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R#sum~ 

La canc6risation du poumon de la souris, par iniection 
direcle de 3,4-benzopyr#ne dans le parenchyme pulmo- 
naire, m6thode utilis6e par Happert et coll. pour la fu- 
rn#e du tabac, permet de dire que cette technique cons- 
titue un test simple (I injection hebdomadaire), sen- 
sible (10 -9 g de 3,4-benzopyr~ne) et de dur~e relative- 
ment courte (10 mois) pour les substances canc6ri- 
g#nes de la cat6gorie des HAP et, par cons6quent, pour 
une grande partie des polluants atmesph6riques. 

La detection, l'identification et le dosage des 
substances cancerigenes et/ou co-canc6ri- 
genes des polluants atmospheriques impli- 
quent imperativement l'utilisation de tests 
biologiques. II en va de m~me d'ailleurs en 
ce qui concerne I'estimation concrete du ris- 
que global de cancer clans des situations oQ 
t'epidemiologie humaine est impossible en 
raison de I'insuffisance des donn6es statis- 
tiques (hombre de cas d'exposition trop fai- 
ble, duree d'exposition limitee, combinaison 
indetermin6e de facteurs cancerigenes chi- 
miques, par exemple: hydrocarbures aroma- 
tiques polycycliques, nitrosamines, etc.). 
On peut citer & cet egard et & titre d'exem- 
pie les conclusions de Wynder et Hoffmann 
[1] concernant le pouvoir cancerigene et co- 
cancerig6ne de la fum6e du tabac selon les- 
quelles cette fum~e -- <<canc~rigene com- 
plet>> capable de provoquer des tumeurs 
clans une grande variete de tissus et d'ani- 
maux sans adjonction d'aucun compl6ment 
-- presente un pouvoir promoteur plus grand 
que son pouvoir initiateur. Dans cet ordre 
d'idee, les observations de Gellhorn [2] sont 
particulierement demonstratives (tableau 1). 
Cette experience met bien en evidence I'im- 
possibilit6 d'apprecier le pouvoir canc6ri- 
gene du <<goudron>> en determinant seule- 
ment la quantite globale de benzopyr~ne 
qu'il contient. 

Bas6 sur une presentation lors de la Journ6e d'expo- 
s6s scientifiques de la Soci~t~ suisse de m~decine so- 
,ciale et preventive, Berne, 27 juin 1973. 

Tableau 1 Effects canc~rig~nes et co-canc~rig~nes du 
condensat de fum~e de cigarettes 

Produit Nombre Nombre animaux avec 
anirnaux 
(souris papil- carci- 
R I11) lomes homes 

Benzopyr~ne (Bp) ~ 529 20 5 
Bp+  <,goudrom> 2 581 61 35 
,<goudron>, 595 3 2 
<,goudron,, + 
huile de croton 200 10 O 

I 200/Jg en solution & 1% appliqu6e 2 jours de suite au 
d6but de I'exp~rience 
2 <<goudrom> et huile de croton appliqu6s 5-6 fois par 
semaine durant 6 semaines 

Par ailleurs, comme I'a tres bien montr6 
Schm~hl [3] dans ses etudes sur la ,,syncar- 
cinogenese>>, il y a additi()n des effets can- 
cerigenes lorsque diverses substances can- 
c6rigenes, ayant la meme organotropie, 
agissent en meme temps, m~me si la struc- 
ture chimique de ces substances est entiere- 
ment differente. Par contre, on n'observe pas 
de syncarcinogenese entre une substance 
chimique et un agent physique (par exemple 
rayons X) ayant une organotropie differente. 
Ces etudes mettent donc bien en 6vidence 
la necessit6 de tests biologiques & effectuer 
sur des modeles animaux repr6sentant le 
mieux possible les conditions d'une even- 
tuelfe intoxication de I'homme. 
Concernant les causes des cancers du sys- 
teme respiratoire chez I'homme, Hueper [4] 
en a dresse une liste exhaustive en meme 
temps que decrit la forme et I'evolution ana- 
tomo-clinique des 16sions provoquees par 
les divers agents chimiques et physiques 
susceptibles de se trouver dans I'environne- 
ment professionnet ou general, de meme que 
testechniques de production exp~rimentales 
des tumeurs en question. Par ailleurs, Don- 
tenwill [5], Weisburger et Weisburger [6] et 
plus recemment encore Saffiotti [7] ont pas- 
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sO en revue I'ensemble des mOthodes expO- 
rimentales utilisOes pour I '~tude du cancer 
~ulmonaire. I1 semble qu'aucun de ces au- 
teurs Wait eu connaissance des travaux que 
Happert et coll. [8, 9, 10] ont consacr6 & 
1'Otude comparative des cancers broncho- 
~ulmonaires murins et humains et aux effets 
:lu goudron de tabac inject6 directement 
:lans le parenchyme pulmonaire de 3 races 
:liff~rentes de souris (fig. 1). 
~,pr0s avoir Otudi6 la mOthode en question 
Jans le laboratoire de I'auteur, nous avons 
~ntrepris une Otude complOmentaire de ses 
3ossibilitOs d'emploi pratique, surtout en 
raison 
3) de la tr0s faible dose de canc~rig6ne qui 
3araTt nOcessaire pour provoquer des tu- 
meurs pulmonaires, 
3) de ta relativement courte pOriode de la- 

tence entre la premi0re inject ion et I 'appari- 
t ion d'un nombre suffisant de tumeurs pour  
les besoins statistiques, 
d) de la simplicitO technique de la mOthode. 

MatOriel et mOthodes 

Animaux 

Nous avons utilisO quatre lots de souris m&- 
les de la race Swiss E/Nm &gOes de six mois 
au dObut de I'expOrience. 

Produits chimiques 
- 3,4-benzo(a)pyr0ne (Koch-Light) 

- NaCI physiologique steri le (HOpital can- 
tonal universitaire de Lausanne) 

- Carbowax 1500 (polyOthyl0ne glycol, Union 
Carbide Corporation) 

Fig. 1 A B 
~.. Pournons normaux; le poumon gauche ne comporte qu'un seul lobe; le poumon droit est form6 de 4 lobes: le 
lobe supOrieur (S), le lobe moyen lateral, le lobemoyen mOdia] non visibles sur la photo et le lobe infOrieur. 

B. Poumons avec tumeur gOnOralisOe (T) au lobe infOrieur du poumon droit. Tousles autres lobes et le poumon 
gauche sont congestionnOs par bronchopneumonie. Entre le lobe supOrieur (S) du poumon droit et la tumeur, 
Dn volt une petite partie du lobe moyen lateral. 
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-Colorants et fixateurs pour l'histologie 
classique 

Solutions injectables 

Solution t6moin: Carbowax 20 g 
NaCI physiologique 100 ml 

Solution 1: 3,4-benzo(a)pyr~ne 0,2 mg 
solution t6moin 1000 ml 

Solution 2: 3,4-benzo(a)pyr~ne 0,1 mg 
solutiont6moin 1000 ml 

La st6rilisation a 6t6 effectu6e sur filtre mil- 
lipore. Le choix de la dose de 3,4-benzo(a)- 
pyr~ne a 6t6 d~termin6 par le fait que Hap- 
pert obtient des tumeurs avec une dose to- 
tale de condensat de fum~e de cigarette cor- 
respondant & 1/2 cigarette; en se reportant 
aux valeurs de 3,4-benzo(a)pyr~ne trouv~es 
par I'un de nous [11] dans le condensat de 
500 cigarettes, soit environ 6 fxg, on peut 
dire qu'une demi-cigarette contient approxi- 
mativement 0,005 #g de cette substance (ou 
5 nanogrammes). 

M6thode 

Dans une premiere s6rie d'exp#riences, on 
injecte & un lot de 30 souris 0,1 ml de la so- 
lution 1 par voie intrathoracique au niveau 
du quatrieme espace intercostal droit, sur 
la ligne axillaire. Ces injections sont r~p6- 
tees toutes les semaines pendant 25 semai- 
nes, soit au total 25 injections en 6 mois en- 
viron. Chaque animal re?oit donc au total 
2,5 ml de la solution 1. 
Un deuxieme lot de 30 souris re?oit pendant 
la m~me p~riode et dans les m~mes condi- 
tions la solution t~moin. 
Dans une deuxi#me s#rie d'exp6riences, on 
injecte & un troisi~me lot de 30 souris 0,1 ml 
de solution 2 par la m~me voie que dans la 
premiere experience. On r6pete ces injec- 
tions deux fois par semaine pendant 25 se- 
maines. Chaque animal re?oit donc au total 
50 injections en 6 mois ave c la solution 2. 
Un quatrieme lot d'animaux re?oit pendant 

la m#me p~riode et dans les memes condi- 
tions la solution t6moin (tableau 1). 
Les animaux sont pes~s par groupedeuxfois 
par semaine (fig. 1). IIs ont ~t~ sacrifi6s au 
d6but avril 1973, soit environ 10 mois apr~s 
la premiere injection. Pour chaque souris, on 
pr~16ve: foie, rate, rein, cceur, poumon et 
tout autre organe pr6sentant des anomalies 
macroscopiques. Fixation: 48 heures au 
Bouin Hollande, deshydratation, inclusion & 
la paraffine, coupe et coloration & I'h~mato- 
xyline-6osine. 

R#sultats 

Nos observations sur la mortalit6 en cours 
d'exp~rience, sur le nombre et le pourcen- 
tage global des tumeurs pulmonaires obte- 
hues sont condens6es dans le tableau 1. 
On notera en complement des indications 
chiffr~es de ce tableau que les animaux 
morts en cours d'exp6rience sont tous morts 
de complications cons~cutives & I'injection 
intrapulmonaire; d'une mani6re g6n6rale, la 
mort s'est manifest6e subitement dans les 
minutes qui suivent l'injection, soit par suf- 
focation (probablement consecutive & un 
6tat de choc provoqu~ par pneumothorax 
plutSt qu'& la suite d'une inondation alv6o- 
laire), soit un peu plus tardivement par 
h~morragie. 
Le nombre des tumeurs observ~es et les 
pourcentages donne darts le tableau 1 con- 
cernent exclusivement les animaux rest6s vi- 
vants jusqu'au moment du sacrifice du col- 
lectif. On a doric ainsi exclu les animaux 
n'ayant pas re?u la dose totale de 3,4-benzo- 
(a)pyr~ne. 
Concernant les types histologiques des 17 
tumeurs observ~es & la fin de I'exp6rience, 
ils se r~partissent de la mani6re suivante: 
13 epith61iomas alv6olaires, 
3 ~pith~liomas bronchiques, 
1 6pith61ioma & petites cellules. 

Ces fr~quences correspondent 9. celles qui 
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ont ~te observees par Kourilsky et Happert 
[8]. II n'est pas sans int~r~t de souligner par 
ailleurs que t'incidence des pneumonies au 
moment de I'autopsie des animaux injectes 
(60 avec 3,4-benzo(a)pyr~ne et 60 t~moins) 
est de 8 ,30.  Chez les animaux t~moins sans 
traitement, la fr~quence des pneumonies est 
de 8,9 %. On peut donc affirmer que I'injec- 
tion intra-pulmonaire des solutions en ques- 
tion n'a pas aggrav~ I'incidence spontanee 
des inflammations bact~riennes ou virales 
de la souche d'animaux durant la p6riode 
consid~r~e. 
Enfin, les courbes de poids (fig. 2) d6mon- 
trent que le 3,4-benzo(a)pyrene ne modifie 
pas sensiblement I'~tat general des animaux 

• i 

35-~ poids/g lot benzopyr~e O, O05~lanima[~ 25injections 

ai 

l ~ r l o d e  d i n i e c b o n  " b  serr~,qes 
2 5  ................... ; .................... ? . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  ; . . . . . . . . . . . . .  L...; . . . . . . . . . . . . . . . .  ; , , • , 

t , 5 10 15 20 25 30 35 40 
35 1 peds/g Lot t~rnen 25injections/animat 
33 ]-V'V- 

29 

27 
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i . ,  5 to 15 2o 25 3o 3~ 40 
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comparativement & ceux qui n'en recevaient 
pas. 

Discussion 
La signification statistique des valeurs ob- 
tenues a 6t6 ~tudi6e par le test de contin- 
gence 2 x 2 [12]. On notera que le test indi- 
que une diff6rence non significative, bien 
que proche de la limite, entre les lots t6- 
moins et les lots trait~s par le 3,4-benzo(a)- 
pyr~ne. On aurait pu atteindre et d6passer la 
limite de non-signification en disposant de 
quelques animaux suppl6mentaires en fin 
d'exp~rience, dans chaque lot, ce qui est d~- 
montr6 par le groupement de tous les  t6- 
moins et de tous les animaux ayant requ de 
la substance canc~rig~ne en deux lots de 44 
et 48 animaux respectivement (tableau 1). Ce 
regroupement des lots t6moins et trait~s est 
justifi6 par le fait que tousles animaux con- 
sid~r~s ont re?u finalement la meme dose 
de canc~rigene. En somme, ceci d6montre 
qu'il est n6cessaire de constituer au d6part 
des lots de 50 animaux pour que la r~ponse 
du test en fin d'exp6rience puisse etre esti- 
m6e sur un nombre d'animaux suffisant pour 
I'analyse statistique. 
En comparant nos r~sultats & ceux de Hap- 
pert et Engel [10] (tableau 2), on constate 
que pour des doses de canc6rigene et des 
p6riodes d'incubation sensiblernent identi- 
ques, l'augmentation des tumeurs pulmonai- 
res chez les animaux trait6s est 6galement 
du meme ordre de grandeur, ceci ind6pen- 
damment de I'incidence spontan6e diff~rente 
des races utilis~es. A cet 6gard d'ailleurs, 
Happert et Engel ont fait une d6monstration 
enti~rement superposable & celle-ci en 6tu- 
diant le comportement de souris de race A, 
C3H et Swiss R. 

Conclusions 
Nos recherches sur la canc6risation du pou- 
mon de la souris, par injection directe de 
3,4-benzo[a] pyr6ne), clans le parenchyme pul- 



Tableau 1 Incidence des tumeurs pulmonaires chez la souris SWE apr~s un temps d'exposition de 10 mois au 
3,4-benzo(a) pyr~ne. 

nb nb mortalit6 ca. pulm. test contingence 

inj. anita, nb % nb % 2x2;  p = 

Bp 0,2 %0 25 30 3 10 8/27 29,6 0,0786 t 
t6moins 25 30 5 17 2/25 8,0 

Bp 0,1%0 50 30 9 30 5/21 23,8 
0,1855 ~ t6moins 50 30 11 37 1/19 5,3 

sans traitement - 8/134 5,9 

Total Benzopyr~ne 48 13/48 27,1 
Total t6moins 44 3/44 6,8 0'01302 

Valeur de p pour laquefle la diff6rence entre les deux lots consid6r6s n'est pas significative. 
2 Valeur de p pour laquetle la difference entre les deux lots consid6r6s est significative. 

Tableau 2 R~sultats comparatifs obtenus par Happert et nous-m6mes en fonction du temps d'exposition au ben- 
zopyr~ne et pour des doses sensiblement comparables. 

R6sultats de Happert Nos R6sultats 

Traitement D/0 de Tumeurs Traitement % de Tumeurs 
Pulmonaires Pulmonaires 

Temps d'exposition 6 mois 12 mois 10 mois 

sans traitement 13,3 - sans traitement 5,9 
t6moin NaCt 17,3 - - -  - 

A) t6moins NaCIPEG 17,6 24,8 A) t6moins NaCIPEG 6,8 
B) goudron V2 cig. 50,7 76,1 B) 0,005~,g de Bp 27,1 

rapport B/A 2,88 3,07 rapport B/A 3,99 

m o n a i r e ,  s e l o n  la m 6 t h o d e  u t i l i s6e  p a r  Hap-  
pe r t  et co l l .  p o u r  la f u m 6 e  du tabac ,  con f i r -  
men t  e n t i ~ r e m e n t  les o b s e r v a t i o n s  d e  ces  
au teurs .  E l les  p e r m e t t e n t  de  c o n c l u r e  q u e  
ce t te  m 6 t h o d e  c o n s t i t u e  un test  s i m p l e  (1 in- 
j e c t i o n  h e b d o m a d a i r e )  et s e n s i b l e  (10 -9 g d e  
3 ,4 -benzo (a )py r~ne ) ,  de  d u r 6 e  r e l a t i v e m e n t  
c o u r t e  (10 mois)  p o u r  les s u b s t a n c e s  c a n c 6 -  
r i g~nes  de  la c a t ~ g o r i e  des  h y d r o c a r b u r e s  
a r o m a t i q u e s  p o l y c y c l i q u e s  et  p a r  c o n s 6 q u e n t  

p o u r  une g r a n d e  pa r t i e  d e s  p o l l u a n t s  a t m o -  
s p h 6 r i q u e s .  

Zusammenfassung 

Die Injektion von 3,4-Benzpyren direkt im Lungenparen- 
chym best~tigt die Ergebnisse yon Happert mit Tabak- 
rauchkondensat. Diese Methode erwies sich als eine 
Testung der karzinogenen Wirkung von Substanzen wie 
polyzyklischen aromatischen Kohlenwasserstoffen und 

389 



daher vielen Luftverunreinigungen. Dieser Test ist ein- 
fach (1 Injektion pro Woche), ziemlich kurzfristig (10 
Monate) und empfindlich (10 -9 g 3,4-Benzpyren). 

Summary 

Carcinogenic test, by direct injection of 3,4-benzopyren 
in the lung parenchym of mice, confirm Happert's and 
al. observations and constitute a simple (1 injection 
per week) and sensitive method (10 -9 g 3,4-benzopyren). 
That relatively short term test (10 months) can be 
applied to carcinogens of the type of aromatic poly- 
cyclic hydrocarbons and therefore to a major part of 
atmospheric pollutants. 
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