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Abstract-Factors influencing hepatic hydroxylase stimulation by benzo (a) 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) pyrkne (BaP) par voie parcntkrale entraine chez le 
rat, une augmentation notable des activitks hydroxylantes microsomiales hCpatiqucsl 
et h un moindre degrC, celles d’autres organes: intestins, poumons, reins.2 D’autres 
hydrocarbures polycycliques posstdent Cgalement la propriCt6 d’induire ces enzymes 
peu sptcifiques.3 On dispose done pour 1’Ctude des effets biologiques du BaP d’un 
test prkoce, sensible et relativement sptcifique. 

Comme on le sait, l’ttude des polluants atmosphkriques rCvkle la prksence dans les 
particules respirables d’une fractionVorganique complexe, OIYI on trouve, B c&2 du 
BaP un certain nombre d’hydrocarbu& polycycliques. Ce BaP subit dans l’atmosphkrc 

diverses influences physiques dont pourrait rksulter une modification de Faction 
biologigue. En particulier, le BaP, m@me B I’Ctat adsorb6 sur des particules de fumCe, 
serait trk sensible li I’influence destructrice de la composante ultraviolette longue 
(> 3.000 A) du rayonnement solaire .4 D’autre part, on a mis en Cvidence l’effet de ce 
rayonnement sur divers composants cellulaires en presence de BaP,5 et l’on peut 
concevoir l’hypothbse qu’une irradiation ultraviolette, quoique dktruisant certaines 
molkcules d’hydrocarbure, puisse en modifier d’autres, les rendant capables d’exercer 
in vitro une action diffkrente. 

Nous avons tent6 de caractkriscr les effets biologiques tventuels des d&iv& form& 
par irradiation en Ctudiant leur propriCtC d’induire les enzymes htpatiques d’hydroxy- 
lation. 

Enfin, un certain nombre de substances sont connues pour interfkrcr avec les 
activitts biologiques du BaP. Parmi celles-ci, citons les benzopyrtnequinones,‘j 
l’anthradne et le phknanthrkne ,7 la vitamine As qui seraient inhibiteurs du pouvoir 
cancCrog2ne et l’acide E-aminocaproIque qui serait activateur.9 

Nous avons Cgalement v&if% l’action de ces substances sur l’induction enzymatique. 
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TECHNIQUES UTILISEES 

Des jeunes rats albinos males (-& 75 g) ont reCu une injection intrap&itouCale 
de BaP, 1 mg dans 0,25 ml de tricapryline (Unilever, Amsterdam). Les animaux 
temoins ont regu la tricapryline settle. Les rats ont Cte tues par decapitation, 24 
heures apres l’injection et leurs foies, immttdiatement prtlevts, ont BtC homogeneises 
au l/30 dans du sucrose 0,25 M avec les precautions d’usagc. 

La mesure de l’activitt enzymatique des extraits de foie a CtC rtalisee selon une 
technique voisine de celle de Conneyl par incubation a 37” C pendant 30 minutes a 
l’obscurite, et sous oxygtne, de I ,5 ml. de surnageant (a 9.000 g 10 min) additionnt 
de 0,9 ml de solution de cofacteurs et de 0,l ml de substrat (50 pg BaP dans 0,l ml 
acetone = 200 mpM.). 

(a) Hyd~ox~.~atio?~ et dosage dtl BaP 
La purett du BaP utilise (Fluka) a et6 vCrifiCe par chromatographie en couche 

mince sur gel de silice, dans une cuve balayee au prealable h l’azote. L’absence 
d’impuretb et de quinones a ttt constatee par examen direct a la lampe de Wood, a 
travers la cuve. 

On arrete la reaction enzymatique en introduisant 3,5 ml de ROW (127; dans 
alcool i 50 “/,) dans le milieu d’incubation. Apres avoir 1aissC reposer 12 h. a I’obscuritt, 
1 ml de la solution obtenue est extrait par 10 ml d’ether de pttrole, a l’agitateur 
mecanique. Le rendement de l’extraction dans ces conditions est de 92% (CV = 4%). 
Lc dosage du BaP non hydroxylt: est realis& au spectrofluorim~tre (Zeiss Z&IF 4) aver 
activation a 366 rnp et mesure a trois longueurs d’ondes caracteristiques (400, 404 et 
420 mp). La mesure differentielle obtenue est rapportee a une Cchelle rdalisee dans les 
memes conditions sur des solutions d’hydrocarbure de concentrations comprises 
entre 0,Ol et 1 pg/ml. La validite de cette m&bode d’estimatioll de la quantitt de 
BaP mCtabo1is.C repose sur trois considerations : 

(1) Les metabolites form& in vitro sont sensiblement identiques a ceux qui se 
forment irz rit:o.la Ce sont principalement le 3-hydroxybenzopyrtne, les l-6 et 3-6 
benzopyrenequinones et un diol. 11s sont peu ou pas extractibles par l&her de p&role 
et la fluorescence de la solution n’est pas affectee par ces produits dont la fluorescence 
propre, beaucoup plus faible, ne presente pas le mCme spectre. 

(2) Le benzopyrene se lie aux proteines. Cette liaison est detruite par la potasse 
alcoolique concentree comme le montre le rendement ClevC de I’extraction et sa 
reproductibilit~. 

(3) L’extraction de surnageants normaux donne une solution dont la i&g&e 
fluorescence n’intervient pas dans notre technique de mesure Q trois longueurs d’onde; 
de m&me l’injection intraperitoneale de BaP, 24 heures avant le sacrifice, n’augmentc 
pas cette fluorescence. Enfin nous avons v&it% qu’une incubation a 37” C, sous 
courant d’oxygene dans le milieu biologigue d&it, mais inactive par la chaieur, 
n’entraine pas d’oxydation, de modification ou de volatilisation du BaP. 

(b) Expression des r&hats 
Chaque hydroxylation a et6 realiste sur deux aliquots de surnageant. La difference 

entre la concentration moyenne du BaP dans ces deux essais et la moyenne corres- 
pondante dans deux aliquots trait& de fa(;on identique, mais aprb, addition de KOH 
ethanolique pour arrCter la reaction enzymatique, donne la quantitt de BaP 
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mttabolisee. Cette determination est assez reproductible malgre le nombrc d’opera- 
tions necessaires: pour une moyenne de 160 mpM metabolisee par I,5 ml d’un pool 

de surnageant au l/lOe de foies induits, l’erreur quadratique moyenne est de 6 mpM. 
La mttabolisation htpatique normale dans un groupe de 15 jeunes rats non induits 
est en moyenne de 12 m,uM pour la mCme quantitt de surnageant. La variation 
biologique des taux de metabolisation normale (de l’ordre de 2 mpM) est relativement 
faible pour des rats d’age voisin, avec ou sans induction, si l’on tient compte de la 
reproductibilite propre de I’ensemble des operations. 

La quantite de BaP metabolisee est alors ramenee a l’unite de concentration des 
prottines dans le surnageant (dosees selon Lowry,lr). L’activite enzymatique est done 
exprimte en mpM de BaP metabolise par mg de proteines et pour la duke d’incubation 
choisie. 

(c) Irradiatiotl du BaP 

Afin de verifier l’effet des produits resultant de l’irradiation du BaP, nous avons 
administre aux rats dans les m&mes conditions, des solutions de BaP dans la trica- 
pryline irradiees au prtalable pendant des temps variables. L’excipient a CtC choisi en 
raison de sa resistance aux effets de l’irradiation : les huiles naturelles en effet s’oxydent 
et se polymtrisent rapidement en lumibe U.V. en presence de BaP. 

Les irradiations ont CtC realisees avec une lampe a vapeur de Hg a hautc pression 
avec enveloppe en verre de Wood. Le spectre d’tmission est donne par la Fig. 1. 
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FIG. 1. Spectre d’lmission de la lampe Philips HPW 125 utilisde pour I’irradiation des solutions de 
BaP (en unit& relatives). 

L’tnergie de la lampe (mesuree au ferrioxalate) est d’environ 2,4 W/h/cm2 a 20 cm. 
Les solutions contenant au depart 10 mg/ml et 1,6 mg/ml de BaP ont CtC etalees en 
couche mince (2 mm), l’absorption du rayonnement incident &ant complete; la 
surface de la lampe est refroidie par un courant d’air. Les solutions sont irradiees a 
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l’air libre, du dessus et avec une intensitt homogene. La degradation du BaP est 
vtrifiee rtgulibrement. L’exposition a l’air sans irradiation U.V. de la m&me solution, 
ne provoque pas de degradation du produit. Les animaux temoins ont recu des 
injections de tricapryline pure irradite dans les memes conditions. 

Les activites enzymatiques obtenues sont comparees d’une part a celles obtenues 
par la solution du BaP non irradiee, et d’autre part a des temoins absolus ayant recu 
de la tricapryline non irradiee. 

(d) Substances synergiques ou antagonistes 
Un melange de benzopyrenequinones, en position l-6 et 3-6, a Cte prepare par 

oxydation chromique dans I’acide acetique concentrt. r2 Les quinones ont CtC separees 
par chromatographie sur alumine, des phenols et autres produits de la reaction. Elles 
ont ensuite CtC mises en suspension dans la tricapryline ct injectees a doses croissantes 
aux animaux d’experience, seules et en association avec I mgr. de BaP. Le meme 
mode operatoire a CtC suivi pour les autres substances testtes. 

RESULTATS 

1. Rkponse enzymatique en fonctiorz de la dose de BaP itducteur adninistrde. Un lot 
dc 30 animaux a recu par voie intraperitoneale des doses de BaP croissant de 0,Ol a 
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FIG. 2. Activite enzymatique des extraits de foie (en mpM de BaP mttabolisd par mg dc prottine, en 
30 min.) apr&s injection intraperitonble de quantites croissantes de BaP en mg/kg de poids corporel, 

et de quantites croissantes de BaP avec ses produits de decomposition (en mg BaP intact/kg). 

70 mg/kg. Les activites enzymatiques obtenues sont don&es au Tableau 1, et sous 
forme graphique dans la Fig. 2. Au-dela des doses de 0,l mg/kg qui n’exercent pas 
d’effet, la relation croit en fonction de la dose de BaP administree, de facon tres 
rapide jusqu’g la dose de 2,5 mg/kg, puis plus lente. 
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TABLEAU I. EFFET DELA DOSE DE BAP 

INJECTBE SUR L'ACTIVITi: ENZVMATIQLJE 

Dose de BaP administr6e 
Activitd 

en mg/Kg en pg cnzymatique* 

Z3 1, 2,s 

0:3 :; 

I I,37 ,09 

2,46 
0.7 1: 2.39 
194 5,29 
5,; 

7:o 

250 I50 6,37 5.97 

500 7.34 
1410 1000 9117 
28,6 2000 10,50 
71,4 5000 7,65 

* Activite enzymatique: m/rM d’hydro- 
carbure mttabolisk par mgr de protkine (en 30 
min). 

2. .!@et de I’administratior~ du BaP irradie’. Les rCsultats obtenus apt& irradiation de 
la solution de BaP (Tableau 2) montrent que la rkponse enzymatique ne dipend que 

de la quantitk de l’hydrocarbure inchangt effectivement recue par I’animal. 

TABLEAU~.EFFETDE L'IRRADIATION U.V.SUR LACONCENTRATION DUBAPENSOLUTION 

ETSUR LEPOUVOIRINDUCTEUR DU MhLANGE" 
_ _ ~. _ I____-..__.~~_ 

Composition des I ,6 m BaP/ml tricapryline Tricapryline 
solutions irradikes 10 mg BaP/ml tricapryline 

Durte de I-irradiation Quantitd de Activitk Quantitk de ActivitC Activitk 
BaB intact enzymatique BaP intact enzymatique enzymatique 

inject& inject& 

0 
I b. 
4 h. 

I2 h. 
24 h. 

40 Il. 48 h. 
72 h. 
96 h. 

;‘8: PL6 IO.0 ;tpg 85 0,95 
998 833 - 

800 977 
40 

- 

250 77 
6,l 

I3 3,6 0% 

40 5:o ;: 073 8 t?: 
0177 

0 1:0 - - 

* Volume injecte: 0,25 ml, rats de 70 & 75 g. 
Activitk enzymatique: en mpM BaP m&abolis+g prot6ine/30 min. 

Les deux courbes de la Fig. 2 ne sont pas significativement diffkrentes. On ne 
constate done ni exaltation du pouvoir inducteur propre aux produits de photoxyda- 
tion, ni effet inhibiteur dkelable, tel qu’il a it6 postult pour les benzopyknequinones 
dans les phtnomtnes de cancCrisation.” 

3. Efets de I’administration simultant!e de dirvrses substances. Le Tableau 3 rCsume 
les rCsultats obtenus: on voit que les substances injectCes n’exercent pas d’activitt5 
inductrice quand elles sont utiliskes seules; de plus elles n’entrainent pas de perturba- 
tion apprkiable, dans les limites de I’erreur expdrimentale, quand elles sont utilisCes 
en association avec le BaP. 
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TABLEAU 3. ACTWIT& ENZYMATIQUES APRBS INJECTION DE 

DIVERSES SUBSTANCES, SEULES ET EN ASSOCIATION AVEC 

RAP (EN Mph4 BAP METABOLISh/Klg PROTbINES/30 MIN) 

Substances inject&es* 
Activite enzymatique 

aprks induction dc 24 h. 

Seules avec BaP 
(15 mg/kg) 

Tricapryline Benzopyr&nequinoncs 

Anthracene 
PhCnantrtne 

Vit. A AC. aminocapr 

200 mg 1 mg 1::: 
0,5 mg - 
0,25 mg - 1::: 
0,l mg - 
0.05 mg 1::: 
1 mg 19 
1 mg I,53 ;::, 

300.000 u. 0,37 50 mg 1,53 7:: 

* 2 rats d’environ 100 g par essai. 

DISCUSSION 

L’induction des activitCs enzymatiques varie en fonction de la dose de BaP 
administrte : la relation affecte une allure exponentielle avec tendance h 1’Ctablissement 
d’une plateau. On ne peut pas parler d’une dose-seuil Gritable, capable de dCclencher 
des mecanismes d’induction enzymatique mais on voit que l’injection d’une dose 
inferieure h 1 mg par kg de poids corporel donne une rCponse nette chez le rat. 

L’irradiation U.V. exerce, sur les solutions de BaP, une action oxydante d’oti 
rtsultent de nombreux d&iv& non entikrement identifiW qui pourraient Ctre douts de 
propriCtCs physiologiques. L’injection de ces mtlanges, (BaP rCsiduel + tous les 
produits de photoxydation) montre que I’augmentation d’activitC enzymatique n’cst 
en corrCIation qu’avec la teneur en BaP intact dans le milieu. Comme les quinones 
testCes seules, B doses croissantes, se sont montrtes dtnuCes de toute activitt, on peut 
done conclure que lcs produits d’irradiation non identifit% se montrent Cgalement 

inactifs. 
II en est de m&ne de I’administration de certaincs substances dont on a rapport6 

I’influencc possible sur les effets biologiques de l’hydrocarburc. L’induction des 
hydroxylases est done IiCe A la seule prksence de I’hydrocarbure tcl quel, sans inter- 
fkrence d’autres produits ou d’actions physiques prealables. Elle n’cst d’ailleurs pas 
particulikre au BaP, mais s’observe tgalement pour d’autres hydrocarbures 
polycycliques.:i 

La fraction organique extraite des particules respirables de I’air des villes renferme 
certains de ces composts et notamment du BaP (sa concentration h Likge est de 
I’ordrc de 0,l pg par ms). 11 serait utile de connaitre leur pouvoir inducteur, mais 
malheureusement, la prksence dans ces milieux d’un grand nombre de substances 
toxiques de nature sans doute phinolique, rend leur injection hasardeuse; une 
purification des extraits est envisagCe avant de tester leur activit& biologique. 
L’expCrimentation en tours concerne tgalement I’induction des hydroxylases des 
tissus pulmonaires et 1’Ctude de l’influence sur cette induction de divers polluants 
atmosphtriques particulaires ou gazeux. 
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CONCLUSIONS 

L’induction d’hydroxylases par le BaP dtpend, dans certaines limites, de la dose 
d’hydrocarbure administke. L’irradiation U.V. prCalable du produit inject6 n’exerce 

en soi pas d’influence excitatrice ou inhibitrice: seule compte la quantitk d’hydro- 
carbure subsistant au moment de I’injection. De mEme, nous n’avons pas pu mettre 
en evidence I’influence Cventuelle de diverses substances connues pour modifier 
certaines de ces propriCtCs biologiques. 11 ne parait done pas que les conditions 
physiques et chimiques complexes qui sent A l’origine du vieillisement du BaP dans 
I’atmosph&re (par oxydation ou par photoxydation) modifient in vivo, cette propri6tC 
biologique qui est spkcifique de I’hydrocarbure tel qucl. 
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