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Série D

CANCEROLOGIE. — Culture in Vitro de cellules de cancer
Note (*) de M. Michel Rioche, Mm¢ Simone Quelin
Marcel Jacquesson, Bernard Basteris € René M3
M. Bernard Hapern.

Des cultures de cancer primitif de foie humain ont éé réalisées et ent

périodes de trois semaines a deux mois ; aucune subculture n'a été obtenug.
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De nombreux travaux ont déa été consacrés ala culture i vitro de cellules

d hépatomes induits chez le ra, permettant non Seuleme
cdlulaires permanentes, mais auss de comparer le méta
et cdui des hépatocytes normaux. En outre, les recherches
tomes induits chez le rat [Abdev et call. (1), Abdev ()], Ia

et le singe [Dawe et call. (*), Hull et call. (%)] ont permis dg

tures synthétisaient, au moins pendant un certain temps, I’o;
(aFP) produite normaement par le foie feetal €, chez 1
carcinomes primitifs ou, plus rarement, par certains tératobl
Baylet et Camain (%) ont cultivé des cellules de cancer primai
choriodlantoide d’ cauf embryonné et Chen (7) a établi et
de deux ans une souche d hépatocarcinome humain en cult
le métabolisme des cdllules cultivées n'a pas été éudié.
C’'est pourquoi NOUS NOUS SOMmMes propose d'essayer
de cancer primitif du foie (CPF) humain et de mettre en év
temps, une production éventuelle d' a-FP par ces cdlules.
Nous n’'exposons ici que les méthodes et |'aspect des
observations relatives a la production d’ aFP éant décrites |
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sur les cultures d’hépa-
souris [Irlin et coll. (3)]
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re du foie Sur membrane
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dence, dans un premier
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MATERIEL ET MmETHOoDEs — Les fragments utiliss sont obtenus a partir de

ponctions-biopsies du foie (PBF), d hépatectomies partidles
nécropsiques (PN) effectués a I'hépital et immédiatement

HP) ou de prélévements
mis dans un récipient

Sérile (contenant une solution saine tamponnée pour les PBF). |ls sont transportés

sous glace au laboratoire e conservés a -+ 4 oC lorsque la
ére immédiate.

Les préevements sont d’ abord finement hackés au bis
pipette Pagteur, puis lavés trois fois dans une solution sdime
sum (les PBF de faible volume ne sont pas lavées). Dans ce

mise en culture ne peut

touri ou dilacérés a la
sa ns cadum ni magné
rt.ans cas, quelques-uns

des menus fragments obtenus sont utiliss comme explants et placés dors sur

coagulum plasmatique ou directement sur le support de
des fragments restants est réalisée soit par digestion dans u
sdlon les méthodes classques (trypsine Difco 1 : 250 & 2,5

SAt Solution, le temps d' action variant slon le volume des
disperson mécanique a la pipette. La suspension cellulait
pendant 5 mn a1 500 tr/mn €, apres dimination du surnag

culture. La disperson
ne solution de trypsine
/oo €n Hanks Balanced
prélévements), soit par
e est alors centrifugée
reant, le culot cellulaire
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est mis en suspension dans le milieu de culture ( 10° a5 x [0° cellules/m] sdlon les
essais).

Lorsque les fragments sont difficiles a dissocier (cancer sur cirrhose), ils sont
mis en culture sans numération préalable des cellules. Les cultures sont faites en
flacons de verre ou de polystyréne revétus ou non d'un gel d'agar ou d agar-gélatine.

Nous avons employé les milieux de base suivants :

1. Minimum essentidd de Eagle (°).
2. 199 de Parker.
Earle ('Y).
HBSS a 0,5 9% dhydrolysat de lactalbumine.
Méme milieu sans rouge de phénol ni autre indicateur de pH.
6. Milieu n° 5 - 0,1 % dextrait de levure (Yeastolate Difco) - 0,6 9% de
L-glutamine (solution a 0,5 %).
7. Milieu n® 6 + 1 000 pg p. 100 de vitamine B |2 4- 5 mg p. 100 de vitamine C.

o~ w

Au moment de leur utilisation, tous les milieux recoivent des antibiotiques aux
concentrations usuelles et 10 & 30 % de sérum humain normal (SH). Les milieux 5,
6 €t 7 recoivent, en outre, 1 mg p. 100 de dipyramidol dont Lenoir et coll. (%) ont
montré I'action favorable sur les cultures d hépatocytes. Le pH est gjusté a 6,7 ou
7,0. Les cultures sont incubées a 37 °C. Sauf quelques essais en tubes roulants,
il sagit toujours de cultures statiques en tubes ou flacons hermétiqguement bouchés.

RESULTATS ET DiscussioN. — Les onze préévements actuellement étudiés
(8 PBF, 2 HP, 1 PN) proviennent de carcinomes hépatocellulaires. Parmi ceux-ci,
quatre nous ont permis d obtenir la survie et la multiplication des cellules.

Les périodes pendant lesquelles nous avons pu entretenir ces cultures ont duré
respectivement 54 (T), 55 (II), 27 (I11) et 35 (IV) jours. Les essais de transfert ont
toujours échoué ; au premier passage, il y a parfois un début de multiplication,
mais ensuite les cellules meurent rapidement.

Cest le milieu n® 7 230 % de SH qui a donné les meilleurs résultats. Viennent
ensuite les milieux 4, 5 et 6 ; les milieux 1 et 2 ne donnent que des cultures fugaces
durant au plus 7 a 8 jours. Le milieu n°® 3 n'a permis aucune prolifération.

Des supports éprouvés, le verre est le meilleur, bien que I'adhérence des cellules
cancéreuses n'y soit pas trés bonne. Les tubes roulants sont préférables a cet égard,
mais la prolifération n'y est pas améliorée.

La trypsination dans les conditions décrites donne de meilleurs résultats que
la dilacération mécanique.

Les cellules cancéreuses en culture se différencient nettement des hépatocytes
normaux par leur forme arrondie ou polygonale a angles mousses et leurs dimensions
irrégulieres alors que I'hépatocyte normal a une forme polygonale & angles nets et
une taille assez réguliére. Les cellules cancéreuses ont souvent tendance a I'auto-
agrégation et forment alors des amas plus ou moins importants comparables
a ceux décrits par Kuroda ('*) dans les cultures de foie embryonnaire de poulet.
Ces agrégats peuvent adhérer au support et se comporter alors comme des explants.
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Au cours de la culture les cellules peuvent conserver leur fnorphologie originglle ;

elles s2 multiplient dors sur le support ou en suspension ent
guliers ou des couches monocellulaires. Dansd’ autres cas

formant des amas irré-
la culture a un aspect

classque : les cdlules adhérent au support, s éadent plusav moins et se divisent

en formant des Tlots de cdlules épithdides ou fibroblastiquss

Fig. |

Fig. 3

Fig. 1. — Tapis épithélial développé a partir d’'un petit amas de cellules. N
pondant au 2¢ type décrit) (Obj. :10 v, Oc.: 5 X).

Fig. 2. = Culture 3. Au centre, une cellule a 8 noyaux. Colorat :ion de May-QG
oc. : 12 ),

Fig. 3. — Migration cellulaire et début de formation d’ une me:mbrane épith
lulaire @yant adhéré au verre. Matériel vivant (culture cor respondant a
oc.:5 )

Fig. 4. = llot de multiplication. Matériel vivant (culture cortrespondant aij
Oc.:5 )

Non seulement nous avons observé la multiplication

S.

Fig. 4

Watériel vivant (culture corres-:
runwald-Giemsa {Obj. : 25 -,

tliale 4 partir d'un agrégat cel-
[t 2¢ type décrit) (Obj. : 10 <,

17 type décrit) (Obj. : 10 x,

cdlulaire en congtatant,

par les examens microscopiques journdiers, I’augmentati on du nombre des clules,

mais nous I’avons auss vérifiée par numération cellulaire :
celules, nous en avons compté 5 jours aprés 3 x 10° en s
avait donc augmenté plus de trois fois puisque les cdlules:
pas é&é dénombrées. Cette multiplication, relativement ra
111, IV a éé tres lente dans la culture |1.

Apres un temps variable et quel que soit le type de
cesse, les cdlules dégénérent puis meurent.

yant ensemencé 1 x ¢
uspension. Leur nombre
ndhérant au flacon n'ont
pide dans les cultures T,

CuUture, la multiplication
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La production d'a-FP par deux de ces cultures peut étre considérée comme 1a
preuve que ce sont bien les hépatocytes tumoraux qui ont proliféré (®).

concusion. — La culture des cdlules d'hépatocarcinome humain est possible,
bien que difficile, avec une proportion devée d échecs et I'impossbilité jusqu’ici
de réussir des subcultures. Outre I'intérét de I' &ude méabolique de I hépatocyte
tumoral, les progrés réalisés dans ce domaine pourront éventuellement ére utiles
a une autre culture trés délicate, cdle de I’ hépatocyte humain normal.

(*) Séance du 14 septembre 1970.
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