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No 53 1944 Vol. 8, No

Le probléme de la cancérisation par le goudron
et les substances cancérigénes chez les Tritons

PAR

S. NEUKOMM

(Présenté a la séance du 5 juillet 1944.)

I. INTRODUCTION

1. — Propriétés particuliéres des différentes parties
de lorganisme du Triton.

Amphibien urodele, le Triton est ce petit animal dont
I'étrang: pouvoir de régénération avait déja attiré l'attention
de Sparranzant (1768, 55). Depuis cette époque, il n’a cessé
d'élre un matériel de choix dans l'étude des probléemes de
la mécanique embryonnaire et en particulier de la régénéra-
tion (ABELOOs 1932, 1),

Les innombrables travaux ayant trait a la régénération
peuvent étre séparés en deux groupes, I'un se rapportant aux
processus histogénétiques du phénomeéne, l'autre a la morpho-
genése proprement dite et aux potentialités du blastéme!. Clest
dans ce dernier groupe que l'on trouve l'exposé des recher-
ches qui permirent de dégager la notion des territoires de régé-
nération. Grace a la méthode des transplantations de blastémes,
on établit peu a peu le fait suivant : c’est que les tissus anciens
sont toujours capables, lorsqu’ils sont greffés avec le régénérat,
d’orienter I'évolution de celui-ci dans un sens déterminé. Trans-
planté avec sa base, le régénérat évolue comme s'il était resté

! Nomenclature: L’amputalion d’'un membre, chez le Triton, déclanche la
régénération de 'organe. Cet organe néoformé est appelé régénérat. On en-
tend par blastéme ou bourgeon de régénération, la petite masse de tissus qui
obture, dans les premiéres phases du processus régénératif, la plaie faite par
I'amputation. Les tissus, aux dépens desquels se reformera le membre sont
appelés tissus anciens; ils constituent la base du blastétme ou du régénérat
(fig. 1), le terme «régénérat» étant donc de préférence utilisé pour désigner
des blastemes dgés de plus de 20 jours.
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138 S. NEUKOMM

en place. La base transmet au régénérat le type de différencia-
tion spécifique du territoire. Elle commande la désignation
de l'organe. A ce propos, GuygEnoT et ses collaborateurs (1926-
1929. 27) ont démontré que l'organisme est une mosaique
de territoires spécifiques, ayant des potentialités morphogénes
dissemblables. Chez les Amphibiens, ce sont les territoires de
régénération (territoires patte antérieure, patte postérieure,
queus, cloaque, créte, museau) (Fig. 2). Le caractére fonda-

Fie. 1. — Régénérat de 40 jours.
Epiderme ; glandes ; muscles ; systéme nerveux.

mental d'un territoire de régénération est la spécificité de ses
potentialités morphogénétiques vis-a-vis des autres territoires.
Tout organe qui se développe a partir d'un territoire patte
antérieure est toujours une patte antérieure.

Ces différents territoires sont parfois contigus, mais souvent
aussi séparés par des territoires neutres, privés de potentialités
morphogénétiques, ne réagissant ni a 'activation par le systéme
nerveux (Locaterir 1924, 34 ; GuyENor et ScHoTTE 1926, 27 ;
Bover 1930, 8), m1 a l'activation traumatique.

Il était donc intéressant d’examiner le comportement de
ces divers territoires soumis a l'action cancérigéne du goudron.
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2. — Historique du Can_cér chez les Amphibiens.

Les observations de tumeurs spontanées chez les Amphi-
biens sont rares. On a signalé des adénomes multiples de la
peau de la Grenouille (EBerTH, 1868, 24), un carcinome
infiltrant les tissus sous-cutanés et les muscles chez la Gre-
nouille (Murray 1908, 41), une tumeur de l'ovaire, proba-
blement bénigne (Prem~ 1911, 47), un mélanosarcome chez
un Axolotl (TeurscHLanDErR 1920, 58), un fibrome de la
patte antérieure d’'une Salamandre géante japonaise (ScHWARz
1923, 53), un cas d’épithélioma cutané chez la Grenouille
verte, de malignité douteuse (Masson et Scuwarz 1923, 36).

IS TS

Fic. 2. — Territoires de régénération : surface hachurée.
. Territoire neutre : surface blanche.

VoLTERRA décrit un sarcome a cellules fusiformes dans la patte
d'un Anoure exotique — Cerclophrys ornato — avec métastases
hépatiques multiples (1928, 59). Les productions épithéliales
de la peau du Discoglossus Pictus OrrTH. observées par Mont-
PELLIER et DievzemE (1931, 40), ne sont pas stirement cancé-
reuses, mais peut-étre parasitaires. Cuampy et Mlle Cuampy
(1935, 12) croient pouvoir attribuer & un ultra-virus 1'épithé-
lioma transmissible de la peau du Triton alpestre. Ce résumé
des principales observations de tumeurs spontanées chez les
Amphibiens ne permet de tirer aucune conclusion importante
sur la pathogénie et la biologie des cancers dans cette classe
d’animaux en raison de leur rareté et de la difficulté qu’il
y a d’apprécier le degré de leur malignité. Auss1 a-t-on tenté,
dés la parution des importants travaux de Yamaciwa et ItcHi-
Kawa (1912-1918, 62), sur la production expérimentale de
cancers chez le Lapin et la Souris au moyen du goudron,
de répéter ces expériences sur les Amphibiens.
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Les premiers essais systématiques dans ce but semblent
avoir été tentés par Sterko (1924, 56). Cet auteur badigeonne
au goudron la peau de Grenouilles (Rana temporaria) et de
Crapauds (Bufo viridis) et constate des phénoménes d’intoxica-
tion apparaissant plus ou moins rapidement suivant 1'impor-
tance de la surface recouverte et le rythme des badigeonnages.

« A T'autopsie, on trouve toujours une dégénérescence grais-
seuse du myocarde, du foie et parfois des reins. Aux endroits
badigeonnés, on observe une néoformation de la couche basale
des glandes muqueuses et une infiltration, aprés rupture de la
membrane basale, des tissus sous-cutanés par des cellules ron-
des. La réaction du stroma est marquée par une dilatation des
vaisseaux. On aurait donc un basaliome adénoide de Krom-
pecher » (StEFko, 56).

Cuampy et VasiLiu (1923, 13) n'obtiennent aucune forma-
tion de caractére néoplasique chez Molge cristatus ; les badi-
geonnages chez cet animal provoquent des ulcérations cutanées
et une rapide cachexie.

Les mémes essais, repris par MarrerrLa (1935, 35) puis
par nous-méme (1937), chex le Triton crété, n'eurent pas plus
de succés. Nous procédions de la maniére suivante :

Des Tritons étaient badigeonnés tous les 2 jours avec du
goudron liquide provenant du centre anti-cancéreux romand.
Ce goudron avait déja été essayé pour la production de tumeurs
et s'était montré actif. Au bout d’une qumzalne de jours,
donc aprés 8 a 10 badigeonnages, il apparut a l'endroit traité
des ulcérations qui ne montrérent, par la suite, aucune exubé-
rance particuliére.

Devant ce résultat nous reprimes ces expériences en appli-
quant cette fois le goudron sur des blastémes de régénération de
membres, pensant obtenir ici une activation de la croissance ;
mais, comme dans la premiére série d'expériences, le résultat
fut négatif et au liew d'une tumeur, nous avons obtenu un
moignon plus ou moins décharné qui ressemblait & un men-
bre-brilé.

Nous avions presque abandonné l'espoir d’utiliser le gou-
dron dans le but sus-mentionné lorsqu’au printemps 1940
nous apprimes les expériences faites en Italie par G. Kocu
et les deux fréres ScureiBer (1938, 31). Ces auteurs injec-
taient sous la peau du dos des Tritons des solutions trés diluéey
de goudron et de benzopyrénec dans de I'huile d'olive pure.

Au bout de 6 a 8 jours déja, il apparut des ulcérations
au point d'injection et les coupes histologiques montrérent
la formation de néoplasies épithéliales, que Kocn et ScHREIBER
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interprétérent comme des tumeurs cancéreuses. Il semble, a
priori, que cette interprétation soit correcte, puisque ces trois
expérimentateurs croient avoir démontré l'existence de métas-
tases dans le coeur et dans le poumon.

Le récent isolement des principes cancérigénes du goudron
par Kennaway et ses collaborateurs : Coox, HasLEwoop,
Hewerr, Hiecer, MayNeorp (1930-1941, 14), avait d’autre
part mis a la disposition des chercheurs une série de substances
pures, dont le benzopyréne déja ntilisé par Kocm et les
SCHREIBER.

Duran-ReynaLs (1939, 20) injecte 4 261 Grenouilles et a
18 petits Lézards des quantités variables de dibenzanthracéne,
de benzopyréne et de méthylcholanthréne et ne constate le
développement d’aucune tumeur a l'endroit de Ilinjection.
D’autre part, chez des Grenouilles — Rana pipiens — porteuses
d’adénocarcinome du rein, il ne trouve aucune accélération de
la vitesse de croissance de ces tumeurs. Les modifications histo-
logiques observées furent toutes du type nécrotique. II semble
que ces résultats doivent étre rapportés a la trop forte concen-
tration des produits injectés, le pouvoir toxique ayant annihilé
le pouvoir cancérigéne.

Brices (1940, 9) essaie de provoquer l'apparition de
tumeurs dans le tissu conjonctif sous-cutané de tétards de
Rana pipiens. Sur 154 animaux traités par le méthylcholan-
thréne, 12 seulement gardent le produit et 3 de ces derniers
présentérent des tumeurs sous-cutanées au voisinage du point
d’injection. Une seule tumeur, cependant, montre des signes
évidents de malignité avec envahissement de la musculature
et du poumon.

En résumé, les expériences faites par les divers auteurs cités
ci-dessus montrent la possibilité de provoquer chez les Amphi-
biens des cancers expérimentaux comparables aux cancers pro-
voqués par la méme méthode chez les Mammiféres. Il ressort
d’autre part de ces recherches que le goudron ou les corps
cancérigénes purs ne manifestent leur pouvoir que s'ils sont
utilisés a des concentrations trés faibles. Aussi était-il intéres-
sant de confirmer tout d’abord les résultats de Kocu et des
ScHrEIBER. ('est & quoi furent consacrées nos recherches préli-
minaires. Il est nécessaire, toutefois, de remarquer que les
expériences sus-citées furent faites dans un territoire neutre,
c'est-a-dire un territoire privé du pouvoir de régénération et
dans lequel un traumatisme important est suivi d'une cicatri-
sation banale. Par la suite nous avons alors examiné le compor-
tement des territoires de régénération sous l'influence du

goudron.
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II. EXPERIENCES

A. Action du goudron sur des lerriloires neulres.

r

1re SERIE D EXPERIENCES.

Expériences préliminaires : Les animaux traités sont au
nombre de 5, tous femelles. J'emploie, comme le préconisent
Kocn et les ScHrREIBER, une solution de goudron dans I'’huile
d’olive pure a 0,25 op.

Le 14 février 1940, chaque Triton recoit sous la pean
de la région dorsale, légérement en dehors de la ligne de
pigmen! jaune cranio-caudale, une injection de 0,15 a 0,2 cc.
de la solution goudronneuse. Dans la plupart des cas, tout le
matériel injecté ne reste pas en place, et l'on voit sourdre
au point d’injection une bulle huileuse au reflet verdatre.
Ces injections seront répétées 4 fois a 2 jours d’inter-
valle. 7 jours aprés la 1re inoculation, tous les animaux pré-
sentent, sur le dos ou sur les flancs, de petits nodules qui
répondent sans doute a des collections d’huile injectée. Ce sont
ces petites excroissances qui, dés a présent et dans les jours
qui suivront, serviront de matériel histologique.

Aprés prélévement de la peau dans ces zones, je place
un ou deux points de suture pour hater la cicatrisation des
plaies et éviter l'infection. Contrairement i ce qui se passe
habituellement pour les plaies banales des téguments, la cica-
trisation est lente. Au bout d'une dizaine de jours, les blessu-
res sont encore rougeatres, ulcéreuses ; les points de suture
ont sauté. Pour la seconde fois, je préleve la zone ou ont
été faites les injections et ou se trouvent les plaies consécutives
au premier prélévement.

Résultats histologiques.

Tumeur de 7 jours (3 injections). — Les coupes montrent
déja un gros épaississement de l'épiderme. Normalement, ce
dernier est formé de 3 a 4 couches de cellules assises sur une
membrane basale trés nette. Immeédiatement sous cette mem-
brane se trouvent les chromatophores. Or, dans la région qui
subit l'influence du goudron, nous trouvons un épithélium de
6 a 10 couches de cellules. En quelques points qui paraissent
correspondre aux lieux d’injection, la basale a disparu. Une
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masse de cellules pénétre dans le derme. A ce niveau encore,
les pigments sont en voie de disparition. On constate la présence
d’une zone de nécrose avec de grands espaces vacuolaires, un
amas de noyaux pycnotiques et hyperchromatiques, quelques
débris pigmentaires et quelques globules rouges (Fig. 3).

Il faut noter qu’au sein de la néoplasie, les noyaux, de
méme que les cellules, paraissent normaux. Les cinéses sont
relativement rares. ‘

Fic. 3. — Néoplasie épithéliale dans un territoire neutre. Effruction
de la basale et invasion du derme (7¢ jour).

\f'
XY

I'1c. 4. — Néoplasie épithéliale de 12 jours. Rupture du fascia
superficiel et début de linfiltration des muscles.

Tumeurs de 12 jours (4 injections). — On assiste ici a
un important envahissement du tissu conjonctif sous-cutané
par Dépithélium néoplasique. Les grosses glandes, enfouies
dans ce tissu, subissent aussi 'infestation par les cellules épithé-
liales. Plus profondément encore, le fascia superficiel et les
aponévroses musculaires sont déja traversés. Toutefois, a ce
moment, cette effraction des tissus collagénes denses est encore
discréte. Une grande quantité de vacuoles sont disséminées
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dans la région en évolution. Elles traduisent les localisations
de l'huile injectée (Fig. 4).

Nous attirons une fois de plus l'attention sur l'apparence
normale du tissu épithélial néoplasique. Rien, en effet, ne
saurait nous laisser supposer que la tumeur, dans ces condi-
tions, lutte contre un milieu défavorable a son accroissement.

Tumeur de 15 jours (4 injections). — On retrouve ici
tous les caractéres histologiques déja décrits pour une tumeur
de 12 jours.

Nous n’avons pas continué D'étude de I'évolution des
tumeurs produites au deld de 15 jours. Par contre il est inté-
ressant de voir comment évoluent les plaies consécutives au
prélevement des tumeurs. Nous rappelons qus ces plaies, 10
a 12 jours aprés qu’elles furent faites, ne présentaienl aucun:
tendance a se fermer.

Histologiquement la surface de la blessure a été recouverte
par les cellules épithéliales. Mais, contrairement a ce qui devait
se passer, ces derniéres continuent a pénétrer dans l'intérieur
des tissus sous-jacents. Partout ou l'huile goudronneuse a pu
diffuser, au centre comme a la périphérie et méme au dela
de la zone de cicatrisation, l’épithélium est considérablement
épaissi. En maints endroits éloignés de la plaie proprement
dite, on assiste & l'effraction des lames collagénes du fascia
superficiel par les cellules tumorales. On voit une infiltration
dans tous les interstices conjonctifs séparant les faisceaux mus-
culaires.

Il y a eu une hémorragie sous l'épiderne cicatriciel, mais
au lieu d'une organisation du caillot, telle qu'on peut I'obser-
ver mutatis mutandis dans la régénération (voir plus loin
page 155), ce dernier est utilisé par les cellules néoplasiques
dans leur cheminement vers l'intéricur des tissus.

Dans une autre de ces cicatrices ulcéreuses, en évolution
depuis 12 jours, on retrouve tous les caractéres décrits ci-
dessus. C’est ainsi qu’aux commissures de la plaie, on voit,
encore et toujours, l'épithélium néoplasique s’insinuer entre
les masses musculaires aprés avoir traversé toutes les barriéres
conjonctives. Encore et toujours, le tissu activé ne semble
pas présenter une diminution quelconque de sa vitalité. Au
contraire, l'exubérance de son extension montre qu’il est bien
a son aise dans les endroits infestés.

Résumé. — L’injection d’une solution d’huile goudronneuse
est rapidement suivie d'une infiltration épithéliale, s’acheminant
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dans la profondeur des tissus, jusqu’aux muscles. Toutes les
barriéres conjonctives du derme et les gaines des muscles
sont impuissantes a arréter cette invasion. Les cellules épithé-
liales semblent avoir acquis la faculté de digérer les tissus
sous-jacents.

2¢ SERIE D EXPERIENCES.
(Evolution des néoplasies dans le temps)

Au cours de ces expériences, nous examinons systémati-
quement le comportement des néoplasies dans le temps et
dans l'espace. Les fragments histologiques sont prélevés le 10c,
le 20, 26c, 40e, 43¢ et 53¢ jour aprés la derniére injection de
goudron ou d’huile d’olive pure.

Résultats histologiques.

A. Injections d’huile d’olive pure.

Les animaux recurent 2 injections, a 2 jours d’intervalle.
10 jours plus tard, on constate, dans la majorité des cas, de
petites nodosités disséminées dans la peau des flancs, qui par
ailleurs est normale. A l'examen mlcroscoplque ces nodosités
s¢ révélent comme correspondant chacune a une gouttelette
huileus: enkystee et 1l n'est rien, dans les coupes, qu1 suggere
I'idée d’une action particuliére de l'huile sur les tissus avoisi-
nant le point d’injection ou de localisation de I'huile. Il y a
simplement une légére réaction conjonctive autour des gouttes
huileuses.

B. Injection de goudron dilué.

Comme pour les expériences précédentes, nous avons fait
2 injections, a 2 jours d’intervalle, d'une solution de goudron
dans 1'huile d’olive pure a 0,5 o%. Les résultats histologiques
sont les suivants :

Tumeur de 10 jours: Tout le tissu conjonctif sous-cutané
est envahi par les cellules épithéliales. Les chromatophores,
situés sous la membrane basale, ont disparu. L’épiderme s’étend
jusqu’aux muscles, aprés avoir traversé toutes les lames conjonc-
tives et les aponévroses superficielles des muscles.

Tumeur de 20 jours: Le tableau histologique, toujours
le méme, est celur de 'infiltration des tissus profonds par les
éléments épithéliaux néoplasiques. Extérieurement, la peau est
ulcéréa. A ce stade, la dissémination des cellules épithéliales
est plus grande qu’au stade précédent.
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Tumeur de 26 jours: Nous sommes trés surpris de ne
plus trouver I'infiltration habituelle. Nous avons sous les yeux
des coupes qui rappellent exactement le tissu normal injecté
d’huile d’olive pure.

Tumeur de 43 jours : lIeci, 'infiltration est encore visible.
Cependant, elle a régressé : ce ne sont plus les larges zones
ulcérées et infestées de tumeurs de 20 jours. L’épiderme parait
papillomateux : il y a de multiples petites excroissances con-
jonctivo-épithéliales dans les régions d’expérimentation.

Tumeurs de 43 et de 53 jours: L’aspect histologique des
tissus est absolument normal.

— Lvolutron dune negplasre o cellules normales —

(schematigue )

volume de la neoplasie

fo 2o Jo do 3o éo 70 8o Jo foo 7l 720
joers

Fic. 5.

Résumé : L’huile d’olive pure ne provoque pas, dans 1'épi-
thélium, de réaction proliférative visible, contrairement & ce
que l'on observe avec le goudron. Les néoplasies ainsi formées
évoluent rapidement. On retrouve toujours le méme tableau
histologique : pénétration dans les tissus dermiques des élé-
ments épithéliaux, malgré les obstacles conjonctifs ; épithé-
lium trés épaissi dans la zone injectée. Au cours de son évolu-
tion, la néoplasie épithéliale passe par deux phases: une phase
d’accroissement, de prolifération et d’infiltration intenses et
une phase de régression, a la suite de laquelle les tissus
reprennent leur aspect normal. On pourrait traduire le phé-
nomeéne par une courbe «en clocher » (Fig. 5). S’agit-il donc,
& proprement parler, d'une tumeur cancéreuse ? Ce serait plutot
une hyperplasie temporaire. On dirait que les cellules n’ont pas
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été sollicitées assez longtemps par le goudron pour acquérir le
caractére cancéreux. Nous verrons par la suite que cette inter-
prétation ne semble pas étre contraire a la réalité, et qu'un
traumatisme surajouté a l'action du goudron déclenche un
processus cancéreux de caractére absolument malin (type carci-
nome basocellulaire).

3e SERIE D EXPERIENCES.

(Action comparée du goudron et des corps cancérigénes purs
a diverses concentrations)

En collaboration avec le Dr J. Regamey, nous avons repris
les précédentes expériences sur une plus vaste échelle. Nous
nous sommes. attachés a prec;ser llmportance de la concen-
tration des solutions cancerlgenes et & comparer l'action du
goudron, substance complexe, a celle de corps purs tels que
le benzopyréne et le méthylcholanthréne (de la Maison Hoff-
mann-La Roche). L’expérience fut faite avec les solutions sui-
vantes :

solution de goudron dans I'huile d’olive 0,5 ¢

» _ » » » 1,0 9%
» » » » 5,0 %
» benzopyréne » » 0,5 9%
» méthylcholanthréne » 0,5 o

Chaque solution fut injectée & 14 Tritons: 8 femelles et
4 males M. cristatus et 2 M. alpestris de sexe quelconque.

1. Goudron 0,5 04, 1 9 et 5 .

Les animaux recurent 8 injections, c’est-a-dire environ 2 cc.
de la solution huileuse, réparties sur 41 jours. Les injections
sont faites dans la peau au milieu du dos. A cet endroit
apparaissent dés le 10¢ jour des tuméfactions plus ou moins
marquées. Par la suite, la peau traitée s’ulcére, et ces lésions
a bords noirs paraissent bientot avoir été faites a l’emporte-
piéce. Dans les grands ulcéres, la musculature est mise a nu.
Presque toujours, ces lésions sont couvertes d'un enduit blan-
chatre formé de végétations mlcroscoplques Le temps d’appa-
rition des ulceres est sensiblement le méme pour les t‘101s
groupes d’animaux injectés avec le goudron.

En ce qui concerne l'histologie de la cancérisation par
les substances cancérigénes, disons tout de suite qu’il s’agit
la d’une étude fastidieuse, car dés le 30¢ jour et aussi long-
temps que l'on poursuivra l'examen des tissus soumis a
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I'influence de ces corps, on observera les mémes aspects. Tout
d’abord, remarquons que seul I'épithélium de la peau semble
réagir aux agents cancérigénes. On ne remarque aucune réac-
tion histologique particuliére dans le derme. Il n'y a pas de

Fic. 6. — Evolution des néoplasies épithéliales du goudron chez
les Tritons (4 stades). I = ¢épithélium : B = membrane bassale
G =: glandes ; F = fascia superficiel ; M = muscles ; D = derme.

néoformation de vaisseaux qui sont toujours trés rares dans
ce tissu chez les Tritons. Nous retrouvons donc la méme
évolution du processus néoplasique précédemment décrit, pro-
cessus que nous pouvons décomposer en quatre stades succes-

sifs (Fig. 6).
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Stade 1 : épaississement considérable de la peau (E) durant les
6 a 8 premiers jours.

Stade 2 : infiltration épithéliale interglandulaire (G) qui va
du 8¢ au 15¢ jour environ. La basale (B) est trés
souvent encore visible a ce stade.

Stade 3 : infiltration diffuse du tissu cellulaire sous-cutané (D)
et effraction du fascia superficiel (F) entre le 15¢
et le 25¢ jour.

Stade 4 : effraction de toutes les barriéres conjonctives et infil-
trations des muscles (M) dés le 25¢ jour environ.
Dés ce moment, et parfois plus tot, des ulcérations
peuvent se produire par nécrose survenant au sein
de la masse épithéliale néoplasique.

2. Benzopyréne 0,5 % et méthylcholanthréne 0,5 9.

Fait remarquable, ces substances ne donnent pas d'ulcéra-
tions de la peau comme le goudron, du moins jusqu'au 40¢
jour aprés le début des injections. Les deux groupes d’animaux
recurent 5 injections en 41 jours. Les ulcérations apparurent
fort tard, entre le 90¢ et le 100 jour aprés le début des
injections. Ceci mis a part, il n'a pas été possible de mettre
en évidence un comportement histologique particulier des tissus
permettant de caractériser d'une fagon ou d'une autre l'action
de chacun de ces corps.

En somme, le tableau histologique créé par l'injection du
goudron ou des corps cancérigénes purs est toujours le méme
sur les territoires neutres. Il est tel que nous l'avions vu au
cours de nos deux premiéres séries dexpériences. La seule
action différentielle vraiment intéressante porte sur le moment
d’apparition des ulcérations cutanées dans les divers lots. Elle
est donnée dans le tableau ci-dessous :

Goudron 0,5 0/ — ulcérations au 40¢ jour
2 1,0 0/0 = » » 30e »
» 5,0 0/0 — » » 30¢ v
Benzopyréne 0,5 0% —- » » 108¢ »
Méthylcholanthréne 0,5 0o —- » > 90e.

D’autre part, la mortalité a été plus grande et plus rapide
dans les deux groupes considérés, ainsi qu'en témoignent les
courbes de la fig. 7. Pour l'organisme du Triton, le goudron est
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donc plus toxique. Il semble que ce soit la toxicité du goudron
qui a entrainé la plus grande rapidité d’apparition des ulcéra-
tions chez les animaux traités par cette substance. Nous revien-
drons par la suite sur cette question. Il reste a citer, on conclu-
sion de ce travail, un fait extrémement intéressant. Les injec-
tions de benzopyréne et de méthylcholanthréne, qui avaient
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été faites sous la peau de la région dorsale des Tritons, avaient
entrain¢ la disparition de la créte dorsale chez les males et
de la ligne jaune chez les femelles. A leur place, de larges ulcé-
rations étalent apparues qui se sout peu a peu comblées de
cellules épithéliales neuves. Alors que nous étions en droit
d’attendre soit une reformation de la créte dorsale chez les
males, soit la réapparition de la ligne jaune sur une cicatrice
plane chez les femelles, nous avons vu se constituer tardivement
(aprés 120 jours), chez 5 animaux femelles, une petite créte
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du type neutre et chez un animal male une ligne pigmentée
jaune du type femelle (Fig.8). On sait que la créte dorsale
et la ligne jaune sont des caractéres sexuels secondaires dont
la manifestation est sous la dépendance des hormones sexuel-
les ; la castration, chez des individus jeunes, provoque l’appa-
rition, aussi bien chez les femelles que chez les males, d'une
petite créte du type neutre (J. de Beaumont 1929, 4). Rappe-
lons encore la parenté chimique existant entre les substances
cancérigénes utilisées et les hormones sexuelles. Il n’était donc
pas sans intérét de signaler ces faits.

Fi¢. §. — Inversion d’'un caractére sexuel secondaire aprés injection
_ J
de corps cancérigénes,

- Nos connaissances sur le comportement biologique des néo-
plasies épithéliales vont maintenant nous permettre d’aborder
plus directement le probléme de l'action du goudron sur les
territoires de régénération, territoires dont nous avons donné
les caractéristiques au début de ce travail.

B. Action du goudron sur les territoires de régénération.

1re SERIE D EXPERIENCES.
(Etablissement du blastéme)

- Les données précises concernant l'établissement du blas-
téme sont relativement peu nombreuses. ABeLoos (1932, 1)
consacrc un trés court paragraphe a la cicatrisation. Pour lui,
I'obturation de la plaie est due a une forte contraction de la
région lésée, a un coagulum sanguin, a un étalement de la
couche épidermique sur la surface de section. Ce dernier pro-
cessus, remanquable par sa rapidité, se produirait par une sorte
de glissement des cellules épithéliales.

Il nous a paru indispensable de reprendre l'étude systé-
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matique de l'édification du blastéme. Nous avons opéré 60
Tritons, lesquels ont été amputés de l'extrémité de leur queue
sur une longueur de 1 a 1,5 cm. Puis aprés 3 heures, 6 heures,
1 jour, 2 jours, 4 jours... et enfin de 2 en 2 jours, nous
avons sectionné la zone d’amputation avec sa base. Fixées
au Helly pendant 24 heures, ces différentes piéces furent ensuite
débitées en coupes frontales de 5/1000 de mm., puis colorées
au Giemsa et montées a 'huile de cédre. A titre de controle,
nous avons traité un certain nombre de coupes par I’hématoxy-
line ferrique-van Gieson.

Fic. 9. — Blastéme de F1c. 10. — Blastéme de

3 heures. Début de la 8 jours. Digestion du

digestion du caillot caillot et prolifération
sanguin par U'épithélinm. du tissu conjonctit.

Aprés 3 heures : La surface d’amputation est déja recou-
verte par l'épiderme ; il y a la un processus de cicatrisation
extrémement rapide. Simultanément, 1l s’est formé un caillot
sanguin qui obture les vaisseaux et intéresse toute la partie
blessée. 11 est remarquable de constater que c’est sur ce caillot
que croit I'épithélium et que, par conséquent, la surface d’am-
putation posséde une protection double (Fig. 9). Dans le caillot,
on note d’emblée la présence de nombreux globules blancs,
des lymphocytes principalement.

Apreés 6 heures : L’aspect des coupes est encore sensiblement
le méme que précédemment. On voit une sorte dinfiltration
du caillot par l'épithélium, les coupes montrant de nombreux
cordons épithéliaux a I'intérieur du caillot. Ce dernier renferme
des leucocytes abondants (lymphocytes et polynucléaires) et
beaucoup d’hématies, la distribution de ces éléments n’offrant
rien de bien caractéristique. Conséquences invariables de toute
blessure, des signes de dégénérescence apparaissent alors. Aupa-
ravant déja, trois heures aprés I'intervention, ils s'étaient mani-
festés de fagon discréte. Dés maintenant, ils ne peuvent plus
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passer inapercus et, dans les heures qui suivront, ils éclateront
dans toute leur ampleur.

Aprés 1 jour: La dégénérescence est active. Des segments
de muscle, intéressés par la blessure, perdent leur aspect histo-
logique normal, et apparaissent alors comme des masses irré-
guliéres trés fortement colorables (Planche I). Les leucocytes,
et parmi eux de nombreux polynucléaires infiltrent toute la
zone basale de la surface d’amputation.

L’épithélium néoformé montre plusieurs figures de mitoses.
Dans la région ou le systétme nerveux et la colonne vertébrale
affleurent a la surface de section, ce méme épithélium est
trés mince. A partir de ce point central, il s’épaissit reguhere~
ment. Nous sommes enclin a admettre que 1’axe rigide que repré-
sente le rachis tronqué constitue une surface sur laquelle 1'épi-
derme nouveau vient s'appuyer, sans que le liquide sanguin
puisse s’accumuler entre ces deux formations. Par contre, en
dehors de la colonne vertébrale, les parties molles subissent
une certaine rétraction et un volumineux caillot peut dés lors
se former entre ces parties et 'épiderme de régénération.

Aprés 3 jours: La dégénérescence s’atténue. Dans le terri-
toire en évolution, on trouve encore beaucoup de leucocytes,
des débris cellulaires de toutes sortes, des noyaux 1solés et
pycnotiques provenant vraisemblablement des faisceaux mus-
culaires et des diverses autres cellules dégénérées. Le caillot
est de_]a profondément transformé ; i1l renferme des hématies
en moins grand nombre. Il est envah1 presque complétement
par la prolifération épithéliale. [1 n’y a plus de limites nettes
entre I'épithélium et les tissus sous-jacents.

Aprés 7 jours. — Les symptomes de dégénérescence s’atté-
nuent fortement dans la couche basale. Cependant, celle-ci
renferme encore quelques petits amas d’hématies extravasées,
de nombreux leucocytes et quelques reliques mal caractérisées
des tissus anciens traumatisés par l'intervention. Entre I'épithé-
lium ancien et I'épithélium nouveau, nous avons a faire a un
territoire annulaire ou de nombreuses mitoses se rencontrent
En ce qui concerne plus spécialement I'épiderme néoformsé,
nous avons noté qu’il renferme dans son épaisseur devenue
considérable une certaine quantité d’hématies.

Apreés 10 jours : L’épithélium atteint son maximum d’épais-
seur. Il forme un gros bourgeon a l'extrémité de la queue ;
histologiquement, 1l présente une zone moyenne contrastant
par sa texture lache avec la surface formée d’éléments plus
serrés. Dans cette couche moyenne, les cellules ont 1’aspect
nettement fibroblastique des cellules conjonctives cultivées in

MEMOIRES SC. NAT. D3 12
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vitro. D’auire part, la face interne de l'épiderme, dépourvue
de basale nette, est constituée par des cellules épithéliales,
dessinant des saillants poussant vers l'intérieur, cellules dont
le grand axe est généralement dirigé vers le centre du blastéme
et qui, par les pseudopodes qu’elles émettent, semblent « prendre
racine » dans le territoire de la base que nous avons vu lout
d’abord étre le siége des phénoménes dégénératifs. Les mitoses
ne sont pas rares. Quant au secteur situé au-dessous de 1'épi-
thélium, il nous montre une trame mésenchymateuse tres lache,
semée de noyaux qui paraissent nus infiltrée encore par de
nombreux éosinophiles et autres polynucléaires, par des lym-
phocytes et des cellules d’aspect épithélial, groupées ou isolées.
Tout cela donne une allure caractéristique a ce tissu trés
complexe (Fig. 10).

En résumé, dans ces coupes pratiquées 10 jours apreés 'opé-
ration, nous voyons déja que les noyaux ont pris une impor-
tance assez grande, par leur nombre d’abord, ensuite par l'effa-
cement progressif des limites cytoplasmiques, qui ne réappa-
raitront que plus tard lors de la régénération proprement dite.
D’autre part, nous voyons que les leucocytes, et tout particu-
liérement les éosinophiles ont augmenté en nombre dans le
territoire blastématique.

Aprés 15 jours : Les phénoménes amorcés au stade préce-
dent deviennent toujours plus accentués. La pénétration de 1'épi-
thélium dans le conjonctif est encore plus marquée. Les cel-
lules basales de 1'épithélium ont émigré si profondément dans
le mésenchyme, qu’il est difficile de discriminer les deux tissus.
Les éosinophiles sont toujours trés nombreux. Au niveau des
vertébres, les cellules conjonctives profondes s’alignent et entou-
rent les cartilages, autour desquels elles constituent un man-
chon, paraissant progresser vers le secteur du blastéme. La
zone comprise entre l'épithélium néoformé et la base ancienne
- recoit donc un double apport cellulaire, soit de matériel épider-
mique provenant de celui-la et des éléments conjonctifs émi-
grant de celle-ci.

Aprés 17 jours : La région située immédiatement au-dessous
de la surface d’amputation est devenue, grice a la double colo-
nisation précitée, un véritable blastéme dont les éléments vont
maintenant proliférer activement et, par leur différenciation,
remplacer les organes primitivement lésés. Le blastéme est
donc surtout caractérisé par la teneur plus grande en noyaux
que dans les autres territoires et par la disparition des limites
entre I'épithélium et le conjonctif. La Planche II montre que
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les noyaux épithéliaux peuvent entrer dans le tissu conjonctif
ou leur role exact devrait étre précisé.

On constate deux mouvements cellulaires : 1° un mouve-
ment basipéte de 1'épithélium qui infiltre le caillot ; 20 un
mouvement basifuge, plus tardif, post-dégénératif, des tissus
conjonctifs qui vont au-devant de I'épithélium (Fig. 11).

15 j. 20 j. 30 J.

Fig. 11. — Schémas des mouvements tissulaires au début de la
régénération. Fléche pointillée : différenciation.

En résumé, nous voyons que la premiére phase des phéno-
meénes conduisant a I’établissement du blastéme de régénération
consisle en une cicatrisation consécutive a l'amputation. Cette
cicatrisation est trés rapide et se fait simultanément par deux
processus distincts : la formation d'un caillot sanguin et 1'étale-
ment, par-dessus ce caillot et les tissus lésés, de la couche
épithéliale de 1'épiderme. Puis on observe au niveau de la base,
évidentes conséquences du traumatisme opératoire, des phéno-
ménes dégénératifs étendus, tandis que dans une partie plus
distale du futur blastéme, 'infiltration du caillot par I'épiderme
se poursuit avec une intensité accrue.

Vers le 10¢ jour (amimaux dans l'eau & température de
15 a 18 degrés), le blasttme commence a se former: les
limites entre les cellules deviennent trés indistinctes, semblent
méme disparaitre complétement, pour réapparaitre plus tard,
et la membrane basale habituellement interposée entre 1'épi-
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derme et le derme ne peut plus étre mise en évidence. Dans
les anciens tissus, le sang extravasé est presque totalement
résorbé. Beaucoup de leucocytes, particulierement d’éosinophiles
se rencontrent encore, ainsi que des noyaux isolés et trés forte-
ment colorables.

Vers les 15¢ et 17¢ jour., lorsque le blastéme sera formeé,
I'aspect des coupes devient plus ordonné ; les noyaux sont moins
colorables et les limites cellulaires réapparaissent.

Au 17¢ jour, le régénérat et sa base montrent un grand
nombre d’éléments cellulaires étroitement juxtaposés et dont
l'origine épithéliale ou mésenchymateuse ne peut étre établie
avec certitude ; nous avons en effet constaté que les cellules
épithéliales 1mmigrées perdent leur physionomie histologique
habituelle et ressemblent alors beaucoup a des fibroblastes.
Le sang du coagulum de cicatrisation a a peu prés disparu ;
déja des vaisseaux apparaissent, et c'est alors que débute la
régénération proprement dite (Planche III).

Ainsi le blastéme s’édifie principalement grace au concours
de trois tissus: 1'épithélium, le caillot sanguin, les tissus
conjonctifs de la base.

2¢ SERIE D EXPERIENCES.
(Action du goudron sur des blastémes de 20 jours)

Des injections de goudron sont faites dans de jeunes blas-
tétmes de queue agés de 20 jours, par 2 fois et a 10 jours
d’intervalle, au moyen d'une seringue de verre trés fine. La
zone d’injection se trouve dans le tiers proximal du régénérat,
et le goudron est ainsi porté dans les tissus dermiques trés
voisins de l'épiderme. Ce dernier est alors soulevé par la goutte
d’huile goudronneuse (Fig. 12 q).

Nous prélevons les blastémes aprés 10 j., 40 j., 43 j. et
53 j. aprés la premiére injection, c'est-a-dire que le premier
et le second blastéme utilisés pour les examens histologiques
ne recurent quune seule injection. Extérieurement, 20 jours
aprés la premiére dose, tous les blastéemes sont plus ou moins
plissés et noiratres. Au point de vue histologique, nous avons
observé ce qui suit (Fig. 12) :

10 jours aprés l'injection (1 injection) : L’aspect général
du blastéme est normal et correspond bien a un régénérat de
30 jours dans lequel le cartilage commence de se différencier.
Cependant, la direction de 1'axe du régénérat n'est pas pareille
a I'axe de la queue : il semble qu'un des coOtés de cette der-
niére ait cru plus rapidement que l'autre (Fig. 12b).
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20 jours aprés I'injection (1 injection) : Histologiquement,
on ne trouve rien d’'anormal. En revanche, la forme du régé-
nérat attire l'attention par son aspect exubérant, étalé et lobé
(voir les dessins). Il y a plusieurs axes disposés en éventail
et qui s'inclinent plus ou moins par rapport a l'axe des

d

Fic. 12. — Evolution d'un blastéme de 20 jours dans lequel unc petite
quantité de goudron a été injectée,

tissus anciens. Le cartilage formé est incurvé en virgule.
Pas d’infiltration épithéliale dans le tissu blastématique
(Fig. 12¢).

26 jours aprés la 1re injection (2 injections): La struc-
ture histologique ne montre rien de particulier. La différen-
ciation correspond a celle d'un régénérat normal plus jeune.
Comme pour les régénérats précédents, 1'axe des tissus néofor-
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més est oblique par rapport a l'axe normal de la queue
(Fig. 124d).

40 jours (2 injections) : Ce blastéme présente une masse
de tissu assez considérable. Son degré de différenciation n’a
pas fait de progrés sensible depuis le 26¢ jour.

43 jours (2 injections) : Mémes remarques que pour lo
précédent. Cependant, l'injection a créé, au sein des Ulssus
néoformés, des vésicules, tapissées d'un épithélium séparé du
conjonctif blastématique par une basale trés nette. La consé-
quence de ce fait est que la masse du conjonctif blastématique
se trouve réduite. Il n’y a qu'une ébauche de cartilage. A ce
point de vue, la différenciation ne se trouve pas a un stade
trés avancé (Fig. 12e).

- 53 jours (2 injections) : Le régénérat n’a pas repris sa
position normale. D’autre part, la différenciation est arrivée
au stade qui habituellement se rencontre dans des régénérats de
50 jours, donc encore au-dessous de ce qu'elle devrait étre, les
tissus évoluant depuis 73 jours (Fig. 12f).

Résumé : Contrairement a ce qui se passe dans des tissus
complétement différenciés, I'injection de goudron dans les tissus
jeunes d'un blastétme de 20 jours ne provoque pas d’infiltra-
tion épithéliale. La réaction de l'épithélium qui prolifére est
simultanément suivie d'une exubérance du conjonctif blasté-
matique, et aboutit a4 la création de formes anormales du
régénérat. Tout se passe comme s1 le tissu conjonctif ayant
récupéré un potentiel d’activité nouveau opposait a 1'épithélium
une barriére infranchissable. Ce dernier, sollicité cependant
par le goudron, prolifére, son extension étant alors automatique-
ment suivie d'une extension du tissu conjonctif.

Cette expérience met en évidence des propriétés nouvelles
du tissu conjonctif blastématique. Elle montre aussi que la
différenciation histologique a été retardée du fait de la pro-
longation du temps de prolifération des tissus conjonctifs.
Ceci confirme donc ce que de nombreux auteurs, et en parti-
culier les biologistes s’occupant de la culture des tissus, ont
dit des rapports existant entre la prolifération et la différen-
ciation (Eparussi, 1932, 25). Toutefois, s’adressant au seul
blasttme de 20 jours, cette expérience est incompléte en ce
sens que l'on peut admettre a prior1 un autre comportement
des blastémes plus ou moins agés. Aussi avons-nous repris
systématiquement la méme investigation dans des blastémes
d’ages différents ; cette deuxiéme expérience n’est donc qu'un
cas particulier de notre troisiéme série de recherches sur les
territoires de régénération.
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3¢ SERIE D EXPERIENCES.
(Action du goudron sur des blastémes de
5, 9, 16, 20, 30, 36, 52 jours)

Ces expériences ont été conduites de la fagon suivante :
la solution diluée de goudron a 0,59 est injectée par deux
fois dans des blastémes de 5 j., 9 j., 16 j., 20 j., 30 j.,
36 j. et 52 j.

50 Tritons M. cristatus sont amputés de la queue le 8. 5. 41.
Le 12. 5., 6 Tritons amputés recoivent une injeclion de gou-
dron dilué a 0,5 9% dans l’huile d’olive. Un de ces animaux
sert de témoin et recoit par conséquent de l'huile d'olive. Une
2¢ injection est faite le 15. 5., donc 3 jours aprés la 1re,

Fig. 13. — Injection de goudron dans des blastémes d’ages différents.

el dorénavant ces animaux ne seront plus touchés (Lot A).
Avec 6 animaux présentant des blastétmes de 9 j., nous
procédons aux mémes manipulations que ci-dessus, et de méme
encore pour des animaux a blastétme de 16 j., 20 j., etc.
(Lot B, G, D,..). -
Des contréles histologiques ont été faits a intervalles régu-
liers et de la méme fagon pour chaque groupe d’animaux.

~ Notons que les injections ont été faites de telle sorte que
le matériel cancérigéne vienne toujours soulever I'épithélium
blastématique, formant ainsi de petites vésicules semi-trans-
parentes sur la surface,K de section. Ceci revient a dire que
toute la zone des tissus participant a la régénération a été
imprégnée de goudron (Fig. 13).

Rien de particulier n’apparait durant les 30 premiers jours
qui suivent l'amputation, que ce soit dans le lot A ou dans
le lot D. I'un injecté depuis 25 jours, 'autre depuis 10 jours.
Mais a partir de ce moment, dans les petits régénérats injec-
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tés, beaucoup plus pigmentés que les régénérats témoins, sur-

a; Moulage en terre glaise d'un régénéral de 38 jours.

b) Troubles slructuraux apportés dans des régénérats par linjection
de subslance cancérigene.

Fie 14.

viennen' des modifications de la forme. Ils se plissent, s’enrou-
lent sur eux-mémes et prennent de plus en plus un aspect
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fripé (Fig. 14). Aprés le 45¢ jour environ, ces anomalies
morphologlques se régularisent progresswement et aprés 80
jours d’évolution, elles se sont presque entiérement effacées.
Cependant la surface de ces régénérats n’est pas encore comple-
tement plane et lisse : il subsiste de petites excroissances allon-
gées « veinant » 'organe. La pigmentation est restée plus forte
que chez les témoins.

Nous avons contrélé la croissance des régénérats et ces
mesures sont données dans le tableau suivant :

" Lots 43 jours 63 jours 77 jours
Témoins | Injectés | Témoins | Injectés | Témoins | Injectés
A 4 3,5 10 8,5 12 10,5
B 3,5 2.2 8 7.5 9 g
C 4 4 6 6,3 10 9,6
D 3 4 9 7,7 12 —
E 1 3,5 11 8 12 9,6
F — - — 4 — 9,6
G — — 12 .7 13 7:3
Moyenn.| 3,7 3,4 9,3 7.1 11,1 9,3

Si l'on traduit les résultats précédents par des courbes,
nous mettons mieux en évidence la « dépression » qui exprime
un ralentissement considérable de la croissance des blastémes

de 9 a4 16 jours (Lots B et C) (Fig. 15).

Résultats histologiques.

Toutes les piéces prélevées en vue de l'examen histolo-
gique ont été fixées par le liquide de Bouin. Les coupes ont
10 microns d’épaisseur et furent colorées par I'hémalun —
éosine — orange G.

Lot A :
Injections de gqoudron dans les blastémes de 5 jours.

(Le nombre de jours indiqué est compté a partir de la
1re injection.)

8 jours : Le blastéme se forme. L’épithélium néoformé est
épaissi normalement. La région dans laquelle s’édifie le blas-
teme est le siége d'une forte éosinophilie (Fig. 16).
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28 jours: La masse conjonctive blastématique a augmenté.
Elle est bordée d'un épithélium formé de 7 a 10 couches de
cellules a gros noyaux arrondis, a protoplasme clair, turgescent.

Dans la base du blastéme se manifeste un processus néo-
plasique important, trés actif, partant de l'épithélium et infil-

p A l& c 0 '3 '3 G
b4
fo
9 o
~
~
8 ™ e
& ________ ~N
R 7
6
5 I ”U//o a’b//Ve
4 43 4 ] — — —Gouvdron
/ —
3 \\ /
/
\
2
7
e B e -
/OUI'J’
Fic. 15. — Comparaison des longueurs atteintes par les régéncrats

injectés d’huile d'olive et de goudron a des moments différents.
Retard de croissance dans les blastéemes de 10-15 jours.

trant le tissu cellulaire sous-cutané. Il s’agit du cas décrit

plus loin (4¢ série d’expériences).

Remarque importante : Les tissus du blastéme sont bien
limités ; D'épithélium repose sur une basale intacte partout.
L’infiltration épithéliale commence exactement a la limite des
tissus anciens et des tissus blastématiques (Fig. 17).

39 jours : Le régénérat est irrégulier : des excroissances sont
nées a différents endroits. L’épithélium est d'épaisseur treés
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variable d'un point a l'autre. Le systéme nerveux régénéré
pénétre dans le tissu conjonctif du blastéme jusqu'a quel-
ques millimétres de I'épithélium (Fig. 18).

Au point d’'injection du goudron, dans les tissus anciens,
une grosse infiltration de 1'épithélium vers la profondeur est
visible. En cet endroit s’est formé un ulcére.

23

Fic. 16-24. — Voir explication dans le texte.

88 jours : La forme du régénérat s’est régularisée. Histolo-
giquement, la différenciation de chaque tissu a abouti norma-
lement. Dans la partie la plus distale du régénérat, 1’épithélium
présente des villosités nombreuses, légérement hyperkératosi-
ques. Quelquefois cette partie distale est recourbée de 140 a
170 degrés sur l'axe de la queue. Chez le témoin, le régénérat
est absolument normal.
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Lot B :

Injections dans les blastémes de 9 jours.

7 jours: Le blastéme est légérement plus saillant que
celui du lot A de 8 jours. L’épithélium trés épaisst dans la
zone de régénération, reprend son épaisseur normale (3 a 4 cou-
ches de cellules) sur les tissus anciens. Dans ces derniers se
développe une néoplasie épithéliale se traduisant par une infil-
tration légére des tissus sous-cutanés (Fig. 19).

34 jours : Le régénérat est plus ou moins incliné par rap-
port a 'axe normal du membre. Epithélium et tissus conjonc-
tifs du régénérat sont bien délimités. Dans les tissus anciens,
U'infiltration épithéliale est considérable. Dans le voisinage de
celle-c1, 1l y a formation de papilles épidermo- dermiques Une
forte éosinophilie se remarque dans toute la régien touchée
par le goudron (Fig. 20).

82 jours : Le régénérat, morphologiquement et hlstologlque—
ment, est normal. Comme pour le lot A (88 30111'5) la partie
distale du régénérat présente un eplthehum a verrucosités,
mais celles-ci sont légérement moins marquées.

Lot C :
Injections de goudron dans des blastémes de 16 jours.

7 jours: Le blastéme est peu proemmcnt {voir les courbes
de croissance). L’épithélium est trés épaissi et l'on note des
troubles de la kératinisation. L’éosinophilie du territoire est
considérable. Dans les tissus anciens, l'épithélium est infil-
trant (Fig. 21).

27 jours: Le régénérat présente de grosses irrégularités
morphologiques. L’épithélium, réguliérement épaissi (6 a 9
couches de cellules), est turgescent (Iig. 22), le tissu conjonc-
t1if lache et trés vascularisé ; on note le début de la différencia-
tion des muscles et des glandes dans la région la plus proche
des tissus anciens. Dans ces derniers, au point d’injection, 1'épi-
thélium a constitué une néoplasie.

75 jours: Le régénérat est normal dans sa forme, sauf
dans la partie distale ou il s'incurve brusquement de 180 degrés
sur 'axe normal. Dans cette méme région, on trouve encore
du cartilage qui s’est différencié jusque dans la partie la plus
mince de l'organe. Dans les tissus anciens, l'infiltration épithé-
liale déclenchée par I'injection est en régression (kystes arrondis
ou formations tubulaires a parois épaisses et a lumiére tres
large).

Dans un autre cas, la partie distale du régénérat est recou-
verte d'un épithélium festonné semblable a celui qui est décrit
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plus haut (papillomatose). Dans ce cas encore, la différencia-
tion du cartilage s'est effectuée en rapport étroit avec la forme
générale de l'organe, de telle sorte que ce cartilage est exac-
tement coudé comme le régénérat (Fig. 23). Dans les tissus
anciens, la néoplasie épithéliale est le siége d’une dégénéres-
cence vacuolaire (Planches V et IX).

Chez l'animal témoin, le régénérat est droit et régulier.
L’épithélium est mince, formé de 3 a 4 couches de cellules. La
limite entre régénérat et tissus anciens est impossible a fixer.

26

Fic. 25-26. — Voir explication dans le texte.

Lot D :
Injections de goudron dans des blastémes de 20 jours.

12 jours : Le blastéme posséde un épithélium épaissi, lége-
rement irrégulier (Fig. 24). Dans la base du blastéme, on
voit une infiltration importante qui rappelle le cas du lot A —
28 jours. Dans la partie infiltrante de cette néoplasie, 1l y a
formation de vacuoles intra-cellulaires qui paraissent traduire
une i1mbibition des cellules plus grande que normalement.

23 jours : Le régénérat est trés irrégulier. La vascularisa-
tion est abondante et le systéme nerveux s’allonge jusque sous
I'épithélium néoformé. Cet épithélium n'est pas régulier ef
semble commander la forme de l'organe suivant des mécanis-
mes qui seront discutés plus loin (Fig. 25).

61 jours: L'organe régénéré a un épithélium régulier. La
partie distale cependant est légérement plus épaisse et recou-
verte d'un épithélium a verrucosités. Dans la base on note
quelques vestiges d'une infiltration épithéliale ancienne.

Dans un autre cas, une zone épithéliale de 1 cm? environ
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révele une tendance nette a I'infiltration: fait nouveau el
extrémement important, puisque cette infiltration s’observe uni-
quement dans les tissus du régénérat.

Le régénérat du témoin ne montre rien d’anormal.

Lot E :
Injections de goudron dans des blastémes de 30 jours.

13 jours: Le régénérat est recouvert d'un épithélium irré-
guliéremen! épaissi (Fig. 26). D’une fagon générale I'épithé-
lium de lorgane neoforme est toujours plus épais que celui
des tissus anciens, jusqu'au moment ou la croissance est com-
plétement arrétée. Dans le tissu conjonctif, des vacuoles hui-
leuses sont disséminées un peu partout. Encore une fois, il y
a une forte éosinophilie territoriale. La forme du régénérat est
irréguliére et passible des mémes remarques que le cas du lot D

23 jours. Dans la base, il y a infiltration et envahissement
par les cellules de l'épiderme des tissus sous-jacents.

22 jours: Régénérat régulier a épithélium formé de 4 a 5
couches de cellules turgescentes. La différenciation des divers
tissus est en voie d’achévement. Alors que dans la partie médiane
du régénérat 1'épithélium ne manifeste aucune activité particu-
liere, dans la partie distale on note son trés fort développe-
ment et vne infiltration des autres tissus.

30 jours: Le régénérat est irrégulier. L’épiderme révéle
une tendance & former les petites verrucosités qui paraissent
caractériser l'action tardive du goudron. Cette tendance est
surtout marquée dans la partie distale du régénérat. Observa-
tion extrémement importante, I'épithélium, en quelques points
du régénérat, déborde la membrane basale, créant ainsi de
petites néoplasies. Ces derniéres se sont toujours faites dans
le voisinage d'une zone de tissu conjonctif liche criblé de
vacuoles huileuses. D’autre part, la région dans laquelle se
poursuit le processus néoplasique contient plus de mélano-
blastes que tout autre a l'entour (Fig. 27).

22 jours: Le régénérat est encore irrégulier. Il y a une
grosse éosinophilie de tout I'organe. L’épithélium est épaissi
et infiltre en quelques endroits les tissus dermiques. Il est
intéressant de constater que ces infiltrations ne se produisent
pas dans un territoire contenant peu de tissu conjonctif lache
et beaucoup de muscles ; elle est par contre maximale ou
ces derniers sont remplacés par des glandes.

Dans les tissus de la base du régénérat, les vestiges de
I'infiltration consécutive a I'injection sont en voie de disparition.

61 jours: Le régénérat est régulier. Histologiquement, il
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est difficile de délimiter le territoire occupé par la base ou le
régénérat. Dans la partie distale du régénérat, 1'épithélium
cutané¢ a formé de grosses verrucosités. Dans une partie plus
proximale, on observe une trés discréte tendance de I'épithé-
lium a l'infiltration.

Dans le régénérat de l’animal témoin, comme dans celui
d’'un animal amputé une seconde fois aprés l'injection, rien
ne retienl notre attention.

Lot F :
Injections de goudron dans les blastémes de 36 jours.

55 jours: Le régénérat est trées mal formé, plissé en S.
Les tissus régénérés contiennent de grandes quantités d’éosi-
nophiles. En de nombreux points du régénérat, de grosses

Fic. 27-28. — Extrémités dc régénérats. Les taches noires
représentent les localisations de la substance cancérigéne. Les fléches
indiquent des mouvements tissulaires soit de 'épithélium, soit des
tissus conjonctifs.

infilirations épithéliales dans les tissus sous-jacents sont visi-
bles. En d’autres points, il s'est formé de petits diverticules
externes, comme 31 l'épithélium distendu primitivement avait
été secondairement repoussé vers l'extérieur (IFig. 28).

Dans un autre régénérat du méme 4ige, la forme est régu-
liere. A l'union du régénérat et des tissus anciens, on note
le présence d'un petit bourrelet dont la formation semble
relever du méme mécanisme que celui que je viens de décrire.

L’organc contient beaucoup de leucocytes éosinophiles. Dans
la partie distale du régénérat, ébauche d'une hyperkératose
avec verrucosités. Je n’ai pas découvert d'infiltration épithéliale.
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Lot G :
Injections de goudron dans des blastémes de 56 jours.

3 jours: Le régénérat, régulier, a un épithélium légére-
ment épaissi. En quelques points se voient des infiltrations
épithéliales. -

6 jours: Le régénérat est irrégulier. L’épithélium, d’épais-
seur variable, a infiltré les tissus sous-jacents. On remarque
I'imprégnation par le goudron aux nombreuses vacuoles dissé-
minées dans toute la coupe.

37 jours: La forme du régénérat est atypique. De petites
excroissances de tissus conjonctifs, recouvertes d’un épithélium
irrégulier, sont visibles dans la région d’implantation du régé-
nérat sur la base. Ces excroissances, répartissant un peu au
hasard le matériel tissulaire régénéré, ont créé des conditions
mécaniques nouvelles au sein des tissus. Ainsi, le tube cartila-
gineux, d'ordinaire rigoureusement droit, est ici sinueux, se
moulant dans la forme anormale du régénérat. Ceci montre
bien que la différenciation du squelette est davantage sous la
dépendance de la quantité de tissus conjonctifs que sous
I'influence du centre évocateur (NeEukomm 1941, 42). On ne
trouve pas, d’autre part, d’'infiltrations épithéliales nettes. II
se dégage l'impression que le processus néoplasique dans ce
dernier lot, suit une évolution identique a celle que le processus
cancéreux parcourt dans un territoire neutre (courbe d’'évolu-
tion en « clocher »). Le régénérat témoin est normal et sa
différenciation est plus avancée que celle des régénérats injectés.

Au cours de cette expérience sur les territoires de régé-
nération, nous avons encore examiné le comportement des régé-
nérats développés aprés le premier prélévement histologique.
Le plus souvent, nous avons retrouvé le tableau d’une régéné-
ration normale, aussi bien au point de vue morphologique
qu’histologique. Toutes les anomalies relevées, semblables d’ail-
leurs a celles qui sont décriles ci-dessus, sont dues au fail
que cette seconde amputation n’a pas réséqué entiérement la
région basale injectée, laissant ainsi en place une certaine
quantité de substance cancérigene.

Intéressé surtout par I'épithélium du blastéeme (Er) et du
régénérat, nous avons essayé de déterminer son épaisseur de
facon plus précise que par la simple observation de visu,
Dans ce but, nous avons fait sur toutes nos coupes des mesu-
res micrométriques aussi exactes que possible. Les chiffres
obtenus rapportés a l'épaisseur de l'épithélium des territoires
neutres (En) sont groupés ci-dessous :
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Nombre de Age du Er
Lot jours aprés | régénérat | Rapport —
I'injection en jours En
A 8 -13 4,6
28 33 3,2
39 44 3,0
88 93 1,9
1 88 93 1,0
B 7 16 23
34 43 2.3
82 91 1,3
+ 82 91 1,0
C 7 23 6.3
27 43 4,0
75 91 1,3
J- 75 - 91 1,0
D 12 32 3,2
23 43 3,2
71 91 15
+ 7 91 1,5 ()
E 13 33 4,6
22 52 2.4
30 60 25
52 82 1,5
61 91 1,2
| 61 91 1,0
F 29 91 2.1
G 3 59 1,5
6 62 2,0
37 93 1,4
L 37 93 1,2 (2)

En = épaisseur de l'épithélium du territoire neutre.
Er = épaisseur de I’épithélium du régénérat.
-+ = témoins.

MEMOIRES SC. NAT. 53 13
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E cy e
Il est évident que lorsque le rapport F; =1, I'épithélium

du régénérat a la méme épaisseur que 1'épithélium des territoires
neutres ou complétement différenciés. Nous voyons donc que
chez les témoins le retour de l'épithélium a son épaisseur nor-
male esl complet aprés 3 mois de régénération, malgré les
deux cas aberrants des lots D et G. Dans les régénérats injectés,
I'épithélium régénéré est, aprés 3 mois, toujours encore plus
épais que l'épithélium des autres territoires (Fig. 29).
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Fi1e. 29. — Diminution de I’épaisseur de I’épithélium des régénérats
injectés de substance cancérigéne, au cours de leur évolution. —
En abscisse, I’dge du régénérat au moment de l'injection. En ordonnée,
le rapport « Epithélium régénéré/Epithélium des territoires neutres ».
Les chiffres inscrits en haut et 4 droite de chaque ordonnée indiquent
approximativement le moment des mesures calculé en jours a partir
du début de la régénération,.

Résumé :

1. La croissance générale des régénérats injectés de gou-
dron est fortement ralentie par rapport a celle des témoins.

2. La croissance générale des régénérats témoins, injectés
d’huile d’olive, est plus faible que celle des régénérats non
traités, mais plus forte qu'aprés injection de substances cancé-
rigenes.

3. Les blastémes sont d’autant plus sensibles a l'injection
de goudron et d’huile d’olive qu'ils sont, en age, plus proches
de 15 jours. Il existe, & ce moment-la, un véritable stade
critique de différenciation (rétablissement des corrélations inter-
tissulaires — voir régénération), coincidant avec une sensibilité
maximale des cellules au traumatisme.

4. Contrairement a4 ce qui se passe dans des territoires
neutres, l'introduction de goudron dilué sous la peau des blas-
témes ou des régénérats jeunes ne déclenche pas la formation
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de néoplasies épithéliales infiltrantes. La seule action visible
de la substance est une hyperplasie de I'épiderme, sans effrac-
tion de la membrane basale.

5. Dans les régénérats de 36 jours ou plus, I'injection de
goudron provoque la formation de néoplasies épithéliales infil-
trantes avec rupture de la basale et dissémination des cellules
activées dans le derme sous-jacent. Ce dernier ne manifeste
aucun comportement particulier. Toutefois, les infiltrations épi-
théliales sont plus importantes dans les régions ou le derme
est criblé de vacuoles et ou se trouve du sang extravasé.

6. Dans les régénérats dont 1'dge n’atteint pas 36 j., le
goudron peut cependant créer des néoplasies épithéliales. Toute-
fois, le temps nécessaire a cela est d’autant plus grand que lé
régénérat injecté est plus jeune.

7. L’épaississement habituel de l'épithélium d'un membre
dans la région en voie de régénération, est plus grand et dispa-
rait moins rapidement chez les animaux soumis a l'action du
goudron que chez les témoins. Il se pourrait qu’il y ait corré-
lation entre l'épaisseur de 1’épithélium régénéré et la longueur
du régénérat.

8. L’introduction de goudron dans le derme d'un membre
de Triton entraine en quelques jours la mobilisation a cet
endroit d'une grande quantité de leucocytes éosinophiles. Cette
leucocytose disparait trés lentement. Elle peut encore étre visible
3 mois aprés le début des injections.

9. Il apparait, dans les régénérats injectés de goudron
depuis 1 mois ou plus, des verrucosités épithéliales générale-
ment localisées dans la région distale du membre. Ces forma-
tions toujours tardives sont constituées par des cellules d’appa-
rence normale. Dans quelques cas cependant, il semble qu'il
existe & leur niveau des troubles de la kératinisation.

4¢ SERIE D EXPERIENCES.
(Formation du blastéme aprés injection de goudron)

Partant de 1'idée que ’augmentation de la masse épithéliale
au niveau du blastéme entrainerait un arrét de la régénération,
en raison de l'action inhibitrice de ce tissu sur la prolifération
conjonctive, nous avons institué cette 4¢ série d’expériences.
Schématiquement, 'expérience se présentait de la fagcon suivante
(Fig. 30 a et b) : aprés une série d'injections de goudron dilué
dans les flancs de la queue différenciée de Tritons, on ampute
le membre dans la région soumise a l'action de la substance
cancérigéne. La masse de tissu épithélial augmentée par le
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processus néoplasique sur la surface de section, empécherait
la formatior. d’un blastéme en bloquant précocement toute acti-
vit¢ cinétique des tissus conjonctifs.

17 M. alpestris et 10 M. cristatus ont recu 4 injections de
goudron dilué a 0,5 9. Les témoins, au nombre de 8, reg:urent
4 injections d’huile d’olive pure. Au 10¢ jour aprés la 1re mjec-
tion, nous notons l'apparition d'une tuméfaction de la région
traitée el un début d'ulcération épidermique. Le 24.V. 41,
donc 18 jours aprés le commencement de l'expérience, nous
sectionnons la queue de tous les animaux.

Evolutior. de lUexpérience : Au 30.V. 41, 1l reste en expé-
rience : sur un lot de 17 M. alpestris, 8 animaux ; sur un

Fic. 30.

a) Injection de substance cancérigéne.
b) Amputation aprés apparition d’'une néoplasie.
c) Déplacement de l'axe du régénérat dans le plan f[rontai.

lot de 10 M. cristatus, 10 animaux. Il apparait donc que les
M. alpestris s’accommodent mal de vivre en captivité. La plu-
part du temps, ils refusent toute nourriture. La surface d’ampu-
tation s’est cicatrisée et 1l s’est développé a cet endroit un
blastéme irrégulier, tourmenté, en général trés pigmenté. On
note a la base de chaque blastéme une série de petites nodosités
qui rendent celui-ci plus atypique encore, et sur la nature
desquelles I'examen histologique nous renseignera.

Malheureusement, la mortalité parmi les témoins a été
grande puisqu’il ne reste plus quun M. cristatus (blastéme
régulier de pigmentation noire unmiforme).

Les mensurations de la longueur des régénérats faites au
cours de cette expérience ont donné les chiffres suivants (Voir
page suivante).
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Age des

Nb. d'a-

Date Blsst. | rlurmg Espéces Longueur Moyenne
30. 6. 41 37]. 4 Cristatus 2-3 mum.
4 » 4 mm. 4,2 mm.
2 » 6-7 mm.
30. 6. 41 37] ) Alpestris 2 min.
1 » 4 mm. 3 mm.
2 » 5 mm.
30. 6. 41 37 j. 1 » 7 mm.
témoin
11. 7. 41 18 . 1 Cristatus 4 mm.
3 » 6 mm, -
; - 7 mm,
3 » 7 mm,
3 » 9 mm.,
11. 7. 41 48 |. 1 Alpestris 4 mm.
3 » 5 mm. 5,3 mm.
3 » 6 mm.,
24. 7. 41 61 j. 1 Cristatus 6 mm,
3 » 7 mm,
1 » 9 mm. 8,7 mm.
4 » 10 mm.
1 » 11 mm,
‘) 7 1 1 1<
24.7. 41 61 ]. 5 Alpestris 7 mm. 6,8 mm.
1 » 6 mm.
4. 8. 41 72 ]. 1 Cristatus 13 mm.
3 » 12 mm.
2 » 11 mm. 10,5 mm
2 » 9 mm,
2 » 8 mm.
4. 8. 41 72]. 1 Alpestris 11 mm.
2 » 9 mm.
1 5 P— 8,5 mm.
2 » 7 mm.
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Notre tentative d’inhiber la régénération par une augmen-
tation de la masse épithéliale a 'endroit de la section a échoué.
Nous analyserons par la suite les causes de cet échec.

Le 7. 8. 41, il reste en expérience 10 M. cristatus et 6
M. alpestris sur 10 M. cristatus et 17 M. alpestris du début.
Les blastémes, en fin d'expérience, c'est-a-dire 3 mois apres
le commencement des injections, se présentent de la facon
suivante : Les M. cristatus ont des régénérats longs de
10,5 mm. en moyenne. Ceux-ci ont l'aspect d'une spatule
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Fi1c. 31. — Courbes de croissance.
En pointillé : M. alpestris. — En trait plein : M. crislatus.

triangulaire, mais irréguliére d’épaisseur. Il existe, sur les deux
faces de ces régénérats, des saillies plus ou moins marquées,
plus ou moins sinueuses. Par rapport 4 'axe de la queue, le
régénérat occupe une situation normale dans le plan sagittal.
Par contre, il est déplacé a droite ou a gauche dans le plan
frontal (Iig. 30¢).

Les régénérats de M. alpestris, d’une longueur moyenne
de 8,56 mm., sont moins irréguliers que les précédents. D’une
facon generale 11 y a eu chez tous les animaux de cette
expérience régularisation de la structure des blastémes par
la régénération.
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L’évolution de cette expérience est résumée dans les courbes
des fig. 31 et 32. Les courbes de croissance se rapportent au
tableau de la page 173.

Résultats histologiques.

Fixation des piéces au Bouin, coupes de 10 microns, colora-
tion hémalun-éosine-orange G.

L’injection de goudron a provoqué les aspects histologiques
suivants (le nombre de jours est toujours exprimé i partir
de la 1rc injection) :
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Fic. 32. — Courbes de mortalité.

7 jours : L’épithélium est fortement épaissi. Cet épaississe-
ment n’est pas localisé a 1'endroit de l'injection, mais intéresse
de larges zones a l'entour. Il n’est pas régulier et présente par
endroits des prolongements papilliformes (Planche IV b). Sur
quelques points, la membrane basale est déja débordée. Toute-
fois, ce début d’infiltration ne va pas au dela des glandes.
Les mitoses sont nombreuses dans toute la région injectée,
mais elles ne semblent pas présenter d’anomalies. Les cyto-
plasmes, de méme, paraissent absolument normaux.

19 jours : L’image histologique de la réaction cutanée n’a
pas sub1 de grosses modifications : épaississement, infiltration
des tissus sous-jacents. L’aspect papillomateux de 1'épiderme
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s'est régularisé quelque peu et leffraction de la basale se
poursuit en de nombreux points.

35 jours : L’épithélium a envahi les tissus sous-jacents et
occupe une aire considérable (Planche IVa). A partir de cette
masse, se dirigeant toujours vers la profondeur, se sont formés
des cordons épithéliaux, qui s’insinuent dans toutes les lacu-

Fia. 33. — Répartition des mitoses dans une zone d'infiltration.

nes conjonctives. La zone péri-tumorale est criblée de vacuoles
vraisemblablement dues a l'huile injectée. Il faut noter que,
toujours, l'infiltration est maximale dans les endroits ou sest
localisée I'huile, comme si les cellules de I'épiderme avaient
acquis un fort oléotropisme positif. Je n'ai pas trouvé de
mitoses dans la partie infiltrante de la tumeur, ni dans les
cordons ou les nodules plus profonds. Ainsi, pour la tumeur
de la planche IVa, les cinéses (métaphase) se répartissent
comme suit :
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coupe (passant dans le plan C) 1-2-3-4-5-6-7-8-9-10-11.

nombre de cinéses 1-2-2-1-2-0-1-1-0- 4- 5.
En projetant ces mitoses sur le plan P, on obtient le schéma
de la fig. 33.

Il est intéressant de relever d’autre part lapparlllon dan«
les cellules d’un nodule d'infiltration, de vacuoles qui parais-
sent prendre naissance dans le noyau, ou du moins trés prés
du noyau (Planche V b). Il semble que l'on soit en présence
d’unc dégénérescence hydroplque Mais 1l n’est pas certain que
cette vacuolisation aboutisse a une nécrose.massive que nous
n’avons jamais pu mettre en évidence. ,Il_faut ajout,er que cet
état particulier des cellules épithéliales s’observe dans un nodule

I1G. 34. — Incurvalion du régénérat du coté ou s'est ¢paissi I'épithélium.

se développant aux dépens d'un amas de fibrine et de globules
rouges extravasés.

95 jours : A oce stade, il est nécessaire de discriminer nette-
ment les lésions morphologiques, intéressant la forme de
l'organe, c’est-a-dire liées directement a la régénération, des
lésions histologiques touchant la disposition des différents tissus
et ’aspect des cellules.

Morphologiquement, les troubles de la régénération sont
considérables. Mieux que par une description verbale précise,
I'importance de ces troubles structuraux est évaluée en exami-
nant le dessin de la fig. 34 et les photographies de la
fig. 14.

Remarquons que les irrégularités de la forme swgent dans
le voisinage des tissus anciens d'une part, et dans la partie la
plus distale du régénérat, d’autre part. Le régénérat normal est
un organe a contours parfaitement réguliers, dont il est diffi-
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cile de déterminer les limites aprés 95 jours d'évolution. Dans
ce régénérat normal, I'épithélium a partout la méme épaisseur.
Cette derniére est cependant légérement plus grande que celle
de la peau recouvrant les tissus anciens (équilibre quantitatif
épithélio-conjonctif perturbé aprés 'amputation, puis progres-
sitvementl rétabli au cours de la régénération).

En ce qui concerne les coupes qui nous occupent, I'épithé-
lium est d’épaisseur variable. Bien plus, on constate que le

Fic. 35. — Enkystement d'un noyau épithélial. E = épithélium :
M -= mélanoblastes ; L = deux éosinophiles ; K = paroi du Kkyste ;
N =: noyau épithélial infiltré de leucocytes.

régénérat est toujours dévié du coté ou il y a prédominance
épithéliale. L’élongation du régénérat n’est rectiligne que si le
manchon cutané est d’épaisseur constante.

En dehors de ces variations d’épaisseur de la peau, histolo-
giquement, on ne trouve rien d’anormal dans la disposition des
tissus du régénérat. Dans la base, par contre, les foyers d'infil-
tration onl enfin déclenché une réaction inflammatoire. Autour
des boyaux ou des noyaux épithéliaux profonds, les cellules
de tissu conjonctif liche se sont groupées et tassées. On assiste
a un véritable enkystement. D’autre part, les polynucléaires,
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et particuliérement les éosinophiles, ainsi que les monocytes
participent a la réduction des vacuoles créées par l'huile et
les cellules épithéliales en dégénérescence. (On voit sur la fig 35
une partie de la paroi d'un kyste et un amas de cellules
mobiles sollicitées par une goutte d’huile). Fait intéressant,
non seulement les zones d’ancienne infiltration sont bourrées
d’éosinophiles, mais il en est de méme pour toutes les autres
parties du régénérat.

Résumé : Le but qu'on s’était proposé n’a pas élé aiteint
pour les raisons que nous énumérerons plus loin. Cette expé-
rience nous permet cependant d’établir les faits suivants qui
complétent nos observations antérieures :

1. L’injection de goudron dans un territoire de régénération
eniraine la formation d'une néoplasie épithéliale en tous points
semblable a celle que l'on observe, dans les mémes conditions,
dans un territoire neutre.

2. Le goudron, aprés un certain temps, crée une éosino-
philie locale importante, aussi bien dans les tissus jeunes du
régénérat que dans les tissus anciens.

3. Dans les tissus anciens, les noyaux épithéliaux infil-
trants ainsi que I'huile injectée subissent tardivement un enkys-
tement et sont a peu prés éliminés. Cette réaction est extréme-
ment lente.

4. Dans les tissus jeunes du blastéme, 1l est impossible,
a aucun moment, d’observer la moindre infiltration épithéliale.
Les tissus conjonctifs du blastéme semblent s’opposer & l'inva-
sion épithéliale. :

5. La régénération a partir de tissus anciens soumis 3
I'influence de goudron n’est pas normale. Les modifications
de la structure du blastéme et du régénérat sont en relation
directe avec les variations d’épaisseur de l'épithélium cutané.
Entre I'épithélium cutané et les tissus dermiques existent des
corrélations dont la nature sera envisagée plus loin.

He SERIE D EXPERIENCES.
(Formation d'une néoplasie de type particulier)

Nous considérons dans ce paragraphe un cas particulier
qui reléve plus de l'observation que de l'expérimentation, puis-
quil s’agil d'une expérience fortuite réalisée au cours de notre
3e séric d’expériences sur les territoires de régénération. Il
s’agit d'une tumeur apparue chez un Triton — M. cristatus —

du Lot A :
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L.es animaux de ce groupe recurent 2 injections dune
solution diluée de goudron a 3 jours d'intervalle dans le blas-
teme de queue agé de 5 jours. 12 jours aprés la derniére
injection, 1l apparut, sur le coté gauche de la queue, 2 tumé-
factions (Fig. 36). Au 26¢ ]our sutvant les injections, l'ani-
mal présenta une 3¢ tumeur qui semblait se former aux dépens
du bourgeon de régénération. A ce moment, nous prélevons
les 2 tumeurs les plus distales : I'une servit a la confection de
2 greffons que nous introduisimes sous la peau du dos de 2
Tritons frais ; ces greffes échouérent en raison, sans doute,

Fic. 36 — Queue de Triton avee deux tumeurs (néoplasies a cellules
atypiques).

d’une vascularisation défectueuse. L’autre tumeur servit de piéce
histologique et révéla ce qui suit :

Le blastéeme est bien formé : le tissu conjonctif est coiffé
d'un épithélium légérement plus épais que la peau des tissus
différenciés et normaux. Il reste, au centre du blastéme, des
ilots de sang extravasé (Planche Va). Aucune infiltration
épithéliale n'est visible la ou se trouve du tissu conjonctif
jeune, blastématique. La tumeur commence a l'endroit précis
ou les tissus anciens s’arrétent, elle s'installe dans ceux-ci. La
limite entre tissus anciens et tissus blastématiques est aisé-
ment dessinée grace aux muscles et au cartilage que les ciseaux
ont tranchés trés nettement et qui ne se répareront que plus
tard.

Toute la zone de la tumeur est parsemée de vésicules arron-
dies, pluz ou moins grandes, qui traduisent indubitablement les
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localisations du matériel injecté (goudron). De vastes plages
de sang extravasé sont visibles dans et sous la tumeur. Ces
plages sanguines sont bordées d'une frange d’éléments nécro-
sés, de débris cellulaires trés chromatophiles et de leucocytes.
Quelques cellules épithéliales, a cet endroit, sont polynucléées,
mais partout ailleurs elles sont normales. A noter cependant
un aspect fibroblastique de ces cellules au centre d'un gros
épaississement de 1'épithélium.

8 jours aprés cette 1 amputation, 'animal mourut. La
derniére tumeur, qui avait encore augmenté de volume (4 x
6 X 3mm.), ainsi que le cceur, le foie, la rate, les poumons,
furent alors prélevés.

Histologiquement on constate que la tumeur a pris des
proportions considérables : elle a infiltré et digéré tous les
tissus de la moitié gauche de la queue. Il ne reste plus que
quelques fragments de muscles amincis. Ici encore, les vési-
cules formées par l'injection de la solution existent en quantité
relativement considérable ; elles sont cependant plus petites
qu’auparavant. La partie externe de la tumeur apparait comme
une culture pure de cellules épithéliales étroitement juxtaposées.
Au milieu de cette région apparaissent des plages irréguliéres
de mucus simulant presque un tissu cartilagineux hyalin avec
quelques groupes 1sogéniques formés de plusieurs cellules (Plan-
che VI). Cependant, les atypies cellulaires constituent le fait
le plus remarquable révélé par cette tumeur : dans tout le
champ de la néoplasie on trouve nombre de cellules pluri-
nucléées ou du moins a noyaux polylobés et trés chromatophiles
(Planche VII). Clest la premiére fois, depuis le début de
mes recherches sur la cancérisation du Triton, qu’il m’est
possible d’observer un tel dérangement de la structure cel-
lulaire.

Atypie encore, celle que présentent plusieurs cellules bour-
rées de pigment et disséminées un peu partout.

Une autre anomalie importante est représentée par une
vascularisation considérable, car il n’est pas banal de voir
une masse de tissu épithélial irriguée a un tel degré. Ce
fait peut sans doute étre lié au développement s1 rapide et si
exubérant de la tumeur.

En somme, 1l se dégage de l'examen de ces coupes l'idée
que la suractivation des cellules épithéliales incite ces derniéres
a manifester toutes leurs potentialités, sans que les régulateurs
habituels soient capables de freiner et d’ordonner toute cette
exubérance. Ainsi, telle cellule de fabriquer du pigment, telle
autre du mucus, telle autre encore de garder son aspect normal.
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Les malformations nucléaires ne seraient en définitive que
les aspects d'une dégénérescence qui, inévitablement, frappera
tot ou tard chaque cellule « cancérisée »1.

La mor! rapide de l'animal serait due a une intoxication,
véritable cachexie « cancéreuse »1.

Il m’a été impossible de découvrir des métastases dans le
foie, la rate, le cceur ou les poumons.

Les conclusions a tirer de ce cas sont extrémement impor-
tantes. L'injection d’une solution diluée de goudron, sous la
peant des Tritons, dont l'effet sur l'épithélium cutané a été
précis¢ au cours de nos expériences antérieures, peut préparer
I'apparition d’une néoplasie plus maligne et plus atypique dans
ses éléments et son évolution.

Résumé : Les observations précédentes permettent de dire
que :

1. Les infiltrations épithéliales provoquées par l'injection
sous-cutanée de goudron ont une évolution et une structure
caractéristiques permettant de les grouper sous le terme de
« néoplasies épithéliales a cellules normales » (Planches VIII
et IX).

2. Lorsqu'un traumatisme déclenche & un moment donné
une réaction vasculaire dans le stroma d’une néoplasie épithé-
liale &4 cellules normales, la tumeur se transforme en une « néo-

plasie & cellules atypiques » (Planches VI et VII).

C. Action du goudron dans des tissus larvaires.
(Tétards de Grenouilles)

Dans le but d’analyser le comportement des tissus larvaires
vis-a-vis des substances cancérigénes, nous avons injecté du
goudron dilué sous la peau du dos de tétards de Grenouilles.
Les tétards ont une longueur moyenne totale de 1,5 cm. IJ
était par ailleurs intéressant de suivre l'évolution des trou-
bles ainsi produits jusqu'a la métamorphose des larves.

Les animaux furent anesthésiés par la tricaine (solution a
0,1 o¢). L’'injection est faite au moyen d'une seringue de verre
tres fine, la seringue étant fixée sur un support solide mais
mobile. L’injection fut poussée exactement dans la région d’'im-
plantation de la queue, dorsalement. Aprés la premiére injec-
tion, qui fut faite le 7. 5. 41, sur les 16 tétards injectés, 4
moururent dans la nuit qui suivit. Le 12. 5. 41, il restait 11

! Voir plus loin les réserves qui doivent étre faites sur le terme cancer
appliqué aux néoplasies provoquées du Triton.
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animaux, dont 2 présentaient une petite bulle sous-cutanée
formée par l'huile injectée. Tous les animaux, a l'exception
de ces 2 derniers, furent ré-injectés et présentérent alors la
petite bulle caractéristique.

7 jours, 13 j., 21 j., 30 j., et 43 j. aprés la 1re injec-
tion, des animaux furent fixés. La petite bulle d’huile sous-
cutanée fut bientot remplacée par une légére dépression des
tissus, mais celle-ci se combla peu a peu et disparut.

L’histologie de ces tétards ne révéla rien de particulier
en ce sens quil fut impossible de déceler, & aucun moment,
I'apparition de tumeurs ou de néoplasies. Toutefois, chez un
tétard métamorphosé, il existait ventralement, dans une zone
de 2 mm? environ, une hyperplasie assez considérable de 1'épi-
thélium. Mais 1l n’y avait aucunc infiltration cellulaire pro-
fonde; 1'épithélium restait bien limité par la membrane basale.
L’expérimentation fut conduite jusqu'a la métamorphose avec
élevage de petites grenouilles, mais elle est rendue difficile
du faitl de la grande mortalité des individus a ce moment-la.

Le fait de n’avoir pu créer d'images histologiques sembla-
bles a celles qui se voient dans les territoires neutres, a la
suite de l'injection de goudron dilué, s’accorde avec ce que
l'on sait de la réaction des territoires de régénération. Il se
confirme donc que les tissus jeunes, histologiquement sinon
biologiquement, restent indifférents a 1'égard de la substance
cancérigéne. Ici, cette indifférence parait se manifester aussi
bien dans l'épithélium que dans les tissus du derme. Une
certaine maturation, une certaine différenciation des tissus sont
nécessaires pour que soit traduite histologiquement la proprlete
cancérigéne du goudron et des autres substances carcinogé-
nétiques.

Résumé : On peut dire que l'injection sous-cutanée de gou-
dron chez des tétards de grenouilles ne crée pas de modifications
histologiques locales, ni de perturbations physiologiques géné-
rales.
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ITII. DISCUSSION

1. — Histologie et biologie des tumeurs du goudron.

L’aspect histologique et 1’évolution particuliére des tumeurs
du goudron chez le Triton méritent de retenir notre attention.
Nous avons vu qu’un traumatisme intervenant sur une néo-
plasie a cellules normales déclenchait la formation d'une néo-
plasie que nous avons nommée « néoplasie a cellules atypiques ».
Pour Il'instant, cette distinction, purement morphologique, sera
conservée, le nombre de néoplasies a cellules atypiques étant
trop restreint pour nous permettre une étude précise de leur
évolution. Les néoplasies a cellules normales, par contre, nous
permettent d’assister a4 un développement en 4 stades, soit
(v. fig. 6):

1. Hyperplasie de 1'épithélium (8e j.)

2. Infiltration interglandulaire (15e j.)

3. Infiltration du tissu cellulaire sous-cutané (25¢ j.}.

4. Infiltration des muscles.

Aucune réaction vasculaire, fibroblastique ou leucocytaire
n’est visible au début. Ce n'est que tardivement que l'on assiste
a une faible prolifération du mésenchyme et & I'accumulation
d’éléments migrateurs.

Si nous résumons rapidement les observations faites au
cours des essais de cancérisation de la peau chez d’autres ani-
maux, nous constatons ce qui suit :

Chez la Souris, I'hyperplasie de I’épithélium peut étre visible
dés le 15¢ j. (Cmampy et VasiLiu, 1923, 13). Elle est accom-
pagnée de troubles de la kératinisation et de la formation des
poils. Dés ce moment, déja, apparaissent dans les tissus dermi-
ques des éléments migrateurs et en particulier des mastocytes
(MENETRIER, PEYRON et Surmont, 1923, 38). Puis les poils
disparaissent complétement, I'hyperplasie s’accentue, et il appa-
rait des papillomes (90e j.). Dés le 150¢ jour aprés le pre-
mier badigeonnage, la basale cesse d’étre distincte et les cellules
épithéliales envahissent les tissus sous-jacents (MENETRIER, PEY-
RON et Surmont, 1923, 38). L cancer du goudron chez la

souris est dés lors constitué (Roussy, Leroux et PEvre.
1922, 52). '
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Chez le Lapin, ItcHikawa et Baum (1923-24, 30) obser-
vent aussi une hyperplasie de l'épithélium bien marquée dés
le 8¢ jour aprés le 1ler badigeonnage. Comme chez la souris.
I'alopécie est bientot totale. Les glandes sébacées s’atrophient
et 'on note une accentuation des prolongements interpapillaires
(MENETRIER. PEYRON et Surmont, 1923, 38). La réaction du
derme est précoce et se manifeste par une dilatation des capil-
laires, une augmentation du nombre des fibroblastes, une dimi-
nution des fibres élastiques. Contrairement & ce que l'on observe
chez la souris, il n’y a pas d’éléments migrateurs. L’épithélioma
peut étre constitué dés le 35¢ jour (ITcHikawa et Baum). Cette
évolution, cependant, n'est pas toujours la méme. Roussy,
Leroux et Peyre (1924, 52), puis Leroux (1927, 33) ont
mnsisté sur les modalités de la stroma-réaction : dans certains
cas, |'épaississement scléreux progressif du stroma semble avoir
entrainé la régression des éléments tumoraux ; par contre,
alors qu’il s’agit d’'une tumeur en activité proliférative crois-
sante, 1l n'existe dans le stroma envahi aucun signe de réac-
tion scléreuse. Il semble donc possible de conclure de tels faits
qu’il existe une relation évidente entre l'accroissement néoplasi-
que et la dissociation du stroma conjonctif d'une part, la
régression tumorale et la densification du stroma d’autre part.

Chez le Cobaye, le badigeonnage de la peau ne provoque
pas la formation d'une néoplasie épithéliale. L’épithélium
s’hyperplasie, 1l apparait dans le derme une légére réaction
vasculaire, mais ces phenomene% régressent ensuite et 1'on assiste
a une atrophie progressive du derme et de I'épiderme, sans
que la membrane basale ait été dépassée. Cette évolution se
retrouve chez le Rat. Toutefois, dans ce cas, il apparait dans
le derme quelques éléments migrateurs (mastocytes) (ITcHIKAWA
et Baum, 1924, 30).

Chez 'Homme, des applications journaliéres d’'une solution
a 19, de benzopyréne dans le benzol sur la peau (26 sujets)
ont provoqué les phénoménes suivants : érythéme, pigmenta-
tion, desquamation, formation de verrucosités, infiltration des
tissus dermiques. Les phénoménes les plus constants ont été
la pigmentation et la formation de verrucosités. Du point de
vue histologique, on a constaté de 1’hyperkératose et de I'acan-
those, une vacuolisation inconstante des cellules du stratum
spinosum, une augmentation de la mélanine dans les cellules
basales, un processus inflammatoire dans la portion papillaire
du chorion, autour des follicules pileux et des glandes séba-
cées, quelques anomalies cellulaires (cellules géantes) (Corrin

et Mazzone, 1939, 16).

MEMOIRES SC. NAT. D3 14
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Il ressort de ces faits que le goudron (ou les substances
cancerlgenes pures) mis en contact avec la peau de divers
animaux, produit toujours, d'une part, une hyperplasie de
I’épithélium, suivie ou non d'une infiltration des plans pro-
fonds, d’autre part surtout, une réaction quasi spécifique des
tissus sous-jacents.

Si nous reprenons maintenant l'évolution et l’architecture
cytologique des néoplasies a cellules atypiques, nous voyons
que la tumeur en question est formée d'éléments trés atypi-
ques. Le dérangement structural porte surtout sur les noyaux
qui sont irréguliers, polylobés et trés chromatophiles. Les cyto-
plasmes trés granuleux sont plus ou moins abondants. La sécré-
tion de mucus et la pigmentogenése montrent I'mportance du
désordre métabolique provoqué. La tumeur n’est pas limitée
et 'on trouve a trés grande distance des groupes de cellules
qui disjoignent les fibres musculaires (Planche VI). Cette
« néoplasie a cellules atypiques » évolue rapidement et parait
ne plus pouvoir régresser.

Son stroma n’est pas nettement visible ; cependant, la vascu-
larisation de la tumeur est grande et il semble que son activilé
en dépende. On est dés lors en droit de penser que l'ampu-
tation a déclenché la réaction inflammatoire indispensable a la
réalisation d'un cancer véritable que le goudron seul était inca-
pable de provoquer. D’autre part, I'hypersensibilité du terri-
toire de régénération au traumatisme, telle qu’elle s'est révélée
au cours de nos expériences, et qui aboutit a la formation
de régénérats trés petits, parait étre aussi un facteur dont il
faut tenir compte. Mais 1l ne fait pas de doute que la réaction
vasculaire est un facteur pathogénique primordial de cette
néoplasie, ce qui s’accorde encore avec ce que l'on vient de voir
a propos du cancer du goudron, chez quelques animaux. Il est
d’ailleurs frappant de voir se développer plus rapidement des
néoplasies a cellules normales dans les endroits ou l'injection
du matériel cancérigéne a entrainé d’abord une extravasation
sanguine. Mieux que tout autre tissu, le sang stimulerait et
nourrirait la cellule épithéliale cancérisée.

Du point de vue anatomo-pathologique, il existe donc une
certaine opposition entre la tumeur ci-dessus décrite et les
néoplasies a cellules normales, qu’elles se développent dans un
territoire neutre ou un territoire de régénération. Ces dernié-
res, formées de cellules cubo-cylindriques,, a protoplasme clair
et assez abondant, pourvues d'un noyau arrondi, régulier, ne
sont pas cytologiquement pathologiques (Planche VIII). Seules
I’hyperplasie et l'effraction de la membrane basale révélent
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le processus nouveau qui les atteint (Planche IX). En somme,
la néoplasie a cellules normales, tout en présentant des signes
nets de malignité tels que l'infiltration des tissus sous-jacents
et un pouvoir de prolifération accru, ne montre pas les trou-
bles cytologiques et histologiques profonds que l'on trouve
dans les néoplasies a cellules atypiques et les cancers achevés
des autre: animaux. De plus, I’absence de stroma-réaction et la
régression tardive du processus infiltrant s'opposent a l'idée
que nous sommes en présence d une tumeur cancéreuse véritable.
Aussi pensons-nous avoir a faire avec une sorte de précancer,
mais d’'un précancer qui serait trés prés d’un cancer achevé
du genre « épithélioma basocellulaire ». Mais dés a présent,
nous attirons une fois de plus l'attention sur l'absence de
toute réaction vasculaire ou fibroblastique du derme, car il n’y
a pas ici, comme chez les Lapins, de processus scléreux simul-
tané de la régression de la tumeur. Le derme du Triton présente
une trame fibrillaire extraordinairement lache ; 1l est surtout
cellulaire. Et malgré son grand pouvoir de prolifération et de
régénération, nous ne le voyons pas réagir et s’‘opposer a
I'invasion épithéliale, du moins lorsque nous expérimentons sur
des territoires neutres ou des territoires de régénération com-
pletemen! différenciés.

2. — La Cancérisation.

Le probléme de la cancérisation a inspiré de nombreux
mémoires, mais 1l faut remarquer que Jusqua présent une
trop grande part d’hypothése était nécessaire a une tentative
d’interprétation des phénomeénes observés. Cet état de choses
n’a pas beaucoup varié et nous sommes réduits aujourd’hui
encore a faire des suppositions. Il n’est pas sans intérét de rap-
peler rapidement l'évolution des idées dans ce probléme si
complexe. Banc (1923, 3) pense qu'il est hors de doute que
deux facteurs différents sont nécessaires pour le développement
du cancer : l'un faisant la transformation cancéreuse de la
cellule, tandis que l'autre, attaché a la substance cancérigene
ou séparé de celle-ci, invite les cellules a se diviser et provo-
que en méme temps les processus d’hyperplasie qui accompa-
gnent 'évolution du cancer. Dans un travail ultérieur (1928, 3)
le méme auteur précise que les influences qui s’exercent sur
l'organisme, tout en stimulant les divisions cellulaires, sont
capables d’affaiblir le tissu ambiant, deviennent ainsi cancéri-
génes Ainsi, le tissu biologiquement malin est un tissu ou les
cellules ont atteint, par des divisions successives, un cerlain
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degré¢ de « virulence » équivalent a la résistance du tissu
ambiant.

LapreyT (1924, 32) constate que de toutes les propriétés
qui caractérisent essentiellement la cellule cancéreuse, il n'y
en a que deux qui soient vraiment spécifiques : la prohflmlv
illimitée et la faculté migratrice excessive. L’acquisition de
ces deux propriétés confére aux cellules leur malignité. Dans
un tissu normal, tout se passe comme s1 les échanges entre les
cellules épithéliales et les éléments mésenchymateux d'une part,
entre le complexe épithélio-conjonctif et le milieu d’autre part,
étaient réglés de telle fagon que la croissance de l'un quel-
conque de ces tissus ne peut franchir une limite assez étroite-
ment fixée (constante évolutive). Dés lors on peut en conclure
que la perturbation de la constante évolutive entraine I'anarchie
des cellules néoplasiques et que le trouble, siégeant soit dans
un tissu, soit dans une cellule, soit dans un complexe tissulaire,
a pour substratum une anomalie de leur 00111p031t10n chumque

La conception de Bounnror (1926, 7) s’apparente a celle de
WarBure (1928, 60) pour lequel la cause déterminante du
cancer réside dans la composante anaérobie du métabolisme des
cellules normales du corps en voie de croissance, ainsi que dans
le fait que cette composante résiste mieux aux lésions que la
respiration. De la vient que toutes les atteintes auxquelles le
corps est soumis dégagent la composante anaérobie en favori-
sant la prolifération de cellules ayant les propriétés des cellules
cancéreuses.

Pour Basks (1929, 2), I'action immédiate du goudron sur
les tissus est une action destructive. Les processus proliféra-
tifs ne sont pas la conséquence directe de 1’action du goudron.
Cette constatation apporte une précision aux idées de REping
(1935, 48). Celui-ci pense que l'éclosion d'un cancer exige
le concours de deux facteurs: un état local de régénération
cellulaire et un état général de réceptivité. Dans le foyer
de régénération cellulaire, le cancer nait d'une des cellules
jeunes en mitose, dont 'activité divisionnelle est entretenue par
la présence de résidus de la protéolyse cellulaire ou nécrones.
(’est la résorption des résidus de la lyse cellulaire qui existe
toujours dans un foyer de régénération qui modifie d'une
facon caractéristique le métabolisme général. Il ajoute que ces
modifications humorales peuvent amener l'état de réceptivité.

Dans un récent mémoire consacré au « Précancer et a la
Carcinogenése », Des Ligyeris (1940, 18) aboutit aux conclu-
sions suivantes : une substance cancérigéne déclenche dans la
cellule un certain processus inconnu qui tend & aboutir au
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cancer. Lorsque ce processus a apporté certaines modifications
histologiques ou physiologiques, le cancer apparait, quelquefois
« spontanément », sans nécessiter d'irritations ultérieures. Dans
de nombreux cas, par contre, le processus, une fois installé,
peut étre entretenu par n'importe quelle irritalion qui provoygue
la prolifération cellulaire. Quelle que soit la puissance cancé-
rigénc d’'une substance, elle ne peut altérer le métabolisme d'un
seul coup. Une série de générations successives est nécessaire,
et plus les cellules se divisent rapidement, plus la cancérisation
sera rapide. Ce qui accélére la multiplication cellulaire n'a en
sol aucune importance, pourvu qu'une certaine altération critique
de la cellule ait été produite.

Aprés avoir analysé diverses tumeurs du point de vue histo-
logique, Fourps (1940, 26) passe en revue les théories les
plus modernes du cancer. Il constate alors que certains fails
nouveaux ne sauralent étre négligés pour l'interprétation géné-
rale de la cancérisation et du cancer. Ces faits sont les suivants :
il est maintenant évident qu’une organisation structurale et
fonctionnelle de la cellule néoplasique est compatible avec la
malignité ; habituellement, les tumeurs sont au-dessous de la
perfection des tissus parents, ce qui résulte d’'une part de leur
rapide prolifération, mais surtout de leur détermination inhé-
renic (« inherent limitations »). Les tumeurs conservent donc
plus ou moins les propriétés du tissu originel, avec des parti-
cularités individuelles. Toutes ces propriétés sont permanentes
et héréditaires, et la transformation d’'une cellule normale en
cellule maligne est un processus irréversible.

En somme, ces diverses conceptions s’accordent sur le point
suivant : la cancérisation comporte au moins deux facteurs,
I'un agissant sur la prolifération, 'autre sur le métabolisme
interne qui maintient dans la cellule un certain processus grace
auquel celle-ci continue de se diviser. Les plus récentes recher-
ches mettent encore I'accent sur le fait que la cellule néoplasi-
que conserve une certaine spécificité et reste sensible a certaines
régulations de l'ambiance.

Pour nous, la cancérisation de 1'épithélium cutané du Triton
au moyen du goudron n'est pas, morphologiquement, trés diffé-
rente de celle que l'on provoque, dans les mémes conditions,
chez les Mammiféres. Physiologiquement, il résulte de ces
recherches que la cellule eplthellale acqulert sous 'influence de
la substance cancérigéne, deux activités nouvelles. A vrai dire,
il s’agit plutot de l'exaltation de deux phénoménes qui norma-
lement existent dans la cellule : la prolifération et la fabrication
de ferments protéolytiques. L’augmentation de l'activité karyo-
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cinélique est évidente, méme a un examen hatif des prépara-
tions microscopiques. Son intensité approximative peut rapide-
ment étre évaluée par la numération des mitoses. La fabrication
et la libération des ferments protéolytiques est moins aisément
démontrée (Rosin, 1926, 50). Toutefois, au fait qu'ils sont
nécessaires a l'effraction de la membrane basale et a la pro-
gression de la tumeur dans l'intérieur des tissus, s'ajoutent les
arguments tirés de l'étude des cellules épithéliales normales in
vitro. Dans ces conditions, en effet, on assiste a la liquéfac-
tion du support et l'on admet unanimement qu’elle résulte de
la mise en liberté de ferments protéolytiques (Epnrussr,
1932, 25; Cuampy et VasiLiu, 1923, 13). Et encore, les
difficultés techniques qui surgissent dans la culture de certains
cancers sont liées a leur action protéolytique (SterN, 1936, 57).

On peut alors se demander de quelles réactions chimiques
profondes dépendent la prolifération et la sécrélion de fer-
ments ? Un fait semble bien établi : c'est que ces deux mani-
festations de la vie cellulaire ne sont pas directement liées
I'une a l'autre. Elles sont séparées par tout un groupe de
réactions qui se retrouvent dans toute cellule vivante et que nous
appelons le métabolisme. On doit pouvoir agir sur l'une sans
modifier sensiblement l'autre. Pourtant une substance cance-
rigéne, intervenant dans le métabolisme, les stimule, les « cata-
lyse » toutes deux. Schématiquement, le processus de la cancé-
risation pourrait donc étre envisagé de la fagon suivante : la
substance cancérigéne interviendrait dans wune seule des réac-
tions du meétabolisme « central », mais déclancherait un trouble
tel, dans les chaines de réactions qui aboutissent a la prolifé-
ration d'une part, 4 la sécrétion de ferments protéolytiques
d’autre part, que ces fonctions cellulaires deviennent au bout
d'un certain temps irréversiblement prédominantes. Or, c'est
le fait de la différenciation d’« atténuer certaines fonctions pour
en 1ntensifier d’autres » (Darcq, 1941, 17). 1l semble donc
que l'action cancérigéne dépende pour une part de la différen-
ciation histophysiologique des cellules qui y sont soumises.
En effet, dans I'épiderme — comme dans les autres tissus —
les cellules n'ont pas toutes les mémes fonctions ; les cellules
de la couche germinative ont des activités autres que celles
de la couche malpighienne. Et nous avons vu (cf. page 177),
en déterminant la position spatiale des mitoses d'une néoplasie,
qu'elles ne se trouvalent pas directement au contact des tssus
infiltrés, mais occupaient une zone moins profonde de la néo-
plasie. Par contre, les cellules infiltrantes sont celles qui déri-
vent de la couche basale de I'épiderme et qui sont capables de
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lyser les tissus conjonctifs sous-jacents. Dans I'épithélium
cutané, une méme intervention manifestera donc plus encore
qu’auparavant I’hétérogénéité de sa composition. De facon
générale, on pourrait dire que dans une néoplasie constituée,
le comportement histo-physiologique de chaque cellule est la
conséquence de son évolution antérieure, c'est-a-dire du degré
de différenciation qu'elle avail atteint. « La cellule cancéreuse
est une cellule normale transformée en cellule maligne, mais
gardant néanmoins tous les. caractéres spécifiques de cellule de
I'organisme » (Stern, 1936, 57). Mais nous comprenons aussi
I'apparition de structures apparemment nouvelles dans la tumeur
a cellules atypiques.

3. — Le temps d’incubation du processus cancéreux.

Chez les Tritons, l'effraction de la membrane basale par
I'épithélium hyperplasié sous l'influence du goudron se pro-
duit vers le 6° jour en moyenne. Il en est de méme chez
les animaux traités par le benzopyréne et le méthylcholan-
thréne. Nous n’avons jamais observé l'inefficacité de ces corps;
autrement dit, il apparait dans un délai de 6 jours 100 tumeurs
sur 100 animaux injectés ; quant au nombre des injections,
il ne modifie pas sensiblement le temps d’incubation des néo-
plasies. Ces résultats divergent quelque peu des faits observés
au cours du badigeonnage des Mammifeéres, chez lesquels ont
été mis en évidence : « une prédisposition locale (apparitions
plus aisées et plus rapides de tumeurs dans la région intersca-
pulaire), une influence de la fréquence et du rythme des appli-
cations de goudron et une action des traumatismes locaux »
(Roussy, 1929, 52). Toutefois, en ce qui concerne cette der-
niére action, Roussy, LEroux et Peyre (1924, 52) «ont été
amenés a cette conclusion que l'influence des traumatismes
surajoutés a l'action du goudron dépend peut-étre davantage
de la prédisposition spontanée de l'animal que de la nature
méme du traumatisme ». Chez les Tritons, 11 semble que toute
intervention surajoutée a l'action des substances cancérigénes
ne fassc pas varier le temps d’incubation des néoplasies épithé-
liales a cellules normales, mais hatent leur transformation en
néoplasies a cellules atypiques. Ceci s’accorde avec les observa-
tions de Des LieNeris (1940, 18) sur la production expéri-
mentale dc¢ tumeurs bénignes ou malignes dans la peau des
souris : si l'on provoque des brilures aux endroits badigeon-
nés, on ne constate aucune accélération dans la formation des
tumeurs Quelquefois, la brilure diminue le nombre des tumeurs
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produites par le badigeonnage au méthylcholanthréne, ce qui
montre que pour produire une tumeur 1l faut un degré optimum
d’irritation spécifique et que l'irritation complémentaire appli-
quée simultanément n’a certainement aucun effet positif, voire
méme qu'un effet négatif.

Nos essais de cancérisation au moyen de solutions de gou-
dron plus ou moins concentré nous ont cependant révélé des
modifications du temps nécessaire a4 la formation d'ulcéres.
La solution la plus concentrée fait apparaitre des ulcérations
dans un temps plus court. Ce résultat est a mettre en paralléle
avec les expériences de MarTELLA (1935) et les notres (1937,
v. page 140), au cours desquelles nous utilisions du goudron
liquide non dilué en applications sur la peau des membres du
Triton. A ce moment-la, nous n’aboutissions qu'a la création
de moignons plus ou moins décharnés, comme si les membres
avalent été bralés. Il semble que 1'on puisse attribuer ces résul-
tats a4 la toxicité de la substance a l'égard des tissus. Un
argument en faveur de cette interprétation nous est fourni
par les courbes de mortalité montrant une mortalité plus grande
dans le lot d’animaux soumis a l'action de la solution la plus
concentrée. Et il devient évident que l'action cancérigéne du
goudron ne peut plus se manifester si la solution est injectée
a une concentration toxique. Dans le méme ordre d’'idées, il
se pourrail que l'action toxique du goudron s’ajoute a son
action cancérigéne dans la création des néoplasies épithéliales.
Rappelons, en effet, qu'une solution a 0,59 de goudron
contient certainement beaucoup moins de corps cancérigéno
qu’une solution a 0,5 9% de benzopyréne. A ce propos, MiESCHER,
ArLmasy et ZEneENDER (1941, 39) ont conclu de leurs expérien-
ces que « la présence dans le goudron de corps cancérigénes a
concentration efficace autres que le benzopyréne, était impro-
bable ». En analysant des goudrons de provenances diverses,
ils trouvent d’autre part que celui de Lausanne, utilisé par
les biologistes, contient 2,9 oo de benzopyréne. C'est dire que
les solutions de goudron employées par nos expériences con-
tiennent environ 305 fois moins de benzopyréne que la solu-
tion a 0,59 de ce corps. Et pourtant, 4 doses égales, I'injec-
tion de l'une comme de l'autre de ces solutions entraine la
formation de néoplasies dans le méme temps. S. WoLracH
(1937, 61), étudiant les changements histologiques accompa-
gnan! l'action de divers corps cancérigénes et en particulier
I'action du 3-4 benzopyréne sur la peau, conclut, comme 1’avaient
déja fait Banc (1928, 3) et Bamis (1929, 2), qu’ils sont tous
des agents destructeurs et que leur propriété carcinogénétique
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ne dépend pas d'une stimulation directe de la croissance cellu-
laire. L'idée d'une intervention du pouvoir toxique du goudron
dans la genése des néoplasies épithéliales du Triton n’est donc
pas a rejeter a priori. Rappelons encore, a ce sujet, des conclu-
sions semblables auxquelles aboutirent Peacock et Beck
(1938, 46) et Dunning, Curtis et Emsen {1940, 19). Cepen-
dant, si nous tenons compte du seul pouvoir cancérigéne des
substances utilisées, nous constatons que la dose efficace chez le
Triton est extrémement petite d’'une part, et que d’autre part
la limitc inférieure de l'efficacité n’a pas encore été atteinte
(cf. Nicop et Recamey, 1938, 43 ; OserriNG et GUERIN,
1939, 44). Ceci confirmerait les observations de SHEAR
(1936, 54) qui, utilisant une dose de 0,0004 mg. de dibenzan-
thracéne, produit des tumeurs chez la souris. En somme, une
certaine dose de substance cancérigéne est nécessaire pour pro-
voquer une tumeur. Cette tumeur apparait aprés un certain
temps de latence, temps qui varie d’'une part avec les doses
cancérigénes utilisées, d’autre part avec leur pouvoir toxique.
Ce temps de latence varie aussi avec 'espéce animale considérée.
Or, chez le Triton, un nouveau facteur peut étre mis en évi-
dence, qui semble tenir a I'état et a I'dge des tissus conjonctifs
du territoire soumis a l'action cancérigéne.

En effet, si le temps d’incubation des néoplasies ne varie
pas avec les procédés techniques mis en ceuvre pour leur réali-
sation dans des territoires neutres ou des territoires de régénéra-
tion ayant dépassé l'dge de 36 jours, il n’en reste pas moins
(que ce temps augmente lorsque nous nous adressons a des terri-
toire: de régénération plus jeunes. En admettant que I’action
du goudron débute dés que l'dge critique de 36 jours est
attent par le territoire en évolution, on pouvait calculer théo-
riquement le temps d’incubation nécessaire a la formation de
néoplasies dans des régénérats de plus en plus jeunes. Par
exemple pour un régénérat injecté le 30¢ jour, le temps
d'iz.cubation théorique devrait étre de 12 jours (6 jours jus-
qu'a l'dgc critique et 6 jours d'incubation). Pour un régé-
nérat de 20 jours, nous obtenons de la méme maniére un temps
égal a 22 jours. En fait, 'expérience montre qu'un régénérat
injecté au 30¢ jour demande un délai de 22 jours et un
régénéral au 20° jour, un délai de 61 jours pour former des
néoplasies (Fig. 37).
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1. Nb. de jours de¢ régénération au mo-

ment de Pinjection 10 36 30 20
2. Nb. de jours nécessaires pour arriver

au 36e jour 0 0 6 16
3. Période d¢ latence (a partir da 36e

jour) 6 6 6 6
4. Période de latence théorique (2. -+ 3.) 6 G 12 22
5. Période de latence expérimentale 6 6 22 61

4. — Action du goudron et des corps cancérigénes
sur la croissance des régénérats du Triton.

L’action des substances cancérigénes sur la croissance a
fait 'objet de plusieurs travaux. Mauer (1938, 37), étudiant
I'effet de plusieurs dérivés cancérigénes sur la culture des fibro-
plastes de Poulet, observe un retard de croissance apparaissant
plus ou moins rapidement suivant la concentralion de ces
corps dans les cultures. Le méthylcholanthréne introduit dans
des cultures de fibroblastes de Souris el de Rats entraine aussi
un retard de croissance (EArLE et VoectLIN, 1938, 23). Expé-
rimentant sur la levure, Cook, HarT et JoLy (1939, 15) cons-
tatent que l'effet du 1, 2, 5, 6 - dibenzanthracéne sur la res-
respiration et la prolifération n'est pas le méme suivant les
concentrations utilisées. Alors qu'une forte concentration sti-
mulc la respiration et diminue la prolifération, une faible
concentration stimule la prolifération et diminue la croissance.
Hearne (1939, 28) trouve que la prolifération des fibroblastes
de Souris est accélérée par adjonction aux cultures de 1, 2, 5, 6-
dibenzanthracéne. On trouve la méme conclusion dans le
travail de OwenN, WEeiss et Prince (1939, 45) consacré a
I'étude de la régénération des Planaires en présence de subs-
tances cancérigénes.

St I'on étudie les courbes de croissance de régénérals d’age
différent (v. fig. 15), on constate tout d’abord que tous les
régénérats traités par le goudron ou les substances cancérige-
nes pures subissent un retard de croissance par rapport aux
témoins ; de plus, on note une « dépression » surtout marquée
pour les régénérats agés de 9 et 16 jours.

Or cette dépression se trouve aussi bien chez les ténoins
que chez les animaux injectés avec Il'huile goudronneuse
(tétmoin = huile pure). Tout se passe donc comme si, a cet
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dge-1a, les blastémes étaient particuliérement sensibles au trau-
matisme, car il ne s’agit vraisemblablement pas d’une action
spécifique. Cette période de 5 4 16 et 20 jours environ appa-
rait donc comme une époque critique au cours de laquelle
se préparent une série de phénoménes importants. Ce fait
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esl d’autanl plus remarquable qu'il s'accorde avec les données
histologiques pures montrant que c’est 4 ce moment-la que les
tissus conjonctifs et I'épiderme entrent de nouveau en contact,
autrement dit, que se rétablissent les corrélations intertissulaires
conjonctivo-épithéliales (voir page 155).

Il ressort donc de ces mesures que le goudron exerce une
action générale d’inhibition sur la croissance des régénérats de
Triton, contrairement a ce que l'on pourrait penser a priori
(Fig. 38).
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3. —- La stroma-réaction dans les territoires nculres.

On donne le nom de stroma au tissu nourricier, c’est-a-dire
a la charpente conjonctivo-vasculaire du tissu cancéreux. L’épi-
thélium est donc réduit a utiliser le support que lui offre le
milieu dans lequel 1l évolue. Mais on le voit bientot réagir
sur ce support, en transformer la consistance, la richesse en
cellules, et en vaisseaux, selon ses besoins et suivant les lois
de la « corrélation intertissulaire » (Roussy, 1929, 52). Ceci
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I'action du goudron.

est vrai pour les Mammiféres mais ne l'est pas — ou du moins
pas entiérement — pour les Tritons. Alors que chez les pre-
miers, la stroma-réaction est assez fréquemment simultanée
au développement des tumeurs, chez les seconds, elle est toujours
largement postérieure : elle s’installe, en moyenne, 2 mois apres
le début des néoplasies. En somme, chez les Tritons, la stroma-
réaction, tardive, comporte une prolifération des tissus conjonc-
tifs autour des boyaux épithéliaux infiltrants, sans réaction
vasculaire importante, et une mobilisation de leucocytes qui
assure l'élimination des cellules épithéliales enkystées. Cette
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stroma-réaction est constante pour des néoplasies épithéliales
a cellules normales et parait étre la cause de leur régression.
Il y aurail donc, dans la régression d'une néoplasie a cellules
normales, intervention de 2 facteurs : 1'absence d’une irrigation
sanguine suffisante d'une part, la prolifération des cellules
conjonctives d’autre part.

Intervenant sur une néoplasie a cellules normales, nous
avons vu qu'un traumatisme surajouté était capable d’en modi-
fier la structure et l’évolution, et de la transformer en une
néoplasie épithéliale a cellules atypiques de caractére plus malin
que la premiére. L’abondance des vaisseaux dans le stroma
de cette tumeur nous a justement incliné a penser que l'effi-
cacité du traumatisme résidait dans le fait qu’il déclenchait
une réaction vasculaire importante. De la sorte, les cellules
épithéliales, déja « sensibilisées » par le goudron, acquiérent
une activité plus grande mais aussi plus désordonnée. Il nous
est impossible de préciser, sur les données de ce seul cas,
I’évolution ultérieure des tumeurs de ce genre. Retenons donc
uniquement de ces observations qu'une stroma-réaction compor-
tant surtout une néoformation de vaisseaux sanguins, entraine
surement un développement plus rapide de la tumeur sus-
jacente. Il semble qu’une nutrition particuliérement riche est
nécessaire a la cellule cancérisée pour qu’elle puisse manifester
entiérement ses nouvelles potentialités. Plus fragile qu’une cel-
lule normale, elle subit donc plus facilement les variations de
la composition du milieu dans lequel elle évolue.

Nous avons vu que le résultat de la cancérisation était
I'exaltation de certaines fonctions cellulaires et particuliérement,
en ce qui concerne l'épithélium cutané du Triton, de la prolifé-
ration et de la sécrétion de ferments protéolytiques. Nous
basant sur I|'histogenése normale, nous avons suggéré que la
cancérisation n’était en somme qu'une « différenciation quanti-
tative » portant sur l'intensité de certaines réactions cellulaires,
entrainant la ségrégation et la prédominance de quelques-unes
d’entre elles. D’ailleurs les recherches biochimiques faites sur
le tissu cancéreux montrent qu'il n’existe pas de différence
fondamentale entre la composition chimique des tissus cancé-
reux et celle des tissus normaux en état de croissance active
(Roussy, 1939, 52). Les chimio-différenciations des cellules
soumises a l'action de la substance cancérigéne, ne sont pas
modifiées. Le trouble apporté est purement physiologique. Par
conséquent, la stroma-réaction ne peut étre comparée a la réac-
tion inflammatoire que provoque l'introduction, dans l'orga-
nisme, d'un corps étranger. On ne saurait oublier, toutefois,
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que l'injection d’une solution huileuse de goudron entraine
justement une réaction du type inflammatoire (Hvar, 1938, 29).
Mais cette réaction est tardive (Peacock et Brck, 1938, 46).
« Les gouttelettes d’huile subissent un enkystement. Dans la
paroi du kyste se différencient des éléments monouucléaires et
s’amasse une grande quantité de leucocytes. L’huile est attaquée
in situ par les mononucléaires qui sécrétent une lipase ; 1l y a
saponification et mise en liberté d’acides gras, donc véritable
digestion locale. » BineT (1935, 6), auquel on doit cette étude
précise, montre aussi que « pour les substances dissoutes dans
I'huile, elles peuvent, ou se concentrer dans la partie encore
inattaquée, ou étre résorbées plus rapidement que l'huile ».
En fail, cette réaction inflammatoire n’est pas autre chose que
la stroma-réaction que nous avions cru observer au niveau des
néoplasies épithéliales du Triton. Cependant, il ne fait pas de
doute que, dans une certaine mesure, réaction inflammatoire et
stroma-réaction s’additionnent et assurent ainsi le rétablisse-
ment structural et physiologique des corrélations conpnctwo--
épithéliales. En ce qui concerne la régression spontanée des néo-
plasies épithéliales, nous ne retiendrons désormais qu’un seul
facteur, I'absence d'une irrigation sanguine suffisante, la réac-
tion inflammatoire étant trop tardive pour qu’elle puisse encore
jouer un role autre que celui de vettoyage des zones infillrées.

Le probléme de la stroma-réaction reste donc entier el la
question se pose de savoir si, en l'absence de toute manifesta-
tion histologique, elle n’aurait point une expression purement
physiologique.

Si nous reprenons briévement I'historique de oetbe question,
nous retenons les travaux suivants : Biericu (1922, 5), étudiant
la participation du tissu conjonctif du cancer provoqué par le
goudron chez la Souris, constate une prolifération des masto-
cytes et une augmentation des fibres élastiques avant l'infiltra-
tion cancéreuse, un appauvrissement, tant en mastocytes qu’en
fibres élastiques dés l'apparition et l'infiltration en profondeur
des bourgeons épithéliaux. Il semble que l'élastine apparaisse
dans des conditions multiples, non seulement dans la carcino-
genésc, mais encore partout ou la structure physiologique des
colloides protoplasmiques subit des modifications qui changent
son pouvolr d’imprégnation.

DuranTE (1923 21) 1n51ste sur ce fait que l'épithélium
proliférant « in situ » n’est qu ‘un danger latent. Il ne devieni
épithélioma que lorsqu 1l arrive a envahir les tissus voisins.
Quoique son début soit épithélial, 1'épithélioma est une lésion
tissulaire complexe ou l'épithélium envahissant se heurte aux
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tissus qu'il envahit. Des rapports existent normalement entre
le tissu épithélial et le tissu conjonctif. S’ils s’entr’aident, ils
s'opposent aussi I'un a l'autre et se font équilibre, chacun résis-
tant a une exubérance qui devient manifeste lorsque l'un d’eux
disparait ou simplement subit une diminution de sa vitalité.
Cette derniére constatation, faite déja longtemps auparavant, a
ét¢ confirmée depuis par d'innombrables travaux (Drew,
1923, 22 ; Epurussi, 1932, 25 ; etc

Examinant le roéle de la membrane basale, CaubpiEre
(1925, 11) admet avec PrenanT, que la basale parait étre le
résultal d’'un ensemble d’interactions qui ont l'épithélium et
le conjonctii comme facteurs. Le conjonctif intervient essentiel-
lement ‘par sa substance, car la basale représente une région
particuliére du symplasme lamellaire. D’autre part, I'influence
morphogéne de l'épithélium est indispensable a sa constitution
el au maintien de sa structure normale. Dans une autre publica-
tion, le méme auteur (1926) émet l'idée que l'effondrement
de la basale est en réalité le résultat d’'une modification de
I'équilibre des tissus. Ce qui varie, ce n'est pas la nature de
I'élément conjonctif, mais I'influence que 1'épithélium exerce
sur lui.

En 1924 déja, Lapreyr (32) écrivait que pour étre atténuée
dans les lésions inflammatoires pures, la régulation élémentaire
d’un tissu par un autre tissu ne fait pas complétement défaut ;
la preuve en est, ajoutait-il, qu'un épithélium simplement irrité
demeure toujours endigué par son conjonctif. Au contraire,
la genése d'un cancer épithélial a pour corollaire la disparition
progressive de l'individualité potentielle du mésenchyme et de
son influence régulatrice. De ces observations, nous ne pouvons
tirer qu'une conclusion, c’est que 1’épithélium néoplasique inhibe
la faculté régulatrice du tissu avec lequel il végéte et dont il
dirige I'évolution.

En somme, cette conclusion est aussi celle de StERN
(1936, 57) : les cellules cancéreuses inhibent la croissance des
cellules normales ; les cellules normales stimulent la croissance
des cellules cancéreuses.

La oonception de Bane (1928, 3) attribuant aux substances
cancerlgenes le pouvoir d’affaiblir le tissu que la cellule cancé-
risée doil envahir, est dés lors passible d'une autre interpré-
tation : ce pouvoir d’affaiblir le stroma n’est peut-étre pas
une propriété des substances cancérigénes, mais une des pro-
priétés nouvelles acquises par la cellule épithéliale au cours de
la cancérisation (prolifération, libération de ferments protéo-

lytiques).
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Ainsi arrivons-nous a cette 1idée que la cancérisation de 1'épi-
thélium, chez le Triton tout au moins, comporte un mécanisme
de surete grace auquel 1'épithélium cancérisé, méme en 1'absence
de toute stroma-réaction, pourra envahir les tissus sous-jacents.
On sait que les premiers produits de dédoublement des protéi-
nes (peptones) sont les aliments nécessaires a la prolifération
(Carrer, 1926, 10 ; Epurussi, 1932, 25 ; Stern, 1936, 57).
D’autre part, Rosensonm (1937, 51) suggeére que le glutathion
formé au cours de I'autolyse des tissus normaux envahis, pour-
rait étre utilisé soit pour la formation d’une nouvelle protéine
au sein de la tumeur, soit pour l'activation d'enzymes telles
que la méthylglyoxalase ou la cathepsine présentes aussi bien
dans la tumeur que dans les tissus normaux. Point n’est donc
besoin de stroma-réaction anatomiquement visible pour que se
développe la néoplasie a cellules normales du Triton. Mais
alors, la régression de cette tumeur ne serait que l'expression
d'un trouble cellulaire peu profond, encore réversible. De la
notre opinion que ce genre de néoplasie n'est en quelque
sorte quun précancer, biologiquement parlant.

6. — La stroma-réaction dans les territoires de régénération.

Dans un territoire de régénération en évolution, la question
de la stroma-réaction se pose dans deux expériences distinctes :

1o L’injection de goudron dans un blasttme ou un régé-
nérat jeune, ne dépassant pas l'dge de 36 jours, provoque la
formation d'une hyperplasie épithéliale. La membrane basale
n'est pas débordée.

2¢ L'injection de goudron dans une queue complétement
différenciée donne naissance a une néoplasie épithéliale a cellu-
les normales. Si l'on sectionne le membre au moment ou
la tumeur a acquis un certain développement, la section passant
a travers la néoplasie, la régénération n'est pas empéchée.
Malgré la cancérisation des cellules épithéliales prenant part a la
régénération de l'organe, il ne se forme pas de tumeur dans
le régénérat. Seule la partie de la néoplasie enrobée dans les
tissus vieux de la base continue son évolution.

Dans la premiére expérience, les cellules épithélhales qui
subissent 1'action du goudron proliférent. Mais le maintien de
I'intégrité de la basale semble démontrer que les réactions abou-
tissant a la libération des ferments protéolytiques nécessaires a
I'envahissement des tissus sous-jacents sont restées indemnes.
Toutefois, la production de ferments, véritable fonction cellu-
laire, méme si elle n’est pas augmentée par la substance cancéri-



LE PROBLEME DE LA CANCERISATION CHEZ LES TRITONS 201

geéne, doit exister. Il faut donc admettre quun processus régu-
lateur intervient soit directement dans 1'épithélium, soit dans les
tissus conjonctifs, qui a pour effet de neutraliser 1'action protéo-
lytique. La seconde expérience nous incline a penser que le
« mécanisme tampon » doit se trouver dans les tissus conjonctifs
puisque dans ce cas, la manifestation du processus cancéreux

Fic. 39. Antagonisme entre la prolifération et la différenciation.
Pointillé : kéralinisation ; O = ferments protéolyliques de la ceilule
épithéliale. Pointillé : cytoplasme ; O = ferments de la cellule
conjonctive.

dépend indiscutablement de [Dactivité des tissus conjonctifs.
En effel. I'apparition de néoplasies caractérisées dans le régéné-
ral, aprés quil ait dépassé l'age critique de 36 jours au
moins, démontre un certain degré de cancérisation indéniable
de 1’épithélium. C’est donc bien dans les tissus conjonctifs
que doit étre recherchée la cause du comportement si particulier
des tissus blastématiques soumis a l'action du goudron.

MEMOIRES SC. NAT. B3 15
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Les tissus conjonctifs d'un blastéme ou d'un régénérat jeune
se distinguent des tissus conjonctifs d'un territoire neutre par
le fait qu'ils sont capables de prolifération renouvelée. Dans
la périodc d’état de la régénération, ils proliférent et sont dédif-
férenciés. Tout se passe comme si les réactions métaboliques
aboutissant a la prolifération étaient devenues prépondérantes,
annihilant pour un temps, par une sorte de balancement de
'activité cellulaire interne, les réactions qui commandent et
maintiennent les différenciations structurales (Epmrussi, 1932,

Fic. 40. — Corrélations intertissulaires : prolifération des tissus
conjonctifs = inaction et diffusion des ferments protéolytiques.

29) (Fig. 39). L’absence de toute trame intercellulaire chimi-
quemenl! organisée permet de penser, d’autre part, que la per-
méabilité de ces espaces est augmentée simultanément. Cette
conception s’harmonise avec l'observation d'une imbibition des
cellules épithéliales plus grande que normalement. En somme,
la perméabilité des espaces intercellulaires et la prolifération
intense des cellules conjonctives expliqueraient aisément 1'inef-
ficacite des ferments protéolytiques produits par 1'épithélium
(Fig. 40 et 41). Tout ceci appelle manifestement des confir-
mations.

Il n'est pas sans intérét de rappeler ici 'échec quasi cons-
tant des tentatives de cancérisation au moyen de corps cancé-
rigénes purs sur des cellules cultivées in vitro, c’est-d-dire en
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activité karyocinétique intense (Stern, 1936, 57). Bien plus,
au cours de récentes expériences, J. Recamey (1942, 49), a
constaté que le « benzopyréne produit les mémes effets au
méme 4ge. Le badigeonnage des jeunes méles (de Souris)
avant la puberté est sans effet sur l'action cancérigéne ulté-
rieure. On peut donc dire qu’il y a un 4ge du cancer provoqué
comme il y a un age du cancer spontané. L’animal, au cours
de sa vie, n'est pas également réceptif au cancer du benzopy-
réne. Il ne suffit pas que l'agent cancérigéne agisse pendant
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Fic. 41. — Corrélations intertissulaires : différenciation des tissus
conjonctifs = action des ferments protéolytiques et effraction de la
basale.

un certain temps, il faut encore que 'organisme ait un certain
dge pour que ses cellules soient susceptibles d’étre cancérisées.
Cette susceptibilité au cancer semble donc liée & un certain
état de vieillissement, d'usure du protoplasme. Chez la femelle,
le badigeonnage, avant la puberté, aboutit, de plus, a la dispa-
rition de la résistance manifestée par la femelle adulte. »

Ces résultats s’accordent d’ailleurs, dans wune certaine
mesure, avec ceux que nous avons obtenus en injectant du
goudron dilué sous la peau des tétards de Grenouilles. En
effet, ici encore — nous l'avons vu — il n’a pas été possible
de faire apparaitre des néoplasies épithéliales ni méme d’hyper-
plasies semblables a celles que 'on voit se développer dans un
épithélium blastématique.
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En résumé, on peut dire que l'injection de goudron dans
un territoire en voie de régénération ne déclenche pas la forma-
tion de néoplasies épithéliales. Des tumeurs peuvent apparaitre,
cependant, mais aprés le 36¢ jour de régénération seulement.
Ce comportement semble pouvoir étre lié a la prolifération
des tissus conjonctifs sous-jacents d’une part, a 1'augmentation
de la perméabilité des espaces intercellulaires d’autre part. Le
premier de ces facteurs interviendrait en soustrayant la cellule
conjonctive & l'action des ferments protéolytiques, le second
en permettant la diffusion et I'élimination de ces mémes fer-
ments (Fig. 41).

Une fois amorcée, la prolifération des tissus conjonctifs
ne peul plus étre enrayée et aboutit a la régénération compléte
de 'organe sans que l'épithélium cancérisé puisse pénétrer dans
le derme. Il ressort de ces faits que la prolifération des tissus
conjonctifs d'un régénérat constitue un processus préférentiel
de leur activité. Une néoplasie épithéliale ne peut se déve-
lopper, dans un territoire en voie de régénération, tant que la
prolifération des tissus conjonctifs sous-jacents ne s’est pas
ralentie en deca d’un certain niveau.

-

7. — Action cancérigéne du goudron et Régénération.

Pour terminer, nous discuterons rapidement les quelques
observations faites sur les rapports entre l'action cancérigéne
du goudron et 1'évolution de la régénération.

Tout d’abord, analysons les raisons pour lesquelles le but
proposé a notre 4e série d’expériences sur les territoires de
régénération n'a pas été atteint.

Théoriquement, cette expérience devait entrainer ’arrét com-
plet de la régénération. La théorie est-elle fausse ou trouverons-
nous, dans l'analyse exacte des conditions expérimentales mises
en ceuvre, 'explication de cet échec ? Examinons ces conditions.

Par une série d’injections de goudron dilué, nous cherchions
a provoquer une réaction néoplasique de I'épithélium. L’épithé-
lium a proliféré. Cependant, cette réaction demandait un cer-
fain temps. Le probléeme se raméne donc a cette question :
le moment de l’amputation corresp011da1t-11 au développement
maximum de la néoplasie, condition nécessaire sine qua non
de 'expérience ? Nous avons seclionné la queue au 18¢ jour ;
or, il est patent que la néoplasie n’atteignit ses plus grandes
dimensions qu’'aux environs du 40¢ jour. Cette évolution impré-
visible du tissu épithélial constitue donc une premiére cause
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d’échec. A ceci s’ajoute le fait que le peu de place occupé par
la néoplasie au 18¢ jour laissait au niveau de la section une
grande quantité de tissus conjonctifs capables damorcer la
régénération, seconde cause d’échec.

Le probléme reste donc ouvert en ce qui concerne l'action
inhibitrice de 1'épithélium sur les tissus conjonctifs. Cependant,
nous allons voir que l'analyse des formes régénérées permet
d’aborder la question complexe des corrélations intertissulaires.

Des mensurations micrométriques précises confirment
I'impression que le régénérat s’incline toujours du coté ou se
trouve un épaississement épithélial (Fig. 34). Il semble, d’au-
tre part, que la déviation du régénérat est d'autant plus grande
que I'épaississement épithélial est plus grand. Il y aurait propor-
tionnalité directe entre la masse épithéliale, en un endroit
donné, et l'angle de déviation du régénérat, par rapport a la
base. Toul se passe comme si la croissance du conjonctif était
ralentie dans le voisinage de 1'épiderme épaissi. D’emblée trois
explications de ce fait sont possibles :

1. Sous l'influence du goudron, l'épithélium prolifére et
s'épaissit. Alors que les mitoses, dans la région non stimulée de
I'épiderme, se répartissent d’une facon homogene et sont orien-
tées dans 'axe de croissance normal (axe cranio-caudal), celles
des zones stimulées s’accumulent en quelques points et sont
orientées perpendiculairement a cet axe. Le résultat de ces répar-
titions est un raccourcissement du liseré épithélial dans les
régions soumises a l'action du goudron.

2. La croissance conjonctive étant modifiée par le goudron
(voir action sur la croissance), le régénérat est dévié du coté de
I'épaississement épithélial, c’est-a-dire du coté ou se trouve
accumulé le matériel cancérigéne.

Il s’agirait donc, dans ces deux premiéres explications, d'un
jeu de corrélations intertissulaires mécaniques lié exclusivement
a la prolifération de chaque tissu.

3. L’épithélium exercant une action inhibitrice sur la crois-
sance des tissus conjonctifs, cette croissance serait plus faible
au voisinage des masses épithéliales provoquées par le goudron.
Il s’agirait donc ici d'un processus chimique lié au métabolisme
des deux tissus en présence.

Une quatriéme explication, faisant intervenir a la fois les
corrélations mécaniques et les corrélations chimiques dont nous
venons de parler, n'est pas a rejeter. Quoi qu’il en soit, nous
sommes amené a conclure que l'architecture d’un organe régé-
néré dépend aussi bien de l'épiderme que des tissus sous-
jacents.
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Voyons maintenant ce que nous appelons « les moments criti-
ques de la Régénération ».

L’expérimentation, c’est-a-dire l'injection dans des blaste-
mes d’huile d’olive pure ou associée au goudron montre qu’l
existe, au cours de la régénération, au moins deux moments cri-
tiques. Le premier se place aux environs du 15¢ jour alors que
le second parait coincider avec le 36¢ jour de régénération.

Nous avons constaté, en étudiant 1’édification du blastéme
au point de vue histologique, que les corrélations conjonctivo-
épithéliales se rétablissaient vers le 15¢ jour. S1 l'on compare
systématiquement les longueurs atteintes, a différents moments,
par des régénérats injectés, il apparait que leur croissance est
d’autanl plus ralentie que I'injection est faite 4 un moment plus
rapproché du 15¢ jour. Le fait que ce ralentissement de la crois-
sance est aussi bien provoqué par l'huile d'olive pure, dont on
connait I'innocuité a d’autres points de vue, que par le goudron
~dilué, plaide en faveur d'une action non spécifique sur les
tissus. Il démontre que les cellules, 4 ce moment-la, sont parti-
culiérement sensibles au traumatisme quel qu’il soit. Mais, coin-
cidant avec le rétablissement des corrélations intertissulaires, cet
état des cellules blastématiques étaye physiologiquement le
moment histologique dorénavant indéniable.

Si nous comparons maintenant la courbe générale de crois-
sance de régénérats non 1injectés avec celles de régénérats
imprégnés d’huile d'olive ou de goudron dilué, nous constatons
que l'action de ces substances a pour effet d’allonger considé-
rablemenl la phase de cicatrisation. Autrement dit, le blastéme
étant constitué, la croissance régénérative ne s’'accélére pas.
On a l'impression que le trouble apporté par l'injection inté-
resse surtout les éléments conjonctifs qui normalement prolife-
rent activement a ce moment-la. Par la suite, ce retard est
ratirapé et les longueurs totales des régénérats sont simplement
fonction de la nature des substances employées.

Nous avons vu que l'injection de goudron dans des blas-
témes ou des régénérats ne dépassant pas l'dge de 36 jours,
n’était pas capable de provoquer la formation de néoplasies
épithéliales, mais qu’elle déclenchait seulement une prolifération
intense réalisant une hyperplasie sans rupture de la membrane
basale. Dans les régénérats de 36 jours ou plus, par contre,
il se forme des néoplasies identiques a celles qui apparaissent.
dans les mémes conditions, dans les territoires neutres. A ce
fait expérimental s’ajoute 1'observation que c'est & ce moment-la
que s’installe définitivement la différenciation histologique. Le
36¢ jour, comme le 15¢ jour de régénération, est donc bien
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un moment critique durant lequel des propriétés nouvelles nais-
sent au sein des tissus. Dés cet instant, la détermination histo-
génélique de l'organe est terminée : c'est dire que le matériel
cellulaire envisagé ne peut étre maintenu en vie sans poursuivre
en méme temps l'évolution qu'il était normalement appelé a
accomplir (DaLcq, 1941, 17).

Entre le 15¢ et le 36¢ jour de régénération, seule une
activit¢ karyocinétique considérable, déclenchée par la section,
a remanié la structure et les constituants du tissu conjonctif
et réalisé une apparente dédifférenciation. En fait, chaque cellule
a conservé sa chimio-différenciation et c’est la régulation de
ses réactions internes et leur « hiérarchisation » qui permet-
tront la réapparition de sa structure morphologique spécifique.
Dés lors, la « stabilisation des potentiels histogénétiques v —
suivant la définition que Darco a donnée récemment de la
détermination, mais adaptée a lhlstogenese — et I'établissement
d’'une répartition de moins en moins labile des substances
de la charpente cellulaire entrainent des modifications corréla-
tives dans le comportement des tissus. Ceci est a rapprocher de
ce que nous disions de la stroma-réaction dans les territoires
de régénération.
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IV. CONCLUSIONS

Il convient de considérer, dans ces conclusions, l'action
des substances cancérigénes sur les territoires neutres et sur
les territoires de régénération.

Action sur les territoires neutres.

1. L’injection de goudron provoque, en quelques jours
(6 jours en moyenne), la formation d’une néoplasie épithéliale
qui infiltre les tissus du derme aprés avoir rompu la membrane
basale.

2. La rupture de la basale se fait simultanément en plu-
sieurs points plus ou moins éloignés du lieu de l'injection.

3. La néoplasie est formée d’éléments épithéliaux qui parais-
sent normaux, histologiquement. Biologiquement, ces éléments
se caractérisent par un pouvoir karyocinétique élevé et la faculté
de digérer leur support conjonctif.

4. Aprés une période d'infiltration active, le processus
régresse. Les tissus conjonctifs, tardivement, réagissent et l'on
assiste a4 l'enkystement des boyaux épithéliaux profonds. La
guérison survient en 3 mois environ.

5. L’évolution et la structure histologique caractéristique
de ces infiltrations épithéliales permettent de les grouper sous
le terme de « néoplasies épithéliales a cellules normales ».

6. Les solutions de goudron plus ou moins concentrées
agissent respectivement plus ou moins rapidement.

7. Considérant le moment d’apparition des ulcérations
épidermiques, on peul dire que le goudron est plus actif que
le méthylcholanthréne, celui-ci étant lui-méme plus actif que
le benzopyréne.

Toutefois, il semble bien que ce test ne se rapporte pas au
pouvoir cancérigéne de ces corps, mais a leur toxicité pour les
tissus. Chez le Triton, leur pouvoir cancérigéne est égal, le
méthylcholanthréne, le benzopyréne et le goudron créant dans
le méme temps des néoplasies épithéliales a cellules normales
identiques les unes aux autres.
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8. Lorsqu'un traumatisme déclenche 4 un moment donné
une réaction vasculaire dans le stroma d’une « néoplasie épithé-
liale & cellules normales », la tumeur se transforme en une
« néoplasie a cellules atypiques ».

9. Les « néoplasies a cellules normales » se rapprochent
par leurs propriétés et leur comportement biologiques des états
précancéreux et les « néoplasies a cellules atypiques » peuvent
étre, dans une certaine mesure, confondues avec un cancer, tel
quil apparait chez les Mammiféres badigeonnés au goudron.

10. Dans l'une comme dans l'autre de ces néoplasies, le
processus cancéreux évolue localement et ne montre pas de
tendance a former des métastases. ¥

Action sur les territoires de régénération.

1. L’injection de goudron dilué dans des blastémes ou des
régénérats provoque des réactions tissulaires différentes suivant
que l'on s’adresse a des tissus jeunes ou a des tissus vieillis.
La réaction épithéliale au goudron est fonction de I'dge des
tissus conjonctifs sous-jacents.

2. Dans les blastémes et dans les régénérats ne dépassant
pas I'age de 36 jours, le goudron induit dans I'épithélium une
prolifération intense. Cette hyperplasie ne manifeste aucune
tendance a l'infiltration et reste nettement délimitée des tissus
sous-jacents par la membrane basale intacte.

3. Dans les régénérats plus agés, dépassant 36 jours, le
goudron déclenche la formation de néoplasies eplthellales a
cellules normales, infiltrantes, absolument semblables a celles
qui sont provoquées de la méme maniére dans des territoires
neutres.

4. Il apparait toutefois des néoplasies épithéliales dans des
régénérats plus jeunes que 36 jours. Mais le temps nécessaire
a leur formation est d’autant plus grand que les régénérats
trailés sont plus jeunes.

5. Un territoire de régénération, dés l'dge de 36 jours
jusqu’a sa compléte différenciation, se comporte comme un
territoire neutre a l'égard du goudron.

6. La croissance générale des régénérats injectés de gou-
dron esl fortement ralentie par rapport a celle des témoins. Celle
des régénérats témoins, de méme, est plus faible que celle des
régénérats non traités.

7. La croissance des blastémes est d’autant plus ralentie
par l'injection d’huile ou de goudron qu’ils sont, en age,
plus proches de 15 jours. Le 15¢ jour de régénération se révéle
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de cettc maniére comme une période critique de la vie des
tissus blastématiques. Il coincide avec le rétablissement des
corrélations conjonctivo-épithéliales. '

8. L’épaississement habituel de 1'épithélium blastématique
est plus grand et disparait moins rapidement chez les animaux
soumis a l'action du goudron que chez les témoins.

9. Le goudron dilué, injecté dans des blastémes ou des
régénérats, entraine des troubles morphologiques. La forme de
ces organes est irréguliére (excroissances, plissements). L’huile
d’olive n’a aucune action sur la forme.

Au cours de la discussion des expériences citées dans ce
travail ont été envisagés les problémes suivants :

1. La position nosographique des néoplasies a cellules nor-
males du Triton ;

2. la cancérisation ;

3. le temps d’incubation du processus cancéreux ;

4. 'action des substances cancérigénes sur la croissance des
régénérats ;

5. la stroma-réaction dans les territoires neutres ;

6. la stroma-réaction dans les territoires de régénération ;

7. l'action cancérigéne en rapport avec l'évolution de la
régénération,
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Pr.I. — Blastéme de 1 jour. Dégénérescence des muscles et des lissus
conjonctifs de la base (hyperchromatophilie).



Pr.Il. -~ A gauche : épithélium ; a droite : tissu conjonctif. Passage
de noyaux épithéliaux dans le tissu conjonctif,



Pr. III. — Blastéme de 15 jours. Epithélium épaissi ; absence de
membrane basale ;  ilots de sang extravasé ; lissus conjonclifs
dédifférenciés.



b; Epaississement de l'épithélium et prolongements papilliformes.
En un point, la basale est déja débordée.

PL. IV.



a@) A gauche, blastéme bien formé a épithélium épaissi. Au centre,
ilots de sang extravasé. En haul et a droite, formation ¢épithéliale
néoplasique envahissant les tissus anciens de l'organe.

b Nodule d'infiltration épithélial avee cellules vacuolées.

PL. V.
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Pr. VII. — Néoplasie a cellules atypiques (monstruosités cellulaires).
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PL. INX. - Néoplasie a cellules normales. En haut, nodule d'infiltration
avec  cellules vacuolées.
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