Dans ces conditions, on peut trouver une certaine immunité naturelle, de la poule par exemple pour le sarcome de ROUS. FISCHER trouve une poule sur cinquante réfractaire à cette tumeur et étudiant cette poule in vitro, écarte facilement l'influence du plasma et des tissus mêmes, concluant à l’inaptitude des cellules de greffe de vivre dans un milieu différent par sélection. Cette immunité nalurelle dans une même famille, forme un problème complexe, difficile à résoudre.
HISTORIQUE
L'étude de l'historique de la culture des tissus cancéreux est intéressante parce qu’elle démontre la diversité des travaux entrepris, la méthode n'étant qu’une technique, applicable dans tous les domaines. Tous les travailleurs se mettent à cultiver des tissus pour l’étude des problèmes pathologiques, et parmi ceux-ci, le cancer et les virus. Les travaux qui débulèrent alors, dans ce domaine vierge de repères, prenaient toutes les orientations et couvraient toutes les phases de la cancérologie. Chaque spécialiste dans un domaine particulier, voit les avantages que peuvent apporter à la solution de son problème des études faites sur les cellules vivantes ; plusieurs domaines ont été ainsi transformés, rajeunis par l'application de la technique : la cytologie ancienne, l’histologie, l'anatomie pathologique, la biologie chimique, la médecine expérimentale. Ce sont les spécialistes de ces sciences qui ont largement contribué aux études du cancer au moyen de la culture des tissus. Autrement dit, il n’y a pas de spécialistes de la culture des tissus, mais des biologistes, des histologistes, etc...
Sans entrer dans le détail de l’historique de la technique générale de la culture des tissus, indiquons que la technique telle qu’elle est appliquée aujourd’hui, était aussi inattendue que celle qu’emploie couramment maintenant la bactériologie. L'idée d’explantation à été conçue il y a bien longtemps, et ScauLrzE (1860) et RANvIER (1880) avaient déjà étudié la structure et les mouvements de leucocytes conservés dans des gouttes de lymphe et dans Îles caillots sanguins. Wilhelm Roux, dès 1890, étudiait le mécanisme et la cinétique de l’embryogénèse. En 1897, L. LOEB observe la croissance d’épithélium sur la surface de caillots sanguins contenus dans des
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fentes où élaient placés des fragments de reins. Mais un des véritables précurseurs de la technique actuelle était JOLLY (1902-1905) qui observait in vitro la multiplication de globules rouges nucléés du sang de divers batraciens, sous des condilions physiologiques très variées. En 1907, enfin, Ross HAR- RISON démontre la génèse de la fibre nerveuse in vitro dars du lymphe coagulé. BURROWS et CARREL (1910) adoptent la méthode pour son intérêt général, appliquant (1910) à l’étude de la croissance in vitro d’un certain nombre de tissus embryonnaires, adultes et — on devait s’y attendre — cancéreux. Par l'emploi du plasma de poule (à la place de lymphe), et surtout, par la découverte des substances excito-formatrices ou tréphones, CARREL put arrêter, peu après (1912), les détails de la méthode permettant de cultiver les tissus des homéothermes in vitro à température constante.
IT était tout à fait naturel qu'après les publications de BURROWS et de CARREL, les chercheurs, dans l’impatience que leur avaient créée la stagnation et les interminables discussions des autres méthodes, adoptent celle qui permit d’accomplir des expériences libres des influences extérieures, où les seuls facteurs en expérimentation seraient localisés dans les cellules en expérience, el où les réponses des cellules pourraient être observées depuis le moment de la mise en expérience jusqu’à la fin de celle-ci. |
I fallut à peu près 3 ans à CARREL pour transformer la méthode d'une technique de simple survie à celle de croissance indéfinie. On cultive maintenant à peu près tous les tissus normaux, de tous les animaux, sous toutes les conditions, en milieux homo- el hétérogènes, avec une technique comparativement simple, ajustant par exemple les tensions de CO? et de O2, ou s’assurant de l'équilibre des sels, mais cette technique peut encore être compliquée par l’addition de vitamines où d'hormones, etc. Toutes ces modifications ne paraissent pas améliorer sensiblement la technique, qui reste simple et facile pour les tissus normaux. La technique n’a pas varié sensiblement depuis 1912. Au contraire, en ce qui concerne les tissus cancéreux, on peut dire que chaque tu-
meur cultivée a marqué une étape dans l’histoire de la culture du cancer, et il manque encore aujourd’hui des principes fondamentaux de technique.
Le début de la culture des tissus cancéreux peut être fixé à 1910, la même année, en vérité, qui a vu naître l’application de la méthode à l’étude des tissus normaux. Il est évident qu’à l’époque en question, et étant donné la nouveauté de la technique, on ne connaissait pas encore les caractères physiologiques ni même la morphologie des cellules normales in vitro ; et quand on réfléchit aux difficultés techniques qui empêchaient encore la bonne croissance des tissus normaux, on comprend combien étaient difficiles des débuts d’une méthode pareille appliquée au cancer. Les premières recherches en date (1910) sont bien celles de VOLPINO, bien qu’il soil encore question, dans ses travaux de véritable croissance. Mais les initiateurs dans ce domaine sont CARREL et BURROWS (1910). Ces deux auteurs, en même temps qu’ils poursuivaient leurs études sur les tissus normaux et le perfectionnement de la technique, mettaient en culture le sarcome de la poule de Fous, les sarcomes du rat d’'EHRLICH et de JENSEN, un carcinome du sein de chien et plusieurs tumeurs humaines : un sarcome pris au niveau du péroné el un carcinome du sein. Ils n’ont pu entretenir leurs cultures que des temps variables, de plusieurs semaines, en général, mais CARREL avait pu garder en vie quelques cultures de sarcomes jusqu’à deux mois.
LAMBERT et HANES (1911-1913), suivant ces travaux de très près, étudient les sarcomes et carcinomes de rat et de souris, ajoutant surtout un gros apport du point de vue cytologie et physiologie. CHampy el COCA (1914) étudient in vitro un adénome bénin et D. THOMSON et J. THOMSEN (1914) un papillome de l’ovaire de femme. MAccABRUNI (1914), étudie le carcinome de l'utérus humain et fait, pour la première fois in vitro une expérience de thérapeutique appliquée. LOSÉE et EBELING (1914) cultivent parfaitement le sarcome humain in vitro pendant 52 jours, comme le font aussi ALBRECHT et JOAN- NOVICZ.
Cette expérimentation n’a repris qu’en 1919, quand VE-
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RATTI étudie l’adénocarcinome de chien. DREW (1922) reprend l'étude cytologique des cellules normales et cancéreuses. Enfin, FIisCHER et KiAER (1924) cultivent l’ostéosarcome et le gliosarcome humains, dont le dernier plus de deux mois.
Nous omettons de faire référence au grand nombre de tumeurs qu’on n'avait pas pu cultiver dans ces années. On ne peut pas s'empêcher, en effet, de remarquer le petit nombre de tumeurs cultivées jusqu’à ce moment, d’autant plus qu’on n'avait pas pu entretenir les cultures plus de deux mois (on cultivait déjà tous les tissus normaux et les fibroblastes cardiaques de CARREL avaient 12 ans de vie in vitro). CARREL remarque que la culture cancéreuse débute bien, mais que le caillot se liquéfie, la croissance diminue et les cellules meurent. FISCHER observe que pour certains cancers, pour lesquels les milieux de culture ressemblent de très près à ceux pour des cultures normales et qui poussaient, la croissance du début semble plus facile que celle de la culture normale, mais les cultures finissaient par mourir, comme l’avait remarqué CARREL. C’est que l’un des caractères fondamentaux des issus cancéreux poussant in vitro, comme in pivo, est la très forte fibrinolyse. Ce n’est pas cette protéolyse qui est spéciale aux cellules cancéreuses, mais plutôt sa rapidité et son intensité, car toute cellule, même normale, possède quelque capacité de protéolyse, capacité fondamentale de toute cellule vivante et active de digérer son milieu. Pour les cellules cancéreuses, des repiquages étaient nécessaires à des intervalles très rapprochées, procédé peu propice à l’obtention de bonnes cultures. Malgré cela, la fibrinolyse ne faisait qu’apparaître de plus en plus précocément, de passage en passage ; la croissance, de même, se faisait de moins en moins bien, jusqu’à la mort du fragment, dont les cellules ne trouvaient plus attache dans le milieu.
L'expérimentation systématique réduisit tout de suite et finit par éliminer cette liquéfaction, à tel point que la culture du cancer devint possible. LAMBERT et HANES préconisaient depuis 1910 l'emploi de plasma d'espèces hétérologues. Le plasma de poule, surtout, était très résistant, et se prêtait bien
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à l'emploi de milieux mixles de plasma de poule et de sérum ou de plasma homologue, dans lesquels un grand nombre de tumeurs peuvent déjà se cultiver. C’est ce qui explique le grand succès de culture du sarcome de RoOus. CARREL, dans des milieux mixtes, avait cultivé son ostéosarcome pendant deux mois, FISCHER son carcinome de souris pendant 1 mois; BISCEGLIE cultiva un adéno-carcinome de chien dans du plasma de lapin, tandis que LOSEE et EBELING avaient atteint deux mois dans des mélanges de plasmas.
FiscHER trouva un autre remède qui semblait satisfaisant, cultivant ses tumeurs dans des milieux contenant très peu d'extrait embryonnaire, ce qui ralentit considérablement la liquéfaction. CARREL, de son côté, employait des milieux artificiels, employant un peu de linoléate de soude, Tyrode, sérum el fibrinogène, ce qui paraissait produire la même action. Fis- CHER dit, à ce moment, que la valeur du procédé de la culture des tissus était dans la balance. Jusque là on n'avait pas pu démontrer si les tumeurs gardaient leur malignité in vitro, faute de technique permettant d'entretenir indéfiniment la souche. FISCHER s’est donc mis systématiquement à une étude rationnelle de la croissance cancéreuse. Il trouva, d’abord, que la fibrinolyse était ralentie par l'augmentation de l’acidité, contrairement à la théorie prévalente qui veut que la protéolyse par les tissus cancéreux, soit due à la formation d’acide lactique. FiscHER produisit l'effet désiré en ajoutant à ses milieux 25 % d’une solution isotonique de CaCl2.
Cependant ce n’est que plus tard (1924) que FISCHER réalisa la méthode qui lui permit d’entretenir en vie permanente des tissus cancéreux. À la suite de ses observations sur l’acidité, et se penchant toujours vers l'étude de la croissance dans l'organisme, FISCHER se rappela, en effet, la propriété qu'ont les cellules cancéreuses d’infiltrer les tissus normaux, remplaçant les tissus normaux de proche en proche. Il met en culture affrontée de petits fragments de tissus, du muscle pectoral inactivé par un séjour de 40 jours à la glacière, auprès des explants de sarcome de Rous. Les cellules cancéreuses, in vitro, envahissent rapidement Île muscle, qui forme
F1G. 8. — Sarcome de Rous après plusieurs passages. Le cercle de liquéfaction est grand; un tel fragment ne pourra plus se repiquer. (D’après VERNE.)
F1. 9. — Coupe d’une culture de sarcome de Rous d’après la méthode de Fischer, On dirait une coupe de muscle infiltré de l'organisme. (D’après FiscHer.) |
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un réseau de soutien et sert d’aliment, et la culture obtenue de cette façon ne donne lieu à aucune liquéfaction. Ces cultures purent être entretenues el repiquées indéfiniment. Les fragments de muscles autoclavés ne se laissèrent pas infiltrer aussi bien, mais par la suite FISCHER a démontré que les cellules cancéreuses, en envahissant des fragments ou cultures normales vivantes, étouffaient la croissance des fibroblastes qui prolifèrent ; dorénavant, il n’ajoute à ses cultures que des tissus frais normaux, ou des cultures de fibroblastes, faciles à obtenir. La culture est bien celle du tissu cancéreux, comme le démontrent les contrôles faits en transplantant les cultures à des animaux neufs, et par les examens histologiques, qui montrent (fig. 9) la destruction du tissu normal et une structure polymorphe du tissu envahi, qui est aussi caractéristique que celle de la tumeur in vivo el qui fail diagnostiquer à coup sûr le cancer, ainsi enlevant toute objeclion quant à la dissemblance possible entre culture de tissus in vitro el croissance de tumeur dans l'organisme. Depuis le moment de cette découverte de FISCHER, la culture de tissus cancéreux prend un nouvel essor. De nouvelles souches sont constituées, sur lesquelles des expériences de longue haleine peuvent s’accomplir. Les premières cultures étudiées par la nouvelle technique modifiée sont encore celles de sarcome de Rous. FISCHER a entretenu sa souche pendant trois ans et demi avant de la perdre par accident, et on comprend dès lors, l'intérêt de la nouvelle technique ; surtout, les cellules normales étant maintenant bien connues, FISCHER fait paraïitre de nombreuses études et comparaisons cytologiques, physiologiques, etc...
FIscHER et ses élèves continuèrent l’application de sa nouvelle méthode, réalisant ensuite la culture des cellules carcinomateuses (1927), employant la souche de l’adéno-carcinome de souris d'EHRLICH. LASER (1927) réalisa la culture d’une autre tumeur, celle de FLEXNER-JOBLING, du rat. Dans ces deux dernières expériences, la malignité des cultures în vitro fut démontrée d’une facon absolue. Pourtant, FISCHER remarqua bientôt, que si la tumeur de FLEXNER-JOBLING ne
pouvait pas s’entretenir autrement que par cette méthode, la liquéfaction sans lissus ajoutés étant très considérable, le carcinome pouvait se cultiver assez bien dans un milieu mix'e, el après adaptation graduelle, il put entretenir ce carcinome pendant 1 an 1/2, sans ajouter de tissu. Les cellules épithéliales ainsi obtenues en culture pure, étaient malignes.
CARREL, de son côté, mit au point avec EBELING, une méthode pour la culture pure des tissus cancéreux, basée sur l'emploi de ses flacons D-5 et une nutrition sélective, en l'espèce peu d'extrait embryonnaire, comme l'avait préconisé FiscHER. Cette méthode se trouvait parfaitement appropriée à la culture pure de deux espèces de fibroblastes malins, ceux du sarcome 10 de la Fondation Crocker du rat et ceux du sarcome de JENSEN du rat.
Ainsi on voit que si les méthodes de culture pour les tissus normaux se ressemblent pour tous les tissus normaux, le problème des milieux et des techniques est, au contraire, très important pour les tissus cancéreux. La liquéfaction, la nécrose, les besoins nutritifs des cellules doivent être pris en considération dans la technique, et ceci ne sert qu’à accentuer les caractères fondamentaux des cancers. On peut énumérer maintenant des centaines de tumeurs qui ont été cultivées, jusqu'à présent, in vitro, par des méthodes calquées sur celles ci-dessus, des méthodes sélectives, mais ceci nous entraînerait {rop loin, D'ailleurs, notre but sera atteint en ne parlant que des tumeurs qui ont été l’objet de travaux démonstratifs. Il est intéressant, cependant, de signaler LEwis el STRONG (1934), qui ont cultivé 52 tumeurs spontanées du sein de la souris, se composant de 32 espèces de tumeurs différentes, el _KARL HÔFER (1934), qui a étudié 60 épithéliomas humaines de la peau, baso ou spino-cellulaires, avec prises de vues cinématographiques. On étudie aussi les tumeurs mélaniques, dont l’étude est facilitée in vitro par le moindre obscurcissement du tableau dû à la présence de la mélanine (CHLOPIN, GRAND, CHAMBERS et CAMERON).
LES TUMEURS CLASSIQUES
Il existe un certain nombre de tumeurs, la plupart provenant d'animaux expérimentaux, qui à force d’avoir été longuement étudiées, dans la mise au point de la technique de la culture du cancer, ont fini par devenir courantes dans les recherches cancéreuses. Ce sont, d’abord, les tumeurs qui ont été employées à cause de la facilité avec laquelle on à pu se les procurer et leurs rapports avec les installations de laboratoire, telles par exemple, le sarcome de Rous ou les tumeurs des petits rongeurs, le rat ou la souris, chez lesquels les tumeurs spontanées, souvent transplantables et souvent compliquées dans leurs aspects héréditaires, offrent néanmoins un choix énorme de variétés, et dont les sarcomes et le carcinome d'EnRLicH, les sarcomes de JENSEN, de la Fondation CROCKER, le carcinome de FLEXNER-JOBLING sont Îles mieux connues dans la littérature et dans les laboratoires. D’autres tumeurs, les sarcomes de WALKkER ou le carcinome de WALKER sont in- Léressants à cause de l’aspect des cellules, et les auteurs qui les ont cultivées ont pensé qu’il valait la peine de rechercher les techniques nécessaires à leur culture.
Ces tumeurs ont le droit d’être citées ici parce que la technique de leur culture est arrêtée dans tous ses détails. On peut désormais prendre ces tumeurs, les mettre en culture suivant la technique indiquée, sachant que les résultats seront invariables. On peut profiter de toute l'expérience de nos devanciers en matière de connaissances physiologiques et cytologiques. On peut donc employer ces résultats définitivement acquis, pour toute recherche pratique ayant pour but une idée générale scientifique pure, biologique, étiologique. histogéné-
tique, voire thérapeutique.
Pour les autres tumeurs, spéciales aux laboratoires, elles ont été sûrement aussi longuement cultivées ; les détails de leur culture ne sont pas moins bien connus. Mais ces tumeurs sont l’objet de recherches spéciales dans les laboratoires dans tout le monde, et elles sont indiquées dans la littérature par des numéros parfois astronomiques. On n'indique, très souvent, ni la description anatomo-pathologique de la tumeur d’origine, ni les détails de la culture. Souvent, on ne les cullive que pour vérifier les connaissances générales acquises avec les autres tumeurs.
Le sarcome de Peyton-Rous de la poule.
La première tumeur de PEYroN Rous avait été découverte chez une poule de Plymouth Rock, sa malignité, relative, étant limitée aux poules de cette espèce. Mais bientôt, à force de la transplanter, sa malignité augmenta, et on put l’inoculer à toutes les poules. Sa spécificité, d’ailleurs est restée limitée aux poules. A présent, cette tumeur est d’une très haute malignité, tuant en 3-6 semaines, avec cachexie marquée et métastases pulmonaires, musculaires, cardiaques, péritonéales, de l'ovaire, etc. Son infiltration et sa diffusion sont nettement visibles, mais le plus souvent la tumeur est nodulaire, atteignant la dimension d’une orange au moment de l’aulopsie. L'examen microscopique montre une tumeur polymorphe, avec présence de cellules fusiformes et cellules rondes, infiltrant les tissus normaux. Les métastases reproduisent cette structure (ROSKIN).
Il est important, à ce point, de se rendre compte des théories prévalentes au moment de la découverte de cette tumeur. MORAU avait, le premier, en 1894, réussi à transmettre par greffe des tumeurs chez la souris. LEO LOEB (1901) et JENSEN (1902) réussirent, de même, les premières greffes chez les rals. Le nombre de tumeurs transplantables s'est rapidement multiplié. BORKEL, BASHFORD, EHRLICH n'avaient
Jamais pu trouver une action de filtrat acellulaire de ces
tumeurs, et ces auteurs soutenaient l'intégrité de la cellule vivante, parasitaire, comme facteur unique dans la production du cancer. Ils fondèrent, avec ceci, la théorie parasitaire du cancer, la cellule cancéreuse étant une cellule étrangère à l'organisme, pouvant vivre et se multiplier dans son milieu comme un parasite. Mais les travaux de IRWIN SMITH sur Îles Lumeurs infectieuses produites par le B. tuméfaciens chez Îles plantes tendaient à lui substituer une théorie bactérienne qui, ne pouvant pas se généraliser, non plus, à force de ne pas pouvoir toujours mettre en évidence un agent causal, avait donné lieu à la supposition que cet agent pouvait avoir une nature virusale, être un virus filtrant, tel que ceux des maladies infectieuses.
Le sarcome de Rous venait comme une aubaine pour expliquer cette théorie. Cette tumeur, transmissible par greffe, donnaient des filtrats au Berkefeld, acellulaires, capables de provoquer une tumeur en inoculation dans l’organisme. La tumeur était aussi produite en inoculation de la poudre desséchée depuis un an. D’ailleurs, ce n’était pas un fait isolé. Presque simultanément, FUJINAMI et INAMOTO découvrirent pareil fait pour un myxo-sarcome de poule, transmissible par extrait filtré, tumeur décrite plus loin sous le nom de myxo-sarcome de KimuRA. Les découvertes de cette nature se succédèrent, toujours dans le domaine de la poule — ostéochondrosarcome de Rous, MurPHy et TITLER, autre sarcome fusocellulaire de Rous et de BEGG, endothéliome de MurRaAY et de BEGG, etc, etc. En même temps, on découvrit que Îles leucémies étaient transmissibles par extrait filtré (ÉLLERMAN et BANJO 1910), que travaillent aujourd’hui OBERLING et GUÉRIN, FURTH et Sruggs, ROTHE et ENGLEBRETH-HOLM, qui apparentent les leucémies aux sarcomes.
Marquons tout de suite notre hésitation, après CARREL, F1s- CHER, BISCEGLIE, DEMITH, BURROVWS, BRISTOL, DES LIGNERIS, EPHrussi et d’autres, à appeler ce principe transmissible un virus filtrable. La bactériologie a consacré ce nom pour indiquer un organisme infiniment petit et vivant. Les indications obtenues jusqu'ici n’indiquent pas une nature vivante pour
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celte substance extraite des tumeurs. Adoptons, jusqu’à preuve plus conclusive, le terme de principe filtrant pour indiquer cet agent mystérieux.
Disons aussi tout de suite que les caracteres de cette tumeur de Rous, ou des «autres lumeurs malignes à principe filtrant, ne permettent en rien de les distinguer des tumeurs malignes où cette substance ne peut pas être mise en évidence, voire les tumeurs des mammifères et les tumeurs humaines. On aurait cru, d’abord, que toutes les tumeurs de poule possèdent ce principe, mais on découvra bien d’autres tumeurs qui ne l'avaient pas. De plus, à part les verrues infectieuses et cerlains papillomas infectieux, on a maintenant une tumeur de lapin, où ce virus se retrouve, le papilloma de Shope. Cette tumeur est un papilloma typique du lapin des champs, qui a été greffé en série chez le lapin domestique. Elle a été très travaillée par SHOPE, ROUSs et BEARD et dans la plupart des laboratoires, par son intérêt comme étant la première tumeur lypique de mammifère transmissible par principe filtrant. Ce papilloma montre une progression vers le carcinome, progression rapide qui donne après quelques mois, plus de 20 % de carcinomes. FAULKNER et ANDREWES (1935) ont cultivé in vitro un fibro-papillome de ce genre et ont trouvé la persistance de production du virus. En plus, ils ont pu trouver l'existence d’un virus provoquant l’inflammation purer'et simple.
Il paraît, ainsi, qu'il ne faut pas, pour le présent, faire de distinction entre les différentes tumeurs possédant ou non ce principe, très labile, et se détruisant facilement. La similarité de cytologie et d'évolution font que toutes ces tumeurs sont des cancers. Il semble bien aussi que des substances inertes peuvent produire lous les mécanismes depuis la nécrose et la fermentation, jusqu’à la prolifération, en passant par l’inflammation, et nous croyons, avec le Professeur Roussy, que non seulement le cancer est une maladie commune aux hommes et aux animaux, ayant de mulliples causes et une diversité de formes analomo-cliniques groupant des maladies
étroitement apparentées, mais qu'à ces multiples causes répond un processus unique.
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La tumeur de PEYTON RoOUs esl donc une tumeur à principe filtrant, mais pour contagieuse qu'elle soit, ceci n’est pas un caractère essentiel ; il reste non moins vrai que c’esl une tumeur hautement maligne. WARBURG cite encore qu’elle présente le même chimisme que les autres tumeurs. C’est à titre de tumeur maligne que nous pouvons étudier ici cette Llumeur, intéressante pour les buts de ce travail.
CARREL a dû penser de même, en 1910, travaillant au même institut que Rous, quand il a mis cette tumeur en culture, en même temps que des tumeurs expérimentales ou spontanées de mammifères. Cette tumeur avait donc été cultivée depuis le début de la technique, mais ce n’est qu’à partir de 1924 que sa culture, permanente, devient intéressante. La tumeur a été étudiée par FISCHER par sa méthode d’infiltration et en culture ordinaire, par CARREL dans ses flacons et par BORREL par la méthode des cellules aplaties sur verre, ainsi que par un très grand nombre d’auteurs dans tout le monde. Dans les expériences de culture de ces tissus, dès 1910, on a cherché à distinguer les différents types cellulaires. En goutte pendante, après 1 heure, on voit quitter le fragment des cellules rondes, d'aspect amiboïde, phagocytaires. Après 24 heures, une couronne épaisse de ces cellules entourent le fragment. La liquéfaction du milieu a déjà commencé, aussi bien que l’apparition, dans la zone la plus proche du fragment de cellules fibroblastiques, s'étendant dans le milieu en croissance radiaire. La liquéfaction commence de plus en plus tôt, et c’est à ce propos que FISCHER avait démontré que si l’on n’ajoutait pas un morceau de tissu normal, d’après sa technique modifiée, avant que la liquéfaction n’atteigne la moitié de la circonférence du fragment de sarcome, on perd la culture (Voir fig. 8 et 9). Les cellules sarcomateuses pénètrent le fragment normal, se mulliplhant el détruisant le tissu normal, et en 48 heures les deux fragments ne peuvent plus être séparés l’un de l’autre.
L'aspect de la culture, comme celui de tout cancer, conjonctive ou épithéliale, est typique, comme l'avaient remarqué tout de suite LAMBERT et HANES. Une culture comporte
toujours un fragment central, s’arrondissant très vite et perdant ses aspérités plus vite qu’un fragment normal. Entourant le fragment se trouve un anneau de fibroblastes, formant un réseau un peu ou beaucoup plus lâche que le réseau réticulaire de fibroblastes normaux. Enfin, une zone périphérique montre une abondance de cellules rondes, iso!ies. Les cellules rondes sont présentes dans toute culture de cancer, leur abondance seule variant. Mais aussi sont-elles présentes dans les cultures de tissus normaux, bien qu’en très faible quantité, cellules sanguines ou histiocytaires, disparaissant vite.
Tous les auteurs décrivent donc deux sortes de cellules pour le sarcome de RouUs, des cellules en fuseaux, cellules fibroblastiques, et des cellules rondes amiboïdes, dont la présence est vérifiée par ROSKkIN dans les coupes de cette tumeur polymorphe in vivo. Il était naturel de se poser la question de savoir si les cultures gardaient leur malignité in vitro, et aussi de savoir quelles étaient les cellules responsables de cetle malignité. Sur le maintien de la malignité, les premières observations de LAMBERT et HANES, ERDMANN, CARREL et d’autres nous affirment que cette Lumeur garde sa malignité in vitro. FISCHER l’a cultivée pendant 3 ans 1/2 sans interruption, et toutes les greffes faites pendant cette période, sous-cutanées ou intra-musculaires donnaient en 2-3 semaines une grosse tumeur avec métastases. La coupe de la tumeur était toujours comparable à la coupe de la culture par infiltration et la tumeur, remise en culture redonnaient toujours les mêmes types de cellules. ZWEIBAUM a confirmé toutes les études cytologiques de FISCHER concernant le sarcome dé Rous.
Pour l'identité des cellules malignes, CARREL, le premier, réussit à les cultiver en culture pure. Les cellules amiboïdes, en effet, sont très sensibles à de fortes concentrations d'extrait embryonnaire, et quand les fragments sont cultivés sous ces conditions, les macrophages finissent par disparaître. Quand les cultures, après un certain nombre de passages, ne contiennent plus ni polynucléaires, ni monocytes, on obtient une culture pure de fibroblastes de sarcome de Rous. CARREL
trouva que les cultures pures de ces fibroblastes ne donnent pas de tumeurs, mais se comportent comme des fibroblastes normaux. La seule distinction paraît être la propriété de phagocytose que possèdent ceux du sarcome de Rous.
D'autre part, CARREL et FISCHER démontrèrent directement la malignité des cellules amiboïdes. CARREL extirpe une portion de la zone de croissance contenant ces cellules qu’il transporte dans un flacon D-5, employant une très faible solution d'extrait embryonnaire. Il isole ainsi des cultures pures de monocytes de sarcome de Rous qui, en inoculation à des poules, donnent des tumeurs malignes en 14-33 jours. FISCHER emploie une autre méthode. Il met en culture un morceau de sarcome de ROUS, à proximité d’un morceau de tissu sain. Après avoir remarqué, sous le microscope, la pénétration du fragment normal, dans les premières heures, par une ou plusieurs cellules amiboïdes, il transplante ce fragment dans un milieu neuf. D'ailleurs cette méthode est rapide et facile, permettant des divisions innombrables et l'accumulation d’un stock de cultures pouvant être travaillé en peu de temps. Un fragment de muscle, séparé d’un fragment sarcomateux, après quelques heures seulement, peut donner plusieurs cultures sarcomateuses. Dans ces conditions, il est certain que quelques cellules malignes sont capables de l'emporter sur des milliers de cellules normales, et comme les cultures sont obtenues en milieu dépourvu d’extrait embyonnaire, les cellules malignes doivent se nourrir aux dépens du milieu, et les débris de cellules normales. Etant donné que ces cellules peuvent non seulement détruire les cellules normales, mais encore utiliser leurs protéines pour constituer leur propre protoplasme, on comprend le caractère malin et parasitaire des cellules cancéreuses.
Sarcome de la paroi thoracique de la poule
CARREL a répété les mêmes expériences pour ce sarcome, autre tumeur transmissible par principe filtrant, ressemblant de très près au sarcome de Rous, mais tuant par cachexie,
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non par généralisation, donc tumeur moins maligne. Ici encore les fibroblastes sont dénués de malignité, les cellules amiboïdes étant les seuls agents malins. Ces recherches, faites par la culture des tissus, démontrent mieux que toute autre
méthode que la malignité est liée, dans une tumeur donnée à une seule race cellulaire.
Myxosarcome de la poule.
Le myxosarcome de la poule, tumeur expérimentale familière, est cette tumeur transmissible par principe filtrant décrite par FuyJINAMI et INAMOTO en 1910. Elle a été cultivée par KIMURA. Cette tumeur, très proche de celle de Rous, s'apparente aussi aux tumeurs humaines de même type, montrant un tissu conjonctif abondant et produisant de la mucine. KIMURA à employé la méthode classique de culture, la lumeur ne liquéfiant que peu le milieu ; cependant, il a ajouté de temps en temps un fragment de tissu normal, la croissance étant ainsi stimulée. KiIMURA aussi remarque l’abondance des cellules amiboïdes après le premier jour. Les cellules amiboïdes disparaissant après quelques jours, laissant des cultures pures de fibroblastes, difficiles à distinguer des fibroblastes normaux in vitro, mais produisant de la mucine démontrable in vitro. Ces cultures de fibroblastes sont malignes. Il est encore difficile d’aventurer une opinion concernant le rôle des cellules amiboïdes dans les tumeurs malignes, ou même dans les sarcomes de la poule, mais un fait est certain : c'est que toute tumeur mise en culture laisse émigrer des cellules macrophagiques.
Sarcome 10 de la Fondation Crocker
Cetle tumeur est représentative de la grande famille des tumeurs des mammifères, chez lesquels on n’a pas pu retrouver un principe filtrant capable de provoquer la transmissi-
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bilité acellulaire. Dans ce sarcome, et les autres de ce groupe, c’est l’élément fibroblastique qui paraît être l’élément malade, et non la cellule amiboïde, qui disparaît vite de la culture. D'ailleurs, on n’a jamais pu isoler ces cellules amiboïdes en culture pure. Tout ce qu’on sait est que les éléments conjonctifs qui restent, comme les éléments épithéliaux des carcinomes, sont les éléments malades qui transmettent la maladie.
Ce sont CARREL et EBELING qui ont le mieux étudié cette tumeur, pendant près de deux ans, dans un milieu hétérologue dilué et contenant peu d’extrait embryonnaire, isolant des cultures pures de cellules et les comparant avec des fibroblastes normaux de rats, et aussi, plus tard, avec ceux d’une autre tumeur, celle de JENSEN. C’est la culture de ces deux tumeurs qui avaient donné lieu à la controverse qu’on ne peut distinguer entre cellules malignes et normales, sous le microscope, tant ces cellules ressemblent à des cellules normales. Quoi qu’il en soit, ces cellules cancéreuses ressemblent bien aux cellules qu’on retrouve dans les tumeurs, et les contrôles faits après disparition des cellules amiboïdes et pendant 1 an 1/2, donnent des tumeurs déjà visibles après 8 jours, prouvant une fois de plus, que la cellule cancéreuse in vitro en culture pure, conserve sa malignité. D’ailleurs. c’est l’élément vivant qui est le porteur de la malignité, les cultures mortes ne donnant pas lieu à des tumeurs.
Le sarcome de Jensen
CARREL et EBELING, FELL et ANDREWS ont cultivé cette tumeur, qui est l’une des premières tumeurs expérimentales dont on a réussi les greffes en série. D'ailleurs, depuis 1902, quand JENSEN à obtenu 6 % de réussites de greffe, ce nombre est augmenté à presque 100 % aujourd’hui. Il est certain qu’une tumeur peut ainsi s'adapter, le même phénomène s'étant vu pour le sarcome de Rous et la plupart des autres tumeurs transplantables. G. COSTE résume les recherches expérimentales qui ont été failes avec cette tumeur. Les
F1G. 10. — Culture de sarcome de Jensen à un faible grossissement. Remarquer les grandes cellules amiboïdes, les petites cellules rondes, réfringentes et mortes, et les cellules fusiformes. (D'après VERKNE.)
Fi. 11. + Sarcome de Jensen après quelques Passages. Remarquer la lâcheté du réseau, le peu de nombre des cellules et l'abondance des cellules rondes. (D’après VERNE.)
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auteurs ont démontré la malignité des fibroblastes de cette tumeur.
Sarcome de Walker du rat n° 338
Nous connaissons déjà la controverse qui règne entre pathologistes concernant le diagnostic différentiel entre cellules malignes et cellules normales. Les deux LEwis et d’autres (BORREL, CARREL), pensent que la cytologie de toutes les cellules malignes diffère, plus ou moins, de celle des éléments homologues normaux ; c’est pour démontrer plus nettement cette différence qu’on a entrepris l’étude de cette tumeur, dont les cellules s’éloignent le plus du lype normal. Cette tumeur est un sarcome à cysticerques, découvert en 1930 et transplanté depuis tous les 15 jours. Ce cancer tue en 6 semaines avec métastases intra-hépatiques et pulmonaires. Les coupes de tissu cancéreux montrent nettement les cellules malignes et de nombreuses cellules amiboïdes.
En culture, employant un milieu hétérologue, la liquéfaclion est peu prononcée. Les cultures montrent de la façon la plus nette toutes les variétés de modifications chromosomiales qui ont été décrites pour les cellules cancéreuses, mitoses triet multipolaires, nombre haploïde el polyploide des chromosomes, amitoses. On trouve des cellules de toutes les dimensions et formes, grandes et petites, régulières et irrégulières. La forme montre des changements continuels avec déplacement cellulaire, au moyen de pseudopodes longs et agiles. En général, les cellules sont caractérisées par leur grande taille et la densité de leur protoplasme, la grandeur du centrosome, augmentation du nombre de chromosomes et l’irrégularité de la mitose. Les fibroblastes sont les éléments malins.
Sarcome de Waïiker du rat n° 319
Ce sarcome à cellules fusiformes provient de la région anovaginale d’une rate blanche, découvert en 1929 et transplanté
depuis. Il a été bien étudié par W. ScHoppE. Le plasma de rat est fortement liquéfié mais non le milieu mixte de plasmas de rat et de poule, qui donne de bons résultats. Dans ce sarcome, les fibroblastes malins ressemblent beaucoup à des fibroblastes banaux, à part leur dimension plus grande et leur vie plus active (mitoses plus abondantes, apparence très polymorphe, phagocytose, amiboïsme).
Les sarcomes humains
Les études des tumeurs animales ont beaucoup ajouté à nos connaissances, mais on veut de plus en plus que les travaux soient faits directement avec les tumeurs humaines, d’une part parce que la conduite in vitro des tumeurs animales peut différer de celle des tumeurs humaines, d’autre part, parce que les tumeurs animales peuvent n’être pas comparables aux tumeurs humaines, et enfin chez les mammifères on ne retrouve pas de principe filtrant. Nous avons déjà montré que ces objections ne sont pas valables. Il convient aussi de remarquer que les sarcomes humains ont été cultivés depuis les débuts de la technique par CARREL et BURROWS, BURROWS, LOSEE et EBELING, ALBRECHT et JOANNOVICS, Fis- CHER et KIAER, BUCKLEY. Dans ces dernières années, avec le perfectionnement de la technique, on a commencé à isoler des souches pures de cellules embryonnaires et adultes pour comparaison avec des souches pures de cancers humains in vitro, entretenues en culture permanente. G. O. GEY, du laboraloire du JOHNS HOPkiNS University Hopital entretient depuis plusieurs années des souches pures de cellules cancéreuses. PINKUS a commencé l'étude des cellules sarcomateuses humaines en culture pure et entretient depuis 9 mois les éléments malins de myxosarcome et de glioblastome humains. Jusqu'ici on n’a pas pu prévoir si les études de tumeurs humaines vont conduire à de nouvelles appréciations du problème du cancer humain, autres que celles déjà fournies par l'étude des tumeurs animales.
Carcinome d’Ehrlich
Cette tumeur épithéliale est connue en médecine expérimentale depuis 1906, quand EHRLICH et APOLANT réussirent à établir la transmissibilité par greffe d’un adénocarcinome du sein de souris donnant une proportion très élevée de succès (80 %) pour l’époque en question. Cette tumeur avait donné de très bons résultats au début de la technique, en milieu mixte, mais FISCHER avait obtenu de meilleurs résultats en lui appliquant sa technique d'infiltration. Il cultive cette lumeur depuis bientôt dix ans, mais il a aussi pu entretenir ce cancer par la technique ordinaire pendant plusieurs années. Les cellules amiboïdes, moins nombreuses que dans les tumeurs polymorphes, disparaissent dès le début, et le stroma disparait rapidement aussi, laissant une culture pure de cellules épithéliales cancéreuses. Ces cellules, en culture pure sans addition de fragments pendant 1 an 1/2 gardent leur malignité. La malignité est liée à cette seule race cellulaire et le stroma ne joue aucun rôle dans la virulence de la tumeur. Cette tumeur à servi à de nombreuses expériences comparatives entre cellules malignes et normales, les cultures épithéliales se prêtant bien à l'observation. CHLOPIN a poursuivi de nombreuses expériences avec cette souche, d’après les méthodes de CARREL, el aussi avec une souche russe de PETROFF, qui est semblable à la tumeur d'EHRLICH in vivo et in vitro.
Le carcinome de Flexner-Jobling
Cette tumeur est connue en médecine expérimentale depuis 1907, et fut d’abord décrite comme un sarcome, provenant de la vésicule séminale du rat albinos. Son intérêt fut qu’elle donnait 95 % de réussites de greffe. On devait bientôt reconnaître que cette tumeur n’était pas un sarcome mais un carcinome. Aujourd’hui encore, on n’est pas entièrement d'accord sur sa nature, certains prétendant que cette lumeur est un
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endothéliome. La tumeur a ceci de particulier, c’est qu’elle donne, dans l’organisme une très forte nécrose et liquéfaction, qui se traduisent in vitro par une liquéfaction extrêmement intense et la mort prématurée de la culture. LASER (1927) a cultivé cette tumeur par la méthode de FIscHER. Seulement, l'addition de fragments normaux est rendue indispensable à de courts intervalles, à cause de la très forte liquéfaction du milieu par cette espèce cellulaire. LASER confirme les conclusions de FISCHER, à savoir que la malignité est conservée in vitro et qu’elle est liée aux éléments épithéliaux.
Il convient de remarquer qu’'ULESKO-STROGONOWA a démontré, par la culture des tissus, que cette tumeur est probablement un endothéliome., Elle trouve in vitro plusieurs lypes de cellules qu’elle pense n’être que les stades échelonnés d’une même cellule, capable de donner des formes endothéliales et épithéliformes, les deux étant malignes.
Le carcinome du rat de Walker n° 256
Cette tumeur épithéliale est de plus en plus étudiée. Elle donne une croissance régulière et active, et en flacon CARREL, des cultures pures épithéliales poussant en membrane typique. La tumeur est bien connue en médecine expérimentale, ayant été isolée par WALkER, en 1928, chez une rate enceinte, âgée de 10 mois, au niveau de l'abdomen inférieur. La lumeur à rétrogressé légèrement après la mise en bas, mais est devenue encore plus grande après le sevrage. Le diagnostic apporté est adéno-carcinome mammaire. Réinoculée à des rats, la greffe prend bien, tuant les rats en 5 semaines. WALKER n'a observé que 4 cas de régression sponlanée de ces tumeurs. D’ailleurs, la même tumeur est survenue de façon spontanée dans les 3°, 5°, etc. générations de la progéniture de cette rate.
ATIE VAN BEVERWIH a cultivé cette tumeur en culture pure pendant 12 mois dans des flacons CARREL à sec, en vie ralenüe. W. R. EARLE a cultivé la même tumeur en culture épithé-
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liale pure, en goutte pendante el en flacons de CARREL pendant 1 an. L’emploi de cette tumeur, dans les études du “ancer, par la culture des tissus, serait très intéressant. En effet, M. R. Lewis et STRONG, étudiant 52 cancers spontanés, chez autant de souris, trouvent que toutes les tumeurs du sein de ces souris, sauf deux, ressemblent à la tumeur de WALKER, qui serait le type des carcinomes mammaires,
Les tumeurs épithéliales humaines
Ce qu’on a déjà signalé pour les sarcomes humains pourra se dire aussi bien ici. Les mêmes raisons poussent aujourd’hui les travailleurs à cultiver les carcinomes humains in vitro. Mais le début de ces études remontent au début de la technique (MACCABRUNI, BURROWS et BURNS, etc...). Il suffit de rappeler que GEY entretient en culture permanente plusieurs souches de cellules épithéliales cancéreuses. PINKUS entretient en culture pure un épendymome.
Il est intéressant de noter le travail de KanL HÔFER, qui a mis en culture 60 épithéliomas de la peau, sur une période de deux ans, avec contrôle par la cinématographie. Sur plus de mille cultures de tumeurs baso- et spino-cellulaires, il en à obtenu 500 de non-infectées, dont 65 % ont donné une bonne croissance. Il n’a trouvé aucune différence entre les croissances de tumeurs baso et spino-cellulaires, ni entre tumeurs à croissance lente ou rapide. On trouve de nombreuses cellules amiboïdes grandes et petites. Les membranes épithéliales sont entièrement semblables à celles de cultures d’épithélium normal ; les cultures des tumeurs spino-cellulaires montrent in vitro la formation de globes cornés. Pour toutes ces tumeurs, la croissance a été soit mixte, soit épithéliale pure d'emblée. La liquéfaction est assez rapide même dans un milieu mixte. L'âge du malade ne joue aucun rôle.
Les cellules épithéliales, en mouvement continuel, polygonales ou arrondies, forment des membranes mono-cellulaires ; elles ont un hyaloplasme et des ponts intercellulaires, comme
le
il est décrit pour les cellules normales et par lesquelles on peut voir passer les granules intracellulaires. La durée des mitoses est normale.
Les tumeurs mélaniques
Les tumeurs mélaniques présentent, pour leur étude, un intérêt de plus. Elles posent les mêmes problèmes que les autres tumeurs, conjonctives ou épithéliales, mais en plus il y ‘a les problèmes énigmatiques de nosologie ; on voudrait savoir si ce sont des tumeurs épithéliales ou sarcomateuses proprement dit, ou mélanoblastiques. Ces tumeurs ont aussi un gros intérêt du point de vue biologie pure, en ce qui concerne la formation de la mélanine. La culture produit in vitro le même pigment qui diffuse, est moins concentré, permettant de mieux voir les cellules elles-mêmes. Dans les coupes histologiques ordinaires, on ne voit qu’une grosse tache noire, se laissant à peine traverser par la lumière. La dopa réaction est exécutée sous les yeux.
CHLOPIN el ZYMBAL ont cullivé in vitro une tumeur mélanique de la peau d’une femme el ont suivi la croissance in vitro pendant 15 jours. Ils pensent que dans cette tumeur les cellules cancéreuses, formant de la mélanine, sont des cellules épithéliales. GULDBERG cultive un mélanome de cheval pendant un temps relativement court et ne réussit pas non plus à isoler les cultures de cellules dont on peut démontrer la malignilé ou le potentiel mélanique. GRAND, CHAMBERS et CAMERON ont adopté pour leurs études le mélanome de Har- DING-PASSY, Lumeur de souris bien connue. Ils ont d’abord mis au point une technique permettant la culture illimitée de la tumeur, dont la croissance $s’arrêtait in vitro par alcalinisation du milieu. Ils ont trouvé que l’addition d’un fragment de tissu réduit le pH du milieu et laisse obtenir des cultures permanentes, qui conservent leur malignité.
Il faut espérer que cette tumeur donnera de meilleurs résultats dans ce domaine. Les auteurs n’ont pas encore pu
préciser l'identité des cellules malignes. Les éléments mésenchymateux, qui paraissent non-cancéreux, contiennent du pigment par phagocytose. Seules les mélanoblastes, cellules rameuses dont la prolifération est tardive, donnent la dopa réaction. Dans un autre travail sur la même tumeur (GRAND, 1936), on étudie sommairement les types de cellules observées. On distingue : 1°) Des macrophages, à mouvements actifs, peu granuleux, gonflés, contenant seulement quelques granules de pigment ; 2°) Des fibroblastes, qui paraissent normaux ; 3°) Des mélanoblastes, à noyau sphérique, cellules rameuses, petites avec dendrites grêles, et cellules grandes avec dendrites trapues et hérissées. La mélanine se trouve en abondance dans ces deux dernières cellules. Les auteurs continuent leurs expériences sur cette tumeur intéressante.
AUTRES CULTURES INTÉRESSANTES
KREBs et FABER ont cultivé un lymphosarcome de souris pendant un temps relativement court. Cette tumeur in vitro laisse émigrer des cellules rondes (Ilymphoblastes) qui paraissent donner après 10 jours de grandes cellules arrondies ou polygonales, d’aspect ramifié qui deviennent fusiformes ; ces cellules retournent bientôt à la forme ronde. Cette tumeur paraît former la transition entre tumeurs à cellules rondes et à cellules fusiformes.
ENDOTHÉLIOME DE MURRAY
Cette tumeur a été cultivée à l’Institut du Cancer par VERNE et par Op1eTTE. Tumeur transmissible de la poule, donnant un extrait acellulaire cancérigène, elle a été isolée par MURRAY et BEGG. GUÉri et Boncru en voulant confirmer à l’Institut du Cancer sa dénomination morphologique, trouvent un rôle important des cellules histiocytaires qui ferait supposer que les cellules de cette tumeur ne seraient que des étapes évolutives de cellules souches, la cellule histiocytaire souche ou cellule mésenchymateuse primitive que FERRATA nomme hémobhistioblaste. Ces auteurs concluent que du point de l’histogénèse, cette tumeur serait un hémohistioblastome et représenterait la transition entre granulome et sarcome. La figure 12 montre la tumeur poussant in vitro, avec la liquéfaction intense caractéristique des tumeurs malignes et qui donne aux tu-
FiG. 12. — Endothéliome de Murray. Aspect typique du milieu liquéfié et polymorphisme de la culture. (D’après VERNE.)
Fac. 13. — Endothéliome de Murray. Grosses et petites cellules rondes, amiboïdes. Plages de cellules endothéliformes ; amas nécrotiques. (D’après VERNE.)
meurs leur aspect effilé, les cornes du croissant entourant un cercle de liquéfaction. Le fragment a laissé émigrer quelques fibroblastes, probablement normaux, tandis qu’à l’intérieur du croissant se trouvent de nombreuses cellules, de types extrêmement variés, allongées ou arrondies, grandes et petites. La figure 13 laisse voir
Fic. 14. — Endothéliome de Murray. Cellules rondes en voie de dégénérescence. Remarquer quelques formes intermédiaires aux cellules rondes et des fibroblastes. (D’après VERNE.)
quelques placards endothéliformes, qui à certains points montrent des épaississements de cellules en voie de dégénérescence où mortes. Au milieu du champ se trouvent quelques très grosses cellules amiboïdes typiques, d’aspect macrophagique, contenant de nombreuses vacuoles et des globules rouges phagocytés. Leurs limites cellulaires sont difficiles à voir. La division en partie centrale contenant noyau, granules, mitochondries, etc, et partie périphérique, hyaline est nette. Cet aspect peut s’appliquer aussi aux cellules
endothéliformes, dont les limites intercellulaires sont cependant nettement visibles. L'examen de parties du milieu très peu envahies montre d’abord une émigration des petites cellules rondes qui, semble-t-il, donnent lieu à la formation des cellules amiboïdes de toutes les dimensions. Quand un certain nombre de ces cellules viennent à s’agglomérer dans une masse et dégénèrent, il y a formation d’une membrane de cellules endothéliformes. Enfin, les petites cellules rondes peuvent former des fibroblastes, différents des fibroblastes émigrant du fragment. Il est difficile de déterminer exactement l’enchaînement de tous les phénomènes, mais d’après l’aspect très polymorphe de cette tumeur, il nous semble que malgré la dénomination morphologique de MuRRAY et BEGG, il convient, d’un point de vue histogénétique, de faire remarquer que GUÉRIN et BoNcIU ont peut-être raison en appelant cette tumeur un hémohistioblastome. Et cette tumeur formerait, en effet, une transition entre granulome et sarcome.
Puisque nous avons parlé de tumeurs de transition, il convient ici de marquer un point et voir ce que sont les potentialités des cellules de la lignée blanche. Nous allons voir, dans un autre chapitre que la cellule macrophagique hématogène ou histiocytaire, est capable de se transformer en d’autres formes, cellules rondes ou fibroblastiques. D'autre part, la cellule fibroblastique est capable, sous certaines conditions mal connues, de devenir une cellule macrophagique. On pourrait trouver toute une série de ces changements de formes, ef on peut tracer l’évolution du lymphoblaste jusqu’au fibroblaste (BLOOM, MaxIMOW, NOEN). De même, il parait que la cellule lymphoblastique puisse donner des cellules épithélioïdes et endothéliformes (BARTA, MAxIMow, LEWIs), et que, lendothélium puisse, lui aussi, donner des macrophages (EPnrus- Si). Nous examinerons des transformations de ce genre dans un autre chapitre, mais nous pensons donner ici ces quelques renseignements pour mieux éclairer les rapports de ces diverses observations.
TUMEUR DE L'OVAIRE À ASCITE
Nous avons eu l'occasion de mettre en culture le culot de centrilugation d’une ascite prélevée chez une femme porteuse, depuis plusieurs années, d'une tumeur de l'ovaire, à évolution torpide. Une intervention avait reconnu l’inopérabilité de cette tumeur, et une ascite, ponctionnée périodiquement, est venue compliquer la Siluation. Un frottis coloré du culot n’a montré que des éléments mésothéliaux et des leucocytes. En culture (figure 15), ces éléments s’aggloméraient en de petits amoncellements de cellules dégénérées, desquelles émigraient, après quelques jours des cellules allongces,
Fic. 15. -— Culture de cellules d’ascite. Il se forme des amas de cellules
nécrosées, desquels apparaissent des fibroblastes. (D’après l’auteur.)
sh Fig! 16. — Aspect à un fort grossissement des cellules émigrées de masses
nécrotiques. Les céllules paraissent former des travées syncytiales.
(D’après l’auteur.)
F1G. 17. — Culture d’un fragment prélevé du milieu de transformation des cellules ascitiques. (D’après l’auteur.)
FiG. 18. — Culture d’un fragment prélevé du milieu de transformation
de cellules ascitiques. (D’après l’auteur.)
des fibroblastes. Dans l'espoir qu'on pourrait assister à un phénomène de cancérisation intéressant nous avons ajouté à ces milieux des fragments normaux, le milieu se liquéfiant assez rapidement. La photographie de la figure 16 montre l’aspect des cellules à un fort grossissement. Les cellules, fibroblastiques au début, paraissent former un synecytium de cellules aplaties, sortant des masses noires.
Nous avons prélevé les fragments ajoutés, dans l’espoir que quelques-unes de ces cellules les auraient pénétrés et nous les avons transportés dans des milieux neufs.
La figure 17 montre la croissance que donnent ces fragments, des cellules qui ne sont pas tout à fait comparables à celles d’une culture de fibroblastes ordinaires. Les cellules sont très granuleuses, avec de grands noyaux, peu fusiformes, élargies ; la figure 18 montre une autre culture dans laquelle on remarquera aussi cet aspect granuleux de quelques cellules plus ou moins polygonales, un peu rameux, avec des prolongements fins, à côté de fibroblastes typiques. Dans le même champ se trouve quelques mitoses normales. Nous n’avons pas pu poursuivre ces études très longtemps, dû au manque de matériel. Mais nous citons ici ces faits qui démontrent au moins très nettement la transformation de cellules (mésothéliales ou leucocytaires ?) en fibroblastes modifiés (cellules endothélies ?). L'influence du milieu ascitique cancéreux est encore à déterminer. Le fait de la présence d’une tumeur de l’ovaire soulève la possibilité de cellules cancéreuses dans l’exsudat. Mais ce qui est à déplorer, c’est qu'on n’a pas pu suivre la malade, qui est sortie du service. Ce qu’on a dit de la culture des tissus appliquée aux {tumeurs humaines s’applique bien ici. D'ailleurs, on n’a jamais pu avoir des résultats de la biopsie pratiquée par le chirurgien qui Pa vue avant qu’elle vienne chez nous. Ces expériences chez l’homme ne se démontrent que des choses éphémères, qui ne peuvent pas ètre suivies
CULTURE DE SANG LEUCÉMIQUE
Nous ne voulons que signaler, en passant, le problème de la leucmie et les avantages qu'offre pour ses études la culture des tissus, surtout depuis quelques années, qu’on la considère comime étant une véritable tumeur du sang et, se rapprochant d'autant plus des autres tumeurs quand on prend en considération les virus pouvant causer les leucémies, qui possèdent des propriétés très comparables aux principes filtrants des tumeurs des poules. Le problème de l’origine virusal des leucémies remonte à 1910 quand ELLERMAN et BanJo l'ont pour la première fois démontré, presque en même temps que le problème fut soulevé pour les tumeurs. Depuis, les expériences se sont multipliées, et on possède maintenant une
grande variété de souches de ces virus, dont la plupart sont des principes filtrants dans le même sens que le principe de Rous. Un des grands problèmes a été de démontrer la simplicité des souches virusales des leucémies. Car sous certaines conditions, une souche de virus paraissait pouvoir donner plusieurs différentes formes de leucémie ou même de véritables tumeurs tissulaires. JARMAI (1930) croit pouvoir démontrer la simplicité de sa souche d’érythroleucose. OBERLING et GUÉRIN, dans des travaux qui ont été confirmés par TROISIER, à l’Institut du Cancer, ont trouvé qu’une même souche est capable de provoquer non seulezrnt la leucémie, mais encore un sarcome ou un carcinome, d’après la porte d’entrée. Pourtant, ces auteurs sont hésitants à se prononcer quant au dédoublement actuel de leur souche, comme paraissent le vouloir Srusss et FURTH qui, dans certaines souches, isolent des virus donnant ou une leucémie myéloïde ou une myélome ou encore une tumeur mixte. Leur souche de sarcome 12 (complexe) paraît donner des souches simples provoquant où une ostéosarcome ou une lymphatose. OBERLING et GUÉRIN, au contraire, pensent que le virus est le même, dans ces cas de dédoublement apparent. Les phénomènes leucémiques où tumoraux produits dépendent des affinités du même virus pour toute une lignée de cellules dérivant de l’hémohistioblaste de FERRATA, cellule souche, sur lesquelles peut se fixer ce virus. Des facteurs locaux et généraux modifient la susceptibilité de la cellule à laquelle se fixe le virus. Enfin, il serait d’un très grand intérèt de pouvoir examiner cette question du point de vue culture des tissus. On a bien fait quelques études de la question, le sang leucémique ayant été cultivé par AWROROW et TIMOFEJEWSKY, HIRSCHFIELD, BENEWOLENSKAJA. Nous pouvons indiquer que ces auteurs ont pu suivre l’évolution des cellules en culture, mais leurs expériences ne sont pas encore démonstratives, la moelle osseuse normale in vitro parfaisant la même évolution (CARREL et BURROwWS, FOOT), comme le font aussi le lymphocyte (BLooM) et d’autres cellules blanches normales (CAFFIER), avec une transformation des éléments monocylaires en myélocytes, polyblastes et fibroblastes. I] manque surtout des expériences concernant l'influence du virus et la conservation où multiplication du virus leucémique. Les résultats ne permettent de conclure qu’à une versatilité et une plasticité de ces cellules primilives. Nous pouvons indiquer, cependant, que d’après MAxIMow et son école, des transformations de ce genre ne sont qu’une adaplation de la forme cellulaire à son milieu et du métabolisme produisant une forme plus stable. Aucune mitose n’est nécessaire,
les conditions du milieu orientant la forme que prend le protoplasme cellulaire.
VERNE, OBERLING et GUÉRIN ont étudié in vitro la souche leucémique d'ENGELBRETH-HOLM et aussi plusieurs souches
de virus entretenues à lInsilut du cancer. Les virus leucémiques des poules sont très labiles, disparaissant vite même du sang à l’étuve. Il paraît que les conditions de culture in vitro sont plus favorables, puisque un certain nombre de cultures ont pu donner, après des périodes de culture plus ou moins longues, une leucémie érythroblastique ou une diphtérie aviaire. Cependant il ne s’agit probablement pas de multiplication du virus, ici, mais plutôt d’une survie, étant donné le grand nombre de résultats négatifs.
FUMEUrS PROVOQUÉES CHEZ L'ANIUAL
Il est intéressant de mettre en culture les tumeurs provoquées expérimentalement chez l'animal, toutes les tumeurs actuellement cultivées in vitro étant des tumeurs spontanées trouvées au hasard ou prises dans des souches très susceplibles au cancer. OBERLING et GUÉRIN, à l’Institut du Cancer, entretiennent des animaux chez lesquels ils provoquent des Lumeurs au moyen des benzopyrènes. Nous n'avons jamais pu cultiver ces tumeurs, les espèces à notre disposilion étant très nécrotiques. Très récemment, DOLJANSKI et HALBERSTAE- DTER ont réussi la culture d’un sarcome fuso-cellulaire provoqué par le 1-2-5-6 benzopyrène. Les cellules malignes sont les cellules fusiformes, dont une seule culture pure suffit pour produire la même tumeur in vivo. Cette tumeur est très intéressante puisqu'elle est provoquée facilement chez l'animal par seulement quaire injections sous-cutanées de benzopyrène après deux mois de traitement. Tous les morceaux de tumeur, sans exception, donnent une croissance régulière. Ce qui est exceptionnel est que ces tumeurs sont bien solides au moment de leur mise en culture, ne montrant aucune nécrose. Aussi, en culture, ne remarque-t-on pas de liquéfaction du milieu. La croissance n’est pas extrêmement intense, un petit fragment atteignant 2,5 mm. de diamètre en trois jours en goutte pendante ou un diamètre de 15 mm. après quinze jours en flacons de Carrel en milieu dilué. L'architecture,
Hbroblastique, présente d'abord de nombreuses cellules hisliocytaires, qui disparaissent petit à petit pour laisser bientôt une culture pure. En flacons de Carrel, les cellules ne montrent pas de signes de dégénérescence, même après 21 jours. Puisqu'il n’y a pas de liquéfaction, lPaddition de fragments normaux n’est pas nécessitée, la croissance est très régulière et la tumeur est très appropriée pour des études quantitatives
de la croissance des cellules malignes.
Les micropholographies de cette thèse ont été exécutées par M. MANGINI, dans son laboratoire de photographie, à l’Institut du Cancer. Nous lui étendons ici notre gralilude pour sa colaboration.
LES CELLULES MALIGNES
Nous avons l'intention de passer en revue ici les différents types de cellules malignes isolées jusqu'ici des tumeurs cancéreuses, pour étudier leurs caractères cytologiques ou biologiques, tels que les font ressortir la culture in vitro. Nous avons à considérer des cellules épithéliales, éléments malins des tumeurs d'EHRLICH, de WALKER, et de PÉTROFF, les cellules conjonctives, éléments malins des sarcomes du type du sarcome de CROCKER ou de WALKkER, et enfin, la cellule amiboïde maligne, telle du sarcome de Rous.
La cellule épithéliale maligne
Les renseignements les plus intéressants ont été fournis jusqu'ici par l’étude de l’adéno-carcinome d'EHRLICH que FIscHER cultive depuis 1927 dans ses laboratoires sans interruption, le repiquant en goutte pendante sur lame tous les 3 jours ou 125 fois par an, et en flacon de CARREL tous les 2-4 semaines, soit 15-20 fois par an. Cette régularité de croissance atteste à l’immortalité potentielle de ces cellules, comme il en est pour les cellules normales.
BiscEGLiE fournit quelques précisions concernant les dimensions cellulaires, indiquant que les cellules peuvent varier entre 400 et 1.100 mu, les noyaux entre 192 et 306 mu, donc sans différences caractéristiques d’avec les celluïes normales. FISCHER a confirmé ces mensurations. CHLOPIN fait remarquer, en cultivant la souche de FISCHER et aussi celle de PÉ- TROFF, que bien que la moyenne soit la même, il y a une proportion plus grande des grandes et petites cellules, ce qui
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fail que l'aspect de la membrane épithéliale est un peu irrégulier. D’après ce dernier auteur, l'aspect des cellules est aussi très polymorphe, les proportions du noyau et du cytoplasme basophile pouvant varier d’une cellule à lautre, le eylo-
plasme clair et finement granuleux, pouvant contenir des quantités variables de granules éosinophiles, vacuoles ou dé-
Fi. 19. — Cellules épithéliales cancéreuses de la tumeur d’Ehrlich.
Sept mitoses sont visibles dans ce champ. (D’après FISCHER.)
Lrilus de cellules phagocylées. Aussi, dans les cultures colorées, les noyaux peuvent avoir des contours nets ou indistincts. Le nucléoplasme peut être très clair, homogène ou finement granuleux. Les chromosomes ou plasmosomes peuvent atteindre de très grandes dimensions.
La durée des miloses est très comparable à celle des cellu-
les normales (FISCHER, LEWIS, CRAGIUN, EPHRUSSsI). Ces faits sont confirmés par LEWIS et STRONG qui ont examiné 52 tumeurs du sein de souris. Ces tumeurs, plus ou moins comparables au carcinome de WALKkER, sont caractérisées in vitro par l’irrégularité d'aspect des chromosomes. La mitose atypique est la règle, la mitose entièrement normale l'exception, et on voit des cellules en mitose tri-, telra- et multipolaires, qui donnent 3, 4 ou plus de noyaux en une cellule multinucléée et géante. Ils n’observent ni centrosphère ni astre, à l’état vivant. Le fuseau n’est pas visible à la prophase, mais l'aire qu’il aurait occupé à la métaphase, plus clair, est visible à ce stade. La gélification (réversible), en milieu acide, provoque cependant l’apparition de fibres colorables.
Pour la tumeur d'EHRLICH, FISCHER a observé de très près les mitoses et nombres chromosomiales. Prenant comme normal le nombre de 40 chromosomes universellement accepté pour la souris, il trouva : que la mitose est, dans la majorité des cas, normale ; la mode de division habituelle est la mitose, l'amitose l'exception ; sur toutes les mitoses observées, il n’y eut que deux mitoses anormales pour cent. Il a dénombré soigneusement les chromosomes, acceptant un nombre de 32-38 chromosomes visibles comme normal. Dans quelques rares cas, il a pu compter, dans de très grandes cellules, à partir de 80 chromosomes, indiquant un nombre triploide ou tétraploide.
FiscHEr a pu observer dans ses cultures un aspect curieux des cellules épithéliales. Les cellules à la périphérie des cultures paraissent confluer, leurs limites sont imperceptibles, donnant l'impression de cellules très grandes. On distingue de petits pseudopodes très actifs, qu'il décrit battant comme un voile au vent, où comme si le protoplasme bouillait. Les cellules les plus petites sont homogènes, hyalines, sans granules. Le même phénomène s’observe aux parties distales des cellules situées plus à l’intérieur de la culture. FISCHER pense, bien que la signification de ce phénomène soit malaisée à interpréter, que ce n’est pas un caractère essentiel cancéreux. Il croit que l'effet du bord libre, de la polarisation sont
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combinées ici avec la capacité de phagocytose des cellules. N'oublions pas qu’on a fait phagocyter des cellules normales au moyen de l’uréthane et de l’oléate de soude, chez lesquelles on voit à peu près ce même aspect. STRANGEWAYS a remarqué cet aspect dans des cultures irradiées. L’uréthane et l’oléate de soude sont des modificateurs de la tension superficielle et FIiSCHER pense que ce phénomène n’est que la traduction de changements rapides de la tension au niveau des membranes cellulaires.
Dans une longue série de travaux, FISCHER et LASER ont recherché les conditions de croissance de cette tumeur par la méthode du fragment ajouté et sans fragment ajouté, en milieux homologue et hétérologue, sans et avec extrait embryonnaire. Ils ont trouvé, d’une façon générale, que la croissance a lieu en membrane dans le milieu, avec croissance adénomateuse dans le fragment, bien que cette dernière puisse s’observer aussi dans le milieu. La liquéfaction est réduite en c?s de milieu hétérologue. Que les fragments ajoutés soient petits ou grands, les cellules cancéreuses l’emportent toujours sur les cellules normales. La croissance des cellules cancéreuses est meilleure sans extrait embryonnaire, que celle des tissus normaux, mais les cellules normales poussent mieux en milieu normal, (plasma avec extrait embryonnaire). Le fail que les cellules cancéreuses vivent très bien en milieu dépourvu d'extrait embryonnaire explique que les cellules cancéreuses doivent tirer leur nutrition du milieu, se servant des protéines (fibrine) qu’elles y trouvent ou des protéines des cellules mortes et liquéfiées.
Cependant, le problème de la culture du carcinome et de la cellule épithéliale maligne est assez trouble, car la distincüon entre cellule maligne et cellule normale est assez délicate, reposant sur des distinctions quantitatives. Aucun des caractères observés pour les cellules cancéreuses n’est uniquement un attribut de ces cellules. L'aspect cellulaire, la phagocytose, voire la liquéfaction peuvent se retrouver pour les cellules normales sous certaines conditions ou y être induites. Mais le fait que la cellule épithéliale dérivant des cancers épithéliaux
soit l'élément malin, la malignité restant attachée à cette cellule tant qu’elle reste en vie est déjà un fait important, et la détermination certaine de la malignité de la cellule épithéliale facilite, dans une certaine mesure, le problème du cancer.
Le fibroblaste malin
Le fibroblaste malin a été mieux étudié que la cellule épithéliale, un plus grand nombre de sarcomes ayant été cultivés, pour lesquels le fibroblaste, entretenu en culture permanente, est indéniablement l'élément malin. Un fragment de sarcome de JENSEN ou de CROCKER, mis en culture, donne une colonie qui ne diffère pas sensiblement de celle de fibroblasles normaux. La croissance n’est peut-être pas aussi dense, mais l’aspect radiaire, réticulaire est le même. Les cellules ne paraissent pas connaître les mêmes empêchements que les cellules normales et peuvent émigrer et proliférer très loin dans le milieu, donnant ainsi des colonies bien plus grandes mais moins peuplées. Dans les sarcomes on retrouve, comme pour les carcinomes, les mêmes aspects divers pour les différentes tumeurs, mais beaucoup plus divergents à cause du plus grand nombre de sarcomes qui à été cultivé. À côté de tumeurs comme les sarcomes de JENSEN ou de CROCKER, où les celiules ont un aspect presque normal, où on ne retrouve pas de mitoses atypiques, on trouve des sarcomes de VVALKER dans lesquels les mitoses atypiques sont la règle. Chaque tumeur est donc soumise à un mécanisme plus ou moins différent en ce qui concerne ce phénomène, mais les phénomènes sont constants pour la même tumeur, et on trouve tous les types, d’une extrémité (aspect normal) à l’autre (aspect anormal).
On peut citer quelques chiffres de CARREL concernant le fibroblaste malin du sarcome 10 de la Fondation Crocker, comparé avec les fibroblastes normaux
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La tumeur de CROCKER est une tumeur dont les cellules se distinguent un peu des cellules normales. Les cellules du sarcome de JENSEN, se rapprochent encore plus des cellules normales. Pourtant, dans le sarcome de WALKER, on trouve réuni un ensemble de modifications qui semblent assez caractéristiques pour les cellules sarcomateuses, d’après CARREL, BORREL, FISCHER, POLICARD et LEWIS. Grâce surtout à une méthode spéciale, celle d’étalement des cellules vivantes en couche mince sur verre (méthode de BORREL), on arrive à reconnaître une cellule maligne, sans avoir un seul caractère bien tranché entre le malin et le normal. Comme le fait remarquer LEwIs (1935), toute la cellule paraît altérée, sans qu'on puisse découvrir un élément nouveau. L’altération est plutôt une altération générale et constitutionnelle. J’emprunte la description de LEWIS pour faire mieux ressortir les différences que l’œil habitué est susceptible de relever.
L'architecture générale du fibroblaste malin est analogue à celle des cellules normales et se voit le mieux dans les cellules étalées sur verre. Le fibroblaste normal, étalé, au repos, a un cyloplasme délicat et transparent. Il est souvent difficile de voir ses bords à certains endroits, plus faciles à d’autres. Le noyau, plus où moins excentré, ovale, est clair et transparent, les petits nucléoles étant seuls visibles. La membrane nucléaire est extrêmement délicate. Au centre de la cellule se trouve le centriole, pas toujours visible dans la cellule vivante et rarement visible dans les photographies. Autour de ce noyau el du centriole, se trouve quelques granules et des mitochondries, el un peu plus loin, des globules de graisse et d’autres milochondries. Les granules, globules de graisse et mitochondries se trouve aussi dispersés dans tout l’exoplasme périphérique et les processus cellulaires. Les filaments mitochondriaux montrent une tendance à se disposer d’une façon radiaire autour du centriole. Ceci est le tableau que montre
un fibroblaste normal, vivant, étalé sur verre dans une culture fraiche et jeune, âgée de 24 heures au plus. Toute cette disposition est bien plus marquée dans les cultures plus âgées. La zone centrale, finement granuleuse, entourant le centriole, s'agrandit. Autour se trouve une zone de granules colorables au rouge neutre et de petites vacuoles. Plus en dehors se forme une forte zone de globules graisseux ; à la périphérie l’exoplasme reste clair par comparaison.
Les mitochondries ne sont pas limitées à une seule zone, mais sont plus ou moins dispersées radiairement par rapport à l’aire centrale et le centriole. Le noyau est refoulé d’un côté, contre la zone de globules graisseux, par la zone centrale augmentée.
Les cellules malignes ont le même aspect général. Quelques cellules sarcomateuses, même dans les cultures de 24 heures, ont de larges zones endoplasmiques tandis que d’autres cellules ont de grandes zones de graisse et encore d’autres très peu de graisse. D’autres encore ont une zone peu marquée au rouge neutre, d’autres une zone fortement colorée ; en général, on peut dire que la zone colorable au rouge neutre est moins marquée que dans les cellules normales. Ce polymorphisme d’aspect, pour un même âge de culture, est très frappant. En général, le fibroblaste malin, tel qu’on le voit en culture, a un cytoplasme moins transparent, et plus granuleux, avec un noyau plus grand par rapport au cytoplasme, que la cellule normale, la cellule elle-même étant plus grande. La membrane nucléaire est épaissie, plus réfringente, et les nucléoles sont plus grands, plus irréguliers que dans les fibroblastes normaux. La dispersion des globules graisseux est souvent un peu différente. La cellule cancéreuse en accumule moins, et les granules colorables au rouge neutre sont plus petits, plus nombreux. Le noyau est fortement échancruré du côté central. La poche ainsi formée peut être considérable et à première vue, on penserait qu’un tel noyau est très granuleux, puisque le noyau fait double coque autour d’une poche remplie de cytoplasme granuleux, comme une balle enfoncée d’un côté.
Le matériel nucléaire est parfois si abondant et désagrégé que
le noyau peut bien prendre un aspect granuleux mais beaucoup de nucléoplasme est encore visible.
Les cellules malignes sont presque toujours plus grandes que les cellules normales homologues. Par l’uniformité de l’étalement qui se fait sur verre, la certitude peut être obtenue en mesurant les cellules devenues sphériques. Les cellules de quelques tumeurs sont assez uniformes de dimensions, tandis que d’autres montrent des variations énormes, de telles variations formant un des caractères de la tumeur en question.
Les cellules malignes ont souvent des fronces curieuses, comme des pseudopodes, quelque peu ressemblant à celles des macrophages, mais différant des bords ondulants des fibroblastestes normaux. Ce sont les organes de la phagocytose, habitude commune aux cellules sarcomateuses et aux macrophages. La pinocytose, nom qui désigne que la cellule boit, s’observe rarement chez la cellule normale, Lewis l’a observé, chez les macrophages et les cellules cancéreuses.
On pourrait bien trouver d’autres caractéristiques différentielles, quantitatives, mettant toujours en relief les mêmes vieux caractères de la cellule, réhaussés ou amoindris, el pourtant, fait curieux, il n'y a pas un seul caractère qui distingue vraiment la cellule cancéreuse de la cellule normale. Il ÿ à quelque chose de difficile à définir là, mais la manière dont les cellules normales et malignes s’étalent sur verre est tellement typique que l'œil expérimenté voit immédiatement la différence entre normal et malin, mieux que ne pouvait l'indiquer une longue description.
Cette description n’est pas spéciale aux cellules sarcomeleuses. Nous voyons très bien comment elle s'accorde aux cellules épithéliales normales et malignes, d’après FISCHER, CHLOPIN, EARLE, et nous verrons qu'elle s’applique aussi aux cellules macrophagiques, normales et malignes.
La cellule amiboïde maligne.
On trouve dans toute culture de tissu normal, de grosses cellules amiboïdes, phagocylaires, qui ont été identifiées comme dérivant des histiocytes du tissu conjonc-
tif. On trouve les mêmes cellules dans les cultures de leucocytes, dérivant des cellules mononueléaires. CARREL el EBE- LING ont pu démontrer que macrophages hématogènes et his- Liocylaires sont identiques. Leur croissance et leur physiologie les opposant entièrement aux cellules fixes, les cellules conjonctives et cellules épithéliales. En effet, ces cet lules ne forment pas de tissu cohésif, chaque cellule restant isolée. Elles paraissent se diviser par amitose souvent. Des colonies de fibroblastes voisines ne montrent pas de limites inter-coloniales. Les colonies de macrophages ne $e pénètrent pas. Les cellules formant tissu montrent une cerlaine organisation et semblent agrandir dans une certaine fonction du diamètre du fragment et de l'étendue du milieu. Les macrophages s'étendent dans le milieu jusqu'aux limites extrêmes. Les cellules sont hautement phagocytaires, amiboïdes. Par leurs caractères cytologiques, aussi bien que leur métabolisme, elles s’apparentent aux cellules cancéreuses. En effet, on retrouve une division très marquée en trophoplasme et kinoplasme, un grand noyau, une membrane ondulante : ces cellules peuvent vivre dans un milieu dépourvu d'extrait embryonnaire, démontrant qu’elles peuvent s’avantager des protéines du milieu. L'extrait embryonnaire est même nuisible à leur bonne croissance. Parmi les cellules normales, ce sont les macrophages qui liquéfient Île plus le plasma.
Nous avons déjà vu la versatilité de ces cellules. Sans entrer dans des discussions de la théorie uniciste ou dualiste, nous devons prendre connaissance de toutes ces transformations. CARREL et Maximow avaient vu la transformation de macrophages en fibroblastes survenir spontanément. FISCHER a réussi la culture pure de fibroblastes à partir de macrophages (sous l'influence d’un fragment de muscle mort). Plus récemment, un auteur (NOEN), a pu entretenir en culture permanente des fibroblastes obtenus à partir d’une seule cellule macrophagique. Nous-mêmes, nous avons observé cette transformation dans des cellules d’exsudat.
Le phénomène inverse à été moins conclusivement démontré, mais CARREL et ÉBELING disent l'avoir vu, de façon spon-
lanée, deux fois en 14 ans de leur culture de fibroblastes. Fis- CHER à observé celte transformation, signalant la présence de membranes ondulantes typiques. EPHRussr et HUGuEs apportent des observalions de transformations de fibroblastes en macrophages qui semblent indiscutables, étant donné qu'ils ont observé la transformation d’un bout à l’autre. EPHRUSSI à aussi vu cetle transformation dans des cultures d'endothélium de foie. Les travaux d'Epxrusst semblent indiquer que ces cellules sont identiques aux cellules formées à partir de monocytes ou histiocytes.
Les faits suivants ne sont pas moins significatifs en démontrant combien ce problème est entremélé à présent pour la moelle osseuse FOOT démontre la transformation des éléments lymphocytaires en myélocytes et en polynucléaires. Les petites lymphocytes peuvent donner des polyblastes (MAxIMOwW), les myélocyles des fibroblastes et des macrophages (ERDMANN). Les ganglions lymphatiques laissent émigrer des Iymphoblastes, des cellules réticulaires et des fibroblastes (MaxIMOw), dont les secondes sont identiques aux macrophages ; les petites et grandes lymphocytes paraissent être des étapes d’une même cellule, mais la petite peut donner directement des plasmocytes, les grandes des polyblastes, des promyélocytes, des myélocytes (MAxIMOW, BaARTA). MaxIMOW prétend que ces changements ne sont qu'une tendance naturelle de la cellule à prendre telle ou telle forme, mais il semble que dans bien des cas, les propriétés du milieu ambiant doivent être de la plus grande importance.
Ayant ainsi préfacé notre étude de la cellule amiboïde maligne, nous devons constater que les cellules amiboïdes avaient pris, depuis les premières recherches sur le sarcome de RoOus, une signification spéciale, En effet, après que Fis- CHER pour le sarcome de Rous, el CARREL, pour les sarcomes de ROUS et de la paroi thoracique de la poule, confirmérent la malignité de ces éléments et la non malignité des fibroblastes, les différents auteurs se sont mis à éludier ces cellules amiboïdes, dont Ja présence est signalée en plus ou moins grande abondance dans toutes les tumeurs mises en
cullure : sarcomes humains (LOSÉE el EBELING), sarcomes du rat (POLICARD, LEWIS), gliosarcome humain et carcinome (FISCHER). Leur présence à élé aussi constatée dans les coupes de tumeurs in vivo (CASTREN, ROSKIN). Mais pour ces autres tumeurs, on n’a pas pu les isoler et il manque des renseignements concernant leur malignité où non-malignité. Ces cellules présentent un autre intérêt. LAMBERT et HANES, CARREL et BURROWS, CARREL et EBELING, FISCHER, LEWIS et GEY, BORREL, DREW, VERATTI, POLICARD, signalent tous que ces cellules ressemblent très fortement aux cellules nommées différemment monocytes, macrophages, histiocytes, clasmatocytes, cellules rhagiocrines, polyblastes, etc.
FISCHER a observé ces cellules de très près dans le sarcome de Rous et dans deux tumeurs humaines. Il en décrit trois variétés : petites, moyennes et grandes, les petites n'étant pas plus grandes que des bactéries où des plaquettes sanguines, les grandes atteignant les dimensions de 150 mu. leurs noyaux seuls dépassant de plusieurs fois la dimension de la petite cellule entière. Les petites et moyennes cellules se colorent plus fortement que les macrophages normaux ; les petites sont très fortement granuleuses, le noyau ne pouvant pas être distingué à l’état non fixé. Les grandes au contraire, sont très vacuolisées, et fait caractéristique, les vacuoles forment une couronne autour du noyau ovale, laissant un espace clair entre couronne et noyau, d’une part, et entre couronne et exoplasme, d'autre part. Les pseudopodes des petites sont longs, très actifs, des grandes épais et peu motiles. L'aspect des cellules répondant à cette description se retrouve dans nos figures 13 et 14.
Le noyau est souvent très grand par rapport à la cellule ; la fragmentation du noyau est assez commune el des nombres haploïdes, triploïdes et polyploides des chromosomes sont fréquents. Bien que la mitose soit la plus fréquente, les différents auteurs signalent la division par amitose comme très fréquente. FISCHER pour le sarcome de Rous et l’adénocarcinome d’EHRLICH, POLICARD pour le sarcome de Rous el un sarcome de rat, aussi bien que pour un carcinome,
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signalent le pouvoir des cellules de se fusionner. Il parail y avoir immiscion réelle. Ce phénomène est très bien décrit par FISCHER pour les grandes cellules amiboïdes du sarcome de Rous. Il dit que deux cellules s’approchent et se fusionnent et que dans l’espace de deux minutes, cette cellule se divise ; cette division est suivie d’une autre, donnant lieu à des cellules plus petites. FISCHER signale aussi une sorte de lutte entre les cellules, où par exemple une cellule amiboïde moyenne s'enfonce dans un fibroblaste, laissant une sorte d’encoche.
On se rappelle que ces cellules ont la propriété commune aux cellules cancéreuses d’infiltrer les tissus normaux, comme l’avaient démontré FISCHER. MAXIMOW, CHLOPIN, ZyM- BAL ont démontré que certains tissus glandulaires normaux, la glande mammaire, par exemple, possèdent aussi cette propriété). Il a trouvé aussi, en colorant un fragment normal infiltré de cellules amiboïdes ou sarcomateuses, avec du rouge neutre à 1/20.000, que la portion non infestée est fortement colorée, la portion infestée n'étant pas colorée ; avec le vert Janus à 1/10.000, au contraire, la portion non infestée devient bleue, celle infestée rouge. LUDFORD a trouvé un phénomène semblable en employant le bleu Trypan. ROFFO a confirmé les résultats de FISCHER.
Les cellules amiboïdes cancéreuses sont très activement phagocytaires, comme d’ailleurs les cellules sarcomateuses el carcinomateuses, et ce phénomène est beaucoup plus marqué que chez les macrophages du sang (LAMBERT et HANES, FISCHER, Lewis). De plus, les cellules cancéreuses, parmi lesquelles la cellule amiboïde (CARREL), possèdent toutes, la propriété de protéolyse, qui est responsable de la liquéfaclion du milieu de plasma coagulé. Les cellules amiboïdes isolées s’entourent d’une sorte de halo, au milieu duquel la la cellule finit par mourir, perdant ses attaches, s’arrondissant el flottant dans le liquide produit. Le milieu finit par prendre l'aspect d’une étoffe rongée par les mites ou d’une carte géographique. Quand le fragment est entouré par cette liquéfaction, la croissance ne se poursuit plus (fig. 5).
Ce fait parait en rapport avec la nutrition de ces cellules, qui n’ont pas besoin d'extrait embryonnaire ; dans quelques cas, même, cette substance parait gêner leur croissance, mais on peut les accoutumer lentement à cette substance ; dans ces conditions la croissance obtenue est bonne. Les cellules amiboïdes malignes, comme les cellules sarcomateuses et épithéliomateuses, semblent pouvoir vivre très longtemps uniquement avec les substances nulritives qu’elles peuvent tirer du plasma ou du sérum. La digestion du plasma, déjà en rapport avec la capacité des cellules de vivre sans extrail embryonnaire ou avec de l'extrait embryonnaire chauffé, doit cependant avoir un rapport avec la glycolyse augmentée des cellules cancéreuses. En ious les cas, KRONTOWSKI et BRONSTEIN ont confirmé la loi de Warburg qui ne voit pas de croissance sans glycolyse. Ici encore nous ne sommes en présence que de facteurs quantitatifs. Nous pouvons résumer en indiquant qu'on trouve toutes les transitions de métabolisme. Si les cellules amiboïdes peuvent subsister sans extrait embryonnaire du tout, les cellules de quelques autres tumeurs font des demandes encore assez rigoureuses pour leur nutrition, et les fibroblastes du sarcome de JENSEN ne savent pas utiliser même les produits inférieurs de digestion des protéines, à moins qu’elles ne proviennent du foie, tandis que d’autres cellules cancéreuses peuvent bien vivre avec des protéoses et des acides aminés.
Nous voulons faire remarquer ici que CARREL, en soumeltant des macrophages normaux du sang à l’action de Pextrait de Rous rendu au préalable incapable de provoquer une tumeur dans l’organisme, observe la transformation de ces cellules en cellules amiboïdes malignes, entièrement semblables aux cellules décrites pour le sarcome de Rous. Les symptômes remarquables à noter sont la mort et la maladie des cellules, la digestion du milieu, la transformation de macrophages en fibroblastes (cette méthode est d’ailleurs la plus certaine pour opérer celle transformation) et enfin la malignité des cellules amiboïdes.
Fischer, cultivant des cellules amiboïdes malignes de sar-
come de RoUs en culture pure, trouve un fait assez remarquable, à savoir que ces cellules, en se transformant en fibroblastes, dans des conditions encore mal connues (mais qui paraissent en rapport avec la mort cellulaire), produisent des fibroblastes qui ne sont plus malins. Les cultures de fibroblastes obtenues à partir de ces cellules cancéreuses ne provoquent plus de tumeurs en greffes. Le fait de transformation s’accompagne aussi par la perte de la malignité.
Enfin, différents auteurs ont essayé de cancériser in vitro des cultures de fibroblastes ou de cellules épithéliales sans y parvenir, en employant l'extrait de sarcome de Rous, qui paraît sans action sur les autres genres de cellules.
Quelle place va-t-on donner à cette cellule amiboïde Sont-ce des cellules cancéreuses, au même titre que des cellules fibroblastiques ou épithéliales cancéreuses, formant alors l'intermédiaire entre leucémie et sarcome ? Mais FISCHER. BORREL, CARREL, POLICARD ne pensent pas que la cellule sarcomateuse fuso-cellulaire soit une cellule spécifique ou une cellule fibroblastique normale du corps transformée en cellule maligne, mais plutôt un macrophage malignisé et transformé en fibroblaste malin. FISCHER attribue à ce fail le polymorphisme de beaucoup de sarcomes et aussi la plus grande malignité des sarcomes à cellules mixtes ou rondes. BAKKER et FISCHER surtout, ont essayé de “approcher les cellules macrophagiques malignes et normales, en dressant un lableau de leurs caractères communs, tableau qui les rapproche bien et qui les écarte de tous les autres types de cellules normales
Les cellules macrophagiques normales et malignes se ressemblent par
1° Leur architecture cellulaire :
2° Leur amiboïsme :
3° Leur tendance à former des tissus non cohésifs :;
4° La possibilité de transformation des deux types en fibroblastes
9° La faculté de multiplication, même à l’état isolé ;
6° Le pouvoir d'utiliser les protéines du sérum pour cons-
tituer leur propre proioplasme, et les protéines, même hétérogènes ;
7° Leur très forte glycolyse ;
8° Leurs propriétés phagocytaires ;
9° Leur capacité accentuée de liquéfier la fibrine 10° La possibilité de cancériser seules les cellules macrophagiques normales en cellules malignes.
ASPECT BIOLOGIQUE
Nous avons résumé, jusqu'ici, les faits saillants qui peuvent être dégagés de l’étude de la cytologie des cellules malignes in vitro. A vrai dire, il ne faut pas vouloir trop insister sur des différences bien tranchées entre ces deux types de cellules. Il reste pourtant un fait patent, la malignité de la cellule, à expliquer. Si nous ne pouvons pas trouver quelque chose de neuf dans ces cellules, pour expliquer leur caractère nouveau, il ne nous reste qu’à attaquer avec plus de force les vieux faits de la biologie, pour voir si en les interprétant à la lumière de la culture des tissus, ils ne se révèlent pas plus significatifs.
Nous savons, de toutes les études faites sur les tissus normaux (CARREL, CARREL et EBELING, LEVI, OLIVO, VERNE), que les conditions de vie en culture amènent la cellule qui y est placée à subir certaines modifications d'aspect, de métabolisme et de comportement. Ces modifications ne traduisent que le réveil de toutes les capacités métaboliques de la cellule. La plupart des cellules de l’organisme sont au repos, ne montrant ni mitose ni vie métabolique considérable. Les cellules nerveuses adaptées pour une fonction très spécialisée, sont très exemplaires de cette catégorie de cellules. On meurt avec le même nombre de cellules nerveuses qu’on avait au moment de sa naissance. Les cellules des glandes ou de la peau se trouvent à l’autre extrémité, se renouvelant constamment, une certaine proportion des cellules se tlrouvant toujours en mitose. Enfin, dans une catégorie intermé-
Tue
diaire se trouvent les cellules conjonetives, capables d’un réveil métabolique et mitotique sous des circonstances spéciales, telle que la régénération à la suite de blessure, elc.
Les cellules épithéliales, mises in vitro et soumises à l’aclion des substances excito-formatrices (extrait embryonnaire), montrent une augmentation du nombre de mitoses et un métabolisme plus actif (plus grande glycolyse, respiralion) que dans le corps. Les cellules reviennent donc à une vie activée, se conformant à de nouvelles conditions d’ambiance; cette activation peut correspondre à la perte momentanée de certaines des fonctions cellulaires, telles la <écrétion et l’organisation, mais non définitive. Car si on supprime lextrait embryonnaire, ou si on réduit la température, le nombre de mitoses diminue, et on peut assister in vitro a une organisation des cellules telle qu’on pourrait la voir dans une coupe de cet organe dans l’organisme. Ceci ne fait que démontrer nettement l'influence de l’ambiance, du milieu dans lequel la cellule se trouve et duquel elle prend sa nutrition et avec lequel cette cellule se maintient en équilibre. De ce point de vue, la cellule nerveuse est un peu spéciale. Cette cellule, transportée in vitro, ne montre pas d’augmentalion de mitose ni de métabolisme. Cette cellule paraît avoir perdu la faculté de réaction, gardant uniquement sa spécialisation de réaction nerveuse, au détriment de sa reproduction. C’est à ceci qu'on doit attribuer le fait que ces cellules ne forment jamais de vraies tumeurs, les tumeurs du système nerveux n'étant que des tumeurs de son système de soutien.
La cellule normale ne perd donc jamais sa spécificité, et sa vie dépend uniquement de son équilibre dans certaines conditions de nutrition. Qu'on greffe les cultures, possédant une croissance rapide in vitro, chez l’animal : la remise de ces cellules dans des conditions où elles ne reçoivent plus le même stimulus à la croissance rapide, fait que si ces cellules sont acceptables à l'organisme, la croissance se ralentit el les cellules deviennent des cellules normales de l’organisme. Si au contraire, ces cellules sont inacceptables, elles
meurent el sont bientôt résorbées. EL dans la régénération, les cellules qui sont stimulées à la multiplication, à la suite d'une blessure, reviennent à l’état de repos, après avoir passé par une période de multiplication très active. C’est ici qu’on trouve un des faits les plus remarquables du cancer. La cellule cancéreuse se comporte toujours comme une cellule en culture. Elle ne connaît pas cette vie alternante (CAR- REL, FISCHER), d'activité et de repos. Une culture cancéreuse, greffée dans un organisme continue à y vivre comme si les cellules se trouvaient dans une culture in vitro. À aucun moment les cellules ne marquent un arrêt, revenant à une une vie moins active, comme font les cellules normales greffées dans l'organisme ou les cellules en régénération. La cellule semble avoir appris un certain comportement, à tel point, qu’imitant la cellule nerveuse, aucun moyen ne peut la faire rétrograder ; la cellule cancéreuse maintient son taux de croissance élevée. Comme l’ont observé ZAKRZEWS- KI, d’une part, et van BEVERIJH, d’autre part, la cellule cancéreuse ne connait pas de vie en ralentie, et ces deux auteurs qui ont appliqué ce procédé à la culture de cellules “ancéreuses, ont trouvé que la cellule cancéreuse maintient ses caractères de croissance. Si les conditions de croissance deviennent défavorables, elle meurt, mais ne change pas.
Ce maintien de la croissance à un taux élevé constitue une bonne définition du cancer, mais remarquons tout de suite, qu'ici encore, nous pouvons obtenir in vivo une croissance continue à un taux élevé sans cancérisation, au moyen de blessures répétées, de même que dans les cultures. Néanmoins, l'examen de la régénération s'impose dans l’étude de la croissance par le rapprochement des deux phénomènes.
Un premier renseignement intéressant est fourni par l’étude de la limite de croissance des cultures. CARREL et EBE- LING, qui avaient étudié la biologie et la croissance des cultures de tissus normaux, in vitro, avaient trouvé que cette croissance peut être représentée par une courbe (figure 20), prenant en abscisse le temps de culture en jours et en or-
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donné la surface couverte par la culture ou la croissance relative, courbe en S très allongé. Cette courbe est d’abord parabolique, passe par une inflection et atteint bientôt sa limite. Ceci veut dire, en se rapportant aux courbes, que la population cellulaire se multiplie activement, au début, les cellules s'étendant dans le milieu à une certaine vitesse. La culture atteint bientôt une limite de surface au delà de
Cellules
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F1G. 20. — Graphique montrant des courbes de croissance schématiques pour des cellules normales et des cellules cancéreuses (d’après FISCHER).
laquelle il n’y a plus de croissance. La hauteur de cette courbe sur l’ordonnée représente la limite de croissance de celte culture. La longueur sur l’abcisse représente le temps de croissance, landis que la pente de la courbe représente, à lout moment, la vitesse de croissance, fonction de la concentration dans le milieu de tous les facteurs stimulant ou inhibant la croissance.
CARREL et EBELING ont trouvé, en flacon Carrel, une limite de croissance, pour les fibroblastes normaux, par exemple, telle que les fibroblastes envahissent environ le tiers du mi-
Sole
lieu, montrant une croissance pendant environ 3 semaines ; la croissance se ralentit plus ou moins vite et la culture s'arrête entièrement de proliférer. Les mêmes auteurs ont trouvé que la limite de croissance de cultures de fibroblastes sarcomateux du sarcome de la Fondation Crocker est bien supérieure à celle des fibroblastes normaux de rats, les cultures atteignant le double du diamètre du normal, pour un temps, cependant un peu plus long. Ils ont aussi pu vérifier ces faits pour le sarcome de JENSEN. De même FISCHER, en examinant des cultures pures de cellules cancéreuses de carcinome d’'EHRLICH, par comparaison avec des cultures d’épithélium normal, a trouvé une limite de croissance augmentée pour les cellules cancéreuses, la courbe montrant une tendance vers une ligne droite, ce qui signifie que les cellules cancéreuses pourraient s'étendre indéfiniment dans le milieu.
Il ne faut pas conclure de ce fait que le cancer à un taux de croissance plus élevé que le tissu normal, malgré son comportement dans l’organisme. Si on regarde la pente des courbes et la durée de croissance, on s'aperçoit que les cultures normales atteignent plus vite leurs dimensions fina-
les, se trouvant gênées avant les cultures cancéreuses. La
, vitesse de croissance des cultures de cancer est moins élevée, mais le cancer, poussant pendant un temps plus long, arrive à atteindre et à dépasser les dimensions des cultures normales, longtemps après l’arrêt des cultures normales. Les mesures planimétriques faites au début de la croissance montrent nettement que la culture normale augmente plus rapidement que la cancéreuse.
Nous avons déjà remarqué, dans ce qui a précédé, que tous les observateurs sont d’acord en signalant, d’une façon générale, un index mitotique très élevé pour les cultures cancéreuses, par rapport aux normales. FISCHER et MAYER et F1s- CHER et PARKER, à ce point de vue, ont étudié l’index milotique ou nombre de cellules en mitose à un moment donné, pour une culture carcinomateuse et pour une cullure normale. Leurs
chiffres sont très éloquents
Culture normale Carcinome Mitoses N° cell. % Mitoses N° cell.
Zone marginale 43 5412 0,79 291 2974 9,78 Zone centrale 2 2273 0,09 84 1019 8,24 Total ou moyenne 45 7685 0,88 375 3993 9,39
La démonstration est complète ici que le nombre de cellules en mitose dans le cancer est infiniment plus grand que dans une culture normale, malgré qu’on démontre facilement, d’après les mesures planimétriques que la vitesse d’accroissement des cultures normales est supérieure à celle des cellules cancéreuses. Il y a ici deux faits à remarquer, d’abord la disproportion énorme dans le nombre de mitoses, 10 fois plus en considérant les cellules dans le milieu, 100 fois plus en considérant les cellules dans les fragments. L’autre fait est la disproportion des cellules centrales et marginales du fragment normal, tout à fait biologique, puisque les cellules dans le fragment sont, pour ainsi dire, en vie ralentie. C’est à ce propos qu'on peut remarquer la presque égalité des mitoses en ce qui concerne le fragment et les cellules émigrées du carcinome. Les cellules cancéreuses, comme nous l’avons dit, ne connaissent pas cette influence organisatrice, ne reviennent au repos sous aucune condition.
Etant donné deux faits contradictoires, à savoir : multiplication rapide des cellules, mais croissance plus lente de la masse des cellules, on ne peut tirer que deux conclusions, ou les mitoses durent très longtemps, ou les cellules cancéreuses doivent mourir en très grand nombre. Les investigations de nombreux auteurs n’ont pas montré de différences considérables de la durée de la mitose chez les cellules “ancéreuses et normales. Au contraire, tous les auteurs sont d'accord en signalant la très grande mortalité individuelle des cellules cancéreuses in vitro. Dans les cultures normales, déjà, on peut apercevoir, d’endroit en endroit, une cellule ayant pris une forme arrondie, réfringente, pleine de vacuoles, en voie de dégénérescence où morte. Dans les cultures de cancer, ces cellules sont beaucoup plus nombreuses, formant
parfois des amas, autour desquels débute la liquéfaction. L'énumération cellulaire, comme l’énumération des mitoses, fait ressortir cette autre différence entre cancer et tissu normal. D'ailleurs, la nécrose cancéreuse est un phénomène bien connu depuis longtemps. Nous sommes confrontés avec la constatation qu’une culture de tissus cancéreux est un vérilable cimetière cellulaire, pleine de cadavres arrondis de cellules mortes. Cette mort cellulaire explique bien aussi la lâcheté et peu de densité d’une culture de cancer.
VERNE et ODIETTE ont pu démontrer la réalité de cette mort cellulaire d’une façon très frappante en conservant des cultures de sarcome en milieu protecteur, comparativement avec des cultures normales. Ils ont trouvé des périodes allant jusqu’à 8 jours de survie pour les tissus normaux, mais la survie pour les tissus cancéreux ne dépasse jamais 3-4 jours.
D’après FISCHER et son école, c’est dans ce phénomène de la mort cellulaire exagérée qu’il faut chercher lexplication de la prolifération intensive du cancer. Il établit une liaison très étroite entre mort cellulaire, régénération et cancer. On sait, depuis CARREL, qu’une culture normale entretenue en milieu non nutritif, bien que soumis à des lavages périodiques, montre bientôt (5 à 6 jours) un arrêt de croissance qu'il définit par le terme de croissance résiduelle. Cette croissance résiduelle correspond, puisque le milieu est non nutritif, à l’utilisation des réserves nutritives des cellules et s’exprime par une courbe en S. CARREL montre, par exemple, que quand on cultive en milieu non nutritif deux cultures sœurs, dont l’une a été cultivée précédemment dans un milieu contenant 50 % d’extrail embryonnaire, l’autre dans un milieu qui n’a contenu que 5 % d'extrait embryonnaire, qu’au moment de l’arrêt de croissance, la première a atteint des dimensions beaucoup plus grandes que la seconde.
EPHRussI a poursuivi des expériences dans le même but, el en cultivant des fragments de taille inégale, il put observer que les dimensions fina'es des cultures sont proporlionelles aux dimensions initiales, mais que l’accroissement de la petite culture, en fonction du lemps, est plus rapide
que celui de la grande, les petites parvenant à la taille finale avant les secondes. Le fait que des petites cultures poussent plus vite que des grandes prouvent que l’arrêt de croissance n’est pas dû à une simple accumulation de déchets (d’ailleurs les cultures sont lavées tous les deux jours). Ceci est d'autant plus vrai que FISCHER, par exemple, implante des fragments neufs à proximité de cultures dont la croissance s’est arrêtée avec le résultat que la prolifération des cellules reprend.
Il faut se rappeler que ces investigations se font en milieu non nutritif, donc en l’absence d’extrait embryonnaire. La possibilité d’accumulation de déchets aussi bien que celle d’épuisement de substances nutritives proprement dit ont été écartées, tandis que les différents travaux tendent à montrer que l’arrêt de la croissance est dû à l’épuisement d’une substance utilisée par les cellules pour leurs divisions. Depuis HOPKINS, nous croyons que cette substance, protéidique et contenant des groupements SH, est contenue dans les cellules et constitue, plus particulièrement, les substances excito-formatrices des tréphones ; elles sont aussi apparentées aux nécro-hormones des plaies. Les expériences sont démonstratives en ce qui concerne le fait qu’une culture, en croissance active, donne une réaction de glutathion posilive, tandis que dans une culture où la croissance est arrétée, cette réaction est négative, Quand aux grandes et petites cultures, par exemple, les petites cessent de la donner avant les grandes.
I nous est impossible d'entrer ici en plus grand détail sur ces expériences très intéressantes, car ceci nous entrainerail trop loin. Il suffit que nous acceptions l’existence d’un principe, dont la réalité paraît démontrée par de nombreux auteurs au moyen d'expériences sur des lignes tout à fait différentes. FISCHER a pu mettre en evidence cette substance dans ses expériences de régénération, ayant recours, pour ces expériences, à la culture de tissus en vie ralentie, qui, comme nous l’avons expliqué, permet d'observer la croissance pendant une période plus longue et donnant aussi une
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plus grande facilité et sensibilité aux expériences. Les tissus cultivés sous ces conditions, cessent de croître, après avoir atteint une certaine dimension. Si on excise maintenant des parties de ces cultures, la croissance qui s’était arrêtée, reprend, la prolifération comble la plaie, régénérant la culture originelle. Une fois la plaie comblée, la culture s'arrête, tout comme la cicatrisation in vivo. Ce processus peut être répété, pour la même culture, à l’arrêt, en conditions non nutritives, les cellules recommençant leur prolifération d’autant plus vite que la blessure est répétée. Les cellules apprennent à se régénérer. De plus, il apparaît un facteur de senesence, qui fait que la vitesse de prolifération des cellules est en proportion avec l’âge de la culture depuis le moment de la mise en culture, ce qui veut dire que plus la cul- Lure est âgée, plus longtemps elle met pour se cicatriser. FiscHER démontre très clairement, dans ces expériences, que c’est le traumatisme seul qui est la cause de la prolifération renouvelée.
FiscHER, d’un côté, et EPHRuSSI, d’un autre, ont travaillé cette question pour déterminer avec plus de précision Îles facteurs en cause. Il n’y a que deux facteurs qui puissent être incriminés : la rupture de l'équilibre entre la masse de cellules et le milieu de culture, ou la mise en liberté par les cellules traumatisées de substances capables de stimuler la prolifération des cellules environnantes. FiscHER et Erx- RUSSI, éliminent l'influence de la périphérie nouvelle, qui ne règle que la forme de la culture. EPpHrussI montre, en plus, que la vitesse de régénération d’une culture est supérieure à la vitesse d’accroissement au même moment, FISCHER ayant démontré que la cicatrisation d’une plaie est suivie d’une stimulation à la croissance de toute la culture, indice de la libération de substances diffusibles. Si, comme le fait FiscHER, on blesse une culture et qu’on la lave, la cicatrisation ne survient pas. Mais le liquide de lavage ajouté à une culture normale ou arrêtée provoque une stimulation ou une reprise.
D’autres expériences d'EPHRUSSI paraissent indiquer une meilleure utilisation des substances nutritives par les cel-
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lules en voie de régénération, sous l'influence des substances libérées. EPHRUSSI ne peut pas s'empêcher, pour cette raison, de penser que ces substances doivent être de nature catalytique.
Ainsi, on a démontré que les cultures cancéreuses montrent un index mitotique élevé, par rapport aux cellules normales ; malgré cela, la croissance des cultures est plus lente que celle des cultures normales. D’autre part, nous connaissons les phénomènes de nécrose marquée du cancer. Cette nécrose est bien en rapport avec la plus grande sensibilité et fragilité des cellules cancéreuses, caractère de la maladie. FRIEDGOOD a démontré la plus grande sensibilité des cellules cancéreuses à la chaleur. RorFo et d’autres auteurs ont démontré de même pour la lumière normale, la lumière colorée, les rayons X, le radium, les substances chimiques, etc. Pour résumer, FISCHER pense que ce n'est pas une capacité de prolifération plus intense qui distingue les tissus cancéreux des tissus normaux (la prolifération des cellules en régénération est parfois plus intense même que celle des cellules cancéreuses), mais plutôt à ce que les cellules cancéreuses, quand elles sont implantées dans l'organisme, y gardent ce pouvoir de prolifération, tandis que les cellules normales passent immédialement à un état de quiescence ou reviennent à cet état. D'après FIiSCHER et son école, le problème immédiat est celui de la régénération continue des cellules, résultat compensateur de la mort des cellules malades. Le problème serait celui de la fragilité cellulaire. Même les expériences de régénération, failes comme l’ont réalisé FISCHER et EPHRUSSI, sont très démonstratives, à ce point de vue, sur le cancer. Les cellules cancéreuses, fragiles, meurent au point de la blessure, et celte plaie ne montre aucune tendance à la cialrisation. Au contraire, les cellules situées à des endroits éloignés subissent l'influence compensatrice.
Nous ne pouvons pas terminer sans étudier le métabolisme des cellules cancéreuses, ressemblant de très près à celui des macrophages. Seul l'extrait embryonnaire peut fournir
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aux cellules normales tous les éléments nutritifs dont elles ont besoin, pour leur croissance continue, les protéoses ajoutées au milieu pouvant stimuler cette croissance mais ne suffisant pas à elles seules. Les cellules cancéreuses peuvent se dispenser de l'extrait embryonnaire pendant un temps très long, se servant des protéines du plasma ou du sérum, ou encore des protéoses, peptones, peptides et acides aminés. Mais les capacités métaboliques des cellules cancéreuses peuvent varier d’une extrémité à l’autre, et on trouve des cellules cancéreuses dont la nutrition est très semblable à la normale.
Le fait que les cellules cancéreuses peuvent métaboliser les protéines des tissus normaux est bien facile à démontrer. On peut, comme l’a fait FISCHER, ajouter du vert Janus ou du rouge neutre à des cultures de cellules sarcomateuses. Après 24 heures, quand les cellules ont pris le colorant vital, on aspire un peu de liquide que l'on ajoute à des cultures de cellules normales. L'observation des cellules colorées montre qu’elles se multiplient rapidement, tandis que les cellules normales disparaissent. Quand on fait cette expérience en flacon de Carrel, on voit une zone de liquéfaction qui atteint el circonscrit la culture normale, cette dernière disparaissant en trois semaines.
FISCHER a imaginé une autre façon très élégante de démontrer cette action des cellules cancéreuses. Cet auteur met en culture un petit fragment d’intestin, qui se referme sur lui-même, formant, après 60 jours, un petit kyste, un organoïde, constitué par de l’épithélium à lextérieur, du tissu conjonctif, musculaire, etc... à l’intérieur. Si on ajoute un morceau de sarcome de Rous à cette culture, ce kyste disparaît, seules les cellules sarcomateuses restant. Le stroma de l’organoïde est digéré par les cellules sarcomateuses, tout comme la fibrine. Les cellules normales ne savent pas se protéger contre les ferments de la cellule cancéreuse, qui doivent avoir un caractère spécial. FISCHER, comme CENTANNI et d’autres, trouve que la protéolyse est l'arme la plus dangereuse que possède la cellule cancéreuse contre la cellule
normale. Etant donné que la liquéfaction des milieux survient en même temps que la mort cellulaire, le problème de la fermentation autolytique et hétérolytique des cellules cancéreuses constilue, avec la fragilité des cellules, les problèmes du cancer.
Quant au métabolisme des sucres, qui ne peut s’étudier sans analyser la respiration, nous savons que la cellule normale, d’après Winp, utilise plus d'oxygène et produit plus de CO2 que la cellule cancéreuse. De plus, la cellule normale vit dans des limites très étroites, en ce qui concerne son besoin d'oxygène. La cellule cancéreuse peut vivre avec moins d’oxygène. Ceci s'explique de la facon suivante: la cellule normale, cellule peu active, oxvde, en vie aérobie, les sucres, de la façon la plus avantageuse, par un très long processus, produisant des substances d’oxydation complète, H20 et CO?, libérant ainsi une grande quantité de chaleur. La cellule cancéreuse, au contraire, se divisant très rapidement, ne semble pas avoir le temps d’effectuer ce long processus d’oxydation. Elle se contente de scinder les sucres en deux molécules d'acide lactique ou des produits d'oxydation incomplète, produisant moins de chaleur et utilisant moins d'oxygène. La culture des tissus a montré que les cellules cancéreuses épuisent tout le sucre du milieu en deux jours (KRONTOwWSKI el BRONSTEIN), tandis que les cellules normales ne l’épuisent qu'en quatre, donc consommation de sucres plus grande par les cellules cancéreuses pour compenser leur oxydation défectueuse quoique rapide. L’insuline inhibe, à ce propos, la croissance du cancer (ROFFO), en oxydant plus vite les sucres. Il faut une quantité d'insuline six fois moindre pour produire l’inhibition des cellules cancéreuses que pour les cellules normales. Les cellules macrophagiques et les cellules embryonnaires en croissance très rapide, exhibent aussi ce genre de croissance, bien qu’elle soit moins marquée. Au contraire, ce processus de glycolyse est lYpique des cellules en régénéralion.
A part les tréphones, FISCHER a découvert l'existence d’autres substances, qu’il a nommées desmones, substances intra-
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cellulaires, qui ne sont propagées que par le contact des cellules vivantes. Si on met en culture deux fragments de cœur, chacun battant à un rythme particulier, au moment où le contact s'établit entre ces deux fragments, les deux morceaux commencent à battre à un rythme synchrone. Mais s’il se trouve interposé une couche de fibroblastes, par exemple, ce synchronisme ne s'établit pas. De même, le synchronisme ne s'établit pas entre tissus d’espèce différente, telle que poulet et canard.
A des cultures en voie de dégénérescence, mais en présence de tréphones, FISCHER ajoute des leucocytes qui stimulent la croissance de la colonie des fibroblastes. Le phénoméne est plus frappant dans le cas de cultures de fibroblastes, en conditions nutritives, soumises aux rayons X. Si à ces cultures dégénérées FISCHER ajoute seulement de tout petits fragments de cultures actives de fibroblastes, la croissance des cultures devient très active, les cellules perdant leur graisse et leurs vacuoles.
Comme les tréphones sont des sécrétions extra-cellulaires réglant la multiplication, les desmones sont des sécrétions endo-cellulaires, non diffusibles dans le milieu, importantes dans la multiplication cellulaire. FISCHER admet que c'est ce facteur qui interdit la greffe et la transplantation hétérologue. Et, en effet, ce sont des substances spécifiques aux cellules de même espèce, en ce sens que les desmones des fibroblastes, par exemple, ne sont utilisables que par ce même genre de fibroblaste. Une cellule épithéliale, ou même une autre cellule mésenchymale, ne sait pas les utiliser. La cellule cancéreuse ne connaît pas cette spécificité. Elle sait, non seulement utiliser les desmones des tissus homologues, mais encore les desmones des tissus hétérologues. C’est pour cette raison qu’une culture de sarcome infiltrera aussi bien une culture d’épithélium qu’une culture de fibroblastes. Les cellules normales, épithéliales ou conjonclives, ne peuvent interpénétrer que leurs tissus semblables, les deux cultures poussant côte à côte, sans se détruire. FISCHER conclut donc que les cellules cancéreuses savent s’avantager des desmones spé-
OO D
cifiques des autres races cellulaires, à l'encontre des cellules normales.
Les expériences suivantes servent à démontrer l’existence de ce principe. FISCHER et LASER, poursuivant des expériences de mesure d’énergie résiduelle, sur des cultures pures de carcinomes, avec et sans addition de tissus frais et de sérum, acquièrent la preuve indiscutable que lutilisation du sérum dépend de la présence des cellules normales du fragment ajouté et de leur influence sur les cellules cancéreuses. Les auteurs concluent que les cellules cancéreuses, au contact des cellules normales, deviennent capables d’utiliser le sérum.
Les mêmes auteurs, avec MAYER, étudient de plus près ces influences intertissulaires. Ils mettent des fragments en cultures affrontées. En ce qui concerne des cultures affrontées de fibroblastes et de cellules épithéliales, il n’y a aucune stimulation, mais plutôt une inhibition. Dans le cas de carcinome et de fibroblastes, cependant, la culture maligne se trouve stimulée, la culture normale inhibée. Les cellules cancéreuses sont stimulées aussi bien par des tissus homo- ou hétérotypiques. Les additions de tissus vivants sont plus favorables que l’addition de fragments morts. Il ÿ à une première stimulation de la croissance cancéreuse avant tout conact des cultures, indiquant un facteur diffusible, et une deuxième stimulation au moment du contact qui ne peut s'expliquer que par l'existence des desmones. FISCHER trouve encore deux influences distinctes dans l’action de la culture cancéreuse sur la culture normale : stimulation avant contact (comparable au stroma réaction), suivi d’inhibition au contact.
LA CANCERISATION IN VITRO
La cancérisation in vitro semble capable de fournir une solution directe du problème du cancer. Pour accomplir de telles expériences, cependant, il faut d’abord des tissus cancérisables et des mécanismes cancérisants. Ceci fait, on aurail de plus grandes chances de trouver une thérapeutique plus rationnelle et directe.
Depuis vingt-cinq ans qu’on étudie des cellules in vitro, malgré les conditions de vie très actives des cellules, qui semblent être aussi celles de la régénération continue, on n’a jamais observé de cancer spontané. Il est vrai qu’on peut observer, in vitro, certains aspects qui ont reçu le nom de cataplasie, dans lesquels les cellules peuvent prendre un aspect atypique. C'est ainsi que CHampy et Coca, étudiant leur adénome bénin, le voient devenir plus atypique. VERRATI donne la même observation pour l’adénome qu’il cultiva. FISCHER signale quelques atypies pour l’épithélium d’iris normal, et CHLOPIN pour l’épithélium vésical. ZYMBAL note des atypies pour la glande parotide. De nombreux auteurs signalent, et de plus en plus, de rares amitoses, des cellules géantes ou binucléées, etc, sans que ces caractères constituent un degré d’aberration du normal.
Maximow a signalé jusqu’à quel point ces atypies peuvent simuler des aspects cancéreux, dans l’étude de la glande mammaire in vitro. En effet, dans les cultures de cette glande, il apparait, spontanément, des mitoses multipolaires, des cellules géantes et la formation de globes cornées. Les cellules de ces cultures se montrent capables d’infiltrer des fragments de tissus normaux ajoutés (la glande parotide possède aussi cette propriété, d’après ZyYMBAL), mais les greffes sont néga-
lives et on pense, comme MaxiMOw, que ces cultures ne sont que paranormales, leur disposition étant expliquée par l’excitation mécanique ou chimique, et l’absence d’inhibition normale.
Les expériences faites dans le but de provoquer du cance: in vitro suivent classiquement deux voies : les expériences failes avec les substances cancérigènes extraites des tumeurs dites à principe filtrant, et les expériences faites avec des substances chimiques de composition connue, ou sous l’influence des rayons X, etc.
S'il y a un moyen sûr de provoquer la cancérisation in vitro, c’est en faisant subir à des cultures de macrophages du sang, l'influence de l’extrait de sarcome de Rous. Nous avons eu plusieurs fois l’occasion de parler de ce « virus » du sarcome de Rous, en présence duquel des cellules peuvent se cancériser. Cet extrait, acellulaire, injecté à lui seul à l’animal, provoque des tumeurs absolument identiques aux tumeurs d’origine. CLAUDE et d’autres chimistes ont essayé d'isoler ce principe, qui se conduit comme un principe chimique. CLAUDE a réussi à concentrer la substance à un point très poussé; il trouve que cette substance n’est ni une proléine, ni un lipoïde, ni une graisse. MurPHY, DURAN et REY- NOLS trouvent que le principe de Rous est fixé et inactivé par le tissu mésodermal de poules susceptibles mais non duns le cas de tissus d'animaux non susceptibles. Cette substance, qui se comporte comme une substance chimique par ses réactions de précipitation et de solution, manque de similitude avec le virus vivant dont l’infectivité augmente au contact des tissus.
GATES, comparant l’activité des virus filtrants, des phages et du principe de Rous, en les soumettant à l’action des ‘ayons ultra-violets, trouve qu’il faut une énergie énorme pour inactiver le principe de Rous, par rapport aux phages et virus vivants, énergie qui est de l’ordre de celle nécessaire pour détruire les ferments.
CARREL rend d’abord cette substance incapable, dans l’exail desséché, de provoquer une tumeur chez la poule en
inoculation. Il met ensuite la substance de Rous en contact avec des cultures pures de macrophages du sang de poule. Ces cellules, nous l’avons vu, sont de grandes cellules amiboïdes, longues et agiles, à protoplasma clair, qui émigrent dans le coagulum en colonies peu denses, sans jamais former de tissu. Le milieu reste homogène et transparent, ne se liquéfiant que peu ou pas. Les cellules mortes (arrondies el à cytoplasme sombre, granuleux), sont très rares. Les cellules envahissent le milieu entier d’un flacon CARREL en deux-trois semaines; leur transformation en fibroblastes est exceptionnelle dans des conditions normales et favorables pour leur croissance. Les cultures de macrophages normales, comme toutes les cultures de tissus normaux, ne donnent pas de tumeur quand elles sont greffées à des poules.
Mais avec la substance de Rous atténuée, les cultures pures de macrophages acquièrent les propriétés suivantes:
1) Maladie et mort des macrophages. — Les macrophages peuvent se multiplier pendant plusieurs semaines et envahir le milieu entier sans que leurs caractères soient allérés de facon sensible. Mais déjà l’inoculation à la poule donne une tumeur, cependant moins maligne que d'ordinaire. Mais souvent on trouve déjà certaines altérations, à partir du cinquième jour, quelques cellules rondes et sombres s’agglomérant en petites masses parmi des macrophages actives. Les macrophages à pseudopodes actifs se chargent de granulations. Les îlots nécrosés augmentent de nombre et de volume, le coagulum perd son aspect homogène, et il y a un début de digestion de la fibrine en quelques points.
2) Digestion de la fibrine du milieu. — La digestion de la fibrine du milieu est comparable à celle que l’on observe dans une culture de sarcome primitive. La surface du milieu a l'aspect d’une étoffe rongée par les mites, ou d’une carte géographique, avec des géodes ou des cratères. Les trous deviennent plus ou moins grands, les cellules autour meurent en grand nombre.
3) Transformation des macrophages en fibroblastes. —- Ceci s’amorce autour des masses amorphes. Le cytoplasme
est plein de vacuoles et de granulations, le noyau petit, l’activité faible. Ce fibroblaste est semblable au fibroblaste des cullures de sarcome primaire (nous avons vu que FISCHER avait trouvé ces fibroblastes sans malignité). A ce moment (21 jours), l’inoculation des cultures polymorphes à la poule donne des tumeurs malignes à évolution rapide. Les cellules amiboïdes disparaissent après deux-trois semaines, se transformant toutes en fibroblastes. La nécrose qui accompagne ces transformations est considérable et s'accompagne de prolifération intense.
4) Reproduction du principe de Rous. — Le principe de Rous se multiplie dans ées cultures, puisqu'elles en contiennent beaucoup plus à la fin qu’au début.
Ces expériences montrent que les macrophages sont sensibles au principe de RoUs, au contact duquel elles se transforment en cellules malignes. Les macrophages sont donc loin de posséder toujours le rôle de défenseur de l’organisme. N'est évident que dans la génèse d’un sarcome de Rous, leur rôle est opposé, qu’elles empêchent la destruction spontanée du virus dans les humeurs, permettant sa multiplication et devenant elles-mêmes des cellules propageant la maladie. Il semble paradoxal que des cellules malades, dont la résistance est moindre (comme témoigne la mortalité augmentée des macrophages dans ces cultures), et la vie plus courte que celle des cellules normales, puissent donner dans l'organisme naissance à des tumeurs douées d’un pouvoir illimité de croissance. Cependant, le développement d'un sarcome de Rous peut s'expliquer facilement par les propriétés que constate CARREL dans les cellules malignes. On sait que les macrophages (ou tréphocytes de Carrel) sont les cellules qui fabriquent les substances excilo-formatrices ou tréphones, qui provoquent in vitro la stimulation à la division cellulaire, Ces substances sont libérées sous certaines conditions, certainement après la mort des cellules. La mort d’un élément détermine donc la stimulation à la multiplication d’autres éléments. Ceci est d'autant plus probable, depuis les recherches de HALLAUER, qui démontre dans le sang leucémique humain des substan-
ces stimulantes, probablement les tréphones, qui sont responsables de la régulation du nombre des leucocytes en circulation dans le sang. Cet auteur trouve que le sérum normal (comme le démontrèrent FISCHER, CARREL et Al), exerce une action inhibitrice sur les cultures normales. Le sérum de sang leucémique, au contraire, est stimulant. Dans les leucémies aleucémiques ou les leucémies traitées par les rayons X, l’action revient à celle du sérum normal.
La maladie donnée aux macrophages par le principe de Rous, possède trois caractères : 1) de se propager indéfiniment; 2) de ne pas empêcher la multiplication cellulaire; 3) de tuer lentement les cultures.
CARREL a comparé l’action de l'extrait de sarcome de Rous avec celui d’un sarcome produit par le goudron, le sarcome de McFauL, ajoutant ces extraits à des fragments de rales en flacon de CARREL. Quant au sarcome de McFaAUL, cette tumeur est bien la plus maligne des sarcomes connus, tuant en quatre-cinq jours, le principe filtrant étant lui aussi très toxique et tuant l’animal; les tumeurs sont de croissance rapide, les hémorragies très abondantes. Après avoir ajouté les extraits de ces deux sarcomes à des fragments de rates, on trouve, 24 heures après, quelques cadavres de macrophaves. La digestion de la fibrine commence après huit jours. A ce moment l’inoculation à l’animal peut produire une tumeur maligne. En comparant les évolutions des deux transformations, on trouve
Sarcome de McFaul. Sarcome de Rous Digestion de la fibrine en peu Petits anneaux à contours irréd’endroits, 2-3, creusant de larges guliers et blanchâtre. Débute en trous, à bords irréguliers et brus- plusieurs régions par des raréfacques, non garnis de masses nécro- tions autour desquelles se trouve
sées. L'aspect rappelle beaucoup le tissu nécrosé. La digestion de-
celui de cultures de rate traitées vient plus profonde en même temps
par de faibles quantités de gou- que d’autres points apparaissent.
dron. La surface se présente en carte de géographie, une mer parsemée d'îles nombreuses, à contours irréguliers.
L’addition de plasma retarde la L’addition de plasma ne retarde Jigestion de la fibrine. pas la digestion de la fibrine.
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Ces différences sont sans doute d'importance secondaire, traduisant au plus, une particularité du mode d'action des principes filtrant et leur constitution. Les deux principes ne sont pas, en tout état de cause, les mêmes, mais ils ne peuvent pas être très différents. CARREL a aussi comparé ces principes avec ceux dérivant d’autres sarcomes, produits par l’arsénic et lPindol.
Ce qui nous intéresse le plus, dans ces expériences, est ce changement d'état dans lequel des cellules bien portantes, sous l’influence d’une substance, deviennent des cellules fragiles, à mortalité élevée. CARREL, d'accord avec Fis- CHER, Voit dans le problème de la cancérisation, une question de régénération, entretenue par des cellules qui meurent constamment. Mais CARREL va plus loin en insistant sur le rôle de lirritation. On sait depuis longtemps que les injeclions d’arsenic donnent parfois lieu à des sarcomes. CARREL inocule à des poules de la pulpe embryonnaire, qui, au plus, peut donner un petit kyste bénin. En injectant maintenant de l’acide arsénique intraveineux il se développe un tératome malin qui est transplantable. Cetle tumeur donne un extrait toxique in vivo et donne, avec des macrophages in vitro, les mêmes phénomènes que le principe de Rous. L’indol, injecté dans les mêmes conditions, donne aussi une lumeur maligne, mais l'extrait de cette tumeur ne paraît pas posséder les mêmes propriétés.
Le rôle des substances filtrantes dans la formation des tumeurs conjonctives de la poule peut être envisagé de la façon suivante, d’après CARREL. Quand le goudron, la substance dérivant de son action sur les tissus, ou l’arsénic, ou enfin la substance de RoOUSs, se trouve au contact de cellules en voie de multiplication, les cellules fabriquent un principe analogue à l’agent de Rous. Cette substance, au cours de la ma'adie des cellules, continue à être produite par les cellules, comme la substance Ivtique de Tworr. La malignité d’une cellule doit donc être considérée comme un désordre du mélabolisme, se propageant elle-même, et déterminée par des facteurs non spécifiques tels que goudron, arsenic et certai-
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nes substances produites par les bactéries, les helminthes, les tissus brûlés par les rayons X, le radium, etc. De même, il est possible que des substances toxiques présentes dans le sérum normal agissent sur les cellules d’une région chroniquement irritée, de la même façon que le goudron injecté dans les veines sur la pulpe embryonnaire greffée sous la peau. Il invoque deux facteurs : un facteur d’irritation chronique, avec son influx de leucocytes, cellules hautement sensibles, et un facteur de substance toxique, présente sur place ou circulant dans le sang.
Est-ce que les autres expériences avec des substances cancérigènes, non tumorales, sont plus concluantes ? JUHACZ- SCHAFFER avait déjà observé des modifications des cellules après culture avec le goudron, substance reconnue cancérigène. CARREL, LANDSTEINER, FISCHER, opérant sur des cultu- ,res pures de fibroblastes soumises à l’action de goudron ou d’arsenic, trouvent des résultats négatifs, les greffes aussi. Dans une autre série de travaux, LASER, employant des fragments de rate, qui contiennent à la fois des fibroblastes, cellules macrophagiques et cellules réticulo-endothéliales, qu’il cultive dans le plasma de poule, ayant reçu des injections de goudron, obtient après seulement cinq passages, une tumeur transmissible. FISCHER cultive du tissu splénique d’embryon de poulets de 17 jours, en présence de goudron ou d’acide arsénieux, à des taux où ces substances n’ont aucune action inhibitrice pour les cellules. Après quatre-six passages, on observe de la liquéfaction du milieu, et après dix-onze passages au contact de ces substances, plus sept-huit dans des conditions normales, l’auteur fait des greffes en injectant ces cellules et tissus à des poules.
Dans le cas de l’arsenic, ces cultures provoquent, après trois-quatre semaines, des tumeurs myéloïdes, à caractères mucilagineux, montrant au microscope des cellules polygonales, mais principalement des cellules rondes. Il y a une tendance à la dégénérescence myxomateuse. La lumeur se greffe en série. Avec le goudron, dans les conditions décrites ci-dessus, une tumeur se produit chez la poule, qui est régressive. La tumeur est très fibreuse, nécrosée au centre.
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L'idée du rôle de l’irritation, dans la formation des tumeurs, n’est pas nouvelle. VIRCHOW l’avait soupçonné. Rous, PENTAMALLI l’avaient démontré. Ainsi, on peut, comme Mai- SIN, faire apparaître un cancer, par badigeonnage de l'oreille avec du goudron, à un endroit autre que l'application, en provoquant une irritation chronique à des points différents. Le rôle du macrophage est indiscutable. D'ailleurs, toutes les expériences de cancérisation de fibroblastes en culture pure in vitro ont échoué, avec les principes extraits des tumeurs, ou avec les substances cancérigènes chimiques (des LIGNÉRIS paraît avoir obtenu un cas de transformation, mais il n’a pas été confirmé). Nous possédons maintenant des substances cancérigènes très puissantes, dans le groupe du méthylcholanthrène et les benzopyrènes, dont les formules les rapprochent des substances produisant l’œstrus dans l’organisme. En France, OBERLING et GUÉRIN ont obtenu 100 % de tumeurs avec le 1-2-5-6 benzopyrène synthétisé par SANNIÉ, en injectant moins d’un milligramme de cette substance chez le rat, la souris et la poule, tumeurs qui apparaissent en quatre mois. Cette substance provoque différentes tumeurs, conjonctives et épithéliales, comme l’ont confirmé différents auteurs qui ont essayé l'efficacité de ces produits, élaborés par Cook, KENNAWAY et leurs collaborateurs. En travaillant avec des fibroblastes en culture pure, des rats par exemple, où on ne peut pas invoquer une contagion par le principe de Rous, le Bureau National d'Hygiène des Etats-Unis a pu préciser, en 1935, après deux années de recherches, que les fibroblastes de rats ne se cancérisaient pas in vitro en culture pure. Nous avons aussi essayé l’influence de cette substance sur des cultures pures de fibroblastes de rat et de poule, sans apercevoir des changements. Cette substance à pourtant bien une action sur les cellules, modifiant leur métabolisme, qui se trouve activé. M. R. LEwIs, travaillant avec des fibroblastes embryonnaires de poulet, n’a pas trouvé de cancérisation, mais une sensibilité marquée des cellules, qui montrent toutes les modifications chromatiniques qui ont été décrites pour les cancers. Ces modifications sont aussi produites par toute
une série de modificateurs de la lension superficielle : ammoniaque, éther, rayons X, etc, sans que les cellules soient cancérisées.
Les expériences d'irradiation aussi, semblent produire le même effet. Il est indiscutable que dans l’organisme, l'irradiation, par le radium ou les rayons X, est capable de provoquer, d’abord, une irritation chronique, suivie d’une cancérisation. In vitro, on n’a jamais observé de transformation cancéreuse de cultures pures de fibroblastes. Les fortes doses provoquent la mort de la cellule à court intervalle. Les faibles doses montrent un temps de latence, avec des modifications chromatiniques, mais la vitalité des cellules est réduite. D’un autre côté, BISCEGLIE, exposant des fragments de rates, tissus mixtes contenant des macrophages, d’embryons de poulets de 17-18 jours, obtient une liquéfaction du plasma après trois passages (7 jours). Les greffes produisent trois tumeurs, qui ressemblent au sarcome de Rous.
Ce qui paraît caractériser, en somme, la cancérisation des tissus, est la formation par les tissus, en présence de macrophages, d’une substance chimique qui agit d’une façon ou autre, sur les cellules d’un certain type. Cette substance continue à être produite, une fois que les cellules ont appris à l’élaborer, même après disparition des facteurs l’ayant engendrée.
LES BASES DU CANCER
Nous n’avions l'intention, en préparant cette thèse, que de résumer quelques travaux sur le cancer par la culture des tissus. Le but de ce travail aura été atteint quand nous aurons exposé ceux-ci et démontré leur importance pour l'étude du cancer. Mais il ne faut pas oublier que la culture des tissus n’est qu’une discipline, non une science, et que les biologistes et médecins qui l’emploient doivent mettre à profit les connaissances tirées de toutes les divisions de la cancérologie pour comprendre le cancer. C’est pour cette raison que nous allons essayer d’écarter la théorie chromosomiale en tant que cause du cancer, et de ranger les faits qui semblent ne permettre une théorie cancéreuse que sur la base de la croissance normale.
L'histologie s’est toujours préoccupée de l'aspect cancéreux des cellules des tumeurs, et toute théorie du cancer, jusqu'ici, a été fondée sur des modifications micro-anatomiques qui, elles, sont responsables de l’état cancéreux de la cellule. Un autre groupe d'auteurs, voulant réagir contre ces théories, vont à l’autre extrémité, prétendant qu’il n’existe pas de cellule cancéreuse, telle qu’elle nous est révélée par les méthodes histologiques. Mac Carry insiste sur le fait que les caractères microscopiques rattachés communément aux cellules cancéreuses (irrégularité de forme, monstruosités de noyaux, asymétrie des mitoses) sont'en grande partie artificiels. Sans fixation préalable, dit-il, la cellule vivante ne présente pas ces aberrations et se rapproche, plutôt, de la cellule normale en
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régénération, malgré quelques différences dans les proportions des divers éléments (granules plus fins, noyaux plus petits par rapport à la dimension cellulaire, dans les cellules en régénération). De même, pour BEUTTNER, il n’existe pas de cellules cancéreuses se distinguant par des particularités structurales.
Il y a ici une contradiction apparente entre deux thèses, l’une qui veut que les cellules tumorales possèdent des caractères modifiés, l’autre qui veut qu’elles n’en aient pas. Les deux thèses peuvent être accordées par la culture des tissus. I existe bien des différences morphologiques entre cellules cancéreuses et cellules normales, mais ces différences ne sont pas l'expression du caractère essentiel de la cellule cancéreuse. Nous avons vu qu’il y a des cancers qui sont caractérisés par l'absence presque complet de changements morphologiques, comme il y a des cancers où ces changements sont très frappants. Qu’on parle de tissus cancéreux ou de tissus normaux, l'aspect n’est que fonction du métabolisme de la cellule. Dans les cellules cancéreuses où le métabolisme est très changé, les changements morphologiques seront plus frappants.
Depuis von HANSEMANN, l’idée génétique ou nucléaire du cancer a prévalu, exprimée de différentes façons mais se résumant toujours dans la transmission de mutations de mitoses anormales. Von HANSEMANN avait prétendu que le cancer prend son origine dans des mitoses asymétriques.
BOvÉRI modifiait peu cette conception en disant que le cancer est un tissu aberrant produit par la multiplication anormale héréditaire. FARMER, MOORE, WALKER, HEINBERG croyaient, eux aussi, que la modification du nombre de chromosomes est le fait important dans la génèse du cancer.
LEWIS, POLITZER et d’autres ne peuvent pas accepter ce point de vue. IIs admettent que le tissu cancéreux montre bien des nombres ou aspects de chromosomes aberrants, mais ils voient aussi des cellules avec un nombre de chromosomes normal et lypique. Ceci, couplé avec le fait qu’ou cultive d’une part des tumeurs dont le caractère est de montrer des cellules
possédant toujours des chromosomes normaux, tandis que d’autres tumeurs donnent des cellules qui sont modifiées, fait croire que l’altération du nombre chromosomial serait sous la dépendance d’un autre facteur, tel le métabolisme modifié, symptomatique des conditions nouvelles de la vie cellulaire, el non une cause du cancer. Même, il parait très probable que dans les cultures contenant des cellules ainsi modifiées, que ces cellules soient profondément modifiées et changées, el qu’elles soient vouées à la mort. Si on trouve dans les cultures de ces cellules bouleversées des sécrétions caractéristiques de la glande thyroïde, de la bile, ne serait-il pas plutôt probable que ces substances soient sécrétées par des cellules dont le noyau ne soit pas encore atteint et changé par la maladie de la cellule ?
D’après la définition d’une mutation, il est certain qu’on devrait trouver dans les cellules filles un nombre ou aspect anormal de chromosomes, tel qu’observé dans ces cellules modifiées, ce qui n’est pas toujours le cas. Le cancer peut alors être une mutation sans changements évidents dans la structure ou nombre de chromosomes, mais ceci est chose différente et écarte en tous les cas l’hypothèse que le cancer est dû à une mutation du nombre de chromosomes ou à l’existence d’hypoploïdies ou de polyploïdies.
La cellule binucléée, par exemple, n’est pas un fait normal, pour ces mêmes classiques. Pourtant MUNTZER, dans le foie de rongeurs trouve jusqu’à 26 % de cellules binucléées, 11 % chez l’homme, 1 % chez le cheval. Dans les cultures, d'autre part, LyNcH en démontre dans le foie, FISCHER dans le muscle lisse, le rein, STRANGEWAYS pour le cartilage, l'iris, LEWIS el WEBsTER trouvent des cellules plurinueléées contenant jusqu’à 60 noyaux, sans que pour cela Îles cellules soient changées. J. ZWEIBAUM et Y. SZEJMAN ont étudié in vitro les influences qui peuvent provoquer lapparition de ces cellules binucléées; ils trouvent que l'accumulation des produits de métabolisme cellulaire, l’augmentation de CO? dans la culture, loxydation diminuée, l'augmentation de l’acidité du milieu, le dessèche-
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ment, l’hypertonie et l’abaissement de la température sont aulant de facteurs qui peuvent produire des cellules binucléées, qui se forment par amitose, leur formation étant aussi liée à une augmentation de la viscosité du cytoplasma.
Ce qui est très démonstratif est la longue série de travaux iniliés ou instigués par les Lewis. M. R. Lewis faisant agir le rouge neutre réduit de Clarke sur des cellules normales, observe des modifications mitotiques réversibles, survenant surtout au moment de la métaphase. La mélaphase est prolongée, il y a adhésion anormale des chromosomes, donnant lieu à des chromosomes aberrants, qui forment quelquefois des vésicules chromosomiales libres dans le cytoplasme, et parfois explusion de 1 ou de 2 chromosomes, produisant ainsi un nombre hypodiploïde de chromosomes. En 48 heures, le temps que met le fluorescent-X à s’oxyder de jaune en rouge, tout rentre dans l’ordre. On ne connaît pas l’évolution des cellules qui ont expulsé des chromosomes ; ces cellules ne se divisent pius.
Dans un autre travail, le même auteur avait étudié la solation réversible du fuseau mitotique, employant un milieu dilué. Elle à trouvé que le fuseau se dissout et se répand dans le milieu pour une concentration de 0,9 à 0,6 % et que la mitose est inhibée., Ce phénomène est réversible.
M. R. Lewis oblient des figures mitotiques anormales en faisant agir la chaleur. ROSENFELD trouve des phénomènes semblables en faisant agir l’éther ou lammoniaque. WHITMAN reproduit la plupart des phénomènes avec le radium, KEMP avec les rayons X, MOTrrRAM avec les rayons X et le radium.
Ajoutons à ces faits les modifications de l'aspect du cytoplasme. Le Professeur VERNE avait remarqué pour des cellules normales que l’acide carbonique et d’autres substances provenant du métabolisme cellulaire, suffisaient avec le manque d'oxygène, à amorcer des modifications dans les colloïdes du plasma qui se traduisent par l'apparition de granules dans un système préalablement homogène. Les granules de graisse qui apparaissent dans les cellules de cultures âgées, ne traduisent que la souffrance cellulaire dans des conditions chimiques
du milieu. BasrTA, OLIVO, WiLLMER et d’autres auteurs ont examiné l'influence du milieu sur l’aspect cellulaire et trouvent des modifications qui dépendent directement de la composilion du milieu.
Nous croyons fermement dans la théorie colloïdale du protoplasma et l’existence d’une membrane cellulaire séparant le milieu intérieur du milieu extérieur. L'observation directe sur des cellules normales in vitro montre que la modification de la mitose et l’aspect morphologique est chose facile par des substances modificatrices de la tension superficielle. Toutes les observations semblent confirmer que les substances ou mécanismes agissent en fluidifiant ou en épaississant le cytoplasme et le nucléoplasme, phénomène réversible. Lewis et Lewis ont montré, pendant l’exposiltion aux vapeurs d’ammoniaque une augmentation du pH intracellulaire, par observation directe des granules de rouge neutre.
Or, les chromosomes ne sont que des particules, dans le système colloïdal protoplasmique, soumis à tous les changements intervenant dans ce système, quant à leur forme et leur arrangement. Le fait que tout l’appareil mitotique, qui ne paraît que par cristallisation dans un milieu préalablement homogène, puisse être influencé, de cette façon par des substances qui ne sont que des modificateurs de la tension superficielle et de la perméabilité cellulaire, semblent indiquer que les changements en question sont de simples effets colloïdaux, causés par les changements de métabolisme et la présence de substances dans la présence desquelles les cellules n’ont pas l'habitude de vivre. Cette hypothèse semble s’appliquer aux aspects qu’on observe pour Îles cellules concéreuses, et dans ces conditions, nous tendons à rejeter la possibilité d’une mutation d’après la définition que nous connaissons. L'aspect chromosomial dans le cancer est un effet concomitant de la maladie. Tous ces aspects se retrouvent au maximum de leurs effets avec l’action du 1-2-5-6 benzopyrène, substance hautement cancérigène dans l’organisme, compliqués par un facteur de photosensibilité troublant. M. R. LEwis, pratiquant des cultures de tissus normaux, avec des con-
centrations de cette substance jusqu’à 0,1 %, non toxiques, trouve qu’à l'abri (relatif) de la lumière, les cultures montrent un aspect normal. Mais en examinant les cultures à l'éclairage d’une lampe normale (100 bougies), il survient des phénomènes de photosensibilisation des cellules. Il y a deux actions : phénomènes immédiats survenant dans les 2-10 minutes après l'exposition à la lumière, et des phénomènes retardés, quand l'exposition à la lumière n’a pas été trop longue et que les cellules ont été remises à l’étuve.
En ce qui concerne les effets immédiats, on voit une augmentation du mouvement brownien des globules graisseux, les mitochondries, en filaments, deviennent moins régulières d'épaisseur et plus actives. Dans les cellules en mitose, les fuseaux se raccourcissent et ce terrain est gagné par le chondriome et les granulations. Les chromosomes se répartissent en anneau tel que dans une prophase avancée. La mitose s’arrête. Dans les cellules au repos, le nucléole est granuleux, le noyau trouble et la paroi nucléaire est réfringente.
Dans le cas d’action remise, on trouve des chromosomes retardataires l’addition de 1 ou 2 chromosomes avec manque de chromosomes dans les cellules sœurs correspondantes. On voit des mitoses tripolaires et multipolaires. Du point de vue de l’évolution des cellules, l’action paraît semblable à celle de la chaleur, de l’éther, de l’'ammoniaque, déjà signalée.
Les rayons X et le radium constituent de bons moyens expérimentaux pour la culture des tissus. BURROWS, AMATO, FRIK et POSENER, CANTI et SPEAR, SPEAR, FLUM, HOLMES, STRANGEWAYS ont examiné les cellules normales soumises à des irradiations. En général, on trouve une action de l’irradiation plus ou moins semblable à celle du benzopyrène. Après 5 minutes d'irradiation, il ÿ à une diminution dans le nombre de prophases. Après 10 minutes, on à aussi une diminution dans le nombre des phases avancées. Après 1/2 heure les mitoses sont rares. Quand on remet les cellules à l’étuve, on trouve des phénomènes de latence qui varient directement avec la dose de l’irradiation. Après 5 minutes d'irradiation, les cellules déjà en prophase continuent leur mitose et on ne distingue pas de changements. Après
10 minutes, il y a une modification définitive dans les chromosomes, modification qui s’observe à partir de la mélaphase. La métaphase est allongée, pouvant durer une heure et dans l’anaphase, les mouvements des chromosomes sont tellement lents que les deux phases n’en forment qu’une seule. Une des cellules sœurs peut recevoir dans ces condilions, plus de chromatine que l'autre. Les chromosomes, d’ailleurs, montrent des varicosités, sont fragmentés et dégénérés. Mais malgré une division inégale de matériel chromatinique, les cellules paraissent saines (quoique de dimensions inégales, en rapport avec la quantité de chromatine reçue). On trouve des cellules binucléées.
Ces cultures peuvent être repiquées, mais beaucoup sont vouées à la mort. Après une petite dose, il y a une période de latence ; la vie paraît plus ou moins illimitée. Après une forte dose, on trouve une hypertrophie des cellules avec fragmentation marquée des chromosomes, suivie de la mort cellulaire. Quand les cellules sont peu modifiées par les rayons X, on peut obtenir des divisions multipolaires, donnant des cellules polynucléées. |
Les cellules ainsi modifiées paraissent altérées de façon permanente et quand laltération n'est pas survenue de facon trop brusque et violente, leur viabilité et capacité reproductive ne sont pas atteintes. STRANGEWAYS conclut que des cellules de type nouveau peuvent être produites qui, pendant un nombre de générations indéfinies, vont se reproduire d’après une formule qui ne paraît pas celle des cellules génératrices.
Ces cellules ne sont pas cancéreuses, mais leur aspect Îles rapproche certainement de ces cellules. HOLMES a essayé de voir, in vitro, les facteurs métaboliques pendant lirradiation cellulaire, qui peuvent être responsables de tels changements. La théorie suggérée est que lirradiation provoque une destruction générale de la cellule, destruction s’accompagnant aussi de celle des ferments intracellulaires, les plus solubles étant les premiers détruits. L'auteur trouve que des cellules normales, sous l'influence des rayons gamma, montrent une inhibition de la glycolyse. Le métabolisme des protéines
paraît aussi influencé, mais moins régulièrement, cette fonction paraissant plus résistante. L'auteur a vérifié ses résultats en soumettant des cellules à des températures très basses, auxquelles il y a formation de cristaux de glace et désorganisation de la structure colloïdale. Ici encore, la glycolyse est réduite, montrant que les rayons X ont bien une action destructive, non seulement sur la structure colloïdale, mais aussi sur les ferments intracellulaires.
FRIK et POSENER, d’autre part, en irradiant des tissus, ont trouvé que bien que la glycolyse soit très réduite, la respiration aérobique peut atteindre des chiffres plus considérables qu’à l’état normal, et ils se demandent, si dans ces conditions, les cellules ne s'adaptent pas pour utiliser les protéines ou autres substances qui peuvent remplacer les hydrates de carbone pour la production de l'énergie. HOLMES a démontré, d’ailleurs, qu’en l'absence d’hydrates de carbone, appropriés à l’utilisation cellulaire, le mouvement cellulaire dans des cultures se fait aux dépens des protéines, comme le témoignent l’augmentation de l’excrétion de l’urée et de lammoniaque dans un milieu contenant du xylose, sucre inoxydable in vitro.
Comment peut-on interpréter toutes les expériences qui ont été faites sur les tissus normaux et cancéreux en vue d’éclaircir le problème du cancer ? Tout mène à croire que le cancer ne peut s'expliquer que sur la base de la croissance normale mais pervertie. Qu’une cellule se trouve dans un organisme, Où ses processus métaboliques se trouvent plus ou moins réduits, ou que cette même cellule se trouve in vitro, en culture où les processus métaboliques sont beaucoup plus actifs, l'aspect de cette cellule n’exprime que l’équilibre entre le milieu intérieur de la cellule et son milieu extérieur, aux dépens duquel elle doit se nourrir. Ceci, au moins, est un axiome qui ne demande pas de preuve. Or, il est évident que la cellule sait s'adapter à de nouvelles conditions changées. Il faut admettre, dans ces conditions, que le milieu extérieur a changé par rapport au milieu intérieur, mais nous pouvons aussi dire que le milieu intérieur de la cellule se trouve changé par rapport au milieu extérieur dans lequel cette cellule avait pris l’habitude de vivre.
La vie d’une cellule n’est qu’une succession d'analyses et de syn-
HO
thèses. Les facteurs qui président à ces opérations cellulaires sont des fonctions catalytiques. L'équilibre entre une cellule et son milieu sera en fonction des ferments sécrétés par la cellule et appropriés à accomplir les phénomènes chimiques que comporte la vie cellulaire harmonieuse. S’il survient un changement de milieu, extérieur ou intérieur, tel qu’un déséquilibre en résulte, la cellule doit s’adapter ou mourir. Et en effet, le plus souvent, la cellule meurt. Si la cellule s'adapte, et nous savons que cette adaptation se fait encore assez souvent, elle apprend à utiliser son nouveau milieu. Cependant, cette nouvelle capacité de la cellule peut être différente de celle des autres cellules de l’organisme, ce qui fait que la cellule qui se trouve ainsi modifiée peut être différente, de ce point de vue des autres cellules.
Ce processus de modification cellulaire est bien plus complexe qu’on ne le pense, à première vue, et atteint toute la cellule. Quels sont les facteurs qui peuvent changer le milieu extérieur de la cellule. D’un point de vue étiologique, nous voyons facilement toutes les causes qui ont été énumérées pour le cancer : goudron, benzopyrène et substances cancérigènes, arsénic, parasites, bactéries, virus, traumatisme, etc. Les rayons X et le radium atteindront les colloïdes cellulaires directement. Les rayons ultra-violets, la lumière, peuvent ainsi changer le milieu. Les substances toxiques de la senesence, circulant dans l’organisme peuvent avoir le même effet. Pour des organismes soumis à des changements d’activité alternants, tels le sein, l’utérus, etc, et encore les tumeurs présentant un aspect héréditaire, les cellules de ces organes trouvent leurs milieux changés sous l’effet de sécrétions internes.
Cependant tout ceci n’est qu'hypothèse. Ce qui est plus intéressant est de regarder,, d’un point de vue physico-chimique, les changements de milieu qui peuvent provoquer le déséquilibre en question. Tous les phénomènes physico-chimiques s’imbriquent pour produire cet effet. Le phénomène le plus important est le changement de la tension superficielle, avec son influence sur la perméabilité cellulaire, qui, nous l’avons vu, est capable de provoquer l’apparition de tous les aspects cancéreux. L'augmentation ou diminution du pH du milieu aura sa répercussion sur Îles points isoélectriques des colloïdes cellulaires et extra-cellulaires, sur la dissociation des sels et la distribution de ces sels, sur la viscosité du cytoplasme et du nucléoplasme, sur l’activité des ferments cellulaires. Nous croyons que la cancérisation n’est pas un phénomène brusque, mais plus ou moins lent. Avec SOKOLOFF nous voyons deux étapes dans ce phénomène : 1) une étape de déséquilibre, de cancérisation, dans lequel la cellule s’efforce à s’adapter à des conditions changées, ou meurt par suite des changements qui sont provoqués dans son système colloïdal ; 2) Un état où la cellule, non seulement
a appris à utiliser son nouveau milieu, mais est en équilibre pius ou moins parfait, un nouvel équilibre qui bouleverse cependant toute la cellule, l’état de cancer. Et c’est peut-être pour cette raison que la cellule cancéreuse est ainsi une cellule fragile.
Nous ne pouvons pas entrer dans cette thèse, en très grand détail concernant les théories du cancer, fondées en plus ou moins grande partie sur des travaux de culture de tissus. Elles contiennent toutes beaucoup d’hypothèses en ce qui concerne la nature de la vie cellulaire normale, encore à élucider en borne partie. Nous pouvons cependant indiquer deux des théories les plus probables, toutes les deux basées sur la croissance normale, parallèle l’une à l’autre, bien qu’attaquant la question de points de vues différents. La première, celle de DES LIGNERIS et son école, élargit l'hypothèse déjà émise dans les lignes précédentes. DES LIGNERIS voit dans la cellule cancéreuse une cellule normale du corps qui, placée dans des conditions changées par rapport au milieu intérieur ou extérieur, a dû s'adapter à tel point qu’elle est devenue une cellule « étrangère » à l’organisme. Par ce processus, on peut expliquer tous les changements entre la cellule normale et la cellule maligne, comme on peut aussi expliquer la différence entre cellule de tumeur bénigne et de tumeur maligne. Cette hypothèse prévoit que la cellule, ayant appris à élaborer des ferments capables d’attaquer le milieu nouveau, mais se trouvant toujours dans des conditions défavorables de croissance, devient de plus en plus atypique, métabolisant de plus en plus vite pour s’alimenter suffisamment, dans sa lutte pour l'existence.
L'autre théorie, de WADDINGTON, est basée sur les recherches embryologiques de SPEMANN et voit, dans le cancer, une réaction à deux termes : primo, un stimulus (ou évocateur) ; peuvent être classés comme stimulus tous les agents pouvant provoquer le cancer : les virus, les substances chimiques spécifiques, les agents irritants ou des changements spontanés dans le métabolisme des cellules, liés aux fonctions générales de l’organisme. Ce stimulus correspondrait, à l’état normal, à la substance de SPEMANN qui déclenche, chez l'embryon, l’individualisation d’un groupe de cellules indifférenciées. Mais ces cellules doivent être dans un état « compétent », second terme de la réaction, ce qui veut dire que les cellules doivent être dans un état réactif tel qu’elles se trouvent cancérisables par le stimulus. De même que dans les expériences de LoeB, Peau de mer peut déclencher la division parthénogénétique de l’œuf, le methylcholanthrène ou le benzopyrène est capable de déclencher lindividualisation d’une aire de cellules indifférenciées chez l'embryon (à l’état blastula ou gastrula, par exemple). Malheureusement, on n’a pas encore pu démontrer le contraire, c’est-àdire, que la substance de SPEMANN soit cancérigène.
Les deux théories sont basées sur la croissance normale, ce qui ne doit pas nous étonner. Elles sont intéressantes, en ce qui concerne la culture des tissus parce que nous avons déjà montré le manque de caractères tranchés entre cellules normales et cellules malignes ou encore entre cellules bénignes et cellules malignes.
Cependant, nous préférons rester dans le domaine de la pratique et nous adoptons la définition de W. H. Lewis, qui résume, en peu de lignes, la théorie base, à laquelle veut tenir les travailleurs ayant étudié la question. Il dit que la cellule maligne est une cellule malade, altérée de façon permanente, une espèce nouvelle de cellule, qui prend naissance dans le corps à partir de cellules normales ; cette cellule est altérée par des influences d'ambiance ou des changements métaboliques. Cet aspect est irréversible dans le corps et in vitro, dans les conditions ordinaires, dans lesquelles ces cellules ont appris à vivre et à se multiplier. Mais si sous certaines conditions, des cellules normales peuvent subir un cerlain changement qui les altèrent et qui donnent naissance à la cellule maligne, il paraît tout aussi possible que, par le même mécanisme d’action d’ambiance ou changement de métabolisme, la cellule cancéreuse puisse subir des changements capables de la modifier en une cellule normale ou en un autre type de cellule maligne. Ceci est le problème qui peut être étudié par la méthode de la culture des tissus.
Les faits que nous avons déjà énumérés. dans les autres chapitres, contribuent largement à soutenir cette hypothèse. La cellule cancéreuse est bien restée une des cellules de lorganisme, comme le démontre la spécificité des réactions antitissulaires in vitro. Du point de vue cytologie el morphologie, la cellule cancéreuse n’est pas anarchique ; elle présente des aspects qui sont entièrement d'accord avec ce qu'elle est, une cellule à multiplication réhaussée, vivant vite, mourant vite. Les seuls facteurs qui peuvent être er cause, d’après FISCHER, sont des facteurs physico-chimiques, certainement des facteurs de tension superficielle. LæB et Nor-
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THROP ont trouvé que la vie de la mouche Drosophile est réduite de moitié par une augmentation de la température de 10° C., d’après la formule de van’HOFF, qui montre que la vie est une fonction monomoléculaire de la température dans cet exemple.
CHAPITRE VIII
APPLICATIONS THERAPEUTIQUES
Aussi bien que la culture des tissus nous fournit le moyen d'observer directement les celiules cancéreuses, par rapport aux cellules normales, la cancérisation et l’évolution des cellules cancéreuses, cette même technique nous permet d’observer directement l'influence des moyens thérapeutiques qui ont été ou qui peuvent être préconisés, et aussi, de trouver, si possible, des moyens spécifiques curatifs du cancer.
Nul ne peut se douter de l'efficacité de la technique de la culture des tissus de nous apporter des preuves indiscutables quant aux actions pharmaco-dynamiques. La digitaline, par exemple, peut facilement être standardisée par son action sur le cœur in vitro. Mon Maitre, le Professeur VERNE, a eu maintes fois l’occasion d’essaver ainsi, in vitro, les effets de substances diverses.
C’est ainsi qu’on a vérifié tous les moyens empiriques qui ont été préconisés contre le cancer. Le seul résultat que nous pouvons déduire, en ce qui concerne la chimio-thérapie ou la métallothérapie, est que toutes les substances utilisées sont toxiques pour la cellule cancéreuse, mais elles sont aussi toxiques pour les cellules normales, quoiqu’à des doses infiniment supérieures. La fragilité des cellules cancéreuses peut être bien mise en évidence par l’action des sels des métaux lourds, comme l’a fait VERNE, ROFFO et beaucoup d’auteurs. Mais ces substances introduites dans le système général, ne peuvent pas se concentrer suffisamment au niveau d’un processus local tel qu'un cancer. Les substances solubles sont immédiatement excrétées landis que les substances insolubles seront fixées, retenues dans lot le corps par les cellules du système réticulo-endothélial, et
la concentration qu’il faudrait atteindre pour bloquer ce SYstème pourrait être fatale pour le système défenseur.
D'ailleurs, le problème est encore plus complexe, quand on voit que parmi les cellules normales, toutes les cellules n’ont pas la même résistance. Quelques cellules normales sont encore moins résistantes que certaines cellules cancéreuses. Ainsi, VERNE et SANNIÉ ont essayé comparativement in vitro, les effets du plomb et du cuivre. Les fibroblastes sarcomateux (sareome de JENSEN) sont un peu plus sensibles aux ions Cu et Pb que les fibroblastes ordinaires (cardiaques), moins sensibles au cuivre que les fibroblastes du rein et du foie, mais légèrement plus sensibles au plomb. Ils peuvent, par contre, vivre et se multiplier dans des milieux fortement toxiques pour les cellules épithéliales par exemple. En ce cas, il faudrait qu’une métallothérapie soit vraiment sélective pour atteindre les cellules qu’on veut détruire.
En ce qui concerne les moyens spécifiques thérapeutiques, la culture des tissus nous apprend qu’il ne faut pas espérer de grands résultats sérothérapiques. La cellule cancéreuse n’est constituée que par les mêmes substances que les autres cellules du corps, et elle n’a jamais cessé d’être une cellule de l’organisme. La cellule cancéreuse ne donne pas d’immunilé anti-cancéreuse, mais bien une immunité antitissulaire.
Cependant nous pouvons espérer pénétrer plus en avant les connaissances du mécanisme cancéreux lui-même, qui peut-être seront plus fécondes de ce point de vue. Jusqu’à ce qu'on trouve quelque phénomène spécifique, les seuls moyens vraiment uliles qui nous restent seront le bistouri, les rayons X et le radium. Les tentatives de traitement en privant les cellules cancéreuses de leur nourriture, telle par l'insuline qui fait brûler les sucres plus vite, ne peuvent pas non plus être acceptées. Nous pouvons espérer seulement, comme le suggère DES LIGNERIS, essayer d'analyser le cancer avec une théorie plus ou moins vraisemblable et tenter des expériences sur des lignes nouvelles en conformité avec cette théorie. Aucune avance n’est possible dans le cancer si on n'a pas de bases plus fermes pour travailler.
CONCLUSIONS
La culture des tissus est aujourd’hui une méthode parfaitement au point, simple et facile à appliquer à l’étude du cancer, ulile par l'observation directe qu’elle permet des cellules cancéreuses. Cette observation directe est capable, croyons-nous, d'avancer nos connaissances sur le cancer dans les conditions les plus favorables. A l’appui de cette affirmation, nous apportons les conclusions suivantes
1. — La cellule cancéreuse, comme la cellule normale, est capable d’être cultivée indéfiniment. Elle est potentiellement immortelle.
2. — Les difficultés techniques qui surgissent dans la culture de certains cancers sont liées soit à leur action protéolylique, soit au fait que le milieu convenable n’a encore pu être trouvé.
3. —— Dans une tumeur donnée, la malignité cancéreuse est rattachée à une seule race cellulaire, cette race pouvant se cultiver à l’état pur in vitro, en l’absence de stroma. La cellule, unité cancéreuse, propage le cancer.
4. — La culture permanente de la cellule cancéreuse, montre que cette cellule est altérée de façon permanente.
5. — Les modifications chromosomiales qui se voient dans le cancer paraissent être un effet concomitant de l’altération, non une cause.
6. — La possibilité de cancérisation de ia cellule normale, in vitro, laisse espérer la possibilité de provoquer le retour de la cellule cancéreuse à la normale ou au moins une transformation en une autre sorte de cellule maligne ou normale.
7. —— Les cellules cancéreuses ont un taux de croissance plus élevé que les cellules normales, mais aussi meurent plus vite, ces cellules étant altérées et fragiles.
8. -_ Les cellules cancéreuses inhibent la croissance des cellules normales ; les cellules normales stimulent la croissance des cellules cancéreuses.
9. —_ La cellule cancéreuse est une cellule normale transformée en cellule maligne, mais gardant néanmoins tous les caractères spécifiques de cellule de l’organisme.
10. — Le comportement de la cellule cancéreuse n’est pas différent, qualitativement, de celui de la cellule normale ; il s'explique par des relations physico-chimiques, quelques unes connues, d'autre encore inconnues.
11. —— Le cancer est une maladie commune aux hommes et aux animaux, ayant une diversité de formes anatomocliniques, mais groupant des maladies étroitement apparentées ; la cancérisation in vitro montre aussi qu’à ces multiples causes doit correspondre un processus unique.
Vu : Vu :
LE Doyen, LE PRÉSIDENT DE LA THèsr ROUSSY. J'OVERNT
Vu et permis d'imprimer .
Le RECTEUR DE L'ACADÉMIE DE PARIS,
S. CHARLETY.
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