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RÉSUMÉ AB5TRACT

L'ozone est un polluant atmosphérique dont les con
centrations sont liées à celles des oxydes d'azo te et donc
aux activ ités humaines. Par ailleurs, des concentrat ions
de radon importantes sont observées dans plus de 5 %
de l'hab itat francais . Les données de la littérature sur le
risque cancérogène ou cocancérogène potentiel de
l'ozone sont actue llement parcellaires et contradictoires .
Cepe ndant les travaux de l'équ ipe de C. Borek suggèrent
la possibilité d'effets synergiques entre l'irradia tion et
l'exposition à l'ozone. Nous nous sommes proposés
d'éva luer le pouvoir cancérogène ou cocancérogène po
tentiel de l'ozone chez le rat dans un modèle expérimen
tai associant à l'inha lation d'ozone une irradiation loca le
pulmonaire par inhalation de radon 222 et de ses descen
dants (émetteurs alpha) . En effet , il a été démontré expé
rimentalement qu'un effet cocancérogène se traduisait
par une augmentation de l'incidence des tumeurs indui
tes après administ ration comb inée des age nts potentiel
lement cancérogènes. Le but de ces expérimentations
est d'éva luer chez le rat le pouvo ir cancérogène pote ntie l
de l'ozone, agissant: - soit seul , comme un cancérogène
complet, - soit comme un promoteur, après une initiation
par irradiation locale pulmonaire par le radon . Ces expé
rimentations ont porté sur 3 groupes d'animaux : 
groupe 1 : 50 rats exposés au radon à la dose de
1 000 WL M' dont il a été démontré qu'elle indu isait une
incidence de 20 à 22 % de cance rs du poumon ; 
groupe 2 : 50 rats exposés au radon à la dose de 1 000
WLM, puis 1 mois après la fin de l'inhalation de radon à
de l'ozone à la concentration de 0,2 ppm , 6 heures par
jour, 5 jours par semaine, pendant 6 mois ; - groupe 3 :
50 rats exposés à l'ozone seul , à la concentration de
0,2 ppm , 6 heures par jour, 5 jours par semaine pendant
6 mois . La concentration de 0,2 ppm d'ozone correspond
aux concentrations moyennes observées dans les pério
des de pollution liées aux épisodes de broui llard photo
chimique. Les résultats de cette étude sont comparés en
ce qui concerne l'incidence tumorale et les temps de
survie à ceux observés dans un groupe histor ique de
1287 rats témoins non exposés . Une autopsie complète
a été pratiquée sur tous les animaux. L'étude histopatho
logique est actuellement en cours , mais l'incidence des
tumeurs pulmonaires a pu être évaluée sur la base des
lésions macroscopiques. Elle est de 20 % dans le
groupe 1,40 % dans le groupe 2 et 6 % dans le gro upe 3,
comparée à 0,9 % chez les témoins. Sous réserve de
confirmat ion du diagnostic histopathologique, ces résu l
tats préliminaires sugg èrent un effet cancérogène ou
cocancérogène potenti el de l'ozone chez le rat pour des
niveau x d'exposition correspondant à ceux rencontrés
durant les épisodes aigus de pollut ion urbaine.

Ozone is an ubiquitous atmospheric pollutant which
concentrations are related ta those of nitrogen oxides and
thus ta human activities. On the other hand, high concen
trations of radon are observed in more than 5 % of french
homes. The aim of this work was ta estimate in rats the
potential carcinogenic risk of ozone, acting either alone
as a complete carcinogen, or as a promo ter affer pulmo
nary irradiation by inhalation of radon 222 and its short
Iived decay products. Three experimental groupes were
used: Group 1 was exposed ta radon and daughters at a
cumulative exposure of 1 000 WLM (Working-Level
Months) which have been shawn previously ta induce
about 20 % of lung cancers .. Groupe 2 was exposed tirst
ta radon 1 000 WLM and one month affer the end of
radon exposure ta ozone by inhalation at a concentration
of 0.2 ppm, 6 hours a day, 5 days a week for 6 months ..
Groupe 3 was exposed ta ozone alone at the same con
centration 6 hours a day, 5 days a week for 6 months.
The concentration of 0.2 ppm of ozone is in the range of
the concentrations observed in urban photochemical
smog. The resufts of this study were compared as con
cerns lung cancer incidence ta that observed in an histo
rical group of 1 287 untreated control rats and those
observed in different historical groups of rats exposed ta
radon and daughters. A full autopsy was performed on ail
the rats of this study. The histopathological study is still in
progress, but the incidence of lung cancer has been
estimated on the besis of macroscopic lesions. The inci
dence of lung cancer was 20 % in Groupe 1, 40 % in
Group 2 and 6 % in Group 3, compared with 0.9 % in
controls. ft contirmed by histopathological study, these
resufts suggest a carcinogenic and a potential cocarcino - .
genic effect of ozone in rats at levels of exposure in the
range of that observed in sharp episodes of urban air
borne pollution.

Introduction

L'ozone est un polluant atmosphérique dont les
concentrations sont liées à celles des oxydes
d'azote et donc aux activités humaines. C'est un
polluant ubiquitaire de la troposphère, en particu-
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lier dans les régions industrialisées, qui peut pré
senter des risques pour la santé de l'homme. Par
ailleurs, des concentrations de radon importantes
sont obse rvées dans plus de 5 % de l'habitat fran
çais [1]. Les données de la littérature sur le risque
cancérogène ou cocancé rogène potentiel de
l'ozone sont actuelleme nt parcellaires et contradic
toires [2-4]. Une incidence accrue de cancers pulmo
naires a en effet été observée chez des souris
exposées de manière intermittente à des concentra
tions de 0,3 et 0,5 ppm d'ozone pendant 6 mois [5].
Une étude plus récente [6], a mis en évidence une
augmentation significative du nombre de tumeurs
dans chaque poumon chez des souris exposées
8 heures par jour à des concentrations de 0,8 ppm
d'ozone pendant 18 semaines. Récemment, Witschi
et coll. [7] ont examiné chez le hamster les effets
d'une exposi tion continue à 0,8 ppm d'ozone,
23 heures par jour, 7 jours par semaine pendant
6 mois, seule ou combinée à des injections sous
cutanées de N-diethylnitrosamine à la dose de
20 mg/kg , 2 fois par semaine pendant 8 semaines.
Dans ces conditions expérimentales, l'ozone
n'augmente pas l'incidence des tumeurs du pou
mon ou du nez induites par la N-diethylnit rosamine
chez le hamster. Par ailleurs, certaines études
récentes utilisant des modèles expérimentaux in
vitro ont montré que l'exposition de cellules en
culture; cellules embryonnaires de hamster ou
fibrobl astes de souris, à une concentration de
5 ppm d'ozone induisait des transformations néo
plasiques de ces cellules. De plus, ces mêmes
auteurs ont montré une augmentation du pouvoir
transformant de ces mêmes cellules et donc un effet
cocancérogène potentiel de l'ozone après une irra
diation préalable par des rayons gamma [8]. Des
lésion s de l'ADN ont également été rapportées par
ces auteurs après exposition à l'ozone de cellules
épithéliales humaines en culture avec ou sans
irradiation préalable [9]. Ces résultats suggèrent la
poss ibilité d'effets synergiques entre l'irradiation et
l'exposition à l'ozone. Nous nous sommes p ro p~

sés d'évalu er le pouvoir cancérogè ne ou cocance
rogène potentiel de l'ozone chez le rat dans un
modèle expérimental associant à l'inhalation
d'ozone une irradiation locale pulmonaire par inha
lation de radon 222 et de ses descendants (émet
teurs alpha). En effet, il a été démontré expéri~en.

talem ent qu'un effet cocancérogène se traduisait
par une augmentation de l'incidence des tumeurs
induites après administration combinée des agents
potent iellement cancérogènes [10].

Procole expérimental

Le but de ces expérimentations est d'éva luer
chez le rat le pouvoir cancérogène potentiel. de
l'ozone, agissant: - soit seul, comme un cancer?
gène complet, - soit comme un promoteur,.apres
une initiation par irradiation locale pulmonalr.e par
le radon. Ces expérimentations ont porte sur
3 groupes d'animaux :
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- groupe 1 : 50 rats exposés au radon à la
dose de 1 000 WLM* dont il a été démontré qu'elle
induisait une incidence de 20 à 22 % de cancers
du poumon;

- groupe 2 : 50 rats exposés au radon à la
dose de 1 000 WLM, puis 1 mois après la fin de
l'inhalation de radon, à de l'ozone à la concen tra
tion de 0,2 pprn, 6 heures par jour, 5 jours par
semaine pendant 6 mois ;

- groupe 3 : 50 rats exposés à l'ozone seul, à
la concentration de 0,2 ppm, 6 heures par jour,
5 jours par sema ine pendant 6 mois.

La concentration de 0,2 ppm d'ozo ne corres
pond aux concentrat ions moyennes observées
dans les périodes de pollution atmosphérique liées
aux épisodes de brouillard photochi mique .

Les résultats de cette étude sont comparés en
ce qui conce rne l'incidence tumorale et les temps
de survie , à ceux observés, d'une part dans un
groupe historique de 1 287 rats témoins lion expo
sés, et d'autre part à ceux observés dans un
groupe de 50 rats exposés au radon à la même
dose cumulée de 1 000 WLM .

Matériel etméthodes

Animaux

Toutes ces expérie nces ont été conduites sur
des rats mâles Sprague -Dawley (OFA, IFFA-CRE
DO), âgés de 10 semaines et indemnes de germes
pathogènes spécifiques à leur arrivée au labora
toire. Cette souche présente une incidence spon
tanée de carcinomes pulmonaires inférieure à
0,9 %. Les animaux ont été hébergés pendant
toute la durée de l'expérim entation dans des con
ditions conventionnelles.

Exposition au radon

Les animaux ont été exposés au radon à un
équilibre d'environ 40 % avec ses descendants
dans les chambres d'inhalation du Laboratoire de
Pathologie Pulmonaire Expérimentale de Razès [11]
au cours de 15 séances d'inhalation de 8 heures par
jour, 5 jours par semaine pendant 3 semaines. La
dose cumulée par séance était de 66 ,S ± 10,3 WLM,
soit une dose cumulée totale de 998 WLM , arron
die par commod ité à 1 000 WLM . L'énergie poten
tielle alpha volumique était de 294 ,9 mJ/m-3 soit
1 397 ± 178 WL par séance.

(*) L'unité de concentration des descendants du radon est
le Working Level (WL), utilisée en radioprotection. Un
WL est une combinaison quelconque des descendants
à vie courte du radon (RaA, RaB,RaC, RaC') dans un
litre d'air, telle que l'énergie poten tielle alpha totale
émise par eux est de 1,5.10-5 MeV. Le Wor.klng Level
Month (WLM) est une unité de dose cumulee, co.rres
pondant à une expos ition de 170 heures par mors.
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Tableau 1.
Incidencedes tumeurs pulmonaires dans les différents groupes expérimentaux.

Incidence of lung carcinomas in the different experimental groups.

Nombre de rats analysés Nombre de rats porteurs Proportion de rats porteurs
Groupes expérimentaux

histologiquement de tumeurs pulmonaires de tumeurs pulmonaires
macroscopiques macroscopiques

Groupe 1 8/S0 10/S0 20 %
Radon 1 000 WLM

Groupe 2 121S0 20/S0 40 %
Radon 1 000 WLM
+ Ozone 0,2 ppm

Groupe 3 20/S0 3/S0 6 %
Ozone0,2 ppm

Témoins historiques 1287/1287 12/1287 0,9 %
Témoins Radon SO/SO 10/S0 20 %

1000 WLM

Exposition à l 'ozone

Les rats ont été exposés à l'ozone dans une
chambre Haz leton de 2 m3 alimentée en air filtré
avec un renouvelleme nt d'env iron 25 vo lumes par
heure. Les animaux ont été exposés à l'ozo ne un
mois après la fin de l'exposition au radon pour les
animaux du groupe 2. Le groupe 3 a été expos é
simultanément au groupe 2. Les animaux étaient
expos és à une concentration d'ozone de 0 ,2 ppm,
6 heures par jour, 5 jours par semaine , pendant
6 mois . L'ozone était produ it par un ozoniseur de
type Wallace et Tiernan BA 023012, utilisa nt un
flux d'oxygène pur dans lequel les atomes d'oxy
gène sont excités par un cou rant haute fréq uence.
La dilution de l'ozone dans l'air de la chambre était
ajustée par un jeu de déb itmètres de façon à obte
nir une concentration de 0,2 ± 0,02 ppm. Cette
concentration était contr ôlée en permanence par
un analyseur d'ozo ne type 0 3 41M (Environne
ment, S.A.) au moyen d'une sonde placée dans la
zone de respiration des animaux.

Prélèvements

A la fin de l'exposition, les animaux sont gardés
en observation pendant toute leur durée de vie ,
dans des condi tions d'hébergement classiques.
Tous les animau x sont conservés jusqu'à leur mort
naturelle ou jusqu'à ce qu'ils soient mor ibonds et
sacrifiés. Une autopsie complète est prat iquée sur
chaque animal. Des prélèvements sont effectués
systémat iquement : foie, rate, reins, poumons, voies
aériennes supérieures, cerveau ainsi que toute
lésion macroscopiquement suspecte. Les prélève
ments sont fixés, soit par une solution de liquide de
Bouin-Hollande pou r l'histolog ie classique, soit par
du formol de Baker en vue d'études complémentaires
immunohistochimiques ou immunoenzymatiques.
Les poumons entiers sont fixés par instillation endo
bronchique de fixateur. Pour l'examen histopatho
logique standard, les échantil lons sont inclus en
paraffine selon les techn iques histologiques class i-
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ques et des coupes de 5 mm sont colorées par
l'hémalun-éosine-safran.

Résultats

Tous les animaux de cette étude sont morts ou
ont été sacrif iés.et une autopsie comp lète a été
prat iquée . L'étude histopathologique est actuelle
ment en cours, mais l'incidence des tumeurs pul
mona ires a pu être évaluée sur la base des lésions
macroscopiques. La proportion des animaux chez
lesquels l'étude histopathologique a été réalisée
ainsi que l'incidence des tumeu rs pulmonaires
identifiées macroscopiqueme nt est indiquée dans
le tab leau 1.

Cette incidence est de 20 % dans le groupe 1,
40 % dans le groupe 2 et 6 % dans le groupe 3,
comparée à 0,9 % chez les témoins et 20 % dans
le groupe témoi n historique expos é au radon à la
même dose cumu lée de 1 000 WLM .

Dans le groupe 3 exposé à l'ozone 0 ,2 ppm
seu l, les tumeurs pulmonaires ont toute s fait l'objet
d'une ana lyse histopathologique. L'incidence des
différe nts types histologiques chez les rats expo
sés à l'ozone 0,2 ppm, chez les témo ins vrais et les
témoins historiques exposés au radon à la dose
cumulée de 1 000 WLM sont indiqués dans le
tableau Il.

La comparaison , en utilisant le test exact de
Fishe r, de l'incidence des cancers dans le
groupe 3 exposé à l'ozone 0 ,2 ppm à celle du
groupe témoin historique, montre qu'il existe entre ces
2 groupes une différe nce significative (p = 0,0185)
si l'on tient comp te uniquement du nombre d'ani
maux porteu rs de cancers et une différence très
significative (p = 0 ,029) si l'on tient compte du
nombre total de cancers. Par contre, même si
l'incidence des tumeurs macroscopiques dans le
groupe exposé au radon et à l'ozone est doub le de
celle observée dans le groupe exposé au radon
seul, cette augmentation de l'incidence des can-
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Tableau II.
Incidence des différents types histologiques de cancers pulmonaire s chez les rats exposés à l'ozone 0,2 ppm

et chez les témoins.
Incidence of the different hist% gica/ types of lung carcinomas in rats exposed to ozone 0.2 ppm and in controls.

Groupes expérimentaux Carcinomes Carcinomes Adéno- Nombre de rats
épidermoïdes bronchiolo-alvéolaires carcinomes porteurs de cancers

Groupe 3 4 1 0 3
Ozone 0,2 ppm

Témoins historiques 2 6 2 12

Témoins Radon 3 2 8 10
1000 WLM

Tableau III.
Temps de survie des animaux dans les différents groupes expérimentaux.

Survival times of rats in the different experimenta/ groups .

Moyenne des temps de survie Médiane des temps de survie
Groupes expérimentaux Gours) Gours)

Groupe 1 769 ± 157 773

Radon 1 000 WLM

Gro upe 2 793 ± 158 833

Radon 1 000 WLM

Groupe 3 742 ± 238 815

Ozone 0,2 ppm

Témo ins historiques 830 ± 137 724

Témoins Radon 755 ± 97 731,
1 000 WLM

cers n'est pas significative (p = 0,144). Les can
cers primitifs pulmonaires ont été classés selon
une classification dérivée de la classification TNM
(Tumor-Node-Metastasis) internationale appliquée
aux cancers bronchiques humains opérés [11] :
T1, présence d'une tumeur de diamètre inférieur à
2 mm ; T2, présence d'une tumeur de diamètre
compris entre 2 et 5 mm ; T3, présence d'une
tumeur de diarnètre cornpris entre 5 et 10 mm ; T4,
présence d'une tumeur d'un diamètre supérieur à
10 mm. Les tumeurs étaient classées P1 en cas
d'envahissernent de la plèvre, M1, s'il existait des
métastases extrathoraciques , M2, s'il existait des
tumeurs pulmonaires multiples ou des métastases
intrapuimonaires et M3 s'il y avait association de
M1 et M2. Chez les rats exposés à l'ozone
0,2 ppm, les tumeurs pulmonaires étaient clas
sées, T2 NO PO M2, chez 2 animaux et T4 NO P1
MO chez le troisième. Deux des anirnaux étaient
porteurs de tumeurs rnultiples : l'un de 2 carcinomes
épiderrnoïdes classés T2 et l'autre d'un carcinome
mixte, classé également T2 et présentant à la fois
des aspects d'adénoca rcinome bronchioloalvéo
laire et de carcinome épidermoïde. La troisième
tumeur était également un gros carcinome épider
moïde adénosquameu x, classé T4 et envahissant
la plèvre. Les tumeurs induites par l'ozone étaient
donc des tumeurs relativement volumineuses, in
vasives et marquant une tendance nette vers une
différenciation de type épidermoïde. En ce qui con-
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cerne les ternps de survie, il n'y a pas de différence
significative entre les temps de survie des anirnaux
exposés à l'ozone 0,2 ppm seul ou ceux des diffé
rents groupes expérimentaux (tableau III).

Dans le groupe 3 exposé à l'ozone 0,2 ppm
seul, il n'existe pas non plus de différence signifi
cative entre les rats porteurs de cancers ei les rats
non porteurs de tumeurs pulmonaires.

Discussion

Bien que préliminaires, les résultats de cette
étude montrent que l'expos ition à l'ozone à des
concentrations du niveau de celles observées
dans des épisodes aigus de pollution photooxy
dante peuvent induire une augmentation significa
tive de l'incidence des tumeurs pulrnonaires chez
le rat. Sous réserve de confirmatio n du diagnostic
histopathologique, ces résultats suggèrent égaIe
ment un effet cocancérogène potentiel de l'ozone
chez le rat après exposition préalable au radon.
Ces résultats demandent à être confirmés et com
plétésau vu des résultats détaillésde l'étude histopa
thologique actuellement en cours. La différentia
tion préférentielle des cancers pulmonaires induits
par l'ozone vers le type épidermoïde est à noter.
Une telle tendance a déjà été rapportée dans le
cas d'effets cocancérogènes observés après ex
position cornbinée au radon et à la fumée de ciga-
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rettes ou de certains de ses composants comme la
5-6 benzoflavone (bNF) chez le rat [12, 13]. Le fait
que des raccourcisssements significatifs des
temps de survie n'aient été observés, ni chez les
animaux exposés à l'ozone seul, ni chez les ani
maux exposés à l'ozone après inhalation préalable
de radon, peut laisser supposer que l'effet cocan
cérogène observé n'est pas un véritable effet sy
nergique. Toutefois, au vu des résultats antérieurs
obtenus en utilisant ce modèle de cocancéroge
nèse, l'ozone est le seul aérocontaminant identifié
avec la fumée de tabac [12, 14) capable d'induire
un doublement de l'incidence des tumeurs pulmo
naires après exposition préalable au radon.

Des effets de synergie ont été rappportés anté
rieurement en utilisant une exposition similaire au
radon suivie d'injections répétées de bNF qui est
un inducteur du cytochrome P-450 1A1. Dans ce
modèle expérimental, les cellules cibles sont con
finées aux jonctions bronchioloalvéolaires [15].
Les lésions de type hyperplasique observées dans
les mêmes zones après une exposition à
l'ozone [16, 17] pourraient indiquer que ce sont les
mêmes cellules cibles qui sont impliquées dans le
processus de cocancérogen èse. L'effet cocancé
rogène observé après exposition au radon dans
notre modèle expérimental qui utilise des exposi
tions à dose cumulée élevée ne peut être extrapolé
à l'homme qui dans des circonstances environne
mentales n'est jamais exposé à des doses cumu
lées aussi importantes [18]. Par contre, les effets
cancérogènes et cocancérogènes de l'ozone ont
été observés pour des concentrations du niveau de
ceux observés dans les épisodes aigus de pollu
tion photochimique urbaine. Ainsi l'ozone, et peut
être d'autres polluants photochimiques comme les
oxydes d'azote pourraient-il s être considérés
comme des cancérogènes environnementaux po
tentiels. Compte tenu du faible nombre de données
épidémiologiques ou expérimentales actuellement
disponibles dans ce domaine, des études complé
mentaires sont nécessaires .
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