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MATERIEL. ET TECHNIQUES

Nos recherches ont porté sur des souris porteuses de 10 espéces differentes

de tumeurs spontanées ou greffées.Notre choix fut guidé par la facilité d’éle-

vage de ces animaux el la possibilité de disposer facilement de tumeurs variées:

TUMEURS SPONTANEES (1)

Ces tumeurs de nature mammaire apparaissent spontanément entre le 5° el
le 9° mois chez les souris de lignée C;H ou R III dans des conditions parti-
culieres. Ces souris nous ont été fournies par le Centre Anticancéreux de Ville-
juif et par le Professeur Rudali de I'Institut Curie de Paris.

Les tumeurs se développent en quelques mois d’une maniére irréguliére tout
comme les tumeurs humaines et peuvent alteindre un volume énorme correspon-
dant au tiers du poids de l'animal. Les métastases externes sont Iréquentes et
on observe quelquefois un envahissement des organes internes. Nous n’avons
Jamais observé de regression spontanée de ces lumeurs,

La nature histologique de cette tumeur est celle d'un adénocarcinome mam-
maire. Elle est fortement vascularisée, de nature kystique tubulaire pleine ou

mixte. Des zones de nécrose ne s‘observenl que dans les trés grosses tumeurs,

TUMEURS GREFFEES

Deux variétés de tumeurs ereffées d’origine mammaire nous ont été fournies
par les Professeurs Miihlbock d’Amsterdam et Neukomm de Lausanne (2, 3).
Elles sont greffées sur des souris C,H et Swiss et leur évolution est plus rapide
et plus régulicre que celle des tumeurs spontanées.

Contrairement aux tumeurs spontanées dont la localisation se fait au hasard
au niveau des nombreuses glandes mammaires, on peut choisir une place d’im-

plantation favorable, notamment dans la paroi abdominale latérale.
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TUMEUR KOPROWSKA

Cette tumeur., greffée dans la région abdominale. nous a été fournie par
Madame Koprowska de Philadelphie. 11 s’agit d'une tumeur d’origine cervicale
uterine provoquée par des attouchements au benzopyréne. La tumeur croit d'une
manieére rapide et posséde un caractére histologique stable.

CARCINOME D'EHRLICH (4, 5)

Ce carcinome a été oblenu a partir d'un adénocarcinome mammaire, Les
cellules tumorales isolées, injectées par voie intrapéritonéale développent rapide-
ment un cancer ascilique a évolution aigiie; les mémes cellules, injectées par
voie sous-cutanée, donnent naissance a des tumeurs solides trés malignes.

L’évolution des tumeurs malignes fut controlée par la mesure réguliére de
la surface tumorale ou par le poids de la tumeur. Les animaux furent pesés
régulierement et une observation clinique journaliere nous permit de juger de
Uétat de santé des animaux traités el des animaux témoins. Chaque expérience
fut controlée par l'observation d'un nombre au moins égal d’animaux témoins
traités de [acon identique par sérum physiologique. Nous avons noté la survie
en jours et lapparition éventuelle des métastases. Dans la plupart des cas. un
examen anatomo-pathologique fut pratiqué a la mort de l'animal; il comprenait
un examen macroscopique de la tumeur et des principaux organes ainsi qu’un
examen histologique complet.

Nous avons utilisé, pour le traitement des animaux, un extrait stable de
venin de Cobra (Naja naja atra et Naja melanoleuca). La solution est pre-
parée a partir d’'une poudre obtenue par lyophylisation du venin frais, dans une
solution isotonique de chlorure de sodium. Ce venin est injecté en général a
des doses variant entre 14, de samma a 1 gamma. La voie utilisée pour le traite-
ment dépend de la nature de la tumeur:

Les tumeurs solides sont traitées par des injections intratumorales de venin.
tous les deux jours, a la dose de 1 gamma en général. Dans certains cas parti-
culierement résistants, la dose de 5 gamma a été utilisée. Enfin, dans une autre
variété de tumeur solide, le carcinome d’Erlich. la voir intrapéritonéales a été
essayee.

Les tumeurs asciliques ont éeté traitées classiquement par des injections intra-
peritonéales a partir du 3° jour qui a suivi la ereffe et pendant 6 jours,

Dans le cas du carcinome ascitique d’Ehrlich, nous avons utilisé une mé-
thode consistant a traiter par le venin les cellules cancéreuses in vitro avant leur
injection aux animaux, en concentrant l'action de [faibles doses dans un petit
volume. Ce test, s'effectue de la maniére suivante: on préleve des cellules can-
céreuses d Ehrlich sur un animal porteur dascite. On compte ces cellules et on
fait incuber, a 37° durant 3 heures, 1.000.000 de ces cellules en suspension dans
le sérum physiologique. On les injecte ensuite par voie intrapéritonéale a des
SONUTIS.

Le test d'activité du venin est réalisé dans les mémes conditions. les cellules
¢tant incubées au contact de 1 gamma de venin.

RESULTATS EXPERIMENTAUX ET DISCUSSION

Tumeurs mammaires spontanées
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Pour la facilité¢ de l'expérience, nous avons réparti ces tumeurs en Lrois
classes suivant leur grandeur:

— inférieures a 150 mm?*;
— comprises entre 150 et 350 mm?*;
— supérieures a 350 mm?®,

Les résultats obtenus sont repris dans le tableau ci-dessous.

Surface tumorale Poids sSurvie
Témoins Traités Témoins Traités Témoins Traités
(%) (%) (%) (%) {jours) (jours)
(lasse [
NM 0,5 ~ + 177 + o1 — 22 ] 24 20
NM ) -+ 177 — 63 e - B 24 s W
MNNA 1 g + 177 + 35 - T} + 3 24 20
Classe I sans
méetastases
NM 0.5 + + 177 s —rae -+ 10 24 20
MM 1 s =+ 177 = 63 B B 24 32
NMNA 1 g =+ 17T =1 T - -+ o 24 20
Classe I
Tumeurs 100 mm? + 151 — ol
Tumeurs entre 100
et 150 mm? -+ 223 + 290
Résullats réunis
Sans métastases + 177 =L — 6 () 24 24
Avee métastases -+ 177 =+ G oo et 0 24 29
Classe IT
NM 05 et 1 ~ + B2 + 5 il ;- 0 23 24
NNA 1« + 62 + 1% - B 0 23 20
Classe ITI
NM 1~ 4 15 — 52 — — 11 16 17
NMNA 1 « + 15 - 13 — 12 =13 16 17
Classe II 4+ III + 47 e L =\ 0 21 21

Classe I + II 4+ III + B4 —. 20 — 4 - 4 23 22
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Par un souci de rigueur, afin de ne pas fausser les statistiques, tous les
animaux observés ont élé considérés dans ce tableau, méme ceux (qui ont succoms-
bé prématurément et subitement, par choc a la suite d'une injection de venin
ou de sérum physiologique.

E " F_om - 5
Ce tableau analyse, en moyennes arithmétiques des valeurs relatives 'évo-
lution des surfaces tumorales, des poids et de la survie,

[ apparait clairement que les tumeurs des animaux témoins se sont déve-
loppées d'une maniére impressionante, atteignant le triple de la surface primitive.
Quant a la plupart des animaux traités, ils montrent un ralentissement net de la
croissance, un arrél, une regression el parfois méme une disparition de la tumeur.

La surface tumorale, dans la classe 1. des témoins augmente unilormément
de prés de 177%. Chez les animaux traités, cette surface tumorale subit une
réegression allant jusque — 63% (1 gamma de venin de Naja melanoleuca).

2 = .
["augmentation de la surface, des tumeurs dans la classe Il des animaux
lémoins, est moins nette (+ 629 ). les tumeurs étant déja plus erosses a lorigine.
& s ™ r
lLes animaux traités subissent un arret total de croissance.,

N

Les tumeurs, dans la classe Ill. déja considérables a lorigine ne croissent
oguere (+ 15% ). Malgré cela, le traitement fait apparailre une netle régression
allant jusque — 52%.

De lexamen des trois classes réunies, on peut conclure que les venins de
Cobra ont une action freinatrice et régressive (— 209, témoins + 849%).

On n'observe pas daction bien particuliére du venin sur 'évolution du poids
et la survie par rapporl aux témoins. 1l faul remarcquer a ce H'lljl‘l, que nous
avons injecté du venin total et qu’il faut tenir compte de sa toxicité.

L'inhibition et la régression des tumeurs sous l'influence du traitement par
le venin total de Cobra est confirmée par l'examen anatomopathologique. Ces
examens des coupes des traitées montrent que les zones malignes sonl progressi-
vement etouffées par des tissus fibronécrotiques. Les cellules cancéreuses sont
dispersées mais encore parfaitement reconnaissables. Une telle image ne s’obser-
ve qu exceptionnellement dans les pelites tumeurs témoins. Dans un certain nom-
bre de cas, le tlissu cancéreux a complétement disparu. Il est remplacé par du
tissu fibronécrotique ou par du tissu inflammatoire. Les modifications des ca-
racteres histologiques que nous venons de décrire et qui correspondent a une
disparition progressive du tissu cancéreux se retrouvent dans 80% des tumeurs
Lraitees.

Tumeurs greffées solides

Nous avons étudié 3 tumeurs solides dont deux adénocarcinomes et un epi-
théelioma.

Ce dernier s’est révélé insensible a l'action du venin de Cobra. D’ailleurs
tous les auteurs anciens avaient fait la méme remarque au sujel des tumeurs
provequées par le goudron.

Dans l'adénocarcinome Gaspari, les animaux témoins et traités ont tous été
sacrifiés aprés trois semaines d'observation ce qui correspond au temps d’évolu-
tion naturel de la tumeur témoin. Les tumeurs onl été disséquées el pesées. Le
tableau témoigne que les poids moyens des tumeurs des animaux traités ne sont
que la moitié du poids des tumers témoins. Cette action s'est révélée slatistique-
ment significative apres analyse de la variance.
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Dans le cas de l'adénocarcinome Miihlbock les tumeurs, ont été traitées par
des doses de 1 a gammas de venin total de Naja naje atra. A la dose de 1
samma, aucun effect significatif n'apparait alors qu'a la dose de 5 gammas une
activité se manileste, statistiquement significative, aussi bien si 'on prend pour
critere 'évolution de la surface tumorale que si l'on se base sur le poids de
la tumeur.

Le traitement des tumeurs solides d’Ehrlich s'est fait par voie intratumo-
rale et intrapéritonéale a la dose de 1 gamma. Les rapports des moyennes des
surfaces tumorales en fin d'expérience sont de 512/316 par voie intratumorale
et 512/400 par voie intrapéritonéale. Si l'on prend comme critére le poids des
tumeurs, le rapports sont respectivement de 12,1/6.7 et 12.1/7,6. L’analyse de
la variance a confirmé l'action freinatrice du venin sur ces tumeurs,

Les tumeurs ascitiques d’Ehrlich ont été provoquées par inoculation intrapé-
ritonéale de 1.000.000 de cellules ascitiques d’Ehrlich a des souris Swiss. Trois
jours apres linoculation, on a injecté 1 a 5 gammas de venin total en répélant
cette operation pendant 6 jours. A la dose de 1 gamma, aucune action statisli-
quement significative n'est apparue et a la dose de 5 gammas, la moitié des ani-
maux a succombé. Dans ce cas également, 'action sur I'ensemble des animaux
esl peu nette, mais nous avons élé cependant frappés par le [ait que cerlains
animaux ont survécu jusqu'a 37 jours alors que les témoins n'ont pas dépassé
21 jours,

Dans le test in wvitro, aprés l'injection des cellules ascitiques d’Ehrlich, tous
les animaux développent de lascite a partir du 8°™€ jour et succombent au
20¢me  jour. Contrairement les animaux injectés avec les cellules ascitiques
d’Ehrlich incubées au contact avec 1 gamma de venin, ne font jamais d’ascile.

Nous avons verifié la validité de ce nouveau test en I"appliquant a un chi-
miothérapique anticancéreux bien connu et bien étudié: I'Actinomycine D. inhi-
piteur du RNA messager. A la dose de 0.5 gamma, I'Actinomycine D, tout comme
0,5 gamma de Naja naja atra, supprime complétement in vitro la possibilité
d’apparition de lascite. Il est intéressant de remarquer que le venin total de
Naja naja atra est moins toxique que I'Actinomycine D alors qu'il agit a la
meme  dose,

Nous avons appliqué notre test in vitro a l'étude de laction des deux prin-
cipales substances toxiques du venin de Cobra: la cobratoxine qui nous avait été
fournie par le Professeur Yang et la lysolécithinase, isolée par nous,

A des doses croissantes allant jusqu’aux doses sublétales, aucune action anti-
ancereuse ne ful observee.

La question qui se pose ensuite est de savoir ce que deviennent les cellules
d’Ehrlich aprés I'action du venin total. Nos premiéres expériences semblent
montrer qu'elles ne sont pas simplement délruites comme on pourrait le supposer
mais quelles restent vivantes et I'examen microscopique révele qu’elles conservent
leurs caractéres morphologiques normaux. Leur nombre n’a pas diminué ainsi
quen témoigne le comptage. Ce travail est actuellement en cours dans notre
laboratoire et fera l'objet de la suite de nos recherches dans ce domaine.

SUMMARY

Ten different types of spontaneous or grafted tumors of the Mouse are
treated by Cobra venom.
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Fhe product is injected by intratumoral and sometimes by intraperitoneal
routes, particularly in the case of solid tumors.

Ascitic abdominal tumors are treated by intraperitoneal route. The mam-
mary sponlaneous tumors, treated in this way. regress about 209 whereas the
tumors of the control group grow 177%.

The anatomopathological examination confirms that there is a resolving
action on the cancerous cell due to a fibronecrosis process.

All' the solid carcinomas that we studied showed a statistically significative
inhibition of their erowth.

Isolated Ehrlich’s cancerous cells, after treatment with Neje naja atra venom
failled to produce ascitis when injected in mice.This action of the Cobra venom
can be compared to that of Actinomycin D at an equal dose.

The toxic components of the venom (Cobratoxin, lecithinase) showed no
activity on the Ehrlich’s cell.
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