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CANCEROLOGIE. -Synthése in vitro d'a FoetoProtéine (o FP) par le foie humain
cancéreux en culture. Note (*) de Mme Smone Quelih, MM. Michel Rioche,
Yves Bresson et René Masseyeff, présentée par M. Berhard Halpern.

Des cultures sont faites a partir de fragments hépatiques provsenant de malades atteints de
cancer primitif du foie (CPF). Certaines produisent de I'a FP ; la synthése de novo de la protéine est
démontrée par incorporation d'acides aminés radioactifs et analyse aufo-radioimmunologique des
milieux de culture.

L’a FP, constituant spécifique du s&rum feetal, disparait gprés la nas-
sance [(*), (*)] ; saréapparition chez I'adulte signale, le plussouvent, I'existence d’un
cancer hépatocdlulare [(?), (%), (°)] et sa mise en évidence dans le sérum est cou-
ramment utilisée pour le diagnodic de la mdadie ().

La preuve directe que la synthése de I'a FP est bien le fait de Ia cellule hépatique,
fodale ou néoplasique, peut étre apportée par I é&ude de sa localisation en immuno-
fluorescence aind que I’ ont montré Gitlin (7), Goussey et col. (%), Purtilo et coll. (°).
Par alleurs, Abdev (*°), Idin (**) e Hull (*2), utlisant des|cultures de foies tumo-
raux de rat, souris et snge, observent que les cdlules h
capables de synthétiser I'a FP in vitro.

Nous nous sommes proposés d entreprendre tes cultufes prolongées de foies
humains cancéreux, dans le but de préciser la mture des cellules productrices
d or FP et lesfacteurs pouvant influer sur sa secrétion.

MEtHopes. — 1. Matériel. Cultures. — Ceux-ci ont fait I’objet d'une prece-
dente communication (*3).

I1. Recherche de I'a FP. - Les milieux de culture pr¢levés 1 ou 2 fois par
semaine sont filtrés, diaysés puis concentrés sous vide a4 o : 'les échantillons sont
andyss par andyse immuno-électrophorétique et doublef diffusion en gélose a
I'side d'un antistrum spécifique anti-a FP selon le procédeé dg Deckers et Abelev (14)
en utilisant comme témoins des s&rums avec et sans o FP et un milieu de cul-
ture vierge.

1. Incorporation d'acides aminés radioactifs. Immunoausoradiographie. — Nous
avons utilise la méhode d’Hochwald et coll. (*%). On ajoutd & un milieu de culture
sans lysine ni leucine ces mémes acides aminés marqués au '“C a la dose de 1 &
2 uCi/ml. L’incorporation de ces acides aminés dans les protéines est vérifiée par
autoradiographie des plaques d immunodiffusion al’aide de fitm« Kodak Tri X Pan-
419 » 320 ASA.

Résultats : |ls sont résumés dansle tableau T,
Trois essais nous semblent d'un intéré particulier :

1. Ne 6 : prélevées chez un maade o FP+, les calules sont ensemencées sépa-
rément dans deux milieux, a 30 % de s&rum humain :
— milieu 1 : Hak’s balanced sdt solution + 0,5 %, £’hydrolysat de lactal-
bumine + 0,1 % d extrait de levure (Yeastolate Difco) + 1 mg/ %, de dipyridamol ;
— milieu 2 : minimum Essentie de Eagle + 1 mg/ % d ¢ dipyridamol.
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TaLEAU |
1 Culures a . Toutes sont a FP — bien que 9
croissance proviennent de malades a FP+
. . faible :
25 Echantillons mis 18 Qultyres 6 a FF - provenant toutes de
en culture réussies

7 Cultures @ /' malades a FP +

cro?ssance | a FP — provenant d'un malade
active : & sérum trés faiblement a FP +

Nous constatons que dans le milieu 1, la croissance des cdllules est tres active et
se prolonge un mois dors qu’elle est faible et fugace dans le milieu 2 ; Le tableau 11
montre, de plus, un paraldisme éroit entre la production d’« FP et la multiplication
cdlulare.

TasLeau 11

Essai #° 6 : activité de la culture et production d'a FP

Milieu I Milieu Il

Nombre _ _ I T N
de jours Multiplication Production Multiplication Production
de culture cellulaire (*) d aFP (*¥) _cellulaire d’a FP

6 Importante +4+ () Faible A

i —_ +-+ — 4

16 s +t+ Nulle —

19 Moyenne + 4 -_— —

25 - ++

27 Faible +

36 Nulle

(*) Appréciée d'aprés I'augmentation apparente de la densité cdlulaire.
(**) - -I- - : Précipitation intense;+- - : Précipitation nette ; 4 : Précipitation faible ; = : Absence
de précipitation : toutes conditions étant égales par ailleurs.

b

2. Ne 26 : maade dont le serum contient des traces d’a FP ; malgré une multi-
plication intense des cdlules pendant un mois et demi, I'a FP n'est jamais décdée
dans les milieux de culture.

EXPLI CATION DE LA PLANCHE

Fig. 1. — Incorporation d’acides aminés marqués au 14C, Immunodiffusion double en gel d’agarose :
A. Lame colorée au Noir Amide ; B. Autoradiographie de la méme lame. Trou central : sérum de
lapin anti a FcetoProtéine Humaine ; Trou 1 : sérum humain normal adulte ; Trous 2, 4, 6 : sérum
d'un madade atteint de CPF contenant de I'a FodoProtéine ; Trou 5 : milieu de culture CPF 3] (cul-
ture en présence d'acides aminés marqués) ; Trou 3 : milieu de culture CPF 31 (culture sans acides
aminés marqués).

Fig. 2. — Incorporation d’ acides aminés marqués au 14C, Analyse immunoélectrophorétique en gel d’aga-
rose : A. Lame colorée au Noir Amide ; B. Autoradiographie de la méme lame. Trou central : milieu
de culture CPF 31 (avec acides aminés marqués) ; Réservoir supérieur : sérum de lapin anti a Feeto-
Protéine Humaine ; Réservoir inférieur : sfrum de cheval anti-protéines sériques humaines.



PLANCHE 1.

Fig. 1

Mme SiMONE QUELIN.

Fig. 2
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3. No 31 : mdade a s&rum « FP+ ayant subi une hé patectomie partielle. A
partir du lobe excisé, sont effectuées separément :

— des cultures d’ explants de foie non cancéreux (préleyés loin de la tumeur) ;
— des cultures d explants cancéreux.

Les cultures d’ explants cancéreux synthétisent I’a FP pendant un mois et demi
aors gque les autres " en produisent a aucun moment.

Dans cet essal, la synthése de novo del’a FP est démontrée par incorporation
d acides aminés radioactifs. En outre, des essais préiminajres fats sdon la méme
technique montrent que les cdlules cancéreuses synthétisent (’autres proténes dont
certaines ont &é identifiées (dbumine, trandferring, fibrinogane).

DiscussiON. -— 1, Réalité de lu culture d’hépatocytes cantéreux. —— Comme cela
a éé évogqué dans notre précédent article (*3), certains ctitéres morphologiques
(cllules multinucléées, polymorphisme) et I'aspect général des cultures (proliféra-
tion en amas, autoaggrégation spontanée des cellules) tendent 4 prouver que les
cellules cultivées sont bien cancéreuses. Leur capacité de synthétiser ’a. FP peut &tre
considérée comme une preuve de leur nature hépatocytaire. En effet, a la suite
d’ expériences de transplantation in vivo, ou d'études en immunofluorescence, la
majorité des auteurs admettent que I'a FP est synthétisée par la cellule hépatique
fodde ou tumorale € non par des cellules hématopoiétiques. |

2. Syntheése de novo de [’o FP. -— Outre lamise en évidence d’a FP radioactive
dans les milieux de culture, gpres incorporation d' acides aminés radioactifs deux
arguments nous autorisent a conclure qu'il y a Synthése de movo :

a. Proportionnalité, lorsque la sécrétion a lieu, entre Pintensité de la multipli-
cation cdlulare et la quantité d’a FP produite.
b. Synthése se prolongeant plusieurs semaines.

3. Facteurs qui gouvernent Jg synthése d’a FP au nivegy cellulaire. — D'gprés
nos expériences, seuls les hépatocytes cancéreux provenant tkjmialades asérumriche
en a FP synthétisent cette protéine in vitro.

Ces éudes confirment les conclusions de travaux antéridurs, selon lesquelles la
corréation entre cancérisation et présence d'a FP n’est pas absolue. En effet, cer-
tains CPF n’'éaborent pas d'a FP sérique ; dans le foie d’'un malade asérum a FP +,
tous les nodules ne sont pas secréteurs, enfin, dans lesnodlulgs Sécréteurs, toutes les
cellules ne Scretent pas en méme temps. Peut-on conclure que la capacité de syn-
these de ['o. FP est génétiquement transmise par les cdlules 2| Ce caractére ne serait
pas modifié par la culture et correspondrait a une dtération permanente de | expres-
son généique.

Ces essais ne permettent pas de trancher entre I’hypothése d’une dérepression
portant sur des cellules dga différenciées et celle qui supposq que le phénoméne de
cancérisation porte sur des cellules souches ' ayant pas ercar € perdu leur capecité
de synthese de I'a FP[(*9), (*")]. Il ez difficile de savoir si la synthése plus ou moins




(4)

active da FP in vitro résulte d'une production maximae de la proténe par un
nombre limité de cellules ou d’ une synthese modulée sur I ensemble des cdlules. Des
éudes en immunofluorescence pourraient nous renseigner a ce SUjet.

L’ origine des cdlules et I'intengité de leur multiplication paraissent les deux fac-
teurs majeurs déterminant la synthese d’« FP.

(*) Sénce du 20 décembre 1971

M. le Professer M. Sankde doyen de la Faculté de Médecine de Dakar, M. le Professeur M. Grue,
MM. les Docteurs Bernard, Robin, Derien, Hopitd principd, M. le Docteur 1. Seck, Faculté de Méde
cine & M. M. Jacquesson, Hopitd Le Dantec hous ont fourni les prélévements nécessares. Le s&um
humain nous a été fourni par M. le Professeur Linhard, directeur du Centre de Transfusion. Nous
sommes redevebles au CEA pour la fourniture gracieuse d'acides aminés marqués.
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