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Abstract-The d~strib~iio~ of tritiated ~~(a}py~ne in rat liver, kidney, adrenal, 
spleen, testicle and heart was studied between h-24 hr after intraperitoneal injection, 
with and without simultaneous administration of a large dose (20 mg/kg) of non- 
radioactive benz(a)pyrene. Intraceilular distribution in the liver was similarly studied. 
In all cases, measurements were obtained of total radioactivity and of petroleum ether 
extractible radioactivity (~rresponding to unmeta~ii~d ~nz(a)pyre~). While tissue 
concentrations were maximal 4-6 hr after injection, no clear-cut organ specifity could 
be demonstrated either for Ievels of benz(a)pyrene or for the pattern of distribution 
between unchanged hydrocarbon and its metabolites. 

A small fraction (5 per cent) of the initial dose was localized in the liver, In the 
subceilular fractions, microsomal localization was considerable at first; activity then 
increased steadily in the supernatant, where it was found in the form of non-extractible 
metabolites. 

INTRODUCTION 

SUBSTANCE cancerogene, le benz(a)pyrene (3,4 benzopyrene dans l’ancienne nomen- 
clature), poss&de en outre la propriete d’ induire, chez le rat en croissance, une 
augmentation des hydroxylases du foie, et, dans une moindre mesure, d’autres 
organes. La localisation intracellulaire essentielle de ces enzymes est microsomiale.1 
Ces systemes enzymatiques sont peu specifiques, catalysant l’hydroxylation de 
nombreux hydrocarbures polycycliques2 et meme de substances non apparentees & 
ceux-ci.1 D’autre part, on sait que la proprieti ~induction d’enzymes mi~osomia~ 
hepatiques est largement repandue parmi de nombreuses substances, naturelles ou 
synthbiques. 11 est admis que l’induction enzymatique implique une neosynthese 
protiique, a cot6 vraisemblablement de plusieurs autres phenomenes. Lors dune 
induction peu specifique, comme dans le cas des hydrocarbures ~lycycliques, un 
processus stereotype semble faire suite & l’effet “d&lencheur” cause par un produit 
dont la nature chimique peut itre variable, mais &pond cependant a certaines 
exigences.3 Une de celles-ci semble Ctre la possibilite d’Ctre metabolise: par exemple, 
les derives hydroxyles des hydrocarbures polycycliques sont entierement d&rues 
d’effet inducteur, 

Nous avons Ctudie, dans l’optique parti~uli~re de l’induction ~hydroxyla~s 
hgpatiques, la localisation vise&ale du benz(a)pyrene administre par voie intrapkito- 
&ale, et dans les conditions oti ce phenomene d’induction a fait l’objet d’etudes 
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ant&ewes. Nous avons suivi, en fonction du temps, la r&partition de ~hydro~arbure 
triti& ii la fois dans certains visctres et dans les fractions subcellulaires du foie, 
cherchant ti mettre en tvidence une tventuelle localisation specifique de l’inducteur 
soit h 1’Cchelle de l’organe, soit A 1’Cchelle intracellulaire. 

TECHNIQUES 

(1) PrPparation des animaux et des homogtkats 
L’animal d’exp&ience est le rat mile albinos en croissance (poids moyen:70g). 
Nous avons utilid du benz(a)pyrene marquk au tritium de fawn uniforme (activiti 

spWique: I.76 mCi~m-mole, soit 7 mCi/mg). Sa puretC radioc~ique a &t5 v&if&e 
par chro~tographie sur couche mince de gel de silice &u&e au ben&ne-&than01 20 : 1. 

Les animaus trait& ont rew par voie i.p. 100 &i de benz(a)pyrene tritie en solution 
dans 0.25 ml de tricapryline; la quantitb d’hydrocarbure administre reprt%ente 14 pg, 
soit 1.4 pour cent de la quaWit& donnt!e dans nos experiences anthrieures d’induction 
e~ymatique; elle est inft%ieure B la dose susceptible de dklencher ~indu~tion dans 
nos conditions expfXmentales.4 Dans une autre s&ie, les animaux ont regu simultan& 
ment une quantitk proportionnellement importante de benz(a)pyrene non marquC 
(20 mg/kg), determinant dans ce cas un accroissement notable des activitt% enzymati- 
ques. Les animaux sont sacrifit% par dkapitation A des intervalles Cchelonn& de 
& hr B 24 hr apr&s l’injection i.p. Les organes prdlev&s et pe&s sent homog&it%b au 
broyeur de Potter avec neuf fois leur poids d’eau distill&, A l’exception des fragments 
hbpatiques destinCs A la centrifugation, qui sont homog&&ists avec neuf fois leur 
poids d’une solution de saccharose 0.25 M. 

La centrifugation est effectuee en chambre froide dans les conditions suivantes+ 
600 g 10 min: sdparation de la fraction nuclCaire; 
9000 g 10 min: sdparation de la fraction mitochondriale; 
105,000 g 60 min: s$aration de la fraction microsomiale et de la fraction soluble. 
Les culots de centrifugation sont law% deux fois au saccharose 0.25 M et les liquides 

de lavage additionn~s & la fraction surnageante respective. Les culots sont & leur tour 
homogt%%& & volume determink avec de l’eau distillCe. 

(2) Extraction du benz(a)pyrene 
Une partie aliquote des homog&ats d’organes ou de fractions subeellulaires 

hbpatiques est soumise B l’extraction par Ether de p&role. L’&hantillon est d’abord 
addition& de trois fois son volume de potasse Cthanolique; aprts 10 min, l’extraction 
est effect&e avec 10 volumes d’Cther de pttrole. Dans ces conditions, l’hydrocarbure 
non modif% chimiquement passe dans la phase organique. La vaIidit6 de cette 
t~hnique d’extraction a Ctk vtrii%e de la faGon suivante: 

(a) une partie aliquote des extraits par I’tther de petrole a 6th chromatographi& 
sur couche mince de gel de silice, du benz(a)pyrene tritie radiochimiquement pur 
&ant utilisC comme rdfdrence. On constate que 95 pour cent de la radioactivith de 
l’extrait se retrouve dans la zone correspondant B l’hydrocarbure thmoin; par contre 
les zones correspondant aux m&abolites sont dtSpourvues d’activit& L’extraction 
par l’ether de p&role permet done de &parer sBlectivement le benz(a)pyrene A 
l’exclusion de ses mCtabolites, 

(b) des quantids croissantes (dans les rapports 1, 10, 50, 100) de benz(a)pyrene 
tritit ont Ctb ajout&s, en prisence et en I’absence ~hydrocarbure non marqui 



Etudes sur l’action biologique du benz(a)pyrene-III 1277 

servant d’entraineur, zi des homogenats d’organes identiques aux homogenats CtudiCs, 
mais prives d’activite hydroxylante par Cbullition prealable. Aprb extraction, la 
radioactivite mesuree dans la phase organique a CtC comparee a la radioactivite 
totale des homogenats, correction Ctant faite pour les differences de rendement. Dans 
tous les cas, la recuperation de radioactivite par l’extraction a Y&her de p&role a 
CtC superieure a 85 pour cent; elle est de plus indtpendante de la presence d’entraineur 
et du niveau d’activite utilise. 

(3) Mesures de radioactivitk 
Les mesures de radioactivite ont CtC effectuees au scintillateur liquide “Tricarb 

Packard”. 
Les extraits par l’ether de p&role ont ttt directement melanges a un milieu scintil- 

lateur a base de toldne; quelle que soit la provenance de l’extrait, le bruit de fond est 
constant et le rendement de l’ordre de 20 pour cent. 

La mesure de la radioactivite des homogenats est plus delicate, car le rendement et 
le bruit de fond peuvent en Ctre tres divers. Une partie aliquote de ces homogenats est 
d’abord dissoute a l’aide d’hyamine en solution methanolique (24 hr de contact a 
50”), puis ajoutee a un liquide scintillateur a base de dioxane. Le bruit de fond 
correspondant a chaque type d’homogenat a Cte determine a partir d’homoginats 
d’organes provenant de rats du m&me lot n’ayant pas recu de substance radioactive. 
Les rendements propres 21 chaque homogenat (variant de 5 21 10 pour cent) ont Bte 
calcules a l’aide de ces memes homogenates de reference additionnes d’une quantite 
connue de dioxane tritie d’activitt garantie. 

Cette technique d’ “Ctalon interne” permet de convertir toutes les mesures en 
valeurs absolues de radioactivitt (dpm) et rend possible la comparaison directe de 
tous les rtsultats quel que soit l’echantillon CtudiC. 

RESULTATS 

A. Localisation du benz(a)pyrene tritie’ au niveau de divers vis&res 
La repartition de la radioactivite du traceur a Ctt Btudi&e dans les visceres suivants : 

foie, reins, rate, surrenales (oti sont presentes des hydroxylases), testicules et coeur 
(ou la presence d’hydroxylases inductibles n’a pas Cte rapport&). Les animaux 
d’experience ont recu des activites identiques preparees a partir dun dchantillon 
commun. Les prelbvements d’organes ont eu lieu aux temps suivants: 4 hr. 1, 2, 4, 6, 
8, 16, 24 hr. Cet horaire a ttt itabli en fonction de l’accroissement des activitis 
enzymatiques induites: l’effet inducteur se manifeste deja aprbs 6 hr et atteint un 
maximum en 24 hr Le sang ayant dans tous les cas explores une activite t&s faible 
a la limite des valeurs decelables, nous ne l’avons pas fait figurer dans l’expod des 
rtsultats. 

(1) Mew-es de la radioactivite’ des homog&ats totaux. La radioactivite des 
homogenats totaux est exprimee en dpm par mg de tissu; son evolution dans le 
temps est representee au Tableau 1, dont les deux parties se rapportent respectivement 
a l’emploi du traceur seul et du traceur administre conjointement a 20 mg/kg de 
benz(a)pyrene non radioactif. 

Le traceur est localise dans le foie, la rate et le rein de facon plus nette que dans 
les autres visdres CtudiCs. Sa fixation atteint, dans tous les cas, un maximum aux 
environs de la 4 eme hr, puis decroit lentement; il persiste encore, de facon parfois 
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TABLEAU 1. RADIOACTIVITE TOTALE DES HOMOGENATS (VALEURS EN dpm/mg TWU) 

Temps 0 

1. Traceur seul ~n~a)pyre~ tritie 100&i) 

Foie Rate Reins Testicules SUlTCIUIleS Coeur 

1120 850 z z % :z 200 110 

4520 1280 lZ :z 580 330 490 230 lzz 
2400 2350 8’: 2280 2540 Z! 160 950 

% 900 880 2100 1770 510 500 110 :: 640 :z 

2. Traceur plus benz(a)pyrene (20 mg/kg) 

t 1940 16270 7180 6650 1490 zz 1780 510 2120 980 

4’ zz 7720 4870 2160 3450 1180 870 1530 710 1;: 
: 4500 8550 11690 :;z 7140 7150 1530 1160 1060 1420 1590 970 

24 3030 7210 5560 1610 790 1460 

notable, apr&s 24 hr, L’effet de ~administration simultanke d’une grande qnantite 
d’hydrocarbure se marque par une localisation splenique precoce et importante du 
traceur, et par un accroissement assez general des valeurs mesurkes dans les autres 
visckres, dont le moment de fixation maximum est d’ailleurs retard&. 

Quoiqu’il en soit, la quantite d’inducteur efkctivement present dans les organes ou 
il agit est t&s faible. Le Tableau 2 montre le pourcentage minime de l’activite 

TABLEAU 2. POURCENTAGES DE LA RADIOACTIVITE INJECTEE RECUPERES DANS LES 
ORGANES “IN TOTO" AU MOMENT DU MAXIMUM DE FIXATION 

Traceur seul 
(~~a)py~ne tritir5) 

Traceur plus 
~a)p~~ (20 m&kg) 

Foie 3.27 4.26 
Rate :z 3.43 
Reins 
Testicules 0131 

0.81 
0.23 

&zYes 0.02 0.16 0.02 0.11 

administree que l’on retrouve dans les visceres CtudiCs “in toto”, mdme au moment de 
la fixation maximum. On peut alors calculer que l’injection intraperitoneale de 1 mg 
de benz(a)pyrene a un rat de 70 g ne fournit qu’un apport de 50 pg dans la totalite 
du foie; cette quantite est comparable a celle trouvke par d’autres auteurs.s 

Mais il n’existe g&e de fixation nettement selective de cet hydrocarbure dans l’un 
ou I’autre des visdres Ctudies et done pas d’ ‘“organe-cible” au sens propre. 

(2) Mesure de la radioactivite’ des extraits par l’kther de p&role. L,es resultats, 
exprimes en pourcentages de l’activite totale des homogenats correspondants, figurent 
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TABLEAU 3. RADIOACTIVITI~ DES EXTRAITS PAR BTHER DE P&TROLE (WURCENTS DE 
L’AcTIVIT6 TOTALE DES HOMO&NATS CORRESWNDANTS) 

Temps (hr) Foie 

1. Traceur seul [benz(a)pyrene tritie] 

Rate Reins Testicules Surreuales Coeur 

‘% 
46 
60 

f : 
12 
11 

2. Traceur plus benz(a)pyrene (20 mg/kg) 

:: loo 80 z 2 64 

:: f : E 26 ; 63 E 

40 19 :: 34 14 
!Z :z 

6 :: 7 :: s: :: 

au Tableau 3, qui presente la mCme structure que le Tableau 1. Ces valeurs, correspon- 
dam a la fraction du benz(a)pyrene non metabolise, dQroissent progessivement en 
fonction du temps, sans cependant tomber a zero. L’administration d’une quantit.6 
d’hydrocarbure suffisante pour determiner l’induction d’hydroxyJases a pour con- 
Gquence p&visible de diminuer encore, surtout en iin d’experience, la quanti# de 
traceur retrouvee dans fes extraits; cet effect, lo~quement, se constate surtout dans le 
foie. 

Ce type de repartition semble le reflet de la metabolisation de l’hydrocarbure par les 
enzymes induits ou meme priexistants, qui sont de toute facon en quantite suffisante 
pour determiner un taux notable d’hydroxylation tout au moins dans le foie.l* 4 Lcs 
m~tabolites &ant d&rues d’effet inducteur, la fraction r&ellement active en est d’autant 
reduite. D’autre part, ces metabolites, plus polaires que l’hydrocarbure, peuvent subir 
une redistribution par la voie circulatoire, expliquant leur abondance dans d’autres 
visdres, notamment dans les reins, principale voie d’excretion. 

B. Localisation intracelluiaire du benz(alpyrene tritik dam le foie 
Les mesures de ra~oactivit~ dans les quatre fractions su~llulaires: noyaux, 

mitochondries, microsomes et fraction soluble, sont prbsent4es aux Figs. 1 et 2. 
(I) Mesures de radioactivitk totale des fractions subcellulaires. La radioactivite 

mesurte dans les fractions subcellulaires est exprimee en pourcentages de la radio- 
activid de l’homogenat total au moment correspondant. La premiere partie de la 
Fig. 1 se rapporte B l’emploi du traceur seul, la seconde partie & l’emploi simultan4 
du traceur et de 20 mg/kg de be~(a)pyrene~ 

Si la radioactivite est presente dans toutes les fractions, comme des recherches 
anterieures l’ont deja montrc,7 on constate, en fonction du temps, une augmentation 
des valeurs dans la fraction soluble, et une diminution correspondante dans la fraction 
microsomiale. L’addition dune forte dose d’hydrocarbure determine un accroissement 
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marqut de la localisation microsomiale du traceur, au detriment de la fraction soluble, 
sans gdre modifier la repartition dans les deux autres fractions. 

(2) Mesures de la radioactivite’ des extraits par l’krher de p&role. L’evolution, en 
fonction du temps, de la radioactivite mesurte dans les extraits par ether de pttrole est 
representee dans les deux parties de la Fig. 2, qui se rapportent respectivement au 
traceur seul et au traceir additionne dune quantite importante de benz(a)pyrene non 
marque. Les valeurs sont exprimees en pourcentages de la radioactivite. determinee 
dans la fraction subcellulaire correspondante. 

On constate (comme dans le cas des homogenats d’organes) une diminution 
progressive de la radioactivite prtsente dans les extrait; tres nette pour la fraction 
soluble, cette diminution est cependant moins marquee en ce qui concerne les 
microsomes, les deux autres fractions occupant des positions intermtdiaires. L’ad- 
ministration d’une forte dose d’hydrocarbure se manifeste par un pourcentage de 
radioactivite dans les extraits nettement plus faible, surtout dans les premieres heures. 
Par contre, la fraction microsomiale montre, entre la 4eme et la 8eme hr un pourcen- 
tage tleve de radioactivite dans les extraits liposolubles. 

L’evolution de la radioactivite des fractions subcellulaires semble reconnaitre 
comme explication la plus simple les changements de phase qui sont la consequence 
des transformations metaboliques. Cette conclusion est corroboree par l’evolution de 
la radioactivite des extraits par ether de p&role; celle-ci diminue progressivement, 
tout en restant plus ClevCe dans les microsomes, siege des hydroxylations; le benz(a) 
pyrene a dose forte accentue l’importance relative de la fraction microsomiale. Le 
type de distribution trouve pour le benz(a)pyrene est done assez diffurent de celui de 
14GmCthylcholanthr&ne, tgalement cancerogtne et inducteur enzymatique.8 

Aucune particulariti sptcifique de localisation du traceur ne semble done exister 
au niveau des fraction subcellulaires, et ce d’autant moins que les delais de mesure se 
rapprochent du moment de l’administration du produit. 

CONCLUSIONS 

1. Aprts une administration i.p., la fixation de benz(a)pyrene marque au niveau de 
visckes CtudiCs est relativement lente et progressive, atteignant un maximum aprts 
4 a 6 hr; la metabolisation semble debuter immtdiatement sous l’effet des enzymes 
preexistants. Or les premiers effets quantitatifs de l’induction d’hydroxylases se 
revelent aussi tot que 6 hr apres l’injection de l’hydrocarbure. Les phenomenes de 
resorption, metabolisation et mise en train du processus d’induction semblent done 
relativement simultanb. 

2. 11 n’existe guere de spkcificitt d’organe ou de fraction subcellulaire pour la 
localisation du benz(a)pyrene, ni en ce qui concerne le niveau d’activite, ni en ce qu 
concerne la vitesse de fixation. Les particular it& de repartition peuvent s’expliquei par 
les phenomtnes d’hydroxylation, donnant des substances a proprietes physico- 
chimiques toutes differentes. 

3. La quantite de substance agissant rtellement comme inducteur est vraisemblable- 
ment faible, d’autant plus que les mttabolites, en proportion deja importante au 
moment du maximum de fixation n’exercent aucun effet inducteur. La majeure 
partie du benz(a)pyrene administre semble done impliqute dans des processus de 
fixation et de metabolisation assez peu specifiques. 
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