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Abstract—Factors influencing hepatic hydroxylase stimulation by benzo (@) pyrene are
studied. The dose of unchanged hydrocarbon injected to the animal is, in the limits of
our experiment, the only factor affecting the increase of aromatic hydroxylation; this
activity seems thus independent of the factors studied. Particularly, u.v. irradiation of
benzo (a) pyrene acts only in destroying a certain amount of the hydrocarbon; the
resulting phenols and quinones have no detectable effect.

L’ADMINISTRATION de benzo (a) pyréne (BaP) par voie parentérale entraine chez le
rat, une augmentation notable des activités hydroxylantes microsomiales hépatiques!
et 3 un moindre degré, celles d’autres organes: intestins, poumons, reins.2 D’autres
hydrocarbures polycycliques possédent également la propriété d’induire ces enzymes
peu spécifiques.3 On dispose donc pour 1’étude des effets biologiques du BaP d’un
test précoce, sensible et relativement spécifique.

Comme on le sait, I'étude des polluants atmosphériques révéle la présence dans les
particules respirables d'une fraction¥organique complexe, ol on trouve, & coté du
BaP un certain nombre d’hydrocarbures polycycliques. Ce BaP subit dans I’atmosphére
diverses influences physiques dont pourrait résulter une modification de I’action
biologigue. En particulier, le BaP, méme a P’état adsorbé sur des particules de fumée,
serait trés sensible a I'influence destructrice de la composante ultraviolette longue
(> 3.000 A) du rayonnement solaire.4 D’autre part, on a mis en évidence I'effet de ce
rayonnement sur divers composants cellulaires en présence de BaP,> et ’on peut
concevoir 'hypothése qu'une irradiation ultraviolette, quoique détruisant certaines
molécules d’hydrocarbure, puisse en modifier d’autres, les rendant capables d’exercer
in vitro une action différente.

Nous avons tenté de caractériscr les effets biologiques éventuels des dérivés formés
par irradiation en étudiant leur propriété d’induire les enzymes hépatiques d’hydroxy-
lation.

Enfin, un certain nombre de substances sont connues pour interférer avec les
activités biologiques du BaP. Parmi celles-ci, citons les benzopyrénequinones,s
I'anthracéne et le phénanthréne,? la vitamine A8 qui seraient inhibiteurs du pouvoir
cancérogeéne et I’acide e-aminocaproique qui serait activateur.?

Nous avons également vérifié I’action de ces substances sur I'induction enzymatique.
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TECHNIQUES UTILISEES

Des jeunes rats albinos maéles (4 75 g) ont regu une injection intrapéritonéale
de BaP, 1 mg dans 0,25 ml de tricapryline (Unilever, Amsterdam). Les animaux
témoins ont recu la tricapryline seule. Les rats ont été tués par décapitation, 24
heures apres I'injection et leurs foies, immédiatement prélevés, ont été homogénéisés
au 1/10 dans du sucrose 0,25 M avec les précautions d’usage.

La mesure de Pactivité enzymatique des extraits de foie a été réalisée selon une
technique voisine de celle de Conney? par incubation & 37° C pendant 30 minutes 4
I’obscurité, et sous oxygéne, de 1,5 ml. de surnageant (& 9.000 g 10 min) additionné
de 0,9 ml de solution de cofacteurs et de 0,1 ml de substrat (50 ug BaP dans 0,1 ml
acétone = 200 muM.).

(a) Hydroxylation et dosage du BaP

La pureté du BaP utilisé (Fluka) a été vérifiée par chromatographic en couche
mince sur gel de silice, dans une cuve balayée au préalable & 1'azote. L'absence
d’impuretés et de quinones a été constatée par examen direct 4 la lampe de Wood, a
travers la cuve.

On arréte la réaction enzymatique en introduisant 3,5 ml de KOH (129, dans
alcool & 50 %) dans le milieu d’incubation. Aprés avoir laissé reposer 12 h. a Pobscurité,
1 ml de la solution obtenue est extrait par 10 ml d’éther de pétrole, a 'agitateur
mécanique. Le rendement de U'extraction dans ces conditions est de 929, (CV = 4%,).
Le dosage du BaP non hydroxylé est réalisé au spectrofluorimétre (Zeiss ZMF 4) avec
activation & 366 mpu et mesure d trois longueurs d’ondes caractéristiques (400, 404 et
420 my). La mesure différentielle obtenue est rapportée a une échelle réalisée dans les
mémes conditions sur des solutions d’hydrocarbure de concentrations comprises
entre 0,01 et 1 pg/ml. La validité de cette méthode d'estimation de la quantité de
BaP métabolisé repose sur trois considérations:

(1) Les métabolites formés in vitro sont sensiblement identiques a4 ceux qui se
forment in vivo® Ce sont principalement le 3-hydroxybenzopyréne, les 1-6 et 3-6
benzopyrénequinones et un diol. Iis sont peu ou pas extractibles par 'éther de pétrole
et la fluorescence de la solution nest pas affectée par ces produits dont la fluorescence
propre, beaucoup plus faible, ne présente pas le méme spectre.

(2) Le benzopyréne se lie aux protéines. Cette liaison est détruite par la potasse
alcoolique concentrée comme le montre le rendement élevé de I'extraction et sa
reproductibilité.

(3) L'extraction de surnageants normaux donnc une solution dont la légére
fluorescence n’intervient pas dans notre technique de mesure & trois longueurs d’onde;
de méme l’injection intrapéritonéale de BaP, 24 heures avant le sacrifice, n’augmente
pas cette fluorescence. Enfin nous avons vérifié qu'une incubation a 37° C, sous
courant d’oxygéne dans le milieu biologigue déerit, mais inactivé par la chaleur,
n’entraine pas d’oxydation, de modification ou de volatilisation du BaP.

(b) Expression des résultats

Chaque hydroxylation a été réalisée sur deux aliquots de surnageant. La différence
entre la concentration moyenne du BaP dans ces deux essais et la moyenne corres-
pondante dans deux aliquots traités de fagon identique, mais aprés, addition de KOH
éthanolique pour arréter la réaction enzymatique, donne la quantité de BaP
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métabolisée. Cette détermination est assez reproductible malgré le nombre d’opéra-
tions nécessaires: pour une moyenne de 160 mpM métabolisée par 1,5 ml d’un pool
de surnageant au 1/10e de foies induits, ’erreur quadratique moyenne est de 6 muM.
La métabolisation hépatique normale dans un groupe de 15 jeunes rats non induits
est en moyenne de 12 muM pour la méme quantité de surnageant. La variation
biologique des taux de métabolisation normale (de 'ordre de 2 muM) est relativement
faible pour des rats d’age voisin, avec ou sans induction, si I’on tient compte de la
reproductibilité propre de ’ensemble des opérations.

La quantité de BaP métabolisée est alors ramenée & I'unité de concentration des
protéines dans le surnageant (dosées selon Lowry,!1). L’activité enzymatique est donc
exprimée en muM de BaP métabolisé par mg de protéines et pour la durée d’incubation
choisie.

(c) Irradiation du BaP

Afin de vérifier 'effet des produits résultant de I'irradiation du BaP, nous avons
administré aux rats dans les mémes conditions, des solutions de BaP dans la trica-
pryline irradiées au préalable pendant des temps variables. L’excipient a été choisi en
raison de sa résistance aux effets de I'irradiation: les huiles naturelles en effet s"oxydent
et s¢ polymérisent rapidement en lumiére U.V. en présence de BaP.

Les irradiations ont été réalisées avec une lampe a vapeur de Hg 4 haute pression
avec enveloppe en verre de Wood. Le spectre d’émission est donné par la Fig. 1.
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FiG. 1. Spectre d’émission de la lampe Philips HPW 125 utilisée pour I'irradiation des solutions de
BaP (en unités relatives).

L’énergie de la lampe (mesurée au ferrioxalate) est d’environ 2,4 W/h/cm2 a 20 cm.
Les solutions contenant au départ 10 mg/ml et 1,6 mg/ml de BaP ont été étalées en
couche mince (2 mm), I’absorption du rayonnement incident étant compléte; la
surface de la lampe est refroidie par un courant d’air. Les solutions sont irradiées a
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l’air libre, du dessus et avec une intensité homogeéne. La dégradation du BaP est
vérifiée réguliérement. L’exposition a I'air sans irradiation U.V. de la méme solution,
ne provoque pas de dégradation du produit. Les animaux témoins ont recu des
injections de tricapryline pure irradiée dans les mémes conditions.

Les activités enzymatiques obtenues sont comparées d’une part a celles obtenues
par la solution du BaP non irradiée, et d’autre part a des témoins absolus ayant recu
de la tricapryline non irradiée.

(d) Substances synergiques ou antagonistes

Un mélange de benzopyrénequinones, en position 1-6 et 3-6, a été préparé par
oxydation chromique dans ’acide acétique concentré.t2 Les quinones ont été séparées
par chromatographie sur alumine, des phénols et autres produits de la réaction. Elles
ont ensuite été mises en suspension dans la tricapryline ct injectées a doses croissantes
aux animaux d’expérience, seules et en association avec 1 mgr. de BaP. Le méme
mode opératoire a été suivi pour les autres substances testées.

RESULTATS
1. Réponse enzymatique en fonction de la dose de BaP inducteur administrée. Un lot
de 30 animaux a regu par voie intrapéritonéale des doses de BaP croissant de 0,01 a
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Fi1G. 2. Activité enzymatique des extraits de foie (en mpM de BaP métabolisé par mg de protéine, en
30 min.) aprés injection intrapéritonéale de quantités croissantes de BaP en mg/kg de poids corporel,
et de quantités croissantes de BaP avec ses produits de décomposition (en mg BaP intact/kg).

70 mg/kg. Les activités enzymatiques obtenues sont données au Tableau 1, et sous
forme graphique dans la Fig. 2. Au-dela des doses de 0,1 mg/kg qui n’exercent pas
d’effet, 1a relation croit en fonction de la dose de BaP administrée, de fagon trés
rapide jusqu’a la dose de 2,5 mg/kg, puis plus lente.
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TABLEAU 1. EFFET DE LA DOSE DE BAP
INJECTEE SUR L’ACTIVITE ENZYMATIQUE

Dose de BaP administrée

Activité
en mg/Kg en pug enzymatique*
0,1 1, 2,5 1,09
0,13 10 1,37
0,3 25 2,46
0,7 50 2,39
1,4 100 5,29
2.1 150 5,97
3,6 250 6,37
7,0 500 7,34
14,0 1000 9,17
28,6 2000 10,50
71,4 5000 7,65

* Activité enzymatique: mpM  d’hydro- -
carbure métabolisé par mgr de protéine (en 30
min).
2. Effet de I'administration du BaP irradié. Les résultats obtenus aprés irradiation de
la solution de BaP (Tableau 2) montrent que la réponse enzymatique ne dépend que
de la quantité de I’hydrocarbure inchangé effectivement regue par I'animal.

TABLEAU 2. EFFET DE L'IRRADIATION U.V. SUR LA CONCENTRATION DU BAP EN SOLUTION
ET SUR LE POUVOIR INDUCTEUR DU MELANGE*

Composition des 1,6 m BaP/ml tricapryline Tricapryline
solutions irradiées 10 mg BaP/ml tricapryline
Durée de l'irradiation  Quantité de Activité Quantité de Activité Activité
BaB intact enzymatique BaP intact enzymatique enzymatique
injecté injecté
0 2500 g 10,0 400 pg 8.6 0,95
1 h. 1800 9,8 250 8,3 —
4 h. 800 9,7 — — —
12 h. — — 40 6,1 —
24 h. 250 7,7 13 3,6 0,80
40 h. 40 5,0 4 1,2 —
48 h. 0 1,1 0 0,8 0,73
72 h. 0 0,8 — — 0,77
96 h. 0 1,0 — — —

* Volume injecté: 0,25 ml, rats de 70 4 75 g.
Activité enzymatique: en muM BaP métabolisé/mg protéine/30 min.

Les deux courbes de la Fig. 2 ne sont pas significativement différentes. On ne
constate donc ni exaltation du pouvoir inducteur propre aux produits de photoxyda-
tion, ni effet inhibiteur décelable, tel qu’il a été postulé pour les benzopyrénequinones
dans les phénoménes de cancérisation.$

3. Effets de I'administration simultanée de diverses substances. Le Tableau 3 résume
les résultats obtenus: on voit que les substances injectées n’exercent pas d’activité
inductrice quand elles sont utilisées seules; de plus elles n’entrainent pas de perturba-
tion appréciable, dans les limites de I’erreur expérimentale, quand elles sont utilisées
en association avec le BaP.
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TABLEAU 3. ACTIVITES ENZYMATIQUES APRES INJECTION DE
DIVERSES SUBSTANCES, SEULES ET EN ASSOCIATION AVEC
BAP (EN MuM BAP METABOLISE/mg PROTEINES/30 MIN)

Activité enzymatique

Substances injectées* aprés induction dc 24 h,

Seules avec BaP

(15 mg/kg)
Tricapryline 200 mg 0,9 9,5
Benzopyrenequinones 1 mg 0,7 10,5
0,5 mg — 8,4
0,25 mg -— 10,0
0,1 mg — 8.0
0,05 mg — 10,6
Anthracéne 1 mg 1,3 7,7
Phénantréne I mg 1,53 8.6
Vit. A 300.000 U. 0,37 6,9
Ac. aminocapr 50 mg 1,53 7,7

* 2 rats d’environ 100 g par essai.

DISCUSSION

L'induction des activités enzymatiques varie en fonction de la dose de BaP
administrée: la relation affecte une allure exponentielle avec tendance a I’établissement
d’une plateau. On ne peut pas parler d’une dose-seuil véritable, capable de déclencher
des mécanismes d’induction enzymatique mais on voit que I'injection d’une dose
inférieure a3 1 mg par kg de poids corporel donne une réponse nette chez le rat.

L’irradiation U.V. exerce, sur les solutions de BaP, une action oxydante d’ol
résultent de nombreux dérivés non enti¢rement identifiés!8 qui pourraient étre doués de
propriétés physiologiques. L’injection de ces mélanges, (BaP résiduel 4 tous les
produits de photoxydation) montre que I'augmentation d’activité enzymatique n’est
en corrélation qu’avec la teneur en BaP intact dans le milieu. Comme les quinones
testées seules, A doses croissantes, se sont montrées dénuées de toute activité, on peut
donc conclure que les produits d'irradiation non identifiés se montrent également
inactifs.

Il en est de méme de "administration de certaines substances dont on a rapporté
I'influence possible sur les effets biologiques de I'hydrocarbure. L’induction des
hydroxylases est donc liée & la seule présence de 'hydrocarbure tel quel, sans inter-
férence d’autres produits ou d’actions physiques préalables. Elle n'cst d'ailleurs pas
particuliere au BaP, mais s’observe également pour d’autres hydrocarbures
polycycliques.?

La fraction organique extraite des particules respirables de ['air des villes renferme
certains de ces composés et notamment du BaP (sa concentration a Liége est de
I'ordre de 0,1 pg par m3). 1l serait utile de connaitre leur pouvoir inducteur, mais
malheureusement, la présence dans ces milieux d'un grand nombre de substances
toxiques de nature sans doute phénolique, rend leur injection hasardeuse; unc
purification des extraits est envisagée avant de tester leur activité biologique.
L’expérimentation en cours concerne également induction des hydroxylases des
tissus pulmonaires et I’étude de l'influence sur cette induction de divers polluants
atmosphériques particulaires ou gazeux.
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CONCLUSIONS

L'induction d’hydroxylases par le BaP dépend, dans certaines limites, de la dose
d’hydrocarbure administrée. L’irradiation U.V. préalable du produit injecté n’exerce
en soi pas d’influence excitatrice ou inhibitrice: seule compte la quantité d’hydro-
carbure subsistant au moment de l'injection. De méme, nous n’avons pas pu mettre
en évidence l'influence éventuelle de diverses substances connues pour modifier
certaines de ces propriétés biologiques. 1l ne parait donc pas que les conditions
physiques et chimiques complexes qui sont & I'origine du vieillisement du BaP dans
I'atmosphere (par oxydation ou par photoxydation) modifient in vivo, cette propriété
biologique qui est spécifique de I"hydrocarbure tel quel.
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