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      Introduction  

Le cancer de poumon est la principale cause de décès par cancer dans le monde et est 

responsable de 1,38 million de décès estimée en 2013(Zhu et al., 2014). La consommation de 

cigarettes et l’exposition accrue aux polluants environnementaux sont des facteurs importants 

de cancer de poumon. Les hydrocarbures aromatiques polycycliques (HAP), tels que le 

benzo(a)pyrène B(a)P, sont les principales substances cancérigènes dans la fumée de cigarette 

et jouent un rôle crucial dans la carcinogenèse pulmonaire (Zhu et al., 2014). 

Les hydrocarbures aromatiques polycycliques (HAP) sont des composés organiques 

constitués des carbones et des hydrogènes possédant deux ou plusieurs cycles benzéniques 

fusionnés, et sont générés lors de la combustion incomplète de la matière organique (Adlein, 

2009). Parmi ces HAP, le benzopyrène B(a)P serait le plus puissant cancérogène du tabac 

impliqué dans la cancérogénèse pulmonaire (Rajat et al., 2009), générant des mutations 

médiés d’une part par la formation d’adduit à l’ADN et d’autre part par le stress oxydatif 

cellulaire qui à son tour peut provoquer ou exacerber les lésions mutagènes (Adlein, 2009).     

D’autre part, il est à l'heure actuelle généralement admis que les formes réactives de 

l'oxygène (ROS) interviennent dans la pathogenèse de nombreux cancers. En effet, en 

quantités sous-létales, les ROS peuvent favoriser l'apparition de cancers, par exemple en 

provoquant des mutations au niveau des régions codantes ou des régions régulatrices, ou en 

inhibant, ou au contraire en stimulant l'expression de gènes impliqués dans la régulation de la 

prolifération ou de la différenciation cellulaires, ou de l'apoptose. Par contre, à fortes 

concentrations, les ROS peuvent induire directement la mort cellulaire, notamment en 

provoquant des réactions de péroxydation lipidique et protéique, qui peuvent favoriser la 

dépolarisation mitochondriale et ainsi accélérer les phases effectrices de l'apoptose (Magesh 

et al., 2008). 

Le but de notre étude est d’élucider sur un modèle de cancer pulmonaire 

expérimentalement induit par le benzopyrène, le comportement du stress oxydatif dans la 

cellule cancéreuse.  Cette étude vise également à évaluer les conséquences pulmonaires d’une 

exposition au B(a)P par voie intrapéritonéale sur le fonctionnement mitochondrial, la balance 

entre la production et l’élimination des ROS à partir de la mesure des capacités  

antioxydantes enzymatiques et non enzymatiques; ainsi de comprendre si les protéines de 
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choc thermique Hsp90 et les protéines antiapoptotiques (Bcl-2) sont des cibles biochimiques 

pour le B(a)P lors d’un cancer pulmonaire ; et ce à travers l'évaluation du: 

 Comportement mitochondrial via la mesure de la production mitochondriale de l'anion 

superoxyde par le complexe III de la chaine respiratoire, et la mesure du gonflement 

mitochondrial "mitochondrial swelling". 

 

 Les antioxydants enzymatiques tels que: la catalase, le GST et non enzymatique par la 

mesure des taux de GSH cytosolique.  

 

 La peroxydation lipidique par la mesure des taux du MDA cytosolisues. 

 

 

 L’expression des protéines de stress Hsp90 et les protéines antiapoptotiques Bcl-2 par 

western blott.  

 

 

 Et ce après examen macroscopique et microscopique des poumons. 
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I. Cancer pulmonaire induit par le benzo(a)pyrene 

I.1.Le benzo(a)pyrene: définition et sources d'exposition 

Le benzo(a)pyrène B(a)P est un hydrocarbure aromatique polycyclique (HAP) à cinq 

cycles aromatiques présent dans l’atmosphère sous forme particulaire et généré lors de la 

combustion incomplète de la matière organique (Marie, 2007). Il a une couleur jaune pâle 

dans la température et la pression ambiante, un poids moléculaire de 252,3 g /mol, un point de 

fusion de 181,1°C, et une densité de 1,351 g /cm3. Le  B(a)P a une  solubilité faible dans l’eau 

de 3x10-7g/l (à 25 °C), très soluble dans le chloroforme, soluble dans le benzène, toluène et 

dans le xylène (Genium, 1999). Il est constitué de deux régions de grande densité électronique 

et de haute activité métabolique (figure 1). La région k est la région comprise entre le 

quatrième et cinquième carbone et la région baie entre le neuvième et le douzième carbone 

(Gadouche, 2010). 

 

 

Figure 1. Régions structurales du B(a)P (Penning, 1993). 

La principale source d’exposition aux B(a)P chez l’homme est l’alimentation, en 

particulier la consommation de viandes et poissons fumés ou grillés sur le feu, de graisses et 

huiles végétales. L’ingestion quotidienne moyenne de B(a)P a été estimée entre 50 à 290 

ng/adulte d’après des études menées dans 6 pays européens (Tarantini, 2009).  

 

Par ailleurs, l’ensemble de la population est exposée au B(a)P du fait de la pollution 

atmosphérique en zone urbaine. La fumée de tabac est une source importante d’HAP. On 

estime qu’une personne fumant 20 cigarettes par jour absorbe en moyenne 105 ng/jour de 

B(a)P et un fumeur passif 40 ng/jour (Alexander et al., 2008).  
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L'exposition environnementale concerne essentiellement les éruptions volcaniques, les 

feux de forets et de broussailles. Dans l'éxposition professionnelle, Les principales industries 

concernées sont les cokeries, la fabrication de l’aluminium, la fabrication d’électrodes au 

carbone, les raffineries de pétrole, les usines à gaz, les couvreurs de toitures (Benhamou et al., 

2000). 

I.1.2. Toxicocinétique du benzo(a)pyrene 

I.1.2.1.  Absorption et distribution 

Tous les HAP sont très liposolubles et sont donc rapidement absorbé par les organismes 

quelle que soit la voie de contact: cutanée, digestive ou pulmonaire, ils possèdent une forte 

affinité pour les tissus adipeux où ils peuvent être stockés pendant plusieurs années. 

 a. Par voie respiratoire: L’exposition de rats au benzo(a)pyrene sous forme aérosol 

montre que la clairance s’effectue en deux phases : une phase initiale rapide (clairance 

trachéale) et une phase secondaire plus lente (clairance alvéolaire) ( Mitchell, 1982), avec des 

demi-vies de 2h à 25-56h; cette dernière est probablement due à la métabolisation du B(a)P et 

à la fixation des métabolites aux macromolécules. Diverses études montrent après inhalation 

une absorption rapide et une distribution dans les divers organes (foie, estomac, intestin), 

l’absorption du benzo(a)pyrène dépend de la taille des particules et du solvant utilisé pour son 

administration (Weyand et Bevan, 1986).  

 b. Par voie cutanée: l’absorption par voie cutanée du [14C] benzo(a)pyrène chez le 

rat, la souris, le singe, le cobaye est rapide et importante et  dépend du véhicule choisi pour 

l’administration. Les organes cibles sont le foie, les reins et les tissus adipeux. Il a été montré 

de grosses différences d’absorption et de métabolisme en fonction des espèces (Wester et al., 

1990).  

 c. Par voie orale: L’absorption du benzo(a)pyrène p ar la muqueuse intestinale 

semble précéder une diffusion passive à travers la paroi. Des études chez le rat ont montré que 

30 à 50 % de faibles doses sont rapidement absorbées et qu’une majeure partie est rapidement 

métabolisée au niveau du foie (Bonnard et al., 2007).   
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I.1.2.2. Elimination 

Dépendamment de la voie d'exposition, le système hépatobiliaire et le tractus 

gastrointestinal sont les principales voies d'élimination du B(a)P et de ces métabolites, 

quelque soit la voie d’exposition (Bonnard et al, 2007). Après une administration orale de 100 

mg/kg de B(a)P chez le rat, 45% de la dose est excrétée dans les urines et les fèces après 24 h. 

Comparativement aux diols, un taux élevé de métabolites hydroxylés est détecté dans les 

urines et les fèces (Ramesh et al., 2001). La majorité de métabolites sont éliminées dans les 

fèces (70 à 75% d'une dose sous-cutanée chez la souris), la voie d'excrétion urinaire est 

cependant mineure (Bonnard et al, 2007). Les métabolites polaires et phénoliques 

représentent respectivement 60 et 20% de la radioactivité détectée dans les urines. Il est 

estimé que 80 % du B(a)P métabolisé (métabolites polaires et dérivés phénoliques) est éliminé 

par la voie urinaire. La forme non métabolisée de B(a)P reste cependant très faible (Yamazaki 

et Kakiuchi, 1989). L'élimination est moins rapide à partir des faiblement perfusés comparée à 

ceux richement perfusés (Bartosek et al.,1984). Il n'y a pas d'élimination via l'air expiré 

(Bonnard et al., 2007). 

I.1.2.3.  Métabolisation  

Le B(a)P doit être bioactivé par des enzymes tel que les CYP450, afin d’acquérir ces 

propriétés mutagènes et carcinogènes (Trushin et al., 2012).  

 a.  Induction des enzymes de métabolisme du B(a)P. 

Le B(a)P est considéré comme un inducteur bifonctionnel: il augmente l’expression à la 

fois des CYP et des enzymes de détoxification de phase II (y compris les AKR). Cette 

induction se fait par le récepteur AhR (aryl hydrocarbon) qui est spécifique des composés 

aromatiques. Cett induction ce fait par 2 mécanismes (Prochaska, 1985) (figure 2). 

 1er mécanisme : Après son passage dans le cytosole, le B(a)P se lie directement au AhR. 

Une fois lié, le AhR se dissocie de la protéine de choc thermique 90 et est rapidement 

transloqué dans le noyau où il forme un complexe avec son partenaire Arnt (Ah receptor 

nuclear translocator) pour former un hétérodimère 6S. Le complexe AhR/Arnt active 

l’expression d’une batterie de gènes contenant un élément de réponse aux xénobiotiques et 

active des éléments de réponse (AREs ou EpREs) en amont de gènes de détoxification de 

phase II. 
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 2ème mécanisme: Le B(a)P est activé par le métabolisme CYP1A1 en composés 

électrophiles. Ces composés électrophiles activent à leur tour d’autres composés qui lient 

et activent des éléments de réponse (AREs ou EpREs) en amont de gènes de détoxification 

de phase II (Tarantini, 2009). 

 

Figure 2. Schéma simplifié de l’induction des gènes cyp1a1 par le B(a)P (Tarantini, 2009). 

 b. Voies de métabolisation 

  

Une fois dans la cellule, le B(a)P est métabolisé en différents métabolites: époxydes, 

hydrodiols, phénols, ainsi qu'en métabolites conjugués au glutathion, au sulfate et à l'acide 

glucuronique. Le B(a)P est biotransformé et activé par trois voies enzymatiques (figure 3) 

(Jiang et al., 2007):  

La première voie et la plus importante implique la superfamille des cytochromes P450 

(CYP450) qui catalyse la monooxygénation en époxyde par les époxydes hydrolases ; la 2ème 

voie repose sur la formation d’un radical cation suite à l’oxydation à un électron, catalysée par 

des cytochromes P450 peroxydase ; enfin une voie mise en évidence plus récemment 

implique la formation de o-quinones qui se fait par les cytochromes P450/lA1/lA2 /lBl par la 

mono-oxygénation, par les époxydes hydrolases et par les l'aldo-céto réductases (AKRs) 

(Miller 2001). 
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Figure 3. Voies de métabolisation du B(a)P chez l’homme (Jiang et al., 2007). 

b.1. Voie des diol-époxydes  

Les diol-époxydes sont issus de l'oxydation du B(a)P par le cytochrome P450 et tout 

particulièrement par les isoformes P450IA1 et P450IA2 (Murray et Reidy, 1990). Dans cette 

voie il y a une monoxygénation séquentielle catalysée par le cytochrome P450 1A1/1B1et 

hydratation pour former 7α, 8β-dihydroxy-7 ,8-dihydroxy-B (a) P, qui subit une 

monoxygénation secondaire pour former (+)-anti- BPDE. Cet diol-époxyde forme des adduits 

stable (+)-Anti-trans-BPDE-N2-2' déoxyguanosine (dGuo) (figure 4), qui par l'intermédiaire 

de la dérivation trans-lésionnelle des ADN polymérases, aboutit à l'apparition de transversions 

GT (Luch, 2005).  
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Figure 4. Voie d'activation du B(a)P en diol-époxydes (Trushin et al., 2012). 

b.2. La voie d’oxydation mono-électronique par les peroxydases 

Lors de cette voie, le carbone le plus électrophile du HAP, le C6 dans le cas du B(a)P, 

subit une oxydation à un électron. Cette réaction, catalysée par des peroxydases dépendantes 

du CYP450, entraîne la formation du radical cation activé (Penning et al., 1993). Le B(a)P 

activé va être transformé en phénol correspondant (6-OH-BaP), qui par auto-oxydation va former 

les 1,6-, 3,6-, ou 6,12-dione-B(a)P (Harvey, 1991). Les quinones ainsi formées peuvent subir des 

réactions d’oxydoréduction afin d’être transformées en semi-quinones, qui peuvent être 

retransformées en quinones (Kim et al., 2000). Elle a pour mécanisme l’oxydation à un électron  

du B(a)P par les peroxydases cellulaires et/ou potentiellement par les cytochromes P450 

(Figure 5). Elle conduit à la formation de radicaux cations qui sont instables chimiquement 

(Cavalieri et Rogan, 1998). 
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Figure 5. Formation du radical cation (Tarantini, 2009). 

b.3. Voie des o-quinone 

Les premières étapes de formation des o-quinones sont communes à celles de la voie 

des diol-époxydes, jusqu'à l’obtention du 7,8-dihydrodiol-B(a)P. Les enzymes du CYP450 et 

l’EH sont donc impliquées dans cette voie de biotransformation. Ensuite, les Aldo-Kéto 

Réductases (AKR) sont les enzymes impliquées dans la formation des o-quinones. Les AKR 

constituent une super-famille d’enzymes d’oxydoréduction. Une fois les quinones et les o-

quinones formées, les nitroréductases jouent un rôle clé dans leur détoxication. Parmi elles se 

trouve la NAD(P)H-quinone oxydoréductase 1 (NQO1), également appelée DT diaphorase. 

Son induction est contrôlée par le récepteur Ah (Hasspieler et al., 1996). Elle semble être 

impliquée dans le mécanisme de génotoxicité des quinones, par la production NADPH 

dépendante d’ERO (Lemaire et al., 1996). La dihydrodiol déshydrogénase (DD), appartenant 

à la famille des AKR, entre en compétition avec le CYP450, afin de catalyser l’oxydation 

NADP+ dépendante des trans-7,8-dihydrodiols du B(a)P en catéchols (Penning et al., 1996). 

Le catéchol étant lui même instable, il est transformé en o-quinone (7,8-dione-BaP) par deux 

oxydations successives à 1 e-; la première oxydation menant à la formation d’un radical semi-

quinone, et la seconde à la o-quinone. Les quinones ainsi formées peuvent être retransformées 

en catéchol, via une réduction non enzymatique à 2 e-, ou en radical semi-quinone via une 

réduction enzymatique à 1 e- catalysée par des réductases (figure 6) (Penning et al., 1998). 
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Figure 6. Activation métabolique du B(a)P par les voies des diol-époxydes et des o-quinones, menant 

principalement à la formation respective du 7,8-B(a)P-diol-époxyde, et de la 7,8-dione-B(a)P 

(Burczynski et al., 2000) 

Les réactions des trois principales voies de biotransformation du B(a)P sont résumées 

dans  la Figure 7. 
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Figure 7.  La bioactivation et la détoxification du B(a)P par les enzymes de la phase I et II, et 

la formation de l’ultime carcinogène le diol-époxyde (Sagredo, 2011). 

I.3.Mécanismes de cancérisation  

I.3.1. Cancer de poumon  

Le poumon, principal organe de l’appareil respiratoire situé dans la cage thoracique,  

sert comme un site primaire pour le métabolisme des xénobiotiques environnementaux  

toxiques et les polluants atmosphériques. Le poumon est composé de plus de 40 types de 

cellules différentes. Les CYP enzymes métabolisant les xénobiotiques sont exprimés dans 

l’épithélium des bronches et des bronchioles, les cellules de Clara, les pneumocytes de type II, 

et les macrophages alvéolaires. Le tissu pulmonaire est connu pour activer les pro-

cancérigènes comme le B(a)P, en  intermédiaires plus réactifs qui forment facilement des 

adduits d'ADN (Pavek et Dvorak, 2008).  

Au niveau du poumon, on distingue deux principaux groupes histologiques de cancer, 

soit le cancer du poumon à petites cellules (CPAPC) soit le cancer du poumon non à petites 

cellules (CPNAPC). Le cancer du poumon à petites cellules (CPAPC) représente de 15 % à 

20 % de tous les cas de cancer du poumon diagnostiqués. Il s’agit de la forme la plus 

agressive de cancer du poumon. Le cancer du poumon non à petites cellules (CPNAPC), de 
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son côté, représente approximativement 80% de tous les nouveaux cas diagnostiqués. Il se 

subdivise en trois types majeurs de tumeurs (tableau 1): l’adénocarcinome (40 %), le 

carcinome épidermoïde (30 %) et le carcinome à larges cellules (10 % à 15 %) (Côté, 2002). 

Tableau 1.Caractéristiques principales des différents types de cancer pulmonaire (Côté, 2002). 

Type Sous-type Caractéristiques principales 

CPAPC 
 Localisation centrale avec adénopathie médiastinale. 

Tumeur agressive à croissance rapide. 

Maladie souvent avancée au diagnostic. Fortement lié à 

l’usage du tabac. 

CPNAPC 
Adénocarcinome Lésions périphériques, souvent sans symptômes. 

Développement précoce des métastases. 

Survient chez les femmes. 

Moins fortement relié au tabagisme. 

Carcinome 

épidermoïde 

Lésions centrales, endobronchiques. 

Développement très lent, demeure localisé. 

Apparition tardive des métastases. 

Cancer associé au tabac. 

Carcinome à 

larges cellules 

Large masse périphérique. 

Semblable à l’adénocarcinome mais moins différencié 

évolution plus rapide. 

La carcinogenèse bronco-pulmonaire comprend 3 étapes: La première appelée 

"initiation" résulte de mutations, la seconde étape qui fait suite à l'initiation est la "promotion" 

qui correspond à des défauts de contrôle de la différenciation de la croissance cellulaire ou 

encore une résistance à une mort programmée. La troisième étape appelée "progression" 

correspond à un passage à un état malin et à une instabilité génomique du matériel génétique 

des cellules concernées (Shields et Harris, 1993). Le benzo(a)pyrène est un promoteur 

tumoral chimique et un initiateur de tumeur ce qui en fait un cancérigène complet (Ségala, 

2012 ; Huc et al., 2003). 

Comme dans la plupart des cancers, les carcinomes broncho-pulmonaires acquièrent au 

cours de leur développement une variété d’altérations génétiques (mutations, amplifications 

géniques, pertes d’allèles, instabilités chromosomiques) et épigénétiques (surexpression des 

gènes, extinction de l’expression par hyperméthylation des promoteurs), définissant un 

« carrefour régulatrice » qui intègre prolifération, apoptose, différenciation et réponses aux 

lésions de l’ADN (Yokota et Kohno, 2004).  
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I.1.3.1.  Mécanismes de cancérisation 

L'équilibre entre l'activation métabolique et la détoxification des substances 

cancérogènes varie selon les individus et la susceptibilité probable au cancer. L'induction 

tumorale par le B(a)P est due à la conjonction de plusieurs facteurs (Taioli, 2008).. 

 1. Cancérisation par formation  d’adduits à l’ADN   

L'activation métabolique du B(a)P en espèces électrophiles formant des adduits avec  

l'ADN est considérée comme l'événement crucial de la cancérogenèse pulmonaire, l’ADN 

nucléaire et mitochondrial, sont donc la cible majeure. Les trois voies de conversion du B(a)P 

forment des métabolites réactives vis-à-vis l’ADN (Figure 8) (Abdin et al., 2012). Le BPDE 

se lie préférentiellement aux groupes amino exocycliques de la dGuo et dAdo de l’ADN 

(Dipple, 1994). Les désoxyribonucléosides puriques (dGuo et dAdo), étant plus réactifs que 

les désoxyribonucléosides pyrimidiques (dCyd et dThy), et ont un potentiel de formation 

d’adduits plus important (Marie, 2007).   Les adduits principaux du BPDE se forment sur les 

atomes N2 de la dGuo, N6 de la dAdo (Marie et al., 2008).  

 

Figure 8. Principaux adduits du B(a)P (Balu et al., 2004). 
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In vivo, la formation des adduits BPDE à l’ADN au niveau des différents organes 

dépend de la voie d’entrée du B(a)P (Godschalk, 2000). Plusieurs expériences menées sur des 

rats exposés au B(a)P par voie intrapéritonéale montrent des niveaux d’adduits maximum au 

niveau du poumon (Ginsberg, 1990, Qu, 1996).  Les adduits de la voie du radical cation ne 

peuvent être produits que si le radical cation est produit à proximité de l’ADN ou de 

nucléosides. Les adduits ont été synthétisés par électrochimie et sont les adduits dépurinants 

B(a)P-N7-Gua, B(a)P-C8-Gua ainsi que les adduits stables B(a)P-C8-dGuo, B(a)P-N2-dGuo 

et B(a)P-N3-dGuo. En présence de dAdo l’adduit B(a)P-N7-Ade est formé. Le  B(a)P-o-

quinones peut réagir avec les groupes amino de la dGuo en position N2 ou en position N6 de 

la dAde pour former des adduits stables (Penning, 1999). 

 2. Mutations engendrées par les adduits 

Les dérivés métaboliques du B(a)P ont une action tumorigène car ils sont capables 

d’induire des dommages à l’ADN et des mutations au niveau de gènes de contrôle du cycle 

cellulaire tels que les oncogènes et les gènes suppresseurs de tumeurs. Les modifications 

génétiques les plus fréquentes dans le cancer du poumon sont des mutations ponctuelles dans 

le gène suppresseur de tumeur p53 et dans le proto-oncogène K-ras (Gao et al., 1997). 

 A. Le gene supresseur de tumeur p 53 

Le gène suppresseur p53 produit, la phosphoprotéine nucléaire  p53 qui est un facteur 

de transcription appartenant à une famille des protéines essentielles à la différenciation et à la 

morphogenèse épithéliale, mais spécialise dans la réponse à un large spectre de stress 

physiques, chimiques ou biochimiques. La P53 est un médiateur essentiel de la réponse des 

cellules aux expositions à des agents cancérogènes, capable d’entrainer l’arrêt du cycle 

cellulaire, la réparation de l’ADN ou l’apoptose en fonction du type cellulaire, du degré de 

différenciation, de la nature et de l’intensité du stress. Il a un rôle de « capteur » c’est un 

acteur de premier plan dans la régulation de la stabilité génétique et tissulaire de l’épithélium 

broncho-pulmonaire (Vähäkangas et al., 2001). 

La mutation du gène p53 est le changement génétique le plus fréquemment identifié 

dans le cancer du poumon chez l’homme (Iggo et al., 1990). On détecte des mutations de 

TP53 dans 50 % des NSCLC et dans plus de 70 % des SCLC. Dans les SCLC des gros 

fumeurs, la fréquence des mutations peut dépasser 80 %. Chez les fumeurs, la nature 

chimique de la mutation constitue souvent une « signature moléculaire» des agents mutagènes 
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de la fumée du tabac, tels que le benzo(a)pyrene et d’autres hydrocarbures polycycliques 

aromatiques (Le Calvez et al., 2005). Dans la cellule exposée, ces agents subissent une bio-

activation qui génère des métabolites capables de se fixer sur l’ADN de façon covalente. Les 

métabolites du benzo(a)pyrène se fixent préférentiellement sur certaines guanines, et ces 

mêmes guanines sont fréquemment mutées seulement dans les cancers des fumeurs (Baldi et 

al., 2008). La voie des diol époxyde est confirmée par des études montrant que le BPDE se 

trouve dans les poumons des fumeurs; la localisation de ses adduits peut localiser les points 

chauds du gène suppresseur de tumeur p53 qui sont les codons 157, 158, 248 et 273 (Abdin et 

al., 2012; Hussain et al., 2001). 

 B. L’oncogène K-ras 

Les mutations dans les gènes ras (K-, H- et N-RAS) sont des altérations très communes 

identifiées et  impliquées dans de nombreux types de tumeurs et cancer humains (Keohavong  

et al., 1996 ; Baldi et al,. 2008). Dans les tumeurs pulmonaires, le gène ras le plus 

fréquemment muté  est K-ras, alors que N-ras et H-ras ont également été mutés avec une 

moindre fréquence (Keohavong et al., 1996).  Les protéines Ras jouent un rôle de relais et 

d’amplificateur des signaux intracellulaires déclenchés par l’activation des récepteurs tyrosine 

kinase tels que l’EGFR (Epidermal Growth Factor Receptor). La fréquence élevée de 

mutation KRAS sur un seul codon (12) dans les tumeurs de poumon a été étudiée par Feng et 

ses collègues. Ils ont montré que les codons 12 et 14 du gène KRAS sont des points chauds 

pour la formation d'adduits d'ADN induit par les carcinogènes de fumé du tabac BPDE 

(benzo(a)pyrène diol époxyde) (Feng et al., 2002). 

 3. Cancérisation par génération de ROS 

Les quinones qui dérivent du processus métabolique du benzo(a)pyrène produisent 

facilement des espèces réactives de l'oxygène (ERO) par système de cycle redox dans le corps  

et peuvent causer des dégâts par l'oxydation des macromolécules (ADN, ARN et protéines), 

qui peuvent jouer un rôle important dans le processus de cancérisation par le B(a)P (Kim et 

lee, 1997), mais les CYP1A1 peuvent également en produire, au cours de leur activité 

catalytique ( Morel 1999).  La métabolisation du B(a)P par les dihydrodiol  déhydrogénases 

produit des catéchols qui subissent deux oxydations à un électron avec la production 

concomitante de ROS pour former des HAP o-quinones (Smithgall, 1988). La première 

oxydation produit un anion o-semiquinone et du peroxyde d’hydrogène suivi par une 
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deuxième oxydation qui conduit à la formation de o-quinone et d’un anion superoxyde. En 

présence d’équivalents réducteurs cellulaires (ex: NADPH), les HAP o-quinones peuvent 

aussi être réduites en catéchols entraînant des cycles rédox supplémentaires qui amplifient la 

production d’espèces réactives de l’oxygène H2O2, O2
●- (Penning et al., 1996). En présence de 

métaux rédox tels que Fe2+ ou Cu+, H2O2 peut donner ●OH. Dans l’ADN, ces espèces 

réactives conduisent à la génération de bases oxydées notamment au niveau de la guanine 

(7,8-dihydro-8-oxo-guanine). De plus, ●OH est à l’origine de cassures de brins (Penning et al., 

1999). Les ERO générées lors du cycle rédox des quinones entraînent des cassures simple 

brins, double brins ainsi que des modifications au niveau des purines ou pyrimidines ou du 

désoxyribose (Penning et al., 1999) (Figure 9). 

 

 Figure 9. Formation des ROS par la voie des quinones (Tarantini, 2009). 
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II. Stress oxydant et protéines de choc thermique Hsp dans le 

cancer de poumon 

II.1. Stress oxydant et radicaux libres 

Le B(a)P est connu pour être le plus puissant cancérigène. L’induction des enzymes de 

phase I et l’inhibition des enzymes antioxydants, provoquent l’accumulation des radicaux 

libres et électrophiles jouant un rôle important dans les processus chimiques de la 

tumorigénèse (Selvendiran et al., 2004). En plus de son pouvoir de former des adduits avec 

l’ADN, le B(a)P provoque d'autres effets toxiques dans les cellules cibles, tel que le stress 

oxydatif qui peut endommager les cellules par différentes voies incluant les dommages 

oxydatifs des protéines, les dommages de l’ADN et la peroxydation lipidique (Cavalho et al., 

2011).  

Le stress oxydatif est donc suggéré pour expliquer les dégâts provoqués par le B(a)P et 

notamment le cancer pulmonaire, il participe à la destruction des macromolécules contenues 

dans les cellules, notamment l’ADN, les lipides, et les protéines. 

Les radicaux libres sont des espèces chimiques (atomes ou molécules) qui possèdent un 

ou plusieurs électrons célibataires (élection non apparié) sur sa couche externe (Halliwell et 

Gutteridge, 2000). La présence d’un électron célibataire confère aux radicaux libre une grande 

réactivité et ils peuvent être aussi bien des espèces oxydantes que réductrices (Haleng et al., 

2007). En 1991, Sies a défini la notion de stress oxydant comme l’incapacité de l’organisme à 

se défendre contre l’agression des espèces oxygénées activées, suite à un déséquilibre lié soit 

à une production accrue de ROS soit à une diminution de la capacité de défense antioxydante 

(Defraigne et Pincemail, 2007). 

L’anion superoxyde  est l’une des premières EOR à être formées, par réduction partielle 

d’une molécule d’O2. Il peut conduire à la formation du peroxyde d’hydrogène par la réaction 

suivante:                                           

                            2 O2
°- + 2 H+              H2O2 + O2    (Mandelker, 2008) 

Le peroxyde d’hydrogène H2O2 une espèce oxygénée réactive non radicalaire. Il est 

relativement stable, possède une demi-vie longue, et les membranes biologiques lui sont 

SOD 
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perméables. Il est peu dangereux en soi pour la cellule, mais il constitue la source du radical 

hydroxyle HO° par la réaction de Fenton. 

Le radical hydroxyle, présenté comme le plus toxique malgré sa faible diffusion, peut 

attaquer tous les types de constituants cellulaires et engendrer diverses altérations 

(dégradation protéique, inactivation enzymatique, lipoperoxydation, adduits à l’ADN, etc)  

(Gardès-Albert et al., 2003). Il peut être produit par les réactions de Fenton et de Haber-

Weiss (Pelletier et al., 2004): 

O2
-+ Fe (III) ↔O2 + Fe (II) 

H2O2 + Fe (II) = Fe (III)  + HO° + HO-   (Fenton) 

O2
-+ H2O2 ↔ OH- +OH. + O2 (Haber- Weiss) 

Le radical hydroxyle peut réagir avec l'ADN, les acides gras polyinsaturés des 

phospholipides membranaires et des lipoprotéines, initiant ainsi des chaînes de peroxydation 

lipidique. De même, les acides aminés constitutifs des protéines sont très sensibles à l'attaque 

des radicaux hydroxyles. En outre, lorsqu'une protéine possède une fonction enzymatique, les 

radicaux hydroxyles sont susceptibles d'inactiver le site actif (Gardès-Albert et al., 2003). 

II.2. Production de ROS par la chaine respiratoire 

Les ROS sont générées dans plusieurs compartiments et par multiples enzymes dans la 

cellule. Bien que toutes ces sources contribuent à la charge globale de l'oxydation, la grande 

majorité des ROS cellulaires (estimée à environ 90%) peut être liée à la mitochondrie 

(Balaban et al., 2005). Les Mitochondries semblent être (quantitativement) les sites 

subcellulaires les plus importants de la production d’O2•  et H2O2 dans les organes des 

mammifères; la concentration à l'état stable de O2
•  dans la matrice mitochondriale est 

d'environ 5  à 10 fois plus élevé que dans le cytosol et dans l’espace nucléaire (Cadenas  et 

Davies, 2000). Les complexes I et III de la chaine respiratoires sont les sites essentiels de 

cette production à l'état normal mais surtout après exposition  aux xénobiotiques et aux 

substances cancérigènes (Sainz et al., 2012) (figure 10). 

 

 



                                                                                                  I. Etude Bibliographique 

19 

 

 

 

Figure 10.  Les sites majeurs de la production de l’anion superoxide sont le complexe  I et III 

(Balaban et al., 2005). 

II.2.3. Mécanismes de production de ROS par le B(a)P  

Le mécanisme-même du métabolisme du B(a)P et de ces métabolites, notamment par 

les CYP, entraîne un stress oxydant supplémentaire via la production d'espèces activées de 

l'oxygène (EAO ; dont l'anion superoxyde O•−2, le peroxyde d'hydrogène H2O2 et le radical 

hydroxyle OH•) ayant un rôle non négligeable dans le processus de bioactivation. Ainsi, le 

stress oxydant découlant de cette forte production d'EAO, entraîne l'altération de l'intégrité de 

l'ADN via des dommages oxydatifs, à l'origine de différentes mutations et pouvant participer 

à l'initiation de cancers (Nebert et al., 2000).  

Plus tôt, Kumar et ces collaborateurs (2012) ont rapporté que le B(a)P médiatise sa 

toxicité par le déséquilibre de l'état redox cellulaire, en particulier par la génération de ROS et 

la régulation négative des antioxydants majeurs comme GSH dans la cellule pulmonaire. 

Les quinones, composés hautement réactifs produits en fin de chaîne métabolique du 

B(a)P, tireraient ainsi leur activité de cycles d'oxydation-réduction (figure 11), menant à une 

forte production de radicaux réactifs d'oxygène tells que H2O2 et O2
•  et de semi-quinone, 

responsables en partie des dommages cellulaires et de cassures de l'ADN (Kim et al., 2000). 
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Figure 11.  Cycle rédox des quinones. Le cycle de réduction/oxydation des quinones entraîne 

une forte production d'espèces activées de l'oxygène (Kehrer, 2000) 

Un mécanisme important de la production de ROS HAP- dépendante implique la 

conversion de ces composés en quinones. Cela se produit par transformation primaire en 

intermédiaires phénoliques qui peuvent ensuite subir une nouvelle oxydation. Les B(a)P, 1,6 - 

, 3,6 - et 6,12 -quinones ont déjà été décrits dans les années 1970 . Comme un autre 

mécanisme, la formation de quinones peut rivaliser avec la voie diol -époxyde. Au lieu de 

l’époxydation secondaire, le 7,8 - diol de B(a)P peut également subir une réduction 

enzymatique NADPH-dépendante pour former le catéchol correspondant. En raison de son 

instabilité, ce produit intermédiaire est ensuite oxydé en ortho- quinones correspondantes. Au 

cours de ce processus, H2O2 et O2
•  seront générés. En effet, les quinones sont des substrats de 

différentes réductases tels que aldo -kéto- réductases (les AKRs). Tant qu'il y aura réduction 

de la capacité des cellules à se maintenir, ces composés peuvent être reconvertis en 

hydroquinones (quinols) ou catéchols, qui peuvent subir de nouveau l'auto-oxydation, en 

générant H2O2. Outre les dommages oxydatifs à l’ADN, les quinones sont très électrophile, 

des composés qui peuvent également former des adduits covalentes de l'ADN et des proteins 

(Kim et al., 2000). 

II.2.4. Les systèmes de défenses antioxydantes 

D’après (Gutteridge et Halliwell, 2010) un antioxydant est défini comme « Toute 

substance qui retarde, prévient ou élimine les dommages oxydatifs à une molécule cible ». 

Pratiquement chaque cellule est dotée de mécanismes de protection contre les effets néfastes 

des ROS. On peut classer les antioxydants en catégories enzymatiques et non enzymatiques 

(Gutteridge et Halliwell, 2000). 



                                                                                                  I. Etude Bibliographique 

21 

 

II.2.4.1. Les antioxydants enzymatiques  

Pour se protéger contre le stress oxydant, les organismes possèdent des défenses 

enzymatiques telles que les superoxydes dismutases (SOD), la catalase (CAT), les glutathion 

peroxydases (GPx), les glutathion S-transférases (GST) et les métallothionéines (MT) (Figure 

18). 

La superoxyde dismutase : (EC 1.15.1.1) ou la SOD a été découvert en 1969 par McCord et 

Fridovich est une famille des métalloenzymes, sur la base du cofacteurs métallique au sein de 

leurs sites actifs, les SOD peuvent être séparées en trois classes: SOD cuivre / zinc ( 

CuZnSOD ou SOD1), SOD manganèse (MnSOD ou SOD2) et de SOD fer (FeSOD ou 

SOD3) deux types ont été caractérisé chez les eucaryotes ; MnSOD cytosolique et MnSOD 

mitochondriale (Jia et al., 2014), elle constitue la première ligne de défense contre les 

radicaux superoxydes dans les cellules (Alscher et al., 2002). Cette enzyme accélère 

considérablement la réaction de la transformation de l’anion superoxyde O2°- en peroxyde 

d’hydrogène H2O2 et en oxygène moléculaire O2 (Mandelker, 2008) selon la réaction: 

2 O2•- +2H+              SOD           H202+02    (Matès et Sanchez- Jiménez, 2000). 

La glutathion peroxydase : (EC 1.11.1.19) ou GPx catalyse la réduction d'une variété 

d'hydropéroxydes (ROOH et H2O2) en utilisant du GSH comme donneur d’électrons, le 

glutathion dissulfite (GSSG) ainsi produit est à nouveau réduit par la glutathion réductase 

(GR) qui utilise le NADPH comme donneur d’électron (Lawler and Demaree, 2001). Le 

rapport GSH/GSSG est un index de l’état d’oxydation dans la cellule, protégeant ainsi les 

cellules de mammifères contre les dommages oxydatifs (Matès et Sanchez- Jiménez, 2000; 

Mari et al., 2009). Cette enzyme  catalyse la réduction d’un péroxyde en son alcool 

correspondant selon la réaction : 

             ROOH + 2 GSH       GPx        ROH + H20 + GSSG (Jacob, 1995). 

La régénération du GSH à partir du GSSG se fait principalement grâce à l’intervention 

de la glutathion réductase, et elle consomme une molécule de NADPH. Le NADPH provient 

de la voie des pentoses phosphates pour la majorité des tissus (Lawler et Demaree, 2001). 

    GSSG + NADPH + H+        GR           2GSH + NADP+ (Sung et al., 2013). 
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La catalase (EC 1.11.1.6 ou 2 H2O2 oxydoréductase): L’H2O2 qui vient d’être formé par la 

SOD, peut être à son tour métabolisé par la catalase (et/ou les GPxs). En fonction de la 

concentration de H2O2, il exerce une double fonction. À de faibles concentrations (<10-6 M) 

de H2O2, il agit comme une peroxydase, où une variété de donneurs d'hydrogène (par 

exemple, l'éthanol, l'acide ascorbique) peuvent être oxydées de la façon suivante :   

            

RH2 + H2O2
                 Catalase                          R + H2O (Scandalios et al., 1997). 

À des concentrations élevées de substrat, la catalase décompose H2O2 toxique à un 

rythme extrêmement rapide en utilisant la réaction de "catalyse" dans lequel H2O2 agit à la 

fois comme accepteur et donneur de molécules d'hydrogène (Scandalios et al., 1997). 

2H2O2            
Catalase                O2 + 2H2O  (Jacob et al., 1995). 

Le système thiorédoxine: La thioredoxine contribue à maintenir les protéines 

intracellulaires à l’état réduit. La thioredoxine réductase est une enzyme sélénodépendante. 

Elle catalyse la réduction de la thioredoxine oxydée, autrement dit sa régénération aux dépens 

d’une molécule de NADPH, et permet également de réduire les peroxydes lipidiques et de 

régénérer la vitamine C (Arnér et Holmgren, 2000). 

II.2.4.2.  Les antioxydants non enzymatiques      

Le glutathion (GSH) est un tripeptide, formé par la condensation de l’acide glutamique, 

de la cystéine et de la glycine. C’est un composé de petite masse moléculaire qui contient un 

groupement thiol libre apporté par la cystéine lui conférant ses principales propriétés 

biochimiques. Synthétisé exclusivement dans le cytosol mais distribué après dans les 

organites intracellulaires tel que le réticulum endoplasmique (RE), le noyau et les 

mitochondries (Mari et al., 2009). Toutes les cellules en contiennent à une concentration 

élevée de l’ordre de 0,5mM. Il présente entre autre la propriété d’être un puissant antioxydant 

qui protège les cellules des radicaux libres. Cette propriété est liée au fait qu’il est capable de 

se combiner avec l’O2 
-°, l’H2O2, et l’°OH. Il protège ainsi les cellules de la peroxydation 

lipidique. Enfin, il permet la régénération de la vitamine E et C oxydées qui agit également 

comme un antioxydant. 
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Le GSH est aussi impliqué dans des réactions enzymatiques antioxydantes comme co-

substrat avec des glutathion peroxydases voir ci-dessous.  

                   GSH + R• → GS• + RH GS• + GS• → GSSG 

Le rapport glutathion réduit/glutathion oxydé (GSH/GSSG) est souvent utilisé comme 

un marqueur du stress oxydant car plus le flux d'H2O2 est important, plus le glutathion réduit 

est consommé et le glutathion oxydé augmenté (Ji et al., 1992). 

En plus du glutathion, d’autres composés généralement apportés par la nourriture 

participent à la protection contre les radicaux libres. Les vitamines A, C, E et les caroténoïdes 

constituent ce qu’on appelle des scavengers car ils captent les électrons célibataires des 

radicaux et interrompent ainsi les réactions d’oxydation en chaîne, notamment la 

lipoperoxydation de par leur localisation membranaire (Biewenga et al., 1997). 

II.2.5. Ciblage des protéines de choc thermiques Hsp dans le cancer 

pulmonaire  

II.2.5.1. Les protéines de choc thermiques ou de stress Hsp90 

Le terme de protéines de choc thermique (Hsp) décrit leur synthèse accrue après un 

choc thermique. Ce sont un sous-ensemble de chaperons moléculaires, en plus de la chaleur 

ils sont  plus connus pour leur induction rapide et abondante par le stress (Ciocca et al., 

2013) . Les HSP sont surexprimées dans plusieurs types de tumeurs humaines, y compris celle 

de l’estomac, du sein, de l'endomètre, de l'ovaire, de côlon, de poumon et de la prostate (Ortiz 

et Salcedo, 2010). Ils sont classés en quatre familles de protéines basées sur la masse 

moléculaire relative: la famille HSP-20, comprenant une masse de 22 à 27 kDa; la famille 

HSP-60 allant de 58 à 64 kDa; la famille des HSP-70, y compris les protéines de 66-78 kDa, 

et la famille des HSP-90, avec des protéines de 80 à 94 kDa (Zhao et al., 1994).  

Un membre de la famille des Hsp: Hsp 90, est abondamment exprimé dans le 

cytoplasme de la plupart des cellules humaines, seulement une petite partie d’entre elles 

migrent dans le noyau de la cellule, sous la forme d'homo-dimères. Hsp90 existe sous deux 

isoformes principales (Hsp90α, inductible, et Hsp90β, constitutive). Elle exerce son rôle en 

formant un complexe multiprotéique ayant une activité ATPase (Flandrin et al., 2008; Li et 

Buchner, 2013).  
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Structurellement, Hsp90 est un homodimère, chaque monomère contient trois régions 

liées de manière flexible, un domaine N-terminal liant l'ATP (N-domaine), un domaine 

intermédiaire (M-domaine), et un domaine de dimérisation C-terminal (domaine C) (Figure 

12). À l'exception de la liaison chargée situé entre les N et M-domaines dans les Hsp90 des 

eucaryotes, cette organisation de domaine est conservée de la bactérie à l'homme (Li et 

Buchner, 2013).  

 

Figure 12. Structure des Hsp90 (Jackson, 2012) 

Leur principale fonction comme chaperonnes moléculaires est le maintien de la stabilité 

et la délivrance d'autres peptides, une fonction cruciale pour la protection de l'intégrité et la 

croissance des cellules normales et malignes. De plus, les Hsp90 contrôlent les voies de 

régulation et de signalisation du cycle cellulaire. Ces découvertes ont ainsi fait des Hsp90 une 

nouvelle cible pour le développement de traitements anticancéreux (Wirth et al., 2002). 

II.2.5.2.Expression et ciblage des Hsp 90 dans le cancer pulmonaire induit par le B(a)P. 

Dans les cellules cancéreuses, Hsp90 est nécessaire pour le maintien de protéines 

transformées telles que c-kit (tyrosine-protein kinase Kit) muté, FLT3 (Fms-like tyrosine 

kinase 3). En effet, des niveaux élevés Hsp90α et son ARNm ont été rapportés dans de 

nombreuses cellules cancéreuses, telles que le cancer du poumon (Flandrin et al., 2008).  

Un certain nombre de rapports ont suggéré que Hsp90 joue un rôle crucial dans la 

progression des maladies; par exemple, l'expression Hsp90 est de 2 à 10 fois plus élevée dans 
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les cellules tumorales que dans les cellules normales (Li et Buchner, 2013). Dans la cellule 

tumorale, la machinerie associée à Hsp90 est utilisée pour protéger un grand nombre 

d’oncoprotéines d’une dégradation ciblée, facilitant ainsi l’addiction aux oncogènes et la 

survie cellulaire (Trepel et al., 2010) ; des travaux récents ont montré que Hsp90 joue un rôle 

actif dans le maintien de la conformation de l'EGFR et en particulier les mutants de l'EGFR. Il 

a été montré que plusieurs lignées de cellules pulmonaires NSCLC portant un EGFR de type 

sauvage sont sensibles à l'inhibition de Hsp90. Ce dernier a récemment été reconnue comme 

une cible thérapeutique potentielle du cancer et des enquêtes sur les inhibiteurs de HSP90 sont 

en cours (Gallegos Ruiz et al., 2008).Il a été indiqué précédemment que le B(a)P exerce un 

effet cytotoxique par la dérégulation de l’équilibre de stress et par la suite endommager 

l’ADN cellulaire, ce qui à son tour augmente la mortalité cellulaire (Mukherjee et al., 2013). 

Mukherjee et al. Ont démontré aussi que les Hsp90 sont surexprimés après une traitement des 

cellules pulmonaires par le b(a)p contribuant probablement à contrôler le niveau du stress 

oxidant (Carvalho et al., 2011). 

L’AhR est une protéine clé pour Hsp90, c’est un facteur d’activation de la transcription 

qui joue un rôle dans l’induction du cancer pulmonaire par le B(a)P; ce dernier active la 

signalisation du AhR, cela conduit à l’augmentation de la transcription des gènes CYP1A1 et 

CYP1B1 qui codent pour des protéines qui rendent le B(a)P cancérigène. Récemment, il a été 

trouvé que la protein p53 régule l’activité ATP- ase de Hsp90 par son effet sur l’activateur de 

Hsp90 ATP-ase qui est l’Aha1, par conséquent il est possible que l’expression du AhR 

pourrait être affecté par l’état du p53 (sauvage ou muté). La p53 silencieuse (mutée) conduit à 

élever le taux de AhR1 ce qui fait augmenter l’activité ATP ase des Hsp90, cela améliore 

l’expression des CYP1A1 et CYP1B1 et inhibe la mort cellulaire par apoptose ; tandis que la 

surexpression du type sauvage de p53 fait diminuer les taux des CYP1A1 et CYP1B1  

(Kochhar et al., 2014). 
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III. Apoptose et protéines de la famille Bcl-2 dans le cancer 

pulmonaires induit par le B(a)P 

III.1. L’apoptose et sa regulation par les proteines de la famille Bcl-2 

Les ROS et les métabolites générés durant le métabolisme du benzo(a)pyrène sont des 

messagers secondaires impliqués dans la signalisation cellulaire de nombreux processus dont 

l’apoptose ou mort cellulaire programmée: une forme physiologique de mort cellulaire 

hautement régulée, elle implique habituellement des cellules individuelles dans un tissu et ne 

provoque pas l’inflammation (Chen et al., 2003). Les caractéristiques morphologiques de 

l’apoptose sont le bourgeonnement de la membrane plasmique, le rétrécissement cellulaire par 

condensation du cytoplasme et de la chromatine, l’activation massive des caspases, la 

fragmentation de l’ADN internucleosomale et la formation de vésicules ou corps apoptotiques 

qui sont ensuite phagocytés par les cellules adjacentes ou par des macrophages (Yan et al., 

2013). 

Les principales molécules de l’apoptose sont: Les récepteurs membranaires de mort, les 

protéines cytoplasmiques (Caspases, Apaf-1, IAP), les protéines mitochondriales (cytochrome 

C, Protéines régulatrices des IAPs, AIF), les protéines de la famille Bcl-2 et la protéine p53 

(Robert, 2010; Holme et al., 2007). 

Les membres de la famille Bcl-2 (B-cell lymphoma 2) ont une importance cruciale dans 

la régulation des voies de signalisation de la mort cellulaire (Robert, 2010). Une famille assez 

hétérogène d’une vingtaine de protéines qui sont soit mitochondriales, soit capable de 

s’associer à la mitochondrie lors d’un processus d’activation. Cette famille contient au moins  

une région d'homologie (BH), et comprend aussi bien des protéines anti-apoptotiques (Bcl-2 

et Bcl-xL) qui contiennent quatre domaines (BH) (Riedl et Shi, 2004), que pro-apoptotiques 

(Bax, Bak, Boc)  qui contiennent trois domaines (figure 13),  le troisième  groupe comporte au 

moins huit protéines ne contenant qu’un seul domaine d’homologie, le domaine BH3 (Solary, 

2006).  Le niveau relatif de chaque protéine dans la cellule détermine sa sensibilité à un signal 

de mort (Adams et Cory, 1998). Les molécules anti-apoptotiques siégeraient au niveau de la 

mitochondrie (Kim et al., 2006) tandis que les protéines pro-apoptotiques posséderaient une 

localisation différente    (cytosol   ou   microtubules). À  la suite  d’un  signal  apoptotique,  

ces  dernières s’inséreraient dans la membrane mitochondriale et induiraient sa 

perméabilisation et le relargage des molécules solubles proapoptotiques de l’espace 
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intermembranaire mitochondrial dans le cytosol, l'étape du non retour de l'apoptose (Solary, 

2006). 

 Figure 13. Protéines anti- et pro-apoptotiques de la famille Bcl-2 (Robert, 2010). 

III.2. Mécanismes d'induction de l’apoptose par le B(a)P 

En plus de son effet cancérogène bien connu, le B(a)P peut également induire l'apoptose 

dans différents types de cellules (Solhaug et al, 2005). Il a été montré récemment qu'une 

faible concentration du benzo(a)pyrène (50 nM), induit une apoptose dans une lignée 

cellulaire épithéliale  hépatique chez le rat, par l'intermédiaire de multiples voies (Gorria et 

al., 2008):  

 Une voie p53-dépendante déclenchée par endommagement de l'ADN (Dendelé et al., 

2014) : L'apoptose initiée par B (a) P-7, 8 - dihydrodiol était liée à l'activation du récepteur 

Ah et l'induction de CYP1A1 (figure 14), un événement qui peut conduire à la formation 

d'BPDE-2, cela produit des changements dans la famille anti et pro-apoptotique des 

protéines Bcl-2 qui sont corrélées avec la libération du cytochrome c mitochondrial et 

l'activation des caspases (Chen et al., 2003). 

 

Une autre voie parallèle et dépendante de l'activation de l'échangeur Na+/H+ NHE1 

suite à la production de H202 lors du métabolisme du B(a)P (Gorria et al., 2008), à l'origine 

d'un changement biphasique du pH intracellulaire et permettant une accélération du 
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processus apoptotique  des cellules exposées à une faible concentration du benzo(a)pyrène  

(Gorria, 2008). 

  

 

Figure 14. Le réseau entre Ah (aryl hydrocarbon)-récepteur qui conduit à l’activation métabolique, 

des dommages à l'ADN et de la signalisation apoptotique (Roos et Kaina, 2006). 

 

 Récemment, il a été montré que l’exposition au B (a) P pourrait modifier la 

composition des microdomaines membranaires en cholestérol et des acides gras (Carvalho 

et al., 2011). Le B(a)P induit une diminution des taux de cholestérol dans les 

microdomaines membranaires qui ont été liées à une expression réduite de 3-hydroxy-3-

méthylglutaryl-CoA réductase. L’AhR et la formation de ROS ont été impliqués dans la 

régulation de l'expression des gènes impliqués dans la biosynthèse des lipides (figure 15) 

(Tekpli et al., 2010). 
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Figure 15. Un modèle de remodelage de la membrane induite par le B (a) P et son implication 

dans l'apoptose (Tekpli et al., 2010). 
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III.3. Expression et ciblage des Bcl-2 dans le cancer pulmonaire induit par                     

         le B(a)P 

Le gène suppresseur de l’apoptose cellulaire: Bcl-2, inhibe l’apoptose par la régulation 

des protéines y impliqués. L’apoptose cellulaire peut être régulée par l’activation ou 

l’inactivation de la perméabilité du pore interne de transition de la mitochondrie, qui est 

impliqué dans la régulation du Ca++ dans la matrice ainsi que le pH et le voltage. Plusieurs 

rapports ont été suggéré qu’il y a des pores de transition PT dans la membrane interne de la 

mitochondrie, qui conduisent indirectement à la libération du cytochrome c (cyt c) dans le 

cytosol, les protéines impliquées dans cette libération sont controlées via des protéines pro et 

anti-apoptotiques. Une fois le cyt c, libéré dans dans le cytosol, il active les caspases 9 et 3 qui 

conduisent vers l’apoptose (Gu et al., 2013). Le Bcl-2 est un composant essentiel dans ce 

processus parcequ’il réprime l’initiation de l’apoptose par l’inhibition de la perméabilité du 

pore de transition de la mitochondrie. La sur-expressinon des Bcl-2 inhibe l’apoptose 

cellulaire et augmente le risque de la transformation maligne (Gu et al., 2013). L'inhibition 

des Bcl2 forment donc une cible importante pour le traitement du cancer pulmonaire. 

La surexpression de la protéine Bcl-2 anti-apoptotique et mdm2 (le régulateur négatif du 

p 53) est souvent trouvé dans le cancer pulmonaire chez l’homme. Il a été trouvé que le B(a)P 

induit l’expression de mdm2, Bax et p21 avec une manière indépendante de p53 des lignées 

cellulaires du cancer pulmonaire. En effet, dans les fibroblastes, il est trouvé que le B(a)P 

induit une accumulation nucléaire du p53 avec une expression élevée de mdm2 mais sans 

aucune induction de p21. La surexpression de Bcl-2 et la mutation en p53 (figure 16), sont des 

phénomènes communs dans le cancer pulmonaire. La prolifération cellulaire et l’apoptose se 

produisent dans deux sens opposés durant le cancer pulmonaire induit par le B(a)P, ainsi les  

gènes p53 et Bcl-2 ont un rôle important dans l’initiation du cancer (Manna et al., 2009).  

 

Figure 16. Des mutations inactivent les fonctions de p53 dans les cellules cancéreuses, 

la protéine de survie Bcl-2 reste toujours fonctionnelle (Cory et al., 2003). 
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I-Matériel et méthodes 

L’étude expérimentale a été effectuée au laboratoire de recherche de toxicologie 

moléculaire, à l’université de Jijel. Elle a pour but d’élucider sur un modèle de cancer 

expérimental induit par le benzo(a)pyrène, le comportement du stress oxydatif dans le tissu 

pulmonaire lors d’un  cancer.  Ce travail nous permettra de comprendre si les Hsp90 et les 

Bcl-2 seraient des cibles du stress oxydatif induit par le benzo(a)pyrène.   

I.1.Matériel 

I.1.1. Produits chimiques 

Le benzo(a)pyrène flacon de 50 mg, 96 % (HPLC) et les produits chimiques utilisés 

dans tous les dosages sont de qualité analytique et proviennent de Sigma-Aldrich (USA). 

I.1.2. Animaux 

I.1.2.1. Entretien des animaux 

L’étude a été réalisée sur des rats mâles Wistar Albinos provenant de l’institut Pasteur 

Alger (Algérie). Les animaux pesant environ 120 g sont élevés dans des cages de 06 rats 

chacun, les cages ont 17 cm de hauteur, 40 cm de longueur et 28 cm de largeur. Ils ont libre 

accès à l’eau de robinet et à la nourriture. L’animalerie est maintenue à une température 

ambiante (20-26°C), une hygrométrie de 60% et un cycle jour-nuit 12h-12h. Le 

renouvellement de la litière se fait 03 fois par semaine.  Après une mis en quarantaine de 7 

jours, les rats sont utilisés pour effectuer cette étude. 

I.2. Méthodes 

I.2.1. Induction du Cancer pulmonaire par le B(a)P chez le rat  

L’induction chimique de cancer broncho-pulmonaire a été réalisée sur des rats Albinos 

Wistar par injection intra-péritonéal (IP) d’une dose unique de 100 mg/kg de B(a)P véhiculé 

dans 0.5ml de l’huile d’olive (Gunning et al., 2013). 12 rats ont été utilisés dans cette étude et 

ont été réparties en 2 groupes de 6 animaux chacun: 
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 Le groupe 1 (témoin) a servi de témoin en recevant une administration de dose unique par 

voie intra-péritonéale de 0.5 ml d'huile d'olive (excipient de dissolution du 

benzo(a)pyrène). 

 Le groupe 2 (B(a)P) regroupant les rats recevant une dose unique de benzo(a)pyrène de 

100 mg/kg dissout dans l'huile d'olive et administrée par voie intra-péritonéale. 

I.2.2. Sacrifice des animaux et prélèvement des poumons 

Les animaux ont été sacrifiés après anesthésie (par l’éther) après 16 semaines du 

traitement, durée suffisante à la croissance de la tumeur. Au moment du sacrifice, chaque 

poumon a été collecté, lavé à plusieurs reprises avec une solution de NaCl 9‰ et imbibé en 

papier buvard pour débarrasser les poumons du sang, puis pesé et soumis à un examen 

macroscopique à la recherche d’éventuels signes d’inflammation ou de cancérisation. Ainsi, 

chaque poumon divisé en trois fractions :  

 La première est pesée puis plongée dans le TSE (250 mM sucrose, 20mM Tris base,  10 

mM EGTA, pH 7.4) à 4°C et utilisée pour la préparation de la suspention mitochondriale 

utilisée pour le dosage des paramètres mitochondriaux (anion superoxyde et gonflement). 

 La seconde est pesée puis stocké à - 20°C jusqu’à l’analyse du stress oxydatif cellulaire.  

 La troisième est plongée dans le liquide fixateur (formol à 10%) pour l’étude histologique. 

 

I.2.3. Examen anatomopathologique 

I.2.3.1. Examen macroscopique des poumons 

Au moment du sacrifice, les poumons sont rapidement prélevés et plongés dans une 

solution de NaCl 9 ‰. Un examen minutieux sous binoculaire a été effectué à la recherche 

des signes de cancérisation. 

I.2.3.1. Examen microscopique 

 a. Fixation et inclusion 

La fixation des organes est réalisée immédiatement après prélèvement des organes à 

température ambiante dans de l'EAFS (ethanol-acetic acid-formol saline fixative) : Ethanol 
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absolu, acide acétique, formaldéhyde (40%), NaCl (0.9%) (40:5:10:45 v/v) pH 3.5 (Harrison, 

1984). La durée minimale de fixation est de 48 H. les organes sont ensuite déshydratés dans 

des bains successifs de 20 minutes chacun dans l'éthanol 70°,  de l'éthanol 90°, de l'éthanol 

absolu puis deux bains de xylène. Enfin l'organe est prêt pour son inclusion dans la paraffine. 

 b. Coupes histologiques et étalement 

 Chaque bloc de paraffine est débité à l'aide d'un microtome en coupes de 5μm 

d'épaisseur, les coupes sont étalées et collées sur des lames avec un gel de gélatine 2% puis 

séchées pendant une nuit dans une étuve réglée à une température de 35-42°C. 

 c. Déparaffinage et réhydratation 

Le déparaffinage des coupes est réalisé avec deux bains successifs de 15 minutes 

chacun dans du xylène suivis de  deux autres bains de même durée d'éthanol absolu. Les 

coupes sont réhydratées en les plongeant dans des bains successifs d'éthanol 95°, deux bains 

d'éthanol 70° et un bain d'eau distillée. 

 d. Coloration et montage des coupes 

Les coupes sont colorées par l'hématoxyline  de Groat 1% suivie de l'éosine. 

Brièvement, les lames sont plongées et laissées dans des bains successifs de : 5 minutes dans 

de l'hémalun 2%, 3 minutes dans l'eau,  5 secondes dans l'éthanol – HCl, 2 minutes dans l'eau.  

Les lames sont ensuite plongées dans un bain d'éosine pendant 2 minutes suivies d'un 

bain d'eau distillée de 20 secondes. Les lames sont alors plongées dans une solution de 

bicarbonate de soude 1% pendant 20 secondes pour bleuir l'hémalun avant une déshydratation 

dans deux bains d'alcool absolu et deux autres de xylène. 

I.2.4. Evaluation du stress oxydatif mitochondrial 

I.2.4.1. Isolement des mitochondries pulmonaires  

Pour l'extraction des mitochondries, 1 gramme de poumon est coupé finement dans du 

tampon TSE  à  4°C. Le poumon coupé est ensuite lavé deux fois dans le même tampon et 

homogéinisé dans un potter de DOUNCE (KONTES. Glass company an ISO-9001 steered 
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firm. New Jersey USA) avec 3 ml de TSE, ce qui permet la destruction des cellules et la 

libération des mitochondries. 

L’homogénat récupéré est centrifugé une première fois à 800g pendant 10 mn 

(centrifugeuse Sigma 6K15) permettant ainsi l’élimination des gros débris cellulaires. Le 

surnageant issu de cette centrifugation est centrifugé une deuxième fois à 8000g pendant 10 

mn à 4°C, le culot obtenu est resuspendu dans 2 ml du TSE et centrifugé à 8000g pendant 10 

mn. Le culot obtenu de cette dernière centrifugation est suspendu dans 400µl du tampon TS 

(250 mM sucrose, 20mM Tris base, pH 7.4) à 20°C pour obtenir la suspension mitochondriale 

utilisée pour la mesure de l'anion superoxyde et du gonflement mitochondrial et ce après le 

dosage des protéines par la méthode de Bradford (Sanders et al., 2000). 

I.2.4.2. Dosage des protéines par la méthode de Bradford  

1. Principe 

Cette méthode détermine la concentration protéique, elle est basée sur une réaction 

colorimétrique entre les protéines et le bleu brillant de coomassie (BBC) qui se lie avec les 

acides aminés aromatiques et les résidus hydrophobes des acides aminés présents dans les 

protéines. Le changement de l’absorbance est proportionnel à la quantité de colorant lié, 

indiquant la concentration en protéines dans l’échantillon 

 2. Déroulement du dosage 

Pour le dosage des protéines, 100µl de la suspension ou de fraction cytosolique diluée 

au 1/5ème avec de l’eau distillée (100µl BSA pour la gamme étalon) sont ajoutés à 4 ml du 

réactif bleu brillant de coomassie (BBC). Après agitation au vortex  et incubation à 

température ambiante pendant 5 mn, la lecture de l'absorbance est effectuée à 595 nm 

(Bradford,1976). La concentration des protéines est déduite à l'aide de la courbe d'étalonnage 

réalisée dans les  mêmes conditions par la BSA (Bovin Serum Albumin) (Voir Annexe). 

I.2.4.3. Mesure de la production mitochondriale de l’anion superoxyde 

L’anion superoxyde est le principal radical libre généré par la mitochondrie notamment 

par les complexe I et III de la chaine respiratoire  (Bartic et Larsson, 2013). La génération de 

superoxyde a été évaluée selon la méthode décrite selon (Zini et al., 1999), en mesurant la 
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réduction du nitrobluetetrazolium (NBT+2)  par l'anion superoxyde en monoformazane, qui 

absorbe à 560 nm, selon la réaction suivante : 

 

O2
-° + NBT2+  (Jaune)                                         O2   +  monoformazane  (Bleu-violet). 

 

Dans un volume final de 1,2 ml de tampon respirant contenant la roténone, nous avons 

introduit 16.5 µl de la suspension mitochondriale à 1 mg/ml, 1.2 µl de la cyclosporine à 1µM, 

12 µl du NBT+2 à 100 mM. Après incubation pendant 1 min nous avons ajoué 7,2 µl de 

succinate à 6mM. La variation de l’absorbance est suivie à 560 nm pendant 4 minutes. Le 

pourcentage de production de l’anion superoxyde est calculé en prenant le 100% du control. 

I.2.4.4. Mesure du gonflement mitochondrial « mitochondrial swelling »  

Les changements du statut de la perméabilité mitochondriale ont été évalués 

spectrophotométriquement comme décrit par Kristal et al. (1996). Le changement 

d'absorbance était mesurée à 540 nm et la diminution de l'absorbance indique l'augmentation 

du gonflement mitochondrial ce qui est le résultat de la perte du potentiel membranaire 

mitochondrial et de l'ouverture de PTP mitochondrial.  

Dans un volume final de 1.8 ml du tampon respirant, nous avons introduit 0.2 mg de 

protéine /ml de suspension mitochondriale et 10.8 µl du succinate à 6 Mm. Après une minute 

d’incubation nous avons ajouté 2,25 µl du Ca Cl2 à 100 mM pour induire le gonflement. La 

décroissance de l’absorbance est suivie à 540 nm chaque minute pendant 5 min. 

I.2.5. Détermination de l'expression des Hsp90 et Bcl-2 dans le 

tissu pulmonaire 

I.2.5.1. Extraction des protéines totales 

L’extraction des protéines totale est réalisée selon la méthode de Biaoxue et al., (2012) 

avec quelques modifications. Pour cela, 0.1 g de tissu pulmonaire est broyée dans 0.5 ml de 

PBS froid. Après centrifugation à 500g pendant 5min à température ambiante, on jette le 

surnageant et on reprend le culot dans le tampon RIPA (50 mM Tris-HCl, 150 mM NaCl, 

0,1% de dodécylsulfate de sodium (SDS), 1% NP-40, le désoxycholate de sodium à 0,5%, 1 

mM de phénylméthyl sulfonyle fluorure, 100 mM de leupeptine et 2 mg /ml d'aprotinine, pH 

8,0). Après sonication (03 pulsations de deux secondes), les tubes eppendorfs sont mis dans 
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un petit pot contenant de la glace pour éviter l’augmentation de la température. Après 

centrifugation à 13000g/15mn à température ambiante, le surnageant est récupéré puis 

conservé à -20°C et utilisé comme source de protéines pour le western blot (Biaoxue et al., 

2012). Le dosage des protéines  est réalisé selon la méthode de Bradfort (1976).  

I.2.5.2. Identification des Bcl-2 et Hsp90   

50µg des protéiques (30µl de la fraction) de chaque échantillon sont déposées sur des 

membranes de nitrocellulose imbibées de tampon Tris-Glycine-SDS, le gel SDS-

polyacrilamide à 8% sert pour assurer une charge égale de protéines, la migration est 

effectuée par un  transfert à 100V pendant 1 heure. Les membranes étaient colorées avec 0,2% 

de rouge ponceau, puis décolorées avec H2O. Après le blocage avec 5% de lait écrémé à 

température ambiante (22°C), un lavage se fait au TBST (50Mm Tris /150Mm  NaCl / 0.05% 

tween20), 2 fois pendant 5 mn, on coupe les membranes en 02 segments :  

Les bandes de 10 à 55 KDa pour détecter les Bcl-2 et l’Actine (26 KDa et 42 KDa 

respectivement), les bandes de 55 à 100 KDa pour détecter les Hsp90 (90KDa) puis on 

applique l’anticorps primaire (Ac de souris pour les bcl-2 et Ac de lapin pour les Hsp90). 

Après incubation avec l’anticorps primaire sous agitation pendant toute la nuit à 4°C et lavage 

au TBST 3 fois pendant 5 mn température ambiante, on applique les anticorps secondaires 

pour les Bcl-2: anticorps anti souris, pour les Hsp90: anticorps anti-lapin. Les membranes ont 

été incubées avec les anticorps secondaires sous agitation à température ambiante pendant 

1heure. Après  3 lavages de 5min au TBST sous agitation,  la détection est réalisée par 

chimiluminescence (Kit ECL BioRAD) après 1 min d'incubation. Les membranes sont ensuite 

lavées au TBST et conservées humides à 4°C (Xia et al., 2006).  

I.2.6. Evaluation des paramètres cytosoliques du stress oxydatif 

I.2.6.1. Préparation de la fraction cytosolique  

Pour la préparation de la fraction cytosolique, nous avons utilisé la méthode décrite par 

(Iqbal et al., 2003). Pour cela 0,5 g de poumon sont coupés et homogénéisés avec 3 volumes 

de tampon phosphate (0,1 M; pH 7,4) contenant du KCl à 1,17% à l’aide d’un broyeur de 

Dounce. 
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L’homogénat est d’abord centrifugé à 2000 tours/min pendant 15 minutes à 4°C pour 

séparer les débris nucléaires ensuite à 9600 tours/min, pendant 30 minutes. Le surnageant 

ainsi obtenu est utilisé comme source pour le dosage des paramètres cytosoliques.   

I.2.6.2. Dosage du glutathion cellulaire   (GSH)   

La méthode que nous avons employé (Akerboom et Sies, 1981) est basée sur 

l'évaluation du contenu en groupement –SH par spectrophotométrie.  Lors de l’oxydation des 

protéines, les groupements SH sont oxydés et forment des ponts disulfures S-S (Figure 17).  

Le principe du dosage des groupements -SH est basé sur leur réaction avec le réactif 

d'Ellman, le 5-5’-DiThiobis (2-acide NitroBenzoïque) (DTNB) pour former des quantités 

stoechiométriques de TNB (thionitrobenzoate),  un composé jaunâtre ayant une densité 

optique maximale à λ = 412 nm. 

 

Figure 17. Schéma de la réaction entre le DTNB et les groupements –SH (Akerboom et Sies, 

1981). 

50 μl de la fraction cytosolique sont additionnés à 10 ml de tampon phosphate 0.1 M, 

pH=8. Après agitation, on a prélevé 3 ml de ce mélange auquel on a ajouté 20 μl de la 

solution de DTNB 0.01M. Après incubation pendant 15 minutes à température ambiante 

l'absorbance est lue à 412 nm. 

Le taux de GSH est déduit à partir d'une courbe d'étalonnage préparée dans les mêmes 

conditions (voir annexe), et dans laquelle l'absorbance est une fonction linéaire de la 

concentration en GSH (μmol/ml). Les résultats seront  exprimés en μmol/mg de tissu. 
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I.2.6.3. Dosage du malondialdéhyde (MDA) 

La réaction de dosage du malondialdéhyde repose sur la formation en milieu acide et à 

chaud entre le malondialdéhyde et deux molécules d'acide thiobarbiturique (TBA), d'un 

pigment absorbant à 532 nm, extractible par les solvants organiques. 

Le résultat du dosage du malondialdéhyde par l'acide thiobarbiturique est donc la 

somme du malondialdéhyde préexistant lié ou non aux molécules biologiques, des peroxydes 

lipidiques, des produits d'auto-oxydation des acides gras et autres substances qui donnent 

naissance soit à du malondialdéhyde, soit à des molécules réagissant avec l'acide 

thiobarbiturique en milieu acide et à chaud. C'est pourquoi à la notion initiale de dosage du 

malondialdéhyde s'est substituée la notion de substances réagissant avec l'acide 

thiobarbiturique (thiobarbituric acid reactive substances ou TBARS). L'extraction du dérivé 

MDA-(TBA)2 est réalisée par le n-butanol à pH acide, cette opération permet d'éliminer en 

partie les interférents dans la réaction des TBARS. 

On a procédé selon la méthode décrite par Okhawa et al., (1979). En résumé, 0.5 ml de 

la fraction cytosolique est  additionné à 0.5 ml de TCA 20% et 0.5 ml de TBA 0.67%. Ce 

mélange est ensuite incubé pendant 15 min au bain-marie à 100°C, puis refroidit. Lorsque le 

mélange est froid, il est additionné de 4 ml de n-butanol puis centrifugé à 3000 g pendant 15 

min. Le surnageant est ensuite récupéré et son absorbance est mesurée à 530 nm. 

Le taux de MDA est déduit à partir d'une droite d'étalonnage préparée dans les mêmes 

conditions que les échantillons avec le 1,1,3,3-tetramethoxypropane « TEP ». La 

concentration en MDA est exprimée en nmol/mg/ml (voir annexe).  

I.2.6.4.  Mesure de l'activité enzymatique de la Glutathion S-Transférase         

            (GST) cytosolique 

L’activité de la GST a été évaluée selon la méthode de Habig et al. (1974) qui consiste à 

fournir à l’enzyme un substrat, en général du chlorodinitrobenzéne (CDNB), qui réagit 

facilement avec de nombreuses formes de GST et de glutathion, un mélange de 850 μl de 

tampon phosphate à 0,1 M de pH 6,5 et de 50 μl de CDNB à 20mM à été préparé et à été 

incubé à 37°C pendant 10 min. La réaction est déclenchée par l’addition à ce mélange de 50 

μl d’une solution de GSH à 20 mM et 50 μl de fraction cytosolique. Un contrôle est préparé 
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dans les mêmes conditions avec du tampon phosphate. L’absorbance  est mesurée par  

spectrophotométrie à 340 nm toutes les minutes  pendant 5 min. Les résultats sont calculés 

selon la formule suivante : 

Enzyme (UI /ml)= 
(ΔA340/ min test− ΔA340/min blanc) / Vt X Fd

9.6 X Ve
 

Vt : volume total (ml) de l’essai. 

Fd : facteur de dilution. 

9.6 : coefficient d’extinction molaire (mM de glutathion- Chlorodinitrobenzéne 

conjugué à 340nm). 

Ve : volume (ml) de l’enzyme utilisée.  

Les résultats sont exprimés en UI/g de protéines.   

I.2.6.5. Mesure de l'activité enzymatique de la catalase (CAT) 

L'activité enzymatique de la catalase est déterminée par la méthode de Clairbone 

(1985). Le principe de cette méthode est basé sur la disparition du H2O2 en présence de la 

source enzymatique à 25°C. 1 ml de tampon phosphate 0.1 M, pH 7.2 a été additionné de 0.95 

ml de peroxyde d'hydrogène 0.019 M et 25 μl fraction cytosolique. Puis l'absorbance a été 

mesurée par spectrophotométrie à 240 nm pendant 2 minutes. 

La cinétique de la catalase n'obéissant pas au model Michaelien, on a pas utilisé la loi de 

Beer-Lambert. La constante de vitesse de la catalase est définie par la relation: 

K= 2.3/ Δt x log10 ( DO0 / DOt)       

DO0 : absorbance à 0 min 

DOt : absorbance au moment  "t" 

Δt : interval de temps 

K: UI  

L'activité enzymatique est exprimée  en unités UI/g de protéines. 
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I.2.7. Analyse statistique 

Les résultats graphiques sont présentés sous forme de moyenne ± d’écart-type. 

L’évaluation statistique est effectuée en comparant les moyennes de groupe témoin et  traité, 

en utilisant le test T de Student avec: 

 P >  0.05 : la différence n’est pas significative (ns). 

 P <  0.05 : la différence est significative (*). 

 P <  0.01 : la différence est très significative (**). 

 P <  0.001 : la différence est hautement significative (***). 
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II. Résultats et discussion 

Le cancer du poumon est la principale cause de décès dans de nombreux pays. En raison 

de sa fonction dans la respiration, le tissu pulmonaire est exposé à des polluants 

atmosphériques tels que le B(a)P, un composé type de la famille des HAP ; du faite de sa 

lipisolubilité, les plus petites particules sont directement déposées dans le parenchyme 

pulmonaire profond où une métabolisation a lieu (Tompa et Langenbach, 1979). Il est 

démontré que le métabolisme du B(a)P peut provoquer des cytotoxicités, des effets 

génotoxiques, mutagènes et cancérigènes dans le tissu pulmonaire (Moserova et al., 2009). 

Cette étude a pour but d’évaluer les conséquences pulmonaires d’une exposition au 

B(a)P par voie intrapéritonéale sur le fonctionnement mitochondrial, la balance entre la 

production et l’élimination des ROS à partir de la mesure des capacités  

antioxydantes enzymatiques et non enzymatiques; ainsi de comprendre si les protéines de 

choc thermique Hsp90 et les protéines antiapoptotiques (Bcl-2) sont des cibles biochimiques 

pour le B(a)P lors d’un cancer pulmonaire. 

Les résultats obtenus montrent une cancérisation du poumon après exposition au 

benzo(a)pyrene. 

II.1. Aspect  macroscopique du poumon 

L’aspect macroscopique des poumons des rats témoins présentent une couleur rose avec 

une structure intacte (Figure 18 (A)). Alors que les poumons des rats traités par le B(a)P, 

montrent la présence de nodules de couleur plus claire (Figure 18 (B)), deux cas de tumeur 

généralisée caractérisée par la fusion des lobules pulmonaires ont été observés. 

 

Figure 18. Aspect macroscopique des poumons des rats témoins et traités par le B(a)P à la 

dose de (100mg/kg/IP). Les flèches indiquent les nodules. (A) : poumon de rat témoin, (B) : poumon de 

rat traité par le B(a)P. 

A B 
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II.2. Aspect  microscopique 

Des preuves expérimentales ont montré que pendant la carcinogenèse pulmonaire induite par 

le B(a)P, différentes altérations cellulaires et histopathologiques peuvent être identifiées 

comme l’hyperplasie, la dysplasie, le carcinome in situ et le carcinome invasif (Rajat et al., 

2007). L'examen microscopique des coupes histologiques réalisées sur des poumons des lots 

témoins ne montre aucune anomalie, on observe des espaces alvéolaires de dimensions 

régulières (Figure 19 (A)); alors que ceux du lot traité sont caractérisées par un rétrécissement 

causé par l'envahissement de  l'espace alvéolaire par les cellules cancéreuses (Figure 19 (B)), 

ceci est associé à un épaississement du septum  interalvéolaire.  Des zones hyperprolifératives 

de haute densité cellulaire sont également observables chez les rats traités par le 

benzo(a)pyrène. 

 

Figure 19. Examen histologique du lot témoin (A) et du lot traité par le B(a)p à la dose de 

(100mg/kg/IP) (B) observés en microscope optique (×40). Les flèches montrent les espaces 

alvéolaires. Le cercle rouge indique la zone d’hyperprolifération. 

 

Le grandissement (×100) et (×400) (Figure 20) montrent des infiltrations des 

neutrophiles et lymphocytes suite à une inflammation locale dans la muqueuse bronchique 

 

 

A B 
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Figure 20. Examen histologique du lot témoin (C), du lot traité par le B(a)p à la dose de 

(100mg/kg/IP)  (D) observés en microscope optique (×100), Les flèches rouges indiquent l'épaisseur 

de la paroi alvéolaire après l'inflammation, ainsi du lot témoin (E) et du lot traité (F) observés à 

(×400). Les cercles rouges et les flèches montrent des infiltrations des neutrophiles et des 

lymphocytes. 

 

II.3. Le stress oxydant mitochondrial dans le tissu pulmonaire 

Pendant longtemps, les mitochondries sont connues en tant qu’organites responsables de 

la production d'ATP par phosphorylation oxydative   des sites primaires de β-oxydation des 

acides gras, métabolisme des acides aminés et des lipides et même un organite ayant un rôle 

C D 

E F 
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pivot dans l’initiation de l’apoptose. L'accumulation de preuves cellulaires a commencé de 

décrire les mitochondries comme l'un des régulateurs centraux de nombreux processus. 

L'élucidation continue du rôle de la régulation de la mitochondrie d’une gamme de conditions 

pathologiques, y compris le  cancer car elle est considérée comme la première source 

productrice de ROS (Desler et Rasmussen, 2014). C’est pourquoi l’étude des paramètres 

mitochondriaux, nous donne une idée générale sur l’état des cellules vis-à-vis des dégats 

oxydatifs provoqués par les polluants tels le B(a)P, ainsi pour connaitre également si la 

mitochondrie est une cible ou non du B(a)P. 

II.3.1. Mesure de la production mitochondriale de l’anion superoxide 

La mesure de la production de l’anion superoxyde par les complexes de la chaine 

respiratoire mitochondriale constitue le paramètre le plus important dans l’étude du stress 

oxydant, car le superoxyde est le principal précurseur des autres espèces réactives de 

l’oxygène responsables de l’induction du stress oxydant.  

Les résultats obtenus de l’effet du B(a)P sur la production mitochondriale de l’anion 

superoxyde sont représentés dans la figure 21, et montrent que les rats du lot traité par le  

 

 

Figure 21. Pourcentage de la production mitochondriale de l’anion superoxyde dans les 

poumons des rats du groupe traité. Chaque valeur est exprimée en moyenne ± écart-type, test de 

Student. Comparaison du lot traité par le B(a)P : 100 mg/kg par voie IP, par rapport au lot témoin. 

Р< 0.01 : très significatif (**). 
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B(a)P expriment une augmentation significative du pourcentage de la production de l’anion 

superoxyde atteint 151.51٪ par rapport au lot témoin. 

Plusieurs xénobiotiques intéragissent avec la chaîne  mitochondriale de transport 

d'électrons, ce qui augmente le taux de production d'O2 •- à travers deux mécanismes 

différents. Certains d'entre ces composés stimulent le stress oxydatif, car ils bloquent le 

transport d'électrons, ce qui augmente le niveau de réduction des transporteurs situés en amont 

du site d'inhibition. D’autres xénobiotiques peuvent accepter un électron de la chaine 

respiratoire et de le transférer à l'oxygène moléculaire (cycle redox), en stimulant la formation 

de l’anion superoxyde sans inhiber la chaine respiratoire (Turrens, 2003). 

Nos résultats sont en accord avec ceux de Holme et al. (2007), qu'ils suggèrent que le 

B(a)P provoque une augmentation de la production de l’anion superoxyde via l’activation du 

p53, qui ne peut pas être le cas ici tant qu'on est dans un état de cancer pulmonaire qui se 

caractérise par la mutation ou l’inhibition de cette protéine (Brahmi et al., 2011). 

Magesh et al. (2008) ont trouvé également une augmentation de la production 

mitochondriale de ROS (H2O2 et O2-) dans le poumon suite à une administration du B(a)P, 

d’ailleurs, d'un coté une production classique de ROS par le métabolisme du B(a)P par la voie 

des o-quinone,  de l'autre coté la production mitochondriale  durant la respiration s’associent 

pour développer un taux élevé de ROS. La LPO peut affecter l’activité de certains enzymes et 

des complexes mitochondriaux ce qui augmente la production de l'anion superoxde qu'elle est 

assurée essentiellement par le complexe I et III de la chaine respiratoire (Magesh et al., 2008). 

Georgellis et al. (1988) ont trouvés des résultats différents, ils trouvent que le B(a)P 

inhibe la génération de l’anion superoxyde dans les testicules. Une inhibition des ATPase 

dans le tissu pulmonaire durant un cancer a été décelé, ainsi la peroxydation des lipides de la 

membrane mitochondriale provoque la perte de son intégrité et de ses fonctions enzymatiques, 

telque Na+/K+ ATPase, Mg+2ATPase et Ca+2 ATPase qui sont responsables du transport de 

Na+, K+, Mg+2 et Ca+2 ( Georgellis et al.,1988) . 

La chaîne respiratoire mitochondriale constitue donc la principale source endogène de 

ROS dans la plupart des tissus. Un bas niveau physiologique de ces oxydant est maintenue par 

une variété de défenses antioxydantes. L'équilibre délicat entre les défenses antioxydantes et 

la production de ROS peut être perturbé soit par un déficit de la défense enzymatique, 
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l'inhibition du flux des électrons ou l'exposition à des xénobiotiques tel le B(a)P. Ce 

déséquilibre apparaît comme un  déclencheur de divers processus pathologiques, tel que la 

mort cellulaire ou le cancer (Turrens, 2003). 

II.3.2. Influence du B(a)P sur le gonflement mitochondrial  

Le gonflement mitochondrial est le résultat de l’ouverture d’un pore ou d’un canal au 

niveau de la membrane mitochondrial dont le diamètre à l’ouverture complète est de 3 nm 

« pore géant de la mitochondrie ». Cette ouverture conduit à une augmentation rapide de la 

perméabilité de la membrane mitochondriale interne vis-à-vis des molécules de poids 

moléculaire inférieur à 1500 daltons, l’eau et les électrolytes sont responsables du gonflement.  

 

Ce phénomène se traduit par une diminution progressive de l’absorbance de la 

suspension mitochondriale à 540 nm (figure 22).  

 

 

 

Figure 22. Gonflement des mitochondries pulmonaires chaque minute pendant 03 minutes des 

rats du groupe traité. Chaque valeur est exprimée en moyenne ± écart-type, test de Student. 

Comparaison du lot traité par le B(a)P : 100mg/kg par voie IP, par rapport au lot témoin. р < 0.05 : 

significatif (*). 
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L’incubation des mitochondries pulmonaires des rats dans le tampon respirant en 

présence de succinate comme substrat du complexe III suivie par l’addition de CaCl2 aboutit à 

une diminution accrue de la DO à 540 nm. Cette diminution de la densité optique traduit 

l’augmentation du volume de la matrice mitochondriale suite à l’ouverture du pore de 

transition de perméabilité membranaire par le calcium. Le meme résultat est obtenu en 

presence du B(a)P. 

Les résultats de l’effet du B(a)P sur le gonflement mitochondrial ou sur  l’induction ou 

l’inhibition de l’ouverture du pore géant (PTP) in vivo sont représentés dans la figure 22. 

On suggère un effet de gonflement mitochondrial chez les rats traités par le B(a)P 

supérieur à celui des rats témoins. Cette différence se traduit par un  changement de 

l’ouverture du PTP sous l'effet de B(a)P. Des recherches similaires ont trouvés différents 

résultats concernant l’effet du B(a)P sur le gonflement et puis l’apoptose par voie intrinsèque 

(Holme et al., 2007; Anandakumar et al., 2013). Nos résultats révèle qu’il y a un gonflement 

mitochondrial significatif, ces résultat sont en accord avec ceux de Holme et al., (2007), ils 

suggèrent que le B(a)P provoque l’apoptose durant son métabolisme qui produit des ROS, 

causant une activation de l’echangeur 1 Na+/H+ (NHE1), cela résulte en une augmentation du 

pH intracellulaire (alcalinisation), combinée avec l’activation du p53 induisant ainsi 

l’apoptose par l’activation de la transcription des protéines pro-apoptotiques NOXA et PUMA 

favorisant l’activation de la caspase-3 qui se termine par l’apoptose (Holme et al., 2007; 

Robert, 2010; Anandakumar et al., 2013). 

Ko et al.(2004) ont ainsi demontré l’induction de l’apoptose par le B(a)P dans 

l’hépatocyte, par le biais de l’activation de la cascade des caspases, le dysfonctionnement 

mitochondrial et  l’activation du p53. Des études qui précèdent montrent l’activation de la 

caspase-3 par le B(a)P un effecteur principal de l’apoptose (Ko et al., 2004). 

II.4. Evaluation de l’effet du B(a)P sur les paramètres cytosoliques 

du stress oxydatif  dans le tissu pulmonaire 

Le B(a)P nécessite une activation métabolique pour produire ses effets cancérigènes. 

Parmi ces métabolites les B(a)P-quinones sont connues pour être associées à l’induction des 

dommages oxydatifs des différents tissus. Le B(a)P peut induire différentes tumeurs dans les 

tissus tels que le tissu  mammaire, cutané et œsophagien en fonction des voies 

d'administration (Kim et al., 2000), il provoque aussi le cancer pulmonaire via l'induction d'un 
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état de stress oxydatif (Anand et al., 2013). Pour ces raisons, les produits de la peroxydation 

lipidique et l'activité des enzymes anti-oxydantes ont été étudiés dans le cytosol de la cellule 

pulmonaire des rats au cours de la transformation métabolique du B(a)P. 

II.4.1. L’activité enzymatique de la catalase 

L’activité de la catalase est spécifiquement inféodée à la transformation du peroxyde 

d’hydrogène en oxygène et en eau. Elle est principalement située dans le peroxysome. Elle 

prévient donc des dommages oxydatifs au sein du peroxysome, et empêche sa propagation 

dans le reste de la cellule. L’activité de la catalase comme antioxydant est étroitement liée à la 

modulation de la cancérogénèse (Kim et Lee, 1997). 

Dans la présente étude sur la base du faite que le B(a)P génère des ROS dans son 

processus métabolique, nous avons l’intention d’évaluer l'effet du B(a)P sur l'activité 

enzymatique de la catalase. 

La figure 23 montre la variation de l’activité enzymatique de la catalase cytosolique 

entre le lot témoin et le lot traité par le B(a)P à (100 mg/Kg /IP). 

 

Figure 23.  L’activité de la catalase cytosolique dans les poumons des rats du groupe traité. 

Chaque valeur est exprimée en moyenne ± écart-type, test de Student. Comparaison du lot traité par le 

B(a)P : 100mg/kg par voie IP, par rapport au lot témoin. P > 0.05 : non significatif (ns). 
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Une augmentation non significative (p>0.05) de l’activité enzymatique est observée 

chez le lot traité par le B(a)P, l’activité de la catalase atteint 0.044±0.008 UI/g de protéines 

alors que chez le lot témoin elle est de 0.036± 0.014 UI/g de protéines. Ces résultats sont en 

accord avec Kim et Lee (1997) qu'ils n’ont trouvé aucune augmentation significative de la 

catalase dans le tissu pulmonaire, suite à une exposition au B(a)P tandis qu’ils trouvent une 

diminution de cette enzyme dans les autres organes (foie et rein), cela est expliqué par un 

épuisement de cette enzyme suite à une exposition répétée au B(a)P qui génère des ROS 

durant son métabolisme notamment les dérivés quinones, cet épuisement peut être expliqué 

aussi par la modification oxydative de la catalase étant une protéine dans un milieu riche en 

ROS, cela lui permettra de former des groupement carbonyle qui seront des excellents 

substrats pour le système protéolytique cellulaire (Kim et Lee, 1997). L’activité de la catalase 

peut être diminuer dans les cancers comme résultat de la consommation de cette enzyme qui 

catalyse la production excessive du peroxyde d’hydrogène par les cellules cancéreuses 

(Kamaraj et al., 2009).  De nombreuses études ont montré que la production excessive de 

ROS induite par le B(a)P rompre l’équilibre entre la production des ROS et les défenses anti-

oxydantes (Ma et al., 2011; Kim et Lee, 1997). Il est prouvé que l’activité enzymatique de la 

catalase est diminuée dans les cancers pulmonaires induits par le B(a)P chez différents 

animaux d’expériences (Paul et al., 2011). Les cellules néoplasiques peuvent piéger les 

antioxydants essentiels pour fournir les exigences de la croissance tumorale, cette déficience 

de l’activité de la CAT peut être expliqué aussi par l’aggravation de l’inflammation 

pulmonaire (Al-Jasabi et al., 2013). 

Il est largement admis que l'induction d'enzymes anti-oxydantes est une stratégie 

majeure pour la protection des cellules contre une grande variété de composés toxiques 

endogènes et exogènes telles que les espèces réactives de l'oxygène et des produits chimiques 

cancérigènes (Paul et al., 2011). La surexpression de la CAT provoque une augmentation 

significative des AhR et de ses ARNm (Wang et al., 2009), la génération endogène de H2O2 et 

O2
•- inhibe la liaison de la protéine sp1 avec le promoteur de l’AhR d’où une diminution de 

l’expression de l’AhR (Tang et al., 2010) ce dernier induit la transcription des enzymes 

impliquées dans le métabolisme du B(a)P. La surexpression de la CAT  peut induire aussi 

l’expression des autres enzymes de la phase II du métabolisme, ce qui fait réduire le taux des 

dihydrodiols qui sont des substrats pour les UGT (UDP-glucuronosyltransferaseet) SULT 

(Sulfotransférase). Alors la CAT peut réduire aussi l’expression des autres enzymes de la 
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phase II du métabolisme, ce qui fait réduire le taux des dihydrodiols qui sont des substrats 

pour les UGT et SULT. Alors la CAT peut réduire l’induction du stress oxydatif par le B(a)P 

via deux mécanismes : 

 La catalase piège le H2O2 induit par le B(a)P, et réduit par la suite son médiation dans la 

peroxydation lipidique. 

 La surexpression de la CAT inhibe la génération des métabolites réactifs et par conséquent 

réduit l’induction des ROS et la peroxydation lipidique par le B(a)P (Wang et al., 2009). 

Une augmentation de la SOD, un paramètre qui n’est pas été étudié ici, entraine une 

augmentation de la production de H2O2, cela cause également une diminution de la catalase. 

II.4.2. L’activité enzymatique de la GST 

Notre étude nous a permis de mesurer l’activité de cette enzyme dans la cellule pulmonaire 

après un stress induit par le B(a)P. La figure 24 montre la variation de l’activité enzymatique 

de la GST cytosolique suite à une administration du B(a)P (100mg/Kg/IP). 

 

Figure 24. L’activité enzymatique de la glutathion s-transférase cytosolique dans les poumons 

des rats du groupe traité. Chaque valeur est exprimée en moyenne ± écart-type, test de Student. 

Comparaison du lot traité par le B(a)P : 100mg/kg par voie IP, par rapport au lot témoin. р< 0.01 : 

très significatif (**). 
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Les GST représentent une famille d'enzymes multifonctionnelles essentiellement 

cytosoliques, impliquées dans des opérations diverses de transports et de biosynthèses 

intracellulaires (George et Buchanan, 1990). Mais la fonction la plus étudiée des GST en ce 

qui concerne la prévention de la pollution environnementale demeure leur activité de catalyser 

des réactions de conjugaison entre un peptide, le GSH, et des molécules réactives comportant 

des sites électrophiles, capables de réagir dangereusement avec des macromolécules comme 

les acides nucléiques (ARN, ADN). La catalyse de cette conjugaison du glutathion avec 

certains substrats représente une étape dans la formation de composés qui seront moins 

toxiques et plus hydrosolubles que les molécules de départ ce qui favorise leur élimination de 

l'organisme (Ma et al., 2011). La GST est impliquée également dans la réduction des 

dommages des ROS dans différentes cellules. 

Notre résultat montre une augmentation très significative (p<0.01) de l’activité 

enzymatique est observée chez le lot traité par le B(a)P, l’activité de la GST atteint 

0.513±0.089 UI/g de protéines alors que celle du lot témoin est de 0.237± 0.057 UI/g de 

protéines. 

Bien que le B(a)P en lui-même est relativement non toxique, il est bioactivé in vivo par 

le cytochrome P450 et les peroxydases générant des radicaux libres et des intermédiaires 

réactifs électrophiles hautement toxiques comme le BPDE qui peut endommager de manière 

irréversible l’ADN par la formation des liaisons covalentes qui sont très difficiles à réparer 

par les enzymes de la réparation de l'ADN (Güven et al., 2006). Ces adduits sont responsables 

de l'étape d'initiation de la cancérogenèse chimique, conduisant au développement de la 

tumeur (Gil et Adonis, 2003). Ce BPDE  a une spécificité élevée pour la GST, récemment il a 

été démontré que la réaction de conjugaison de GSH catalysé par la GST est un bon moyen 

pour la détoxification de l’anti-BPDE (Güven et al., 2006; Venugopal et al., 2007; Wang et 

al., 2009). 

Les résultats de notre étude sont en accord avec des études précédentes qui ont révélé 

que l’exposition au B(a)P peut induire l’activité de la GST (Zhang et al., 2012). L’expression 

de la GST qui est induite en réponse a une contamination par les hydrocarbures aromatiques 

polycycliques est un moyen de défense cellulaire contre la cytotoxicité du B(a)P,  notamment 

ses principaux métabolites: les dihydrodiols (Elovaara et al., 2007, Bouraoui et al., 2008). Il 

est bien connu que le métabolisme du cytochrome P450 joue un rôle important dans la 
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production d'intermédiaires réactifs du B(a)P qui induisent des dommages oxydatifs dans les 

cellules, ce qui conduit à l'induction des éléments de réaction d'oxydation ainsi que des 

augmentations de l’expression de la GST (Romero et al., 1997). Cette protection est plus 

effectrice contre la toxicité du composé de départ le B(a)P que le B(a)P_7,8_dihydrodiol. La 

raison de cette différence et la vitesse limite pour l’activation sont imposées en premier à 

l’étape d’époxidation du CYP1A1 et d’autre part de la haute réactivité et l’instabilité du 

métabolite ultime le BPDE formé à partir du B(a)P 7,8-dihydrodiol (Kabler et al., 2009). 

Bouraoui et al. (2008) ont également noté une augmentation significative de l’activité de la 

GST après 36h d’exposition au B(a)P, des études récentes ont démontré que le GSH et la GST 

réduisent les liaisons covalentes des époxydes des cancérigènes connus comme le B(a)P 

(Bouraoui et al., 2008). La conjugaison des métabolites réactifs de B(a)P en particulier le B 

(a)P-7,8-diol avec le GSH par la GST peut inactiver ce composé et prévenir la formation des 

adduits avec l’ADN et la mutagénicité. Donc l’augmentation de l’expression de la GST est 

généralement observée quand la cellule est stressée (Carvalho et al., 2011). Une telle 

augmentation de la GST est trouvée dans le tissu pulmonaire des fumeurs (Elovaara et al., 

2007). 

L’induction des enzymes de détoxification de phase II du métabolisme comme la GST 

conduit à une réduction de la mutagénicité du B(a)P-7,8-dihydrodiol de 3 fois dans la cellule 

exprimant la GST et le CYP1A1 est attribué à la prévention de la formation des adduits 

BPDE-dG par l’expression des GST. Il a été trouvé que la GST peut détoxifier seulement une 

fraction (jusqu’à 60%) des métabolites mutagènes générés à partir de l’activation métabolique 

du B(a)P par l’activité du CYP1A1. Il a été démontré que le taux des adduits du BPDE-dGu 

formé via l’activité enzymatique des CYP est doublée dans les cellules traitées par la solution 

de la fumée du tabac, comparé avec les cellules non traitées. Les ROS dans la fumée du tabac 

peuvent activer la seconde étape de la voie d’activation métabolique du B(a)P conduisant à 

l’augmentation de formation des adduits BPDE-dG dans le poumon, ils ont démontré aussi 

qu’on diminuant le taux des radicaux libres se traduit par une diminution du taux de BPDE-

dG dans la cellule pulmonaire (Alexandrof et al., 2010). 

Il est plus évident que l’ensemble des gènes induits par l’AhR incluse un nombre des 

enzymes du métabolisme de la phase II comme le GST, UGT et NADPH : quinone réductase 

1. L’activation de l’AhR par les toxiques comme le B(a)P induit l’expression de ces gènes 

(Wang et al., 2009). 
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La surexpression de la CAT et la SOD induit non seulement les enzymes de 

métabolisme de la phase I comme le CYP1A1 et 1B1, mais aussi de la phase II comme la 

GST comme réponse à l’exposition au B(a)P. La surexpression de la CAT et la SOD joue une 

réduction significative dans les intermédiaires du B(a)P, en parallèle avec la diminution 

significative dans l’expression du CYP. D’autre part on a noté que l’exposition au B(a)P 

augmente significativement l’activité totale des GST et de ces ARNm dans les cellules 

présentant une haute expression des SOD et CAT, cela indique que l’augmentation du taux 

des enzymes de la phase II comme les GSTs peut être un mécanisme par lequel la SOD et la 

CAT réduisent la réactivité des intermédiaires du B(a)P. Il a été observé que la baisse de 

l’AhR diminue l’induction de l’expression du GST par le B(a)P et l’activité totale de la GST 

ce qui fait élever l’accumulation des intermédiaires réactives du B(a)P dans la cellule à haute 

expression de SOD et CAT. Cette haute expression fait augmenter l’expression des enzymes 

de la phase II en accélérant la détoxification du B(a)P via un mécanisme qui introduit l’AhR 

(Wang et al., 2009). 

L'équilibre entre l'activation métabolique et la détoxification des substances 

cancérogènes varie entre les individus et affecte la susceptibilité au cancer. Les personnes 

ayant une activation plus élevé et la capacité de désintoxication moins élevé, sont les plus 

exposés pour les cancers liés au tabagisme (Taioli, 2008). Le niveau de protection contre la 

cytotoxicité du B(a)P était proportionnel aux niveaux de l'activité de la GST. Cela peut avoir 

des implications importantes pour le métabolisme du B(a)P au niveau physiologique, car le 

foie a une activité disponible du CYP beaucoup plus élevée comme première étape 

d'époxydation que le poumon, un tissu cible primaire (Kabler  et al., 2009). Le taux des GST 

dans les poumons est toujours plus bas que celui dans le foie (Elovaara et al., 2007). Ainsi, le 

B(a)P-7 ,8-dihydrodiol, un métabolite stable, peut être formée dans le foie et remis en 

circulation vers le poumon, où la deuxième époxydation au métabolite diol-époxyde 

hautement toxique et mutagène se produirait plus facilement, depuis poumon exprime 

constitutivement CYP1B1 qui catalyse facilement cette deuxième étape (Kabler  et al., 2009). 

D’autre part, on trouve des résultats contradictoire ;  différent auteurs ont décrit l’effet 

du tabac sur la GST dans différent tissus humains, Manchester et Jacoby (1982) ont observé 

que la fumée de tabac réduit l’activité de la GST dans le placenta humain, des résultats 

similaires sont trouvés au niveau des lymphocytes. L’effet inhibiteur du tabac sur la GST est 

difficile à expliquer (Petruzzelli et al., 1988). L’activité de la GST hépatique diminue par 79% 
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après 24 heures du traitement par le B(a)P par rapport au témoin, cela peut être attribué au 

taux élevé des ROS (Ma et al., 2011), ainsi Rajat et al. (2007) ont trouvé une diminution 

significative de l’activité de la GST cytosolique du poumon après traitement par le B(a)P. 

D’autre recherches ont montré que l’étude cinétique de la réponse des GST paraît peu 

significative vis-à-vis d’une contamination par le B(a)P, et ceci, par comparaison aux niveaux 

d’induction chez les témoins relatifs. En effet, les seules différences significatives entre les 

polychetes traités par le B(a)P et leurs témoins relatifs ont été enregistrées après 36 et 48 h 

d’exposition, alors le seul effet significatif enregistré a été signalé après 36 h. Ces résultats 

confirment ceux soutenus par d’autres auteurs concernant la réponse de cette classe 

d’enzymes. En effet, une inhibition de cette dernière a été observée chez la moule Mytilus 

galloprovincialis contaminée par le B(a)P. De même, d’autres études ont montré une absence 

de changement chez le poisson Myoxocephalus scorpius provenant de sites contaminés par 

rapport a leurs témoins relatifs. Des études menées aussi en terrain ont montré une inhibition 

de la réponse des glutathion-S-transférases chez des bivalves Scrobicula plana collectés dans 

un site contaminé par comparaison à des organismes provenant de sites de référence 

(Bouraoui et al., 2008).  

Notant que les promoteurs de la GST contiennent les éléments de réponse, tels que un 

élément de réponse aux antioxydants et un élément de réponse aux xénobiotiques (Luo et al., 

2011), les différences individuelles dans le métabolisme cancérogène peuvent affecter le 

risque de cancer en modifiant le flux des métabolites qui se lient à l'ADN, et par conséquent la 

fréquence de mutation. De nombreuses enzymes, tels que le cytochrome P450 et la glutathion-

S-transférases, sont impliqués dans l'activation métabolique des carcinogènes à des adduits à 

l'ADN et à leur détoxification en autres produits. De nombreuses études ont examiné la 

relation entre les variantes des gènes codant pour ces enzymes, telles que le CYP1A1, la GST 

et le cancer. Le résultat de ces études a montré généralement une modeste association et ont 

été inconsistant (Hecht, 2003). 

II.4.3. Taux  de GSH 

Le glutathion est un tripeptide (Glu-Cys-Gly) contenant un thiol, il sert comme un 

cofacteur pour les glutathion peroxydases. Le glutathion et d'autres thiols de bas poids 

moléculaire ont l'avantage dans les réactions d'oxydoréduction d'être facilement oxydés et 
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régénérés. Grâce à ces caractéristiques, le glutathion peut jouer un rôle essentiel dans de 

nombreuses réactions biochimiques et pharmacologiques (Mates, 2000).  

 

Certains des rôles importants de glutathion sont: la réduction ou l'inactivation des ROS 

par la formation de glutathion disulfure (GSSG) et la conjugaison du glutathion réduit (GSH) 

pour l'élimination des xénobiotiques (Hayes et McLellen, 1999). Les résultats obtenus de 

notre étude sont représentés dans la figure 25. 

 

Figure 25. Taux du glutathion cytosolique dans les poumons des rats du groupe. Chaque valeur 

est exprimée en moyenne ± écart-type, test de Student. Comparaison du lot traité par le B(a)P : 

100mg/kg par voie IP, par rapport au lot témoin. р< 0.01 : très significatif (**). 

Une augmentation très significative (p<0.01) du taux de GSH est observée chez le lot 

traité par le B(a)P, le taux de GSH atteint 3.337±0.876 mM/g de poumon alors que chez le lot 

témoin elle est de 2.155± 0.482 mM/g. 

Des résultats différents sont trouvés chez Romero et al., (1997), ils suggèrent que les 

métabolites réactifs du B(a)P provoquent une augmentation du taux de Ca+2 intracellulaire, 

qui est accompagné avec une diminution des taux de GSH, il est mentionné précédemment 

que l’altération de l’homéostasie du calcium génère un stress oxydatif mitochondrial qui 

provoque la formation des ROS, ces dernier font épuiser le GSH cellulaire (Romero et al., 
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1997). Une étude réalisée sur les reins traités par le diesel per os, montre une augmentation 

significative du GSH, qui est induit par le taux élevés des ROS générés par les constituants du 

diesel notamment les HAP (Uboh et al., 2013), ces résultats sont en accord avec ceux de notre 

étude.  

Les BPDE-GSH une fois sécrétés par les cellules sont métabolisés à leur adduits 

cystéinyl glycine correspondants par le γ-glutamyl-transpeptidase, qui est localisée sur la 

surface externe de la membrane plasmique. On a noté que la GST est inductible par les ROS 

générés par le B(a)P, cette induction résulte une augmentation de la conversion du (+)-BPDE 

au BPDE-GSH, qui fait diminuer la disponibilité du  (+)-BPDE pour se lier à l’ADN et 

former les adduits (figure 26), les cellules exprimant un taux élevé des ROS et qui ont une 

induction de  l’AhR,  ont une augmentation des taux d’adduits BPDE-GSH de 10 fois par 

rapport à la cellule non induite (Gelhaus et al., 2011). 

 

Figure 26. P450 1A1 et 1B1, activent la réaction de transformation du B (a) P à l’intermédiaire 

(+)-         BPDE dans les poumons (Gelhaus et al., 2011). 

Le GSH agit comme l’antioxydant le plus important dans les systèmes vivants, car il est 

un décapant de H2O2, des peroxydes lipidiques et leur produit comme 4-hydroxynonental, 

Kumar et al. (2006) ont trouvé  une diminution du taux de glutathion chez des rats traité par le 

B(a)P per os, ce qui est peut être dû à l'utilisation importante de glutathion par les enzymes de 

synthèse d’une part, et d’une réduction de l'activité des enzymes de synthèse de glutathion tels 
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que la glucose-6-phosphate déshydrogénase, et la glutathion peroxydase, et la neutralisation 

des radicaux hydroxyle et oxygène singlet d’autre part (Kumar et al., 2006). 

L’exposition des hépatocytes de rat et des fibroblastes humains à des concentrations 

aussi élevées que 30 mM BaP-3 ,6-quinone, un agent à cycle redox connu, pendant 30 min a 

également échoué d'épuiser le GSH intracellulaire dans ces cellules. On peut conclure que les 

différences de résultats observées dans les niveaux de glutathion sont le résultat d’une 

stimulation de production du GSH et son propagation dans la cellule d’une part, et de la 

formation des BPDE-GSH d’autre part (Hernadfalvi et al., 2007), une baisse du niveau de 

GSH trouvé dans des animaux traités par le B(a)P peut être en raison de l'utilisation de plus de 

cet antioxydant par les cellules tumorales (Kumar et al., 2006). 

Bien que les mitochondries produisent des ROS en continu au cours de la 

phosphorylation oxydative, qui fuit à partir de superoxyde de la chaîne de transport des 

électrons est balayé par la superoxyde dismutase mitochondriale (SOD)  et cytoplasmique et 

les GSH peroxydases en diminuant le taux de GSH. (Hashizume et al., 2012). La fumé de 

cigarette qui contient de nombreux composés électrophiles et ROS, épuise également les 

niveaux de GSH cytosolique dans les cellules épithéliales des alvéoles in vitro et in vivo dans 

les poumons (Rahman et Macnee, 1999). 

Le système redox GSH est crucial dans le maintien intracellulaire homéostasie GSH 

(figure 27), ce qui est essentiel aux processus physiologiques cellulaires normaux et 

représente l'un des systèmes les plus importants de défense antioxydants dans le poumon 

(Rahman et Macnee, 1999). Pris ensemble, les augmentations marquées dans la concentration 

de GSH dépendent  de l'activité de l'enzyme impliquée dans le taux du glutathion et de son 

synthèse (GSH-PX, GSSG-RD, γ-GCS, et GS), cycle redox (GSH-PX et GSSG-RD), et la 

défense antioxydante (Haddad et al., 2000). 

 

Figure 27. Le cycle redox du GSH (Rahman et Macnee, 1999). 
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Des études antérieures ont montré que les souris ont un certain niveau de stress oxydatif 

basal qui est indiqué par une augmentation de l'oxydation de l'ADN et l'augmentation des 

activités des enzymes antioxydantes, tels que le glutathion peroxydases et le glutathion 

disulfure réductase. Cette augmentation de la demande sur l'offre de GSH peut limiter la 

disponibilité du GSH pour maintenir l'état d'équilibre et l’adaptation des niveaux de 

glutathion (Kariya et al., 2007).  

Une augmentation et une diminution des niveaux de GSH ont été décrites après 

l’exposition des rats à une variété de facteurs de stress. Par exemple, les niveaux de GSH 

étaient diminués de façon significative dans plusieurs organes et fluides corporels après un 

diabète, une toxicité induite par l'aluminium ou l'alloxane, cela est expliqué par l'épuisement 

des GSH tout en luttant contre la production de radicaux libres que cela cause. 

Alternativement, l'augmentation des niveaux de glutathion dans la présente étude pourrait 

s'expliquer par l’amélioration de  l'apoptose due au stress après administration du B(a)P, qui 

augmenterait la disponibilité des substrats d'acides aminés pour la synthèse du glutathion 

(Fatani et al., 2006), en effet, le taux de synthèse du GSH est contrôlé par la quantité de γ-

GCS-présente, de la disponibilité de la L-cystéine, et la rétro-inhibition exercée par GSH sur 

γ-GCS (Rahman et Macnee, 1999) ; ainsi les cellules néoplasiques peuvent séquestrer les 

antioxydants essentiels de la circulation, pour alimenter la demande de la tumeur qui se 

développe,  les variations du taux de prolifération des cellules cancéreuses sont accompagnés 

par des changements dans leur niveaux intracellulaire en glutathion et par conséquent ceux-ci 

pourraient être reflétés dans leurs mécanismes antioxydantes (Kamaraj et al., 2009). 

II.4.4. Variations des taux du  MDA cytosolique  

C'est l’un des produits finaux de la dégradation des acides gras. C'est un agent alkylant 

puissant capable de réagir avec les macromolécules biologiques. Le taux du MDA est 

proportionnel à l'extension de la peroxydation lipidique (Aust et al., 1985). En effet, la 

peroxydation lipidique résulte en la dénaturation des acides gras polyinsaturés composant les 

membranes. 

Ainsi, lors d’un stress causé par l’introduction d’un polluant comme le B(a)P, lorsque 

les systèmes anti-oxydants deviennent inefficaces, les dommages cellulaires peuvent être 

estimés par le taux de MDA. De ce fait, cela constitue un bon biomarqueur pour la mesure du 

stress oxydant. La figure 28, montre les résultats de notre étude. 
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Figure 28. Taux de malondialdéhyde dans les poumons des rats du groupe traité. Chaque 

valeur est exprimée en moyenne ± écart-type, test de Student. Comparaison du lot traité par le B(a)P : 

100mg/kg par voie IP, par rapport au lot témoin. р< 0.001 : hautement significatif (***). 

Les résultats obtenus montrent une augmentation hautement significative des taux du 

MDA dans les poumons des rats traités par le B(a)P, les mêmes résultats sont trouvés dans la 

plupart des études similaire du B(a)P (Venugopal et al., 2007 ; Uboh et al., 2013). 

Le B(a)P est un puissant agent cancérigène interagissant avec des lipides membranaires 

et par conséquent, induit la formation de ROS. L’activation du stress oxydatif par le B(a)P de 

la LPO est notamment connue pour être impliqué dans la carcinogenèse. La peroxydation 

lipidique peut entraîner une cascade d'effet en dérivant des radicaux lipidiques, en causant des 

dommages de membrane supplémentaire. Des niveaux accrus de produits de peroxydation des 

lipides jouent un rôle dans les premières phases de la croissance tumorale. Il a été montré que 

les sous-produits de la LPO peuvent provoquer des altérations profondes dans l'organisation 

structurelle et fonctionnelle de la membrane cellulaire, y compris une diminution de la fluidité 

membranaire, augmentation de la perméabilité de la membrane, l'inactivation des enzymes 

liées à la membrane et la perte d'acides gras essentiels (Venugopal et al., 2007).  

Les radicaux libres réagissent avec les lipides provoquant la peroxydation et libérant des 

produits tels que les radicaux MDA, hydroperoxyde et hydroxyle. Le MDA a également été 
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rapporté pour provoquer une mutagenèse dans divers tissus par la formation d'adduits avec 

l'ADN (figure 29), le majeur adduit identifié est le MDA-dG. (Wang et al., 1996). Faber et al. 

(1995) ont montré que les patients atteints du cancer de poumon ont des niveaux plus élevés 

de MDA par rapport aux témoins (Venugopal et al., 2007). Dans la présente étude, une 

augmentation des niveaux de la peroxydation des lipides a été trouvé dans le poumon des 

animaux porteurs de cancer du poumon induit par le B(a)P. Le MDA est sans doute le plus 

mutagène des produits de la peroxydation lipidique. C’est pourquoi il est considéré comme 

ayant une implication dans l’initiation des cancers (Wang et al., 1996),  Il a été affirmé qu’il 

agit comme un promoteur de tumeur et un co-agent cancérogène en raison de sa haute toxicité 

et son pouvoir inhibiteur sur les enzymes de protection ( Rajat et al., 2007).  

 

Figure 29. Les adduits de MDA (Berger et al., 1993). 

En outre, La formation accrue des peroxydes lipidiques témoigne la diminution des 

activités des enzymes antioxydantes dans le poumon des animaux intoxiqué par le 

benzo(a)pyrène par rapport aux animaux témoins normaux (Rajesh et Perumal, 2013). 

La LPO est considéré comme l'un des mécanismes fondamentaux de dommages 

cellulaires causés par les radicaux libres. Le B (a) P est une substance cancérigène très 

efficace dans l'interaction avec les lipides de la membrane et par conséquent, induire la 

formation de radicaux libres. Les radicaux libres réagissent avec les lipides provoquant la 

peroxydation, entraînant la libération de produits tels que le malondialdéhyde, le peroxyde 

d'hydrogène et des radicaux hydroxyles. Une augmentation des peroxydes lipidiques indique 

de graves dommages à la membrane cellulaire, l'inhibition de plusieurs enzymes, fonction 

cellulaire et la mort cellulaire (Kumar et al., 2006).  
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II.5. L’expression des Bcl-2 au cours du cancer pulmonaire 

Bcl-2 est le membre fondateur d'une famille de protéines dont les intéractions dictent le 

destin d'une cellule (Adams et Cory, 1998). La famille Bcl-2 est largement classée en deux 

groupes qui régulent l'apoptose. Les membres anti-apoptotiques de la famille Bcl-2 telles que 

Bcl-2, Bcl-xL, Bcl-w ; favorisent la survie des cellules. Les membres pro-apoptotiques Bax, 

Bak, Bok, Bik ; qui sont activés par des stimuli apoptotiques et favorisent la mort cellulaire 

(Liu et al., 2006). Le rapport entre les deux groupes antagoniste détermine si une cellule 

résiste à un stimulus apoptotique. Les Bcl-2 jouent un rôle important dans l’induction du 

cancer pulmonaire par le B(a)P (Anand et al., 2013), pour cette raison on évalue dans notre 

étude les variations des Bcl-2 après le traitement par le B(a)P pour investiguer la relation entre 

un cancer pulmonaire provoqué par le  B(a)P et l’expression des bBcl-2. La figure 30 montre 

les résultats obtenus de la mesure des Bcl-2 par le western blot chez les rats traités par le 

B(a)P et le rat témoin. 

 

Figure 30. Variation de l’expression des protéines Bcl-2 dans le tissu pulmonaire des rats du 

groupe traité par le western blot. T : témoin ; B1 : poumon du rat 1 du lot traité ; B2 : poumon du rat 

2 de lot traité. 

Une large bande de Bcl-2 qui indique une haute expression des Bcl-2 est estimée après 

traitement par le B(a)P (100 mg/kg par voie IP) chez les rats traités B1 et B2 par rapport au rat 

témoin T, qui se caractérise par une bande plus restreinte. La haute expression des Bcl-2 

antiapoptotiques à été révélé par plusieurs études précédentes (Manna et al., 2009; Brahmi et 

al., 2011; Anand et al., 2013; Gu et al., 2013). 

 

Des études avec des résultats similaires ont démontré que l’intéraction du B(a)P avec les 

gènes de p53 et les gènes de Bcl-2 a un rôle important dans l'initiation du cancer de poumon 

(Manna et al., 2009). En effet, une haute expression des Bcl-2 antiapoptotiques et une 

régulation négative du p53 sont souvent trouvées dans le cancer du poumon chez l'homme. Il 
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est évident à partir de ces études que des directions opposées de l'apoptose se produisent 

pendant la toxicité induite par le B(a)P chez les rats (Brahmi et al., 2011). La signalisation des 

Bcl-2 pour provoquer le cancer est très compliquée, en agissant sur différentes molécules qui 

activent les voies antiapoptotiques (Luanpitpong et al., 2013). 

 

La surexpression des Bcl-2 après le traitement par le B(a)P empêche l’apoptose; cette 

protéine se situe principalement intégrée sur la membrane externe des mitochondries. La 

surexpression de Bcl-2  empêche l'efflux du cytochrome c à partir des mitochondries et 

l'initiation de l'apoptose (Yang et al., 1997), ainsi le Bcl-2 est un élément essentiel dans le 

processus anti-apoptotique, car il bloque l'initiation de l'apoptose par inhibition de la 

perméabilité du pore de transition de la membrane mitochondriale. Ainsi, un rôle possible de 

la protéine Bcl-2 dans la prévention de l'apoptose est de bloquer la libération de cytochrome c 

par les mitochondries. (Gu et al., 2009; Gu et al., 2013).  

Par conséquent, la surexpression de Bcl-2 inhibe l'apoptose (Gu et al., 2009) en agissant d’un 

coté, comme un régulateur négatif de la cascade biologique qui mène vers l’apoptose (Yang et 

al., 1998) et en favorisant de l'autre coté, la survie cellulaire par l’augmentation du risque de 

la transformation maligne des cellules pulmonaire (Gu et al., 2009). on conclue alors que le 

type cellulaire et la concentration du B(a)P (Zhu et al., 2014) ainsi la vitesse de 

métabolisation  jouent un rôle important dans le type de toxicité cellulaire provoquée ( Holme 

et al.,2007), d’autre part Luanpitpong et al. (2013) ont montré que la dégradation des Bcl-2 

anti-apoptotique se fait surtout à travers les protéasomes par un méchanisme qui fait intéragir 

les ROS; paradoxalement, dans les cellules du cancer du poumon, la formation de ROS qui 

est induite par différents agents induisant l'apoptose, y compris le B(a)P, a été montré être 

impliqué dans la régulation de la protéine Bcl-2. 

Des études ont montré que la surexpression du Bcl-2 dans le poumon provoque une 

augmentation du NF-kB (Nuclear Factor-Kappa B cell) un facteur de transcription qui a aussi 

un effet antiapoptotique, ainsi des études sur de différents types cellulaires ont montré que le 

traitement de ces cellules par des inhibiteurs de  NF-kB se traduit par la diminution de 

l’expression des Bcl-2, en parallèle un traitement par des activateurs connus du NF-kB résulte 

en une augmentation de l’expression des Bcl-2 (Anand et al., 2013). L’activation du NF-kB 

peut être induite par les ROS notamment le H2O2 (Li et Karin, 1999), qui est généré durant le 

métabolisme du B(a)P par la voie des o-quinones (Burczynski et al., 2000). Un activateur de 
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NF-kB plus puissant que le H2O2 est le TNF (Tumor necrosis factor) (Li et Karin, 1999). Par 

contre, d’autre études ont mentionné un effet contraire de cet facteur,  Hopewell et al. (2013) 

ont trouvé récemment l’effet suppresseur de tumeur dans le poumon des souris, cela est 

expliqué par l’activation de l’infiltration des cellules T dans le cancer pulmonaire chez 

l’homme (Hopewell et al., 2013). Un certain nombre d'études ont suggéré un rôle possible 

pour la régulation du Bcl-2 par le NF-kB, qui se diffère d’un tissu à l’autre mais le mécanisme 

jusqu'à maintenant n’est pas très clair (Heckman et al., 2002), la figure 31 montre un 

mécanisme proposé de l’activation du Bcl-2 par le NF-kB dans un cancer pulmonaire induit 

par le B(a)P. 

 

Figure 31.Un des modèles par lesquel le B(a)P induit le cancer du poumon (Anand et al., 

2013). 

ROS 
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Plusieurs recherches ont révélé que la surexpression de c-myc, Bcl-2 et mdm2, et la 

mutation en ras et p53 sont des phénomènes communs dans le cancer du poumon, la mutation 

p53 se produit souvent en retard dans la tumorigenèse du poumon de souris chimiquement 

induite. Le Bax est un promoteur de l’apoptose, membre de la famille des Bcl-2. La protéine 

bBcl-2 est connue pour former des hétérodimères avec la protéine Bax in vivo.  Le rapport 

molaire de la protéine Bcl-2, bax décide si l'apoptose est induite ou inhibée dans plusieurs 

tissue (Anandakumar et al., 2013). 

 

II.6. L’expression des Hsp90 au cours du cancer pulmonaire 

Les Hsp90 sont des protéines de stress, également régulée positivement dans plusieurs 

cancers, comme les cancers du sein (Biaoxue et al., 2012). L’étude actuelle permet d’étudier 

l’importance de l’expression des Hsp90 lors d’un cancer pulmonaire induit par le B(a)P. 

La figure 32 montre l’absence de Hsp 90 aussi bien dans le lot témoin que dans le lot 

traité au benzo(a)pyreneune mauvaise detection des HSP90. 

 

Figure 32. Variation de l’expression des Hsp90 dans le tissu pulmonaire des rats du groupe 

traité par le western blot. T : témoin ; B1 : poumon du rat 1 du lot traité ; B2 : poumon du rat 2 de lot 

traité. 

 

On a mis en evidence l’expression de ces proteines de choc. L’absence de son 

expression dans notre étude peut être expliquée soit par la non specificité de la cible au 

polluant, soit par un problème technique de non spécificité des anticorps utilisés pour sa 

révélation 
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Conclusion 

L’effet toxique du B(a)P sur le poumon de rat peut être évalué par deux mécanismes 

principaux qui engendrent des différents effets toxiques cellulaires. 

La métabolisation en espèces o-quinones  qui par le biais générent des ROS attaquant 

les différentes macromolécules cellulaires, déregule la balance anti/prooxydante cellulaire, en 

agissant sur les molécules et les enzymes antioxydantes, et en interfèrant avec la signalisation 

cellulaire par l’inhibition ou l’activation de certains facteurs y impliqués. D’autre part la 

formation du métabolite toxique ultime du B(a)P qui est le BPDE qui réagit avec les 

macromolécules notamment l’ADN en induisant une inactivation de certains facteurs qui 

régulent la croissance cellulaire. 

En tous les cas, à savoir le type cellulaire, le taux et le type de ROS, l’induction des 

gènes de métabolisme, tous ces facteurs intéragissent pour engendrer un effet anti-apoptotique 

médié par la surexpression des Bcl-2 ou pro-apoptotique par la surexpression de p53. 

Au cours de notre étude,  on révèle un aspect anti-apoptotique se caracterise par une 

réaction inflammatoire dans le tissu pulmonaire, une induction du système antioxydant, des 

produit de peroxydation lipidique, qui altère l’integrité de la mitochondrie avec un léger 

gonflement, et surtout une surexpression des Bcl-2 comme facteur antiapoptotique. Les Hsp 

90 non détecté, s’exprime normalement dans cette étude, pour aider la cellule à survivre dans 

un milieu riche en polluants et ROS. Les Bcl2 constituent donc une cible importante de stress 

oxydant induit par le métabolisme du B(a)P ce qui empêche la cellule pulmonaire d'entrer en 

apoptose et assurer donc la survie et la croissance tumorale. 

Cette étude démontre que les cellules pulmonaires lors d’un cancer induit par le 

benzo(a)pyrène sont soumises à un stress oxydatif marqué. Un tel niveau d'oxydation du 

milieu cellulaire devrait induire les cellules en apoptose ou en nécrose, pourtant ces cellules 

réussissent à survivre dans de telles conditions de stress suite à la surexpression des Bcl2. 

D'autres études sont nécessaires afin d'élucider les mécanismes de cette induction du cancer 

d’une part,  la signalisation du B(a)P ou de ces métabolites d’autre part,  avec les facteurs pro-

apoptotiques ou anti-apoptotiques.  
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Figure 1 : La courbe d’étalonnage de la BSA (Serum Bovin 

Albumin) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 2 : Courbe étalon tracée en fonction de GSH de glutathion 

(GSH)  
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Figure 3 : La courbe d’étalonnage du malondialdéhyde (MDA)  
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Étude de cibles biochimiques (Hsp et Bcl-2) du benzo(a)pyrène responsable du 

cancer du poumon 

 

Résumé- Le benzo(a)pyrène B(a)P est un hydrocarbure aromatique polycyclique (HAP) 

hautement cancérigène pour le poumon après administration. Notre étude consiste à évaluer l’état du 

stress oxydatif cellulaire sur un modèle de cancer pulmonaire expérimentalement induit par le 

benzo(a)pyrène chez le rat Wistar albinos, lors de l’administration d’une dose unique du B(a)P à 100 

mg/Kg par voie intrapéritoniale, et de comprendre si les protéines de choc thermique Hsp90 et les 

protéines anti-apoptotiques Bcl-2 sont des cibles biochimiques pour le B(a)P lors du cancer pulmonaire. 

Après 4 mois du traitement, un changement du statut oxydatif a été enregistré chez les rats recevant le 

B(a)P: une augmentation de la production mitochondriale de l’anion superoxyde (O2•-); une 

augmentation du gonflement mitochondrial, ainsi qu’une peroxydation lipidique marquée par l’élévation 

des taux du MDA. Une augmentation des niveaux des paramètres antioxydants est détectée comme le 

taux de GSH, l’activité enzymatique de la  GST avec une modification non significative de la CAT. Une  

surexpression en protéines Bcl-2 a été enregistré également. On conclue de cette étude que le B(a)P peut 

induire après son métabolisation un état de stress oxydant cellulaire qui peut se développer vers un 

cancer ou une apoptose selon la voie de signalisation qui y interagit et que les Bcl-2 constituent une 

cible majeure du B(a)P.   

Mots clés: Benzo(a)pyrène, Cancer de poumon, Stress oxydant, Bcl-2, Hsp90.  

 

Abstract- Benzo(a)pyrene B(a)P is a polycyclic aromatic hydrocarbon (PAH) highly carcinogenic 

to the lung by different administration routes. Our study is to assess the state of cellular oxidative stress 

in a model of lung cancer experimentally induced by benzo(a)pyrene in albino Wistar rats by 

intrapéritonial administration of a single dose of B(a)P 100 mg/ Kg, and to understand whether heat 

shock protein Hsp90 and Bcl-2 anti-apoptotic proteins are biochemical targets for B(a)P in lung cancer. 

After 4 months of treatment, changes in oxidative status was observed in rats treated with B(a)P: an 

increase in mitochondrial production of superoxide anion (O2•-); increased mitochondrial swelling and 

lipid peroxidation marked by elevated levels of malondialdehyd MDA. Increased levels of antioxidant 

parameters are detected as GSH level, enzymatic activity of GST with no significant changes in CAT 

activity. Overexpression in Bcl-2 protein was also recorded. This study concluded that B(a)P may 

induce, after its metabolism, a state of cellular oxidative stress that may develop into cancer or apoptosis 

depending on the signaling pathway by which it interacts and Bcl-2 protein constitutes a major target. 

Keywords: Benzo (a) pyrene, Lung cancr, Oxidative stress, Bcl-2, Hsp90.  
بنزو )أ( بيرين ، ب )أ( ب، من الهيدروكربونات العطرية متعددة الحلقات المسرطنة ، حيث يحفز الإصابة ال-  لملخــصا

تقييم حالة الإجهاد التأكسدي الخلوي من خلال نموذج لسرطان الرئة محفز  إلىدراستنا  تهدف. بعد إعطائه بمسالك مختلفة بسرطان الرئة

ملغ/ كغم.  100 بجرعة قدرهاالغشاء البريتونى  تحت نزوبيرينجرعة واحدة للب عطاءتجريبيا عند الجرذان البيضاء ويستار من خلال إ

  4بعد .بيوكميائية للبنزوبيرين خلال سرطان الرئة أهدافا Hsp90 لـوا  Bcl-2كانت بروتينات  إذافهم ما  إلىالدراسة  هذهكما تهدف 

 إنتاج فيمعتبرة زيادة من خلال  :البنزوبيرين لفئران التي كانت تتلقىل التأكسدي الوضع تغيرات في ناسجل ،معالجةأشهر من ال

 تم تسجيلكما   .(MDA)بيروكسيد الدهون  ونسبة عالية من ، زيادة انتفاخ الميتوكوندري O)2•-(الأكسيد  فوقللأنيون  الميتوكوندري

تغيرغير معتبر في  مع،   (GST)ترانسفراز - -Sإنزيم الغلوثاتيون  نشاط، GSH مثل الغلوثاتيون مضادات الأكسدة زيادة في مستويات

هذه  من نستنتج .المضاد للموت الخلوي المبرمج  Bcl-2البروتين بناءكما تم الكشف عن زيادة في   (CAT) .إنزيم الكاثالاز نشاط

الخلوي يولد حالة من الإجهاد التأكسدي الخلوي قد تتطور إلى سرطان أو موت خلوي مبرمج و  استقلابهوبيرين بعد )أ(أن البنز الدراسة

 .للبنزو)أ(بيرينهدفا رئيسيا Bcl-2 التي تتولد جراء ذلك، ويعتبر بروتين  الإشاراتهذا حسب مسالك 

 Hsp 90.، بروتين Bcl-2بنزو )أ( بيرين، سرطان الرئة، الإجهاد التأكسدي ، بروتين  الكلمات المفتاحية:



 

 

 


