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Introduction

Les modéles animaux des cancers sont indispensables dans les découvertes des
médicaments et dans le processus de développement de nouveaux médicaments contre le
cancer (Ruggeri et al., 2014). Le rat a été la principale espece modele utilisée dans plusieurs
domaines biomédicaux, notamment dans le développement de médicament, y compris les
tests de cancérogénicité. En ce qui concerne le cancer du sein, les carcinomes de rats et les
carcinomes humains montrent des évolutions et des caractéristiques histopathologiques

similaires (Szpirer, 2009).

L’inflammation est un mécanisme protectif employé par les tissus contre les antigenes
exogenes et endogenes. L’inflammation chronique est une condition pathologique
prolongée caractérisée par une infiltration des cellules immunitaires mononucléaires
(monocytes, macrophages, lymphocytes, plasmocytes), une destruction tissulaire et une
fibrose. L’association de la réaction inflammatoire avec presque tous les cancers supporte
le concept que I’inflammation est un composant crucial dans la progression tumorale
(Rasic et al., 2016).

Le stress oxydatif est un déséquilibre entre la production des radicaux libres, et son
élimination par des antioxydants. Le stress oxydant interagit avec les trois étapes de la
cancérogenese. Durant I’initiation, les especes réactives de 1’oxygene (ROS) produisent
des dommages au niveau de I’ADN. Dans la promotion, les ROS contribuent a une
expression anormale des geénes résultants a 1’augmentation de la prolifération cellulaire
et/ou la diminution de I’apoptose dans la population cellulaire initiée. Finalement, le stress
oxydant participe a la progression tumorale en ajoutant d’autres altérations génétiques
(Reuter et al., 2010).

Par ailleurs, I’apithérapie ou « médecine des abeilles » est une méthode qui permit de
prévenir et traiter certaines pathologies aigués ou chroniques par des produits biologiques
issus de I’abeille ou transformés par elle : le miel, la cire, la propolis, le pollen, la gelée

royale et le venin (Juglard, 2015).

Le venin d’abeille est une mixture complexe de substances chimiques
pharmacologiquement complexe. Il est largement utilisé dans la médecine traditionnelle
pour traiter multiples troubles inflammatoires, comme : le rhumatisme, 1’arthrites et la

sclérose en plaque. En plus, plusieurs études ont reporté ses propriétés cytotoxiques contre



divers types de cellules tumorales, tels que : les cellules cancéreuses du poumon, du foie,
du rein, du prostate et du sein (AL-Ani et al., 2015).

Il existe peu d’etude ayant étudie 1’effet du venin d’abeille sur le processus de
carcinogenése (Jeong et al., 2014; Lee et al.,, 2015; Zheng et al.,2015). Cependant,
I’objectif de notre travail est de tester I’existence d’un éventuel effet anti-tumoral du venin

d’abeille sur des tumeurs chimio-induites de glandes mammaires.

Dans un premier temps, nous commencons par le développement d’un modéle de
tumeur de glandes mammaires chez le rat, au niveau de laboratoire de biologie et
physiologie cellulaire et moléculaire. Sur lequel nous allons tester 1’effet protecteur du

venin, contre la tumorigenese mammaire et sur quelques paramettres :

- Le profile électrophorétique des protéines sériques dans le but de dépister
I’existence ou non d’un syndrome inflammatoire, une carence martiale, une
hémolyse intra-vasculaire, une cirrhose.

- Quelques parameétres de stress oxidatif en dosant 1’activité de la catalase et
le taux du monoxyde d’azote (NO).

- L’effet sur les lesions hepatiques en dosant les activités enzymatiques de
I’alanine aminotransférase et de 1’aspartate aminotransférase ainsi que la lactate-
déshydrogénase sérique afin d’évaluer le degré de Iésions tissulaires induites par les
différents traitements.
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I.  INFLAMMATION

1. Définition :

Le mot inflammation dérive du latin inflammare ou “inflamao” qui veut dire

enflammer ou mettre en feu (Palavra et al., 2015 ; Irfan et Debasis, 2014).

L’inflammation est un processus physiopathologique complexe qui se produit au niveau
des tissus vascularisés, en réponse & une agression d’origine exogene (infectieuse ou
traumatique) ou endogeéne (ischémie- reperfusion ou autres) (Koeberle et Werz, 2014 ;
Parag et al.,2015). Cette réponse implique des cellules circulantes, des cellules résidantes
locales et des médiateurs solubles (Chapel et al., 2014).

La réponse inflammatoire a pour but de lutter contre une agression, de rétablir
I’homéostasie (Kotas et Medzhitov, 2015) et de cicatriser des tissus ou des plaies
(Barnig, 2016 ; He et al., 2015).

2. Types d’inflammation :

Selon la durée de la réponse, 1’inflammation peut étre aigué ou chronique

2.1. L’inflammation aigué :

L’inflammation aigué est une réponse du systéme immunitaire naturel qui assure un
isolement rapide de ’agent agresseur (Voher, 2016). Elle ne persiste que pour une courte

durée allant de quelques heures a quelques jours (Palavra et al.,2015).

Ce type d’inflammation est défini par les quatre signes cardinaux du Cornelius Celsus
(environ le premier siécle) : RUBOR, TUMOR, CALORE et DOLORE qui veulent
dire : rougeur, gonflement (tumeur), chaleur et douleur (Reynolds et Haniffa, 2015).
Récemment, la perte de fonction (functio laesa) a été rajouté au anciens signes cardinaux
(Karin et Clevers, 2016 ; Banerjee, 2014 ; Shen et al., 2013).

2.2. L’inflammation chronique :

L’inflammation chronique est un état pathologique retardé qui persiste pour une période
prolongée qui peut durer de quelques mois a plusieurs années (Parag et al., 2015). Elle est

caractérisée par une inflammation continuellement active et une destruction tissulaire

)



concomitante a des tentatives de réparation qui se terminent souvent par des fibroses
(Palavra et al., 2015). Le foyer inflammatoire dans ce cas est caractérisé par une
infiltration des cellules immunitaires mononucléaires (monocytes, macrophages,
lymphocytes et plasmocytes) (Buckley et al., 2015).

Ce type d’inflammation est a 1’origine de divers maladies chroniques comme : le

cancer, le diabéte, I’arthrite et 1’athérosclérose (Mathew et Unnikrishnan, 2015).
3. Meécanisme :

Quelle que soit le siége et la nature de 1’agent déclencheur, le déroulement d’une
réaction inflammatoire présente des caracteres morphologiques généraux et des
mécanismes communs.

Le processus inflammatoire est initié par les cellules dendritiques (DC), les
macrophages et les mastocytes. Ces cellules résident les tissus et détectent a I’aide des
récepteurs PRR (Pattern Recognition Receptor) tout « signal de danger » émit par :

- PAMPs (Pathogene Associated Molecular Patterns) qui sont des molécules ou
motifs conservés par les micro-organismes pathogénes (virus, bactérie ou
champignon).

-  DAMPs (Danger / Damage Associated Molecular Patterns) ce sont des signaux de
danger libérés par les cellules en cas du stress, traumatisme, ischémie ou apres une
mort cellulaire par nécrose.

Il est important de signaler que certaines études divisent I’inflammation selon la nature

de I’agent causant en ; inflammation infectieuse (provoqué par un agent infectieux ou

des PAMPs) et inflammation stérile (provoqué par les DAMPSs) (Jiménez-Dalmaroni

et al., 2016; Volmering et al., 2016; Feldman et al; 2015).

Suite a leur activation par les DAMPs ou les PAMPs, les cellules inflammatoire
résidentes secretent de nombreux mediateurs pro-inflammatoires tels que I’IL-1, 1’IL-
6, I'IL-8 (CXCLS8), I'lL-12, le TNF a, I’histamine, I’héparine, les leucotriénes et les
prostaglandines. Ces derniers vont activer les polynucléaires, les lymphocytes, les
plasmocytes et les monocytes (Parag et al., 2015).

La réponse inflammatoire se manifeste sur deux phases : phase vasculaire et phase

cellulaire

3.1. La phase vasculaire :

Les mediateurs pro-inflammatoirs agissent sur les cellules endothéliales des

vaisseaux. Une fois activées ces dernieres expriment des molécules d’adhésion et

-



initient des changements vasculaires dont les principaux phénoménes sont:
vasodilatation avec augmentation du flux sanguin local, augmentation de la
perméabilité vasculaire et pénétration des liquides plasmiques dans les tissus (ou
cedéme inflammatoire) (Abbas et al., 2015).

3.2. La phase cellulaire :

Les médiateurs pro-inflammatoires précoces vont également coordonner 1’activation et
le recrutement des neutrophiles, suivis par les monocytes puis les lymphocytes (Barnig,
2016). Les leucocytes sont attirées par chimiotactisme sur un gradient de concentration de
cytokines du moins vers le plus concentré. La sortie de ces cellules du sang est assurée par
un processus organisé en 4 étapes :

e Etape 1: capture.
o Etape 2: roulement
o Etape 3: marginalisation

o Etape 4 : diapédese ou extravasation

Pendant cette phase les neutrophiles phagocytent et dégradent les bactéries, les
complexes immuns et les débris cellulaires (Parham, 2015). Une clairance totale requiert
également les composants de la réponse immunitaire adaptive. En générale, la résolution
de la réponse inflammatoire aigue repose sur la capacité de la lymphe a drainer avec
succes les liquides, les cellules et les débris aux ganglions lymphatiques avoisinants ou ils
seront apprétés et présentés par les cellules présentatrices d’antigénes (APC antigene
presenting cell) au lymphocyte spécifique T et B.

Les lymphocytes B se transforment en plasmocytes qui secrétent des anticorps (Ac)
specifique et les LT se différencient en Thl (T helper) qui vont renforcer la sécrétion des

cytokines pro-inflammatoires (Actor, 2015).

Une réponse inflammatoire réussie est suivi par une phase de résolution qui rétablit
I’homéostasie (Kotas et Medzhitov, 2015). Aujourd’hui, il est bien établi que la résolution
de I’inflammation est un processus active impliquant des cytokines et autres médiateurs
anti-inflammatoires, plutét que d’étre une simple coupure des voies pro-inflammatoires

(Minihane et al., 2015). Elle comprend plusieurs étapes :

- La limitation ou la cessation de I’infiltration des neutrophiles.

)



- L’activation de I’apoptose des neutrophiles qui seront éliminés par les macrophages
par efferocytose (efferocytosis).

- La transformation des macrophages de I’activation classique (M1) a I’activation
alternative (M2), le retour des cellules non phagocytés a la circulation sanguine ou
lymphatique et finalement ’initiation du processus de guérison (Headland et
Norling, 2015).

En cas d’un défaut dans la résolution ou I’¢limination de 1’agresseur la réponse

inflammatoire devient chronique (Linthout et al., 2014).

_Eoslnophl_la

Figure 1: Les composants cellulaires et moléculaires réagissant lors de I’inflammation et
la résolution. (D’aprés Headland et Norling, 2015).
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Il. Le stress oxydant

1. Définition du stress oxydatif :

Le stress oxydant est un phénoméne se produisant lors d’un déséquilibre de
I’homéostasie redox. Il se traduit par une formation excessive des radicaux libres résultante
d’une défaillance de la capacité anti-oxydante ou de la surabondance des radicaux libres.
Ce déséquilibre entraine des dommages au niveau des différents composants cellulaires

protéines, lipides et acides nucléiques (Fig. 2) (Fatima et al., 2014).

Oxidative stress

Figure 2: Le stress oxydant résulte d’un déséquilibre entre les radicaux libres et les

antioxydants endogénes. (Selon Armstrong et Stratton, 2016)

2. Les radicaux libres :

En chimie, un atome ou une molécule qui contient un ou plusieurs électrons non
appariés dans la couche de valence est considéré comme un radical. L'absence d'un tel
appariement des électrons rend les radicaux, dans la plupart des cas, instables, de courtes
durées de vie et réactifs avec d'autres molécules car ils cherchent un état énergétique plus
stable ; soit par perte ou gain d’un électron (Lepetsos and Papavassiliou, 2016). Par
consequence, les radicaux libres ont le potentiel de catalyser diverses réactions cellulaires
dont certaines sont bénéfiques et d’autres nuisibles. L’effet bénéfique se produit
habituellement de maniére contr6lée lorsque le radical est contenu a l'intérieur d'une




enzyme ou d'un substrat locale. Par contre, I’effet nuisible est observé lorsque les radicaux

existent sans aucun contréle chimique ou biologique (Robert et al., 2015).

Les dérivés actifs de 1’oxygeéne ou de 1’azote sont des molécules simples issues du
métabolisme de [’oxygéne, produites physiologiquement dans tous les organismes
aérobies. Les espéces les plus réactives sont le radical hydroxyle (OH®), le radical
peroxyle (ROO%), et a un moindre degré I’anion superoxyde (O° ). Le peroxyde
d’hydrogene (H,0,) devient actif en présence d’ions de métaux de transition comme le
cuivre ou fer qui catalyse la réaction de Fenton et génére OH®. L’oxyde de nitrique (NO)
est un dérivé actif de ’azote qui peut réagir avec O,” pour former des ions peroxynitrite
(ONOO®) ( Guerby et al., 2015).

Les ROS et les espéces réactives de I’azote (RNS reactive nitrogen species) se
comportent comme des seconds messagers indispensables dans diverses réponses
cellulaires comme la prolifération, la migration et I’angiogenése. Ils participent aussi aux
réactions redox réglementaires et dans divers mécanismes de la réponse immunitaire

comme la phagocytose (Lepetsos and Papavassiliou, 2016).

3. Mécanismes pro-oxydant :

Les ROS sont générés soit par réduction incompléte de 1’oxygéne au niveau de la
mitochondrie (principalement lors de situation entrainant une sur-activation de la chaine
respiratoire comme dans le cas de I’effort physique) ou par différents systémes
enzymatiques et dans ce cas on parle de ROS primaires dont la molécule principale est
I’anion superoxyde. Les principaux complexes enzymatiques impliqués dans la génération
des ROS sont la NADPH oxydase membranaire, la xanthine oxydase, les enzymes de la
voie de I’acide arachidonique (lipooxygénase, cyclo-oxygénase), les enzymes du réticulum
endoplasmique lisse (cytochrome P450) et du peroxysome. Ces systemes enzymatiques
sont activés lors de nombreuses situations comme I’inflammation, les épisodes
infectieuses, 1’exposition a des toxines environnementaux ou a des xénobiotiques. A partir
de ces ROS primaires, toute une série de ROS secondaires (radicaux hydroxyle, peroxyle
et alkoxyle) et d’espéces non radicalaires (peroxyde d’hydrogéne, ozone. . .) peut étre

formée (Fig.3) (Durand et al., 2013; Lepetsos et Papavassiliou, 2016).
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Figure 3 : Shéma représentant les réactions de génération des ROS. (D’aprés Battino
et al., 2016)

L’oxyde nitrique participe dans plusieurs processus biologiques, comme : la
signalisation et la vasodilatation dans le systeme respiratoire, nerveux, cardiovasculaire et
immunitaire (Zhang et al., 2016). Le NO est généré dans un grand nombre de cellules
endothéliales, neutrophiles, cellules neuronales et chondrocytes, il est génére
continuellement, par I’oxyde nitrique synthase neuronal (NOS nitric oxide synthase ) et le
NOS endothéliale, en quantités afin d’assurer la fonction de divers processus

physiologiques (Fig. 4) (Lundberg et al., 2015).
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Figure 4: La synthese de 1’oxyde de nitrique et peroxynitrite ; NOS cellulaire- cNOS.
(Dietrich-Muszalska, 2016)

4. Meécanismes antioxydant :

Le terme d’antioxydant désigne, toute molécule capable de retarder, diminuer ou inhiber
significativement 1’oxydation d’un substrat (Durand et al., 2013). Classiquement, on

répertorie les antioxydants selon leur origine, les antioxydants endogénes de types
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enzymatiques sont plutdt impliqués dans la neutralisation des ROS alors que les
antioxydants non enzymatiques et ceux d’origine exogene sont des donneurs de proton ou
d’¢lectron (Portal-Nudfez et al., 2016).

Les antioxydants peuvent également étre différenciés selon leur mécanisme
d’intervention, mais surtout selon le niveau auquel ils interviennent dans le processus
d’oxydation. Ainsi, une premicre « ligne de défense » est assurée par les antioxydants dits
« préventifs » charges de controler la formation des ROS en réduisant par exemple le
peroxyde d’hydrogene et les lipoperoxydes ou en séquestrant les ions métalliques comme
le fer et le cuivre (Ceriello et al., 2016).

Les antioxydants peuvent également intervenir en tant que capteurs (scavenger) des
especes réactives formées avant qu’elles n’attaquent les molécules biologiquement
essentielles. Cette deuxiéme ligne de défense peut étre assurée par différentes enzymes,
comme la glutathion peroxydase, la catalase ou le superoxyde dismutase ou encore par des

composés de type phénolique ou aromatique. (Fig. 5) (Lepetsos et Papavassiliou, 2016).
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Figure 5: Les différents types d’antioxydants exogénes et endogeénes. (D’apres
Durand et al., 2013)

5. Les dommages cellulaires :

Le déséquilibre entre la production des ROS/RNS et les défenses antioxydants, en
faveur des pro-oxydants, produit un stress oxydatif. Les macromolécules comprenant
I'ADN, les protéines et les lipides, qui représentent le volume de la masse majeur d’une
cellule, sont les cibles les plus communes. Mais, méme les petites molécules (molécules de

signalisations) peuvent étre affectés (Fig.6) (Roberts et al., 2015).




o,: | 10:+00:
superoxide
Oxidation
(lipids, proteins)

peroxynitrite oo
peroxynitrous acid

O
N,Og

Thiol nitrosation

RSNO PARP activation

DNA damage Tyrosine
nitration

Nitrotyrosine
S-nitrosothiols protein nitration
ADP-ribosylation

NAD consumption
ATP depletion

Figure 6 : L’implication du NO dans le stress oxydatif. (Dietrich-Muszalska, 2016)

5.1.  Peroxydation des lipides :

Les lipides (les phospholipides membranaires) et plus spécifiquement les acides gras
polyinsaturés sont des cibles privilégiées des ROS en raison de leur richesse en hydrogénes
bis-allyliques facilement oxydables. Plus I’acide gras est riche en doubles liaisons, plus il
est peroxydable, c’est-a-dire dégradable par un processus oxydant non enzymatique néfaste
pour la cellule, parce qu’il cause des dommages a la membrane et modifie ses propriétés
biophysiques telles que la fluidité, la perméabilité, plus l'inactivation des enzymes et des
récepteurs associés a la membrane.

Il existe plusieurs bio-marqueurs de la peroxydation lipidique comme Ila
malondialdehyde (MDA), les lipides peroxides, les substances réactives d'acide
thiobarbiturique (thiobarbituric acid reactive substances TBARS) (Armstrong et Stratton,
2016).




5.2. Oxydations des protéines :

Les protéines sont également largement impactées par les ROS. Les acides aminés
basiques (arginine, histidine, lysine), soufrés (méthionine, cystéine) ou aromatiques
(phénylalanine, tryptophane, tyrosine) sont particulierement sensibles aux oxydations.
L’oxydation va conduire a la perte d’acides aminés essentiels, notamment par addition de
groupements carbonyles. Ces groupements carbonyles peuvent réagir avec des fonctions
amines non oxydeées de la lysine pour former des liaisons imines (-HC N-), qui peuvent
conduire a I’agrégation des protéines. L’oxydation des cystéines conduit a la formation de
ponts disulfures qui participent aussi a 1’agrégation des protéines. La phénylalanine et la
tyrosine peuvent étre oxydées en L-dihydroxyphénylalanine (LDOPA) ou L-
trihydroxyphénylalanine (L-TOPA), ces deux produits d’oxydation étant potentiellement
des composés mutagénes. L’oxydation de deux tyrosines proches peut aussi conduire a la
formation de dityrosine, qui lorsqu’elle se forme a partir de deux chaines peptidiques
différentes représente aussi un facteur d’agrégation des protéines. Enfin, le tryptophane
peut étre oxydé en hydroxytryptophane, dont les métabolites (hydroxyindole et
hydroxykinurénine), formés en milieu trés oxydant, présentent une activité mutagénique
élevée (Hardin et al., 2015).

5.3. Oxydation de ’ADN :

L’ADN est une cible privilégiée pour les ROS. Le radical d'hydroxyle réagit avec les
constituants de I'ADN entrainant des dommages aux bases hétérocycliques d'ADN (ou
bases azotées, bases nucléiques) et la partie de sucre par une variété de mécanismes.
L’adition d’un électron (e") et/ou d’un proton (H') aux liaisons doubles des bases de
I’ ADN se produits souvent et causant des dommages au génome.

La guanine, par exemple, peut réagir avec OH" pour former la 8-hydroxy-2’-déoxyguano-
sine (8-OH-dG) qui, au lieu de s’apparier avec la cytosine, s’associera avec 1’adénine,
entrainant des mutations au secin de I’ADN et conduisant a des altérations du message

génétique impliquées dans le déclenchement du cancer (Fig.7) (Durand et al., 2013).
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Figure 7 : Sources et piégeurs des ROS ; role dans le contrdle de I'homéostasie redox

dans les cellules normales et cancéreuses. (Selon Panieri et Santoro, 2016)




1. La carcinogénése :

1. Définition :

Le cancer est un ensemble de maladies hétérogenes qui résultent de transformations
malignes des cellules de 1’organisme. Durant ces transformations, les cellules acquiérent
certaines propriétés biologiques telle que ; 1’activation continue des voies de signalisation
responsables de la prolifération cellulaire, 1’inactivation des geénes suppresseurs des
tumeurs, la resistance & la mort cellulaire, la stimulation de I’angiogénése, la
reprogrammation de I’énergie et le métabolisme cellulaire ainsi que I’échappement au
systeme immunitaire. Les transformations malignes sont aussi favorisées par le micro
environnement, I’instabilité du génome et I’inflammation (Fig.8) (Hanahan & Weinberg,
2011).

ndent of growth-promoting signals

Cancer— ——— Refractory to growth-inhibiting signals

Resistance to apoptosis
Immortality

Angiogenesis

Invasion and metastas
Metabolic changes and immune evasi

Figure 8: Caractéristiques des cellules tumorales (Pelengaris and Khan, 2013).

2. Etiologie :

L’exposition a de nombreux facteurs exogenes ou endogenes (actuellement appelé
exposomes) dés la vie embryonnaire peuvent étre a I’origine d’une initiation, évolution et
progression d’un néoplasie (Fig.9) (Lochhead et al., 2014). Ces facteurs se résument

dans :
- Le mode de vie : rassemble tous les habitudes d’un individu telle que :

v Le régime alimentaire : les aliments a valeur énergétique élevée riches en sucres et
en lipides, ainsi qu’un faible apport en antioxydant peut constituer un facteur de

risque (Mayne et al., 2016).
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v’ L’activité physique : entre 21 et 25 % des cancers du sein et du cblon seraient

attribuables a la sédentarité (Desnoyers et al., 2016)

v Les heures de sommeil : le manque de sommeil a été supposé comme un facteur

augmentant le risque du cancer de sein (Blask, 2009)

v'Les heures de travail : une recherche récente suggere que de longues heures de
travail augmentent le risque de développer un cancer du sien (Heikkila et al.,
2016).

D’autres facteurs comme la consommation du tabac, d’alcool, I’exposition au rayon
solaire, aux radiations (Trinh et al., 2015) et aux produits chimiques (tels que les
formaldéhydes, le toluene, le Diaminobenzidine classé par GSH classification comme
carcinogenicité-catégorie 1A, 1B) (Garnier et al.,, 2011; National Center for

Biotechnology Information, 2016).

- Les infections microbiennes : plusieurs virus et bactéries peuvent étre a 1’origine
d’un cancer du sein par exemple I’EBV (Epstein—Barr virus) (Ballard, 2015) ou le
BLV (Bovine Leukemia Virus) (Buehring et al., 2015).

3. Les mécanismes génétiques de la progression tumorale :

La transformation tumorale résulte de nombreux altérations génétiques (mutation,
translocation, duplication...) et épigénétiques (hyper ou hypo méthylation et/ou acetylation)

qui entraine la dérégulation des geénes responsables de 1’homéostasie cellulaire (Huarte,
2015).

1- Altérations génétiques des oncogénes et des genes suppresseurs des tumeurs : des
mutations activatrices affectent les proto-oncogenes dominants (génes régulant la
croissance et la différentiation cellulaires) les transforment en oncogéne et I’inactivation
des genes suppresseurs des tumeurs (ou anti-oncogenes), régulant négative du cycle

cellulaire et activateur de I’apoptose (Jeggo, Pearl et Carr, 2015) (Tab.1).
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Figure 9 : Facteurs endogénes et exogenes favorisant le développement tumoral
(Selon Rappaport, 2010).

2- Altérations épigénétiques : le développement tumorale résulte également de
certaines altérations épigénétiques, dont les genes responsables sont divisés en

‘epigenetic modifiers, mediators and modulators (Tab.1).

a. Epigenetic modifiers : ce sont des génes dont leurs produits modifient 1’épigénome
a travers la méthylation de I’ADN, la modification post-traductionnelle ou 1’altération de la
structure de la chromatine (Plass et al., 2013; Suva et al., 2013 ; Feinberg et al., 2016).

b. Epigenetic mediators : appelé génes pro-géniteurs des tumeurs (tumour progenitor
genes) ce sont des génes impliqués dans la reprogrammation cellulaire et leurs produits
sont souvent des cibles pour les Epigenetic modifiers (Brock et al., 2015; Feinberg et al.,
2016).

c. Epigenetic modulators : ce terme est introduit pour décrire les facteurs influengant
I’activité des epigenetic modifiers. Ils servent a transmettre des signaux provenant de

I’environnement ; 1ésions, inflammation, vieillissement et d’autres facteurs de stress
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cellulaires vers les génes modifiers qui vont a leurs tours altérer la structure de la
chromatine au niveau des oncogenes et des suppresseurs des tumeurs (Feinberg et al.,
2006; Feinberg et al., 2016).

4. Les étapes de la cancérogeneése:

L’oncogenése, tumorigenése ou carcinogenése est un phénomene qui se déroule en
plusieurs étapes ; initiation, progression, invasion et métastase (Pelengaris and Khan,
2013).

Dans la phase d’initiation, la cellule devient immortelle et indépendante aux signaux

mitogenes suite a une désactivation des génes suppresseurs des tumeurs.

La phase de promotion, durant laquelle la cellule présente une dérégulation du cycle
cellulaire et une altération des mécanismes de réparation de ’ADN. Ces altérations
résultent des mutations affectant des genes régulateurs du cycle cellulaire (Jeggo et al.,
2015).

Les cellules transformées vont se multiplier de maniere autonome et former des lésions
précancéreuses par expansion clonale. Juste apres 1’étape de progression dans laquelle les
Iésions précancéreuses s’évoluent en tumeur dite primaire ‘in situ’ parce que les cellules
tumorales se multiplient et évoluent d’une maniére anormale (phénotypiquement et

génétiquement) et incontrdlable (Khan et al., 2015).

Une tumeur de 1 mm déclenche obligatoirement des mécanismes de néoangiogenése
afin d’assurer une irrigation sanguine et assurer un apport de nutriments et d’oxygene a

toute les cellules tumorales (Melillo, 2014).

La malignité de haut grade se manifeste au dernier stade, avec 1’invasion métastasique
qui est le résultat d’un processus complexe. Les cellules de la tumeur primaire acquiérent
la capacité d’envahir les tissus adjacents (cancer invasif), d’entrer dans les vaisseaux
sanguines (voie hématogene) et/ou lymphatique (voie lymphogeéne), migrer vers des sites
distants du corps et former de nouvelle colonies tumorales appelées métastases
(Mendelsohn et al., 2015).




Tableau 1: Systémes de classification des génes impliqués dans cancer. (Selon
Feinberg et al., 2016).

Class

Definition

Genetic classification

Oncogene

A gene whose activation by mutation is
advantageous to the cancer cell. Acts as
dominant

Tumour A gene whose inactivation by mutation is

suppressor  advantageous to the cancer cell. Generally

gene acts as recessive

Selection classification

Driver A gene whose mutation or aberrant

gene expression is subject to selection during
tumorigenesis

Passenger A gene mutated in cancer thatis not a

gene driver

Epigenetic functional classification

Epigenetic
modulator

Epigenetic
modifier

Epigenetic
mediator

A gene, mutated or not, that activates or
represses the epigenetic machinery in
cancer

A gene, mutated or not, that modifies DNA
methylation or chromatin structure or its
interpretation in cancer

A gene regulated by an epigenetic modifier
in cancer (mutations rare or absent) that
increases pluripotency or survival

Examples

MYC, KRAS, PIK3CA, ABL1,
BRAF

RB1, TP53,WT1,NF1,NF2,
VHL, APC, CDKN2A

MYC, KRAS, PIK3CA, ABL1,
RB1,TP53,WT1

Estimated as 99.9% of all
mutational changes in cancer

IDH1/2,KRAS, APC, TP53,
STAT1/3, YAP1,CTCF

SMARCA4, PBRM1, ARID1A,
ARID2, ARID1B, DNMT3A,
TET2,MLL1/2/3,N5D1/2,
SETD2,EZH2,BRD4

OCT4,NANOG, LIN28, SOX2,
KLF4




IV. laglande mammaire

1. Présentation de la glande mammaire :

La glande mammaire est une glande apocrine synthétise et secrete du lait afin de nourrir
les nouveaux nées. C’est un organe dynamique qui subit plusieurs changements structurels
et fonctionnels associés a la croissance, la reproduction et la régression post-
ménopausique. La glande mammaire est I'une des rares organes qui achéve la plus grande

partie de sa croissance apres la naissance (Pathania et al., 2015 ; Berryhill et al., 2016).

La femelle du rat de laboratoires a six paires de glandes mammaires numérotées de 1 a
6 dans la direction cranio-caudale. Les glandes thoraciques (Fig.10: A 1,2 et 3) sont plus
petites par rapport aux glandes abdominales (Fig.10: A 4 et 5) et inguinales (Fig.10: A 6),
mais elles se développent plus tard (Hvid et al., 2012).

Chaque glande est formée d’un épithélium mammaire constitué¢ d’alvéoles, tapissés par
des cellules épithéliales cuboides et entourés de cellules myoépithéliales. Les alvéoles se
joignent enfin, pour former les lobules dont chacun posséde un canal galactophore drainant
vers les ouvertures du mamelon. Les glandes s’enfoncent au sein d’un tissu conjonctif
mammaire appelé coussinet adipeux (mammary fat pad) (LiSka et al., 2016 ; Monsefi et
al., 2015).
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Figure .10: localisation des glandes mammaires chez le rat (selon Hvid et al., 2011)




2. La mammogenése :

L’organogenese du tissu mammaire débute au cours du développement embryonnaire et
se poursuit chez I’animal prépubére et adulte (Rendl et Atlasi, 2014). 1l est admis que le

développement de ces glandes se divise en quatre étapes distinctes :
- Mise en place des crétes mammaires :

Deux épaississements épidermiques, symétriques, se forment dans la région cranio-
ventrale du tronc, autour desquelles s’agrégent des cellules épithéliales formant deux crétes

(ligne de lait bilatéral) a orientation cranio-caudale (Fig. 11) (Rangel et Atlasi., 2016).
- Mise en place des bourgeons primaires des glandes mammaires :

Cette étape est caractérisée par ’atrophie des crétes et I’apparition de six paires de
placodes (bourgeons primaires) occupant les sites des futurs mamelons (Rendl et Atlasi,
2014).

- Position définitive sous-cutanée des glandes mammaires :

A ce niveau, les six paires de glandes mammaires occupent leur position définitive et les
mamelons apparaissent a la surface de la peau. Il y en a 12 répartis de part et d’autre de la
ligne médiane (Liska et al., 2016).

- Mise en place des ramifications du canal galactophore primaire :

L’ébauche du canal galactophore primaire (issu du bourgeon primaire) s’enfonce

profondément au sein du mésenchyme jusqu’au futur coussinet adipeux ( Ferrier, 2012).

De la période post natale jusqu’a la puberté, la croissance des glandes mammaires des

rongeurs est lente ; elle est dite isométrique car elle est équivalente a celle du corps.

A T’age pubertaire, la croissance mammaire est exponentielle (dite allométrique), le
coussinet adipeux est rapidement rempli de cellules épithéliales, donnant naissance a de
larges structures bulbaires nommées bourgeons terminaux (TEB Terminal End Buds). Ces

derniers sont a I’origine des futures canaux galactophores (Fig. 12) (Hascheket al.,2013).
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Figure 11: Mise en place des crétes mammaires et croissance des bourgeons primaires
au sein du mésenchyme chez le rat. (selon Larsen, 2011)
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Figure 12: la morphologie des TEB et du canal galactophore. (a) Un canal primaire
coloré par le carmine coloré par le Carmin (haut a gauche). (b) Une immuno-
photomicrographie d’un TEB (c) Un schéma dépeignant les caractéristique architecturales
d’un TEB et son canal( Selon Sternlicht, 2006)




A partir de la puberté (8 semaines en moyenne), la croissance des glandes mammaires
suit le cycle sexuel. Il y a une prolifération des canaux galactophores au moment des étapes
de proestrus et d’oestrus et ceux-Ci regressent au moment des étapes de metoestrus et de
dioestrus du fait d’une régulation hormonale sous le controle de 1'axe hypothalamus-

hypophyse (Osborne et al., 2015 ; Ferrier, 2012).

Durant la grossesse, elle subit une différenciation rapide impliquant principalement le
développement du systéeme lobulo-alvéolaire pour se préparer a la lactogénese (Fig. 13)
(Yartetal., 2013).
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Figure 13: Les difféerents étapes du développement mammaire. (selon Musumeci et
al., 2015)
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I. MATERIELS ET METHODES

1. Matériels biologiques
1.1. Les rats

L’étude est effectuée sur un groupe de rats femelles Wistar albinos provenant de
I’animalerie de la faculté des sciences de la nature et de la vie, université des Fréres
Mentouri- Constantine, agées de 3 a 4 semaines. L’¢élevage a été realisé dans des cages en

plastiques a une température ambiante et un régime alimentaire standard.
1.2. Abeilles

L’acupuncture est réalisé avec des abeilles Apis mellifera connu également sous le nom

d’abeille européenne, abeille mellifére, ou encore abeille ou mouche a miel.
a. Position systématique :

v Ordre : Hymenoptera (hyménoptére)
v" Sous-ordre : Apocrita (apocrites)

v" Intra-ordre : Terebrantes.

v" Super-famille : Apoidea.

v Famille : Apidae.

v" Sous-famille : Apinea.

v Genre : Apis

v’ Espéce : Mellifera.

2. Traitement
Les rattes sont divisees en 4 lots et traitées comme suit :

e 1%lot (T): un lot contrdle qui recoit quotidiennement une injection de BPS

e 2°™|ot (V): traité, un jour sur deux, par une piqure cutanée

e 3*™|ot (C) : traité par le carcinogéne N- Nitroso methyl urée une fois par semaine

pendant 30jrs.

o 4°™ot (C+V) : traité par le carcinogéne et le venin. Le carcinogéne est administré
en premier pendant 30 jours a raison d’une injection par semaine (méme protocole que le
lot C). Le venin est ensuite appliqué, 24 heures apres la derniére injection du carcinogene,
par acupuncture a raison d’une piqure un jour sur deux.

La durée de traitement pour tous les lots est de 90 jours.
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3. Prélévement et dissection :

Un prélévement sanguin est realiseé, au niveau du sinus caverneux, apres 21, 44, 67, 90

jours du traitement et les sérums sont conservés a -20°C.

Les animaux sont disséqués a la fin de I’expérimentation. Une étude macroscopique a

été réalisée sur les glandes mammaires et le foie.
Le foie a été congelé afin de doser les parameétres du stress oxydant.
4. Analyse quantitative et qualitative des protéines sériques:

4.1. Electrophorese des protéines seriques:

La séparation éléctrophorétique des protéines a été réalisée a I’aide de 1’appareil Helena
V8 et selon les indications du kit « V8 serum Protein 6-Band Zoom », qui utilise un
tampon alcalin pour séparer les protéines sériques en 6 fractions principales (albumine,
alphal globuline, alpha 2 globuline, beta 1 globulin, beta 2 globuline et gammaglobuline).
Chaque fraction, a I’exception de 1’albumine, contient au moins 2 composants. La
proportion relative de ces différentes fractions peut aider a établir un diagnostique et un

pronostique pour certaines pathologiques.

4.2. Dosage des protéines totales :

Le dosage des protéines totales est réalisé sur 1’auto-analyseur COBAS INTEGRA 700
et selon les indications de la cassette COBAS INTEGRA Total Protein Gen.2 (TP2). Le
principe de la méthode est le suivant :

Les ions cuivriques réagissent en solution alcaline avec les liaisons peptidiques des

protéines et forment un complexe de couleur pourpre.

i . PH alcalin i
Protéines + Cu™> ———— complexe Cu— protéines

L’intensité de la couleur est directement proportionnelle a la concentration des

protéines. Elle est mesurée par I’augmentation de 1’absorbance a 552nm.
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5. Effet de différents traitements sur les Iésions hépatiques
5.1. Dosage de I’activité de I’alanine-amino transférase (ALT/ TGP)
5.1.1. Principe :

L’alanine-aminotransférase (ALT ou TGP) est une enzyme qui catalyse le transfert du
groupement amine de 1’alanine au 2-oxoglutarate, en formant le pyruvate et le glutamate.
La concentration catalytique est déterminée en utilisant la réaction couplée de la lactate-

déshydrogénase (LDH), a partir de la vitesse de disparition du NADH, mesuré a 340 nm.

ALT
Alanine + 2 — Oxoglutarate —— Pyruvate + Glutamate

LDH
Pyruvate + NADH+ H* ——— Lactate + NAD"

5.1.2. Mode opératoire :

L’activité enzymatique de TGP a eté mesurée en utilisant le kit BioSystems ALANINE
AMINOTRANSFERASE. Le mélange réactionnel est formé de deux réactifs le premier est
une solution de Tris (150 mmol/L), L-alanine (750 mmol/L) et lactate-déshydrogénase (>
1350 U/L). Le deuxiéme est formé de NADH (1,9 mmol/L), 2-oxoglutarate (75 mmol/L),
Hydroxyde de sodium (148 mmol/L) et sodium azide (9,5 g/L).

La méthode de dosage consiste a mélanger dans la cuve du spectrophotomeétre 1 ml du
mélange réactionnel avec 50 pl du sérum.

La lecture des absorbances est effectuée chaque minute pendant 3 min a une longueur
d’onde 340 nm.

L activité enzymatique du TGP de I'échantillon est calculée selon la formule suivante:

Vit % 10°

AA/minX ——— =
eXIXVS

U/L

£ : le coefficient d'extinction moléculaire du NaDH a 340 nm est égale 6300.

| : le trajet optique égale a 1cm.

V1 : le volume réactionnel total est 1,05 a 37°C.

Vs : le volume d'échantillon de 0,05 & 37°C.

AA/min: L’accroissement moyen est calculé suite a cette formule:
AA/min= ADex 3333=U/L

5.2. Dosage de P’activité de I’aspartate-aminotransférase (AST/ TGO)
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5.2.1. Principe :

L’alanine-aminotransférase (AST ou TGO) est une enzyme qui catalyse le transfert du
groupement amino de l’aspartate au 2-oxoglutarate, en formant 1’oxaloacétate et le
glutamate. La concentration catalytique est déterminée, en utilisant la réaction couplée de
la malate-déshydrogénase (MDH), a partir de la vitesse de disparition du NADH, mesuré a
340 nm

AST
Aspartate + 2 — Oxoglutarate —— Oxalacetate + Glutamate

MDH
Oxalacetate + NADH + HY ————— MALATE + NAD*

5.2.2. Mode opératoire :

L’activit¢ enzymatique de TGO a été mesurée en utilisant le kit BioSystems
ASPARTATE AMINOTRANSFERASE. Le mélange réactionnel est formé de deux
réactifs, une solution de Tris (121 mmol/L), L-aspartate (362 mmol/L), malate-
déshydrogénase (> 460 U/L) et lactate-déshydrogénase (> 660 U/L) et une solution formé
de NADH (1,9 mmol/L), 2-oxoglutarate (75 mmol/L), Hydroxyde de sodium (148
mmol/L) et sodium azide (9,5 g/L).

Le dosage s’effectue dans une cuve du spéctrophotomeétre, en mélangeant 1 ml du

mélange réactionnel avec 50 pl du sérum.

La lecture des absorbances est effectuée chaque minute pendant 3 min a une longueur
d’onde 340 nm.

L’activité de I’enzyme est calculée selon la formule:

] vVt x 10°
AA/minXx ————=U/L
eXIXVS

£ : le coefficient d'extinction moléculaire du NaDH a 340 nm est égale 6300.

| : le trajet optique égale a 1cm.

Vt : le volume réactionnel total est 1,05 a 37°C.
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Vs : le volume d'échantillon de 0,05 & 37°C.

AA/min: L’accroissement moyen est calculé selon la formule:

AA/min= ADox 3333 =U/L

6. Dosage de I’activité de lactate-déshydrogénase sérique :
6.1. Principe :

La Lactate-déshydrogénase (LDH) catalyse la transformation du L-lactate en pyruvate.
Le NAD est réduit en NADH. La vitesse initiale de formation du NADH est directement
proportionnelle a ’activité catalytique du LDH. Elle est déterminée par I’augmentation de
I’absorbance a 340 nm. Le dosage est réalisé¢ selon 1’indication du kit COBAS INTEGRA

700 Lactate-déshydrogénase selon I'IFCC version 2 Tube primaire.

7. Dosage du monoxyde d'azote :
7.1. Principe :
Le dosage du NO est réalisé selon la méthode de Griess. La technique repose sur la
conversion, dans un milieu acide et en présence du nitrite, de 1’acide sulfanilique en sels
de diazonium. Ce dernier sera couplé au N-(1- naphtyl) ethylénediamine pour révéler un

chromogeéne rose mesurable 4 548 nm (Classen et al., 2009).

7.2. Mode opératoire :

Le dosage du taux de NO a été réalisé sur deux etapes. D’abord, la préparation du
réactif de dosage ou 0.735 ml d’acide orthophosphorique est dilué dans 24.3ml d’eau
distillé. Puis, 0.25g de sulfamide est ajouté. Apres 10 min d’agitation 0.025 g de naphtyl
éthylene est ajouté (le mélange réactionnel doit étre protégé de la lumiére).

La méthode du dosage consiste a mélanger 1 ml du sérum (facteur de dilution 1/10)
avec 1 ml de réactif.

La lecture des absorbances est effectuée a une longueur d’onde 548 nm.

Le taux du NO est calcul¢ selon 1’équation d’une courbe d’étalonnage du NO. Cette

courbe est réalisée partir d’une solution standard de NaNO, (1mM) (Fig. 14).

Y=0,0016X+0,0122 et R?>= 0,9723
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Figure 14: Gamme d’étalonnage NO réalisée par le NaNO .
8. Effet du traitement sur ’activité de la catalase :

8.1. Préparation de ’homogénat :

0.5 gramme de foie sont homogénéisé a I’aide d’un Ultra-turrax dans 4 ml de TBS (Tris
50 mM, NaCl 150m M, pH 7.4). Apres centrifugation a (9000 trous/min, 4°C, 15 min), le
surnageant obtenu est aliquoté dans des tubes eppendorfs et conservés a -20°C en attendant

d’effectuer les dosages des parametres du stress oxydatif.

8.2. Dosage du catalase :
8.2.1. Principe :

L’activité du catalase est mesurée a 1’aide de la méthode spectrophotométrique d’Aebi
(1984). L’activité est déterminée par la mesure de la diminution de I’absorbance a 240nm
dans mélange réactionnel contenant le peroxyde d’hydrogéne (H,0O,), tampon phosphate et
un volume requis d’homogénat. Le coefficient d’extinction molaire 0.043 mM™ cm-" est
utilisé pour déterminer 1’activité de la catalase. L’activité spécifique est calculée et
exprimée en pmoles H,O, /min/ mg des proteines totaux.

8.2.2. Mode opératoire :

Afin de doser de I’activité enzymatique, 780 ul de tampon phosphate (100Mm, pH 7.5)

est mélangé avec 200 pl de H,O, (500Mm) dans une cuve en quartz, plus 20 ul de

surnageant est ajouté.
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La lecture des absorbances est effectuée chaque 15 s pendant 75 s a une longueur
d’onde 240 nm.

L’activité de catalase est calculée selon 1’équation suivante :

_ [DU153 - Dﬂaus] + (Dﬂaus - 50453] + (50453 - Dﬂsns] + (Dﬂsns - Dﬂ?asj
4

ADO

8.3. Dosage des Protéines totales du foie :
8.3.1. Principe :

Les protéines hépatiques sont quantifiées selon la méthode de Bradford (1976) qui
utilise le bleu de Coomassie G 250 (BBC pour Bradford Coomassie Brilliant) comme
réactif. Ce dernier réagit avec les groupements amines (—NH2) des protéines pour former
un complexe de couleur bleu. (L’apparition de la couleur bleue reflete le degré d’ionisation
du milieu acide et I’intensité correspond a la concentration des protéines). L’absorbance est
dosée par spectrophotométrie a 595 nm.

8.3.2. Mode opératoire :

Pour préparer le réactif de Bradford, 20 mg de BBC (poudre) est dissous dans 10 ml
d’éthanol (95%). Apres 2 heurs d’agitation, 20 ml d’acide orthophosphorique est ajouté.
Une quantité suffisante d’eau distillée pour 100 ml est rajoutée.

La démarche du dosage consiste a mélanger 0.1 ml de surnageant (dilué ¥4) avec 4 ml
du réactif. 5 min sont nécessaire pour la stabilisation de la couleur.

La lecture des absorbances est effectuée a une longueur d’onde 595 nm.

Le taux des protéines hépatiques est déterminé par comparaison a une gamme d’étalon
d’albumine sérique bovine (BSA pour Bovin Serum Albumin) 1mg/ml préalablement

réalisée dans les mémes conditions (voir Fig. 15).

0,8
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Figure 15: La courbe de la gamme d’étalonnage utilisée (BSA 1mg/ml) pour le

dosage des proteines.
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9. Analyse statistique :

L'analyse statistique a été réalisée grace au logiciel « Graph Pad Prism software ». Les
résultats obtenus sont exprimes par la moyenne et I'écart type des différents échantillons

biologiques.

La comparaison de moyennes a été réalisée avec le test “t” de Student dont le seuil de

signification est p < 0,05.
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RESULTATS




Il. Resultats
1. Etude macroscopique des effets des traitements:

Les rattes montrent des changements morphologiques et comportementales apres
injection du carcinogéne. On a remarqué une fatigue avec une chute de poiles aprés la

deuxiéme injection du carcinogeéne.

Apres 53 jours de traitement nous avons noté la présence de tumeurs palpables chez les
rattes. 10 jours apres, on a réalisé la premicre dissection d’une ratte ou on a prélevé 3

tumeurs :

- Deux grandes tumeurs dures prélevées de la zone caudale. Elles sont bien
encapsulées et vascularisées, de couleur foncé et d’une taille supérieure a 2 cm pour

chacune.

- Une tumeur dure d’une taille égale a 1cm prélevée de la zone thoracique a

gauche, d’une couleur blanchatre, bien encapsulé.

Les animaux traités avec le carcinogéne n’ont pas survie plus de 67 jours et 83.33% des
rattes du lot C ont développé des tumeurs palpables de taille supérieures a 1 cm. Les

tumeurs ont été prélevées de différentes localisations (Fig.16).

On a disséqué aussi 2 rattes du lot T, lot V et lot C+V pour faire une comparaison macro

et microscopique.

Nous avons observé, chez les lots V et C+V pendant les premiers 21 jours de traitement,

la présence d’une postule dans le acupoint de piqueur (Fig. 17) et des diarrhées.

A 90 jours de la derniére injection du carcinogéne, le traitement est arrété et toutes les

rattes ont été disséqué.

L’¢étude macroscopique n’a réveillé la présence d’aucune masse tumorale dans le lot
C+V. Sauf pour une ratte ou on a remarqué la présence d’une petite tache d’une couleur

brune de 0.2cm de taille sur la glande mammaire inguinale gauche.

On a remarqué ’existence des 1ésions dans les canaux galactophore pour les lots V et
C+V. On a remarqué aussi que le sang de ces deux lots V et C+V est tres liquide avec une

coagulation trop lente.




Figure 16: Les différentes tumeurs avec les différentes localisations. a. deux tumeurs
mammaires caudales et une tumeur mammaire thoracique. b. une tumeur mammaire

thoracique. c. une tumeur mammaire caudale. d. une tumeur mammaire inguinale.

Figure 17: Postule former dans le lieu de piquer

E



2. Effet des différents traitements sur le poids des animaux

Les résultats (Fig.18) montrent que les différents traitements entrainent des diminutions
significatives des poids des animaux uniquement les premiers 15 jours apres cette période

les poids deviennent comparatifs a ceux des contr6le.
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Figure 18: Effet des différents traitements sur 1’évolution du poids des rattes (n=5)

3. Effet de différents traitements sur les lésions hépatiques

3.1. Effet du traitement sur ’activité de I’enzyme TGP

Les résultats (Fig.19) indiquent que le traitement des rattes avec le carcinogéne n’a
aucun effet sur ’activité enzymatique du TGP a 21 et 44 jours comparativement au
controle. A 67 jours I’activité enzymatique augmente de maniére hautement significative

(p<0,001) comparativement au contrdle.

Le traitement des rattes avec le venin d’abeille entraine une diminution de 1’activité
enzymatique aprés 21 et 44 (p<0,05) jours de traitement, comparativement au contrdle.
Une augmentation de I’activité enzymatique est observée, par contre, apres 67 (p<0,01) et
90 (p<0,001) jours du traitement. Il est également, important de signaler que 1’activité du

TGP augmente avec la durée de traitement.

Le traitement combiné carcinogéne + venin entraine une inhibition de I’activité du TGP
apres 21 (p<0,05) jours. L’activité enzymatique du TGP augmente progressivement

jusqu'a 90 jours ou on note une augmentation tres hautement significativement (p<0,001).
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Figure 19: Effet des différents traitements sur I’activité enzymatique du TGP (n=3, *
significatif p<0,05, ** tres significatif p<0,01, *** hautement significatif p<0,001)

3.2. Effet du traitement sur ’activité de I’enzyme TGO

La figure 20 montre ’effet des différents traitements sur 1’activité du TGO. Les
résultats signalent que le traitement des rattes avec le venin d’abeille entraine une
diminution de I’activité enzymatique apres 21 (p<0,001), 67 et 90 (p<0,001) jours de
traitement, comparativement au contréle. Néanmoins une augmentation de 1’activité

enzymatique est observée apres 44 jours.

Le traitement des rattes avec le carcinogéne entraine une diminution non significative

de I’activité¢ enzymatique du TGO a 21,44 et 67 jours comparativement au controle.

La combinaison carcinogéne + venin diminue I’activité du TGO apres 21 (p<0,001), 44

(p<0,001), 67 (p<0,001) et 90 (p<0,001) jours, comparativement au contrdle.

=



250

o o \C/:on_trole
5 i B Venin
o 200 B Carcinogene .
> "o O Carcinoaene+Venin
£ 150 1 k ok ok
=
R
S 100 -+ e
\8 % %k k %k %k %k
2 50
(&)
<

0 T T T

21 44 67 20

Durée de traitement (jours)

Figure 20 : Effet des différents traitements sur I’activité enzymatique du TGO (n=3,
*** hautement significatif p<0,001)

4. Effet du traitement sur P’activité du LDH

Les résultats (Fig.21) montrent que le traitement des rattes avec le venin d’abeille
entraine une diminution de 1’activité enzymatique apres 21 (p<0,05), 44 et 67 jours de
traitement, comparativement au contréle. Une augmentation de ’activité enzymatique est
observée, par contre, apres 90 (p<0,01) jours. Il est également, important de signaler que

I’activité du LDH augmente avec la durée de traitement.

Le traitement des rattes avec le carcinogene entraine une diminution de I’activité
enzymatique du LDH a 21 (p<0,001) et 67 (p<0,001) jours. A 44 jours ’activité¢ de

I’enzyme augmente de maniére hautement significative (p<0,001) comparativement au

contréle.

Le traitement combiné carcinogéne + venin diminue [’activit¢ du LDH apres 21
(p<0,001), 44 (p<0,001) et 67 (p<0,01) jours, comparativement au contrdle. Néanmoins
une augmentation de [’activit¢ enzymatique est notée apres 90 (p<0,01) jours du
traitement. I semble également que I’activité de cet enzyme est en augmentation

progressive.
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Figure 21: Effet des différents traitements sur I’activité enzymatique du LDH (n=3,*
significatif p<0,05, ** tres significatif p<0,01, *** hautement significatif p<0,001)

Analyse qualitative et quantitative des protéines sériques :

L’ ¢lectrophorese capillaire sépare les composants protéiques du sérum en 6 fractions
(Fig.22) :

- Albumine

- Alpha 1 globuline (zone al)
- Alpha2 globuline (zone 02)
- Beta 1 globuline (zone 1)
- Beta 2 globuline (zone 2)

- Gamma globuline (zone 7).

Albumin

Alphs-Alpha-2 . .
Alpha-Aigha-2  goig g

50 100 150 200 250
(sec)

Total Protein 58.10 (g/L)

Figure 22 : Electrophérogramme des protéines sériques obtenue par électrophorése

capillaire: exemple d’un de nos échantillion.
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5.1. Effet du traitement sur les protéines totales :

La figure 23 montre ’effet des différents traitements sur le taux des protéines sériques.
Les résultats indiquent que le trainement des rattes avec le carcinogéne n’a pas d’effet
significatif sur la quantité des protéines sériques malgré qu’on a remarqué une baisse non

significative des taux des protéines a 44 jours, suivi d’une faible augmentation a 67 jours.

Aussi, le traitement avec le venin d’abeille seule ou combiné avec le carcinogeéne n’a
pas d’effet significatif sur le taux des protéines apres 21, 44 et 67 et 90 jours de traitement,

comparativement au contréle.
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Figure 23 : Effet des différents traitements sur le taux des protéines totaux sériques
(n=3)

5.2. Effet du traitement sur le taux de I’albumine :

Les résultats (Fig. 24) indiquent que les différents traitements (carcinogene, venin ou
combinaison carcinogeéne + venin) n’ont pas d’effet significatif sur le taux de 1’albumine

tout au long de la période du traitement (du 21 jusqu’aux 67 jours).
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Figure 24 : Effet des différents traitements sur le taux de I’albumine (n=3)

5.3. Effet du traitement sur le taux des protéines alpha 1

Les résultats (Fig.25) indiquent que le traitement des rattes avec le carcinogéne n’a pas
d’effet significatif sur le taux des protéines alpha 1. Cependant, le traitement avec le venin
d’abeille seul ou introduit aprés le carcinogéne diminue de manicre significative les taux

de protéines alpha 1 aprés 21 (p<0,001).
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Figure 25 : Effet des différents traitements sur le taux des protéines alpha 1 (n=3, ***

hautement significatif p<0,001)
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5.4. Effet du traitement sur le taux des protéines alpha 2 :

Les résultats de la figure 26 montrent que le carcinogéne entraine des variations non
significative. En effet, il augmente le taux des protéines alpha 2 apres 21 et 44 jours du

traitement et les diminues ensuite, aprés a 67 jours.

Le traitement des rattes avec le venin d’abeille entraine une augmentation du taux des
protéines alpha 2 aprés 21 (p<0,01) et 44 (p<0,001) jours. Mais, une diminution est
observée apres 67 et 90 (p<0,01) jours, comparativement au contrdle. Les taux des

protéines alpha 2 sont apparemment en diminution progressive.

Le traitement combiné carcinogene + venin augmente le taux des protéines alpha 2
apres 21 et 44 jours d’une maniére non significative, Une diminution du taux des protéines
alpha 2 est notée apres 67 et 90 (p<0,001) jours du traitement. Il semble également que le

taux de ces protéines est en diminution progressive.
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Figure 26 : Effet des différents traitements sur le taux des protéines alpha 2 (n=3,**
tres significatif p<0,01 , *** hautement significatif p<0,001)

5.5. Effet du traitement sur le taux des protéines beta 1 :

La figure 27 indique que I’effet des différents traitements sur les taux des protéines beta

1 ne se manifeste qu’au début du traitement. En effet, les 3 traitements ; carcinogéne,




venin et carcinogéne + venin augmentent de maniere hautement significative (p<0,001),

les taux de protéines beta 1 apres 21 jours.
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Figure 27: Effet des différents traitements sur le taux des protéines beta 1 (n=3,***

hautement significatif p<0,001)

5.6. Effet du traitement sur le taux des protéines beta 2

Les résultats de la figure 28 montrent que le traitement avec le carcinogene ou le venin
entraine une diminution progressive des protéines beta 2 avec un effet significatif a la fin
de la période du traitement 67 (p<0,05) jours pour le premier et 90 (p<0,05) jours pour le
deuxiéme. Le traitement avec le carcinogene suivi du venin entraine par contre, une

augmentation hautement significative a 90 jours (p<0,001)

:




10 * % %

O controle

B carcinogéne

venin
carcinogene+ venin

Taux des protéines beta 2
(% des protéines totales)

Durée de traitements (jours)

Figure 28 : Effet des différents traitements sur le taux des protéines beta 2 (n=3,*

significatif p<0,05, *** hautement significatif p<0,001)

5.7. Effet du traitement sur le taux des gamma globulines

Les différents traitements (Fig. 29) n’ont pas d’effet significatif sur les taux sériques des
gamma globulines. Une hausse significative est observé uniguement avec la combinaison

carcinogene + venin apreés 90 (p<0,05) jours de traitement.
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Figure 29: Effet des différents traitements sur le taux des gamma globulines (n=3,*
significatif p<0,05)
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6. Effet du traitement sur le taux du monoxyde d’azote :

Les résultats

de la figure 30 montrent que le traitement par le carcinogéne et le

carcinogéne + venin augmentent les taux du NO a 21, 44 et 90 et les diminuent a 67jours.
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in augmente le taux du NO sur toute la période du traitement (a 21, 44, 67
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7. Effet du traitement sur ’activité de la catalase:

Cette étude

(Fig. 31) signale que le traitement par le venin d’abeille augmentent

I’activité de la catalase a 67 et 90 jours du traitement.

Activité enzymatique (uMol H202/
min/mg de protéine)

Figure 31 :

120

B Controle
B Venin .
@ Carcinogene + Venin

100 o

80 o

60

40

20 A

67 90

Durée de traitement (jour)

Effet des différents traitements sur 1’activité enzymatique de la catalase
(n=3)







V. Discussion:
1. Effet des différents traitements sur les observations macroscopiques :

1.1. Effet du carcinogéne sur les glandes mammaires :

Dans ce travail, notre premier but était de développer un model animal de cancer
mammaire, afin de tester 1’effet anti-tumoral du venin d’abeille. Pour cela, on a utilisé un
carcinogene chimique de la famille des "Nitroso". Les résultats des observations
macroscopiques montrent que le carcinogéne a induit des tumeurs mammaires dans 5/6
rattes avec un pourcentage de 83.33% (les mortalités sont négligées) avec une période
latente de 67 jours. Ce résultat est en corrélation avec les travaux de Jose et al., 2013 qui
ont utilisé le méme carcinogéne et ils ont eu une incidence de 6/6 rattes avec un

pourcentage de 100% mais avec une période de latence égale a 85.83+1.759 jours.

1.2. Effet du venin sur la carcinogénése des glandes mammaires :

Nos résultats indiquent I’absence de tumeurs chez le lot C+V. Cette absence de tumeurs
peut étre expliquée par I’existence d’un effet anti tumoral du venin d’abeille ou que ce
dernier ralentie le processus de carcinogenese. Cependant les travaux de Orsoli¢ et al.,
2003 ont montré que le venin d’abeille inhibe la prolifération des cellules de carcinome
mammaire in vitro et la croissance tumorale in vivo chez un model de souris. Aussi, Liu et
al., 2002 ont rapporté que le venin d’abeille peut étre utilisé comme un agent chimio-
thérapeutique contre les tumeurs malignes. Nos résultats également montrent que les
traitements par le venin (lot V et C+V) rendent le sang plus liquide avec un temps de
coagulation plus long, ce qui corrobore les résultats de Zolfagharian et al., 2015, ayant

conclu que le venin d’abeille est un anti-coagulant.
2. Effet des différents traitements sur ’activité enzymatique des TGO et TGP :

TGO et TGP sont des enzymes libérés dans le sang en cas de Iésions hépatiques aigue,
ce sont des indicateurs importants de 1’hépatotoxicité (Laskin et al., 1995; Waters et
al.,2001 ; Whyte et al.,2007). Une au gmentation de 1’activité de ces enzymes est
associée a une surexpression hépatique de 1’iNOS (inducible NO synthase). Cette
surexpression est a 1’origine de la génération de grande quantité du NO dans le foie. Ce
dernier, peut promouvoir les lésions hépatiques via son interférence avec les produits de la

respiration mitochondriale (ROS), ce qui provoque des lésions cellulaire suivis d’une

.



libération des enzymes cytoplasmiques TGO et le TGP dans le sang (Moncada et
Erusalimsky, 2002).

2.1. Effet du venin sur I’activité du TGO et TGP

Nos résultats indiquent que le venin entraine une diminution des activités enzymatiques
du TGO et TGP au début du traitement. La baisse des TGO et TGP peut étre expliqué par
les caractéristiques anti-oxydantes et anti-inflammatoires du venin d’abeille et ses
composants (SON et al., 2007 ; Lee et al., 2010 ; Khalil et al., 2015). Le venin d’abeille
constitue un mélange trés complexe de peptides, enzymes et amines fortement active dont
les composants majeurs sont la mélittine et la phospholipase A2 (PLA2) (Kim et al.,
2010).

Ces derniéres molécules entrainent une baisse des taux du NO hépatiques, par une
régulation négative de la machinerie de production, iNOS; et une réduction de
I’expression de la COX-2 (enzyme inclut dans le métabolisme de 1’acide arachidonique),
du facteur nucléaire kappa B (NFxB) et du TNF o (Lee et al., 2010; Kim et al., 2014 ;
Park et al., 2014; Rayahin, Buhrman et Gemeinhart, 2014). Les etudes de Cernanec et
al.,2002; Park et al., 2007 et Khalil et al., 2015 ont egalement prouvé que la PLAZ2 et la
mélittine jouent le réle des capteurs (scavenger) du NO et des ROS.

Nos résultats montrent aussi que 1’activité du TGP augmente vers la fin du traitement
alors que c’est le contraire pour I’activité du TGO. Cela peut étre expliqué par le fait que la
TGP une enzyme spécifique au foie, par contre la TGO est présente dans le cceur et les
muscles (Caquet, 2015). Cette augmentation est un indicateur de Iésion hépatique.

Apparemment I’application du venin d’abeille a long terme entraine des lésions
hépatiques. Des etudes réalisees par Asaoka et al. 1993, Bomalski et al. 1995 et Goddard
et al. 1996 ont suggéré que le venin d’abeille et ses composants augmentent la sécrétion
des cytokines pro-inflammatoires telles que : I’'IL-1, TNFa par les monocytes et les LThy,

ce qui provoque une inflammation et des lésions hépatiques (OrSoli¢ et al., 2003).

2.2. Effet du carcinogéne sur ’activité du TGO et TGP

Notre étude signale que le taux de TGP augmente a la fin du traitement. Cela indique
que le carcinogéne, de la famille des Nitroso ; a provoqué des lésions au niveau des

hépatocytes. Ces lésions vont permettre la libération du bio-marquer du dommage
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hépatique, TGP. Il a été bien établi que le foie est le lieu de détoxification de ce
carcinogene (Yamazaki et al., 1992; Grudzinski et al.,2005). Le carcinogéne régule
I’iNOS positivement en provoquant une surproduction du NO lequel est a ’origine des
Iésions hépatiques (Ohshima et Bartsch, 1994; Allavena et al., 2008).

3. Effet des différents traitements sur ’activité enzymatique de LDH :

LDH est une enzyme d’origine cellulaire qui catalyse la conversion reverse du pyruvate
en lactate, leur libération dans le sang est un marqueur de souffrance cellulaire (Jurisic,
Radenkovic et Konjevic, 2015; Storey, 2015).

3.1. Effet du carcinogéne sur ’activité enzymatique de LDH:

Notre étude montre que le taux de I’activit¢é de LDH diminue au début du traitement
puis raugmente ensuite. Ces résultats sont en accord avec les travaux de Antropov et
al.,2012 qui ont utilisé un carcinogene de type nitroso sur des grenouille ou ils ont
remarqué que ’activité de LDH diminue apres 28 jours du traitement. Comme il a été bien
démontré par Hiramoto et al., 2001 et Hiramoto et al., 2002, le carcinogene se
décompose pour former le NO et les intermédiaires de nitrite/ nitrate, ce qui génére un
stress nitrosatif. Ce qui est en accord avec nos résultats ou on a remarqué que le taux du
NO augmente lors du traitement avec le carcinogene. La relation LDH-NO a été démontrée
aussi par Soloveva et Peretyagin, 2016 ou ils ont trouvé que le NO a une concentration

donnée diminue ’activité enzymatique de LDH. Mais le mécanisme reste encore a élucide.

Nos résultats indiquent aussi une augmentation de I’activité de LDH apres 44 jours.
Cela peut étre expliqué par la destruction tissulaire provoquée par la croissance
néoplasique ce qui libere de grande quantité de LDH dans le sang. Cette augmentation peut
étre expliquée, aussi par une sur-régulation de LDH-A (isotype de LDH) dans les cancers
(Hussien et Brooks, 2010). Notre résultat macroscopique montre 1’apparition de tumeur
palpable a 53 jours, ce qui indique I’existence d’une prolifération rapide et une néo-
angiogenese intense. Kolev et al., 2008 ont montré qu’une surexpression de LDH-A est en
corrélation avec I’hypoxie et 1’angiogenese intra-tumoral. D’autres auteurs confirment
cette relation, en trouvant que [’augmentation de 1’expression de LDH-A est
potentiellement corrélée avec 1’expression du facteur de croissance de l'endothélium

vasculaire (VEGF Vascular endothelial growth factor) (Kim et al., 2014).
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3.2. Effet du venin et du carcinogéne + venin sur ’activité enzymatique de LDH:

Nos résultats montrent que le venin diminue I’activité enzymatique de LDH. Cette
baisse de I’activité enzymatique peut étre expliquée soit par 1’existence d’une molécule
dans le venin d’abeille capable de réguler négativement 1’expression de LDH ou a inhibé
’activité enzymatique de LDH.

Suite a plusieurs travaux de recherches, il a été bien démontré aujourd’hui que LDH est
sous le contréle de différents genes tels que : le facteur d’induction de I’hypoxie (HIFla
Hypoxia-inducible factor 1-alpha), c-Myc a des taux transrationnels élevées et par la
protéine kinase A et la protéine kinase C dans les conditions normales (Jungmann, 2005;
Seth et al., 2011). Alors que d’autres recherches prouvent que le venin d’abeille régule
négativement tous ces génes (ZHU et al., 2002; Orsoli¢ et al., 2003; Park et al., 2010;
Duetal., 2011; Shin et al., 2013; Yang et al., 2014; Gallo et al., 2015).

Cela confirme bien que le venin d’abeille est dose et durée-dépendant. Le venin
d’abeille active la réponse inflammatoire ce qui provoque a long terme des Iésions
tissulaires et une libération de LDH (Chen et Lariviere, 2010). Au méme temps plusieurs
recherches prouvent que la mélittine (appelé aussi pore-formation) a certain concentration
provoque une lyse cellulaire semblable a une lyse par le complément (CAM complexe

d’attaque membranaire) (Gajski et Garaj-Vrhovac, 2013; Mahmoodzadeh et al., 2015).
4. Effet des différents traitements sur les protéines sériques :

L’¢lectrophorése donne, d’autre part, un reflet panoramique de 1’ensemble des protéines
sériques et peut a ce titre dépister, notamment un syndrome inflammatoire (zones alpha-1
et alpha-2), une carence martiale (zone béta), une hémolyse intra-vasculaire (zone alpha-2),
une cirrhose (zone béta-gamma), une maladie infectieuse, auto-immune ou de systeme
(zone alpha-1, alpha-2, béta et surtout gamma), un déficit congénital ou acquis des
immunoglobulines ou d’autres protéines (albumine, alpha-1 antitrypsine et
gammaglobulines notamment) ou d’évaluer le retentissement d’une pathologie connue,
voire d’en assurer le suivi : atteinte hépatique (dont une cirrhose ou une hépatite), atteinte

rénale (dont un syndrome néphrotique), digestives, etc. (Szymanowicz et al.,2006).
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4.1. Effet sur les taux des protéines totales et de I’albumine :
Cette ¢tude montre que les différents traitements n’ont aucun effet sur les taux des
protéines totales et de I’albumine. Ces résultats sont en accord avec les résultats de (Han
et al., 2009).

4.2. Effet sur le taux des protéines alpha 1 :

Les protéines qui migrent dans la zone des protéines alpha 1 sont alpha 1 antitrypsine
(ALAT) et al glycoprotéine acide ou orosomucoide (AGP  al-acid glycoprotein)
(Bhagavan et Ha, 2015).

Nos résultats indiquent une diminution hautement significative du taux des protéines
alpha 1 au début du traitement. Une baisse du taux des protéines alpha 1 est expliquée
par I’effet anti-inflammatoire du venin d’abeille. Cette baisse peut étre expliquée par une
diminution du taux de I’A1AT. Il a été indiqué qu’un déficit de I’ALAT peut étre causé
par une diarrhée motrice activé par la Prostaglandine E2 (PGE;) (Amiot, 2015; Satitsri
et al., 2016). (Lambeau et Gelb, 2008; Schewe et al., 2016). Le venin d’abeille induit
des diarrhées a travers ’effet de la PLA2 qui stimule a son tour la production des PGE;
chose qu’on a remarqué au cours de notre expérimentation ce qui entraine une diminution
du taux des alpha 1. Surtout que le taux des protéines alpha 1 retourne a la norme par

rapport au témoin apres disparition des diarrhées.
4.3. Effet sur le taux des protéines alpha 2 :

Cette fraction comprend majoritairement 1’haptoglobine, «2-macroglobuline
(Bhagavan et Ha, 2015).

Nos résultats montrent une augmentation du taux des protéines alpha 2. Cette
augmentation peut étre expliquée par une surexpression de 1’haptoglobine, une molécule
de la phase aigue de I’inflammation régulée par la cytokine pro-inflammatoire IL-6 lors
de la réponse inflammatoire (Robert, 2013; Hunter et Jones, 2015). En basant sur le
model proposé par Quaye, 2008 nous pouvons supposer que 1’haptoglobine constitue un
des mécanismes anti-inflammatoires impliqués par le venin d’abeille. Plusieurs
recherches confirment également que les composants du venin d’abeille ont la capacité de
réguler positivement la réponse inflammatoire (Régnier-Vigouroux et al., 1988;
Buku,1999 ; Buku et al., 2005 Park et al., 2014; Bourgeois, 2015 ).
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5.  Effet sur le taux des protéines beta 1 :

Nos résultats indiquent une hausse des taux des protéines beta 1. Beta 1 est composé
principalement de la transferrine et les lipoprotéines de basses densités (LDL low density
lipoprotein) (Wahed et Dasgupta,2015). Une augmentation dans la bande Bl peut
évoquer une hypertransferrinemie (un taux élevé de tansferrine libre) (Le Carrer et
Bach-Ngohou, 2005). L’augmentation du taux de la transferrine est due a une anémie
ferriprive, ou carence martiale est une anémie due & une carence des réserves en fer de
I’organisme (Szymanowicz et al.,2006). La sortie du fer dans la circulation sanguine est
finement régulée par I’expression de la ferroportine, un transporteur qui assure la sortie
du fer a la fois des entérocytes (Fer provenant de 1’absoption) et des macrophages
(provenant du recyclage de I'néme dans systéme réticulo-endothélial obtenu de la
dégradation des érythrocytes) vers la circulation sanguin (McKie et al., 2000; Zon et al.,
2000; Yang et al., 2002; Knutson, 2003). La ferroportine est régulée par 1’hormone
peptidique hepcidine. La formation d’un complexe ferroportine-hepcidine induit
I’internalisation et la dégradation de la ferroportine (Nemeth, 2004). L hepcidine est sur-
régulé par le stress inflammatoire (Roy et Andrews, 2005; Ganz et Nemeth, 2009).

D’aprés Verma, Bahorun et Kumar, 2012 méme le carcinogéne est capable
d’induire I’expression de toute une gamme de cytokines pro-inflammatoires qui peuvent

agir sur les taux de I’hepcidine et notamment la fraction beta 1.

6. Effet sur le taux des protéines beta 2 :

Nos résultats indiquent que le traitement par le carcinogéne seul ou le venin seul
diminuent le taux des protéines beta 2. Dans cette zone migre les composants du
complément et B-lipoprotéine (appelé aussi LDL low density lipoprotein) (Bhagavan et
Ha, 2015). La diminution de la fraction beta 2 dans notre cas peut étre expliquée une
diminution du taux de LDL. Ce résultat est en corrélation avec les résultats de Wright et
al.,1991 et Ambaga M, 2015.

Par contre, nos résultats indiquent une augmentation des protéines beta 2 dans le
traitement combiné carcinogene + venin. Cette augmentation peut étre expliquée par

hypercomplémentémie d’origine inflammatoire (Szymanowicz et al.,2006).
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7. Effet sur le taux des gamma globulines :

Nos résultats indiquent que les traitements par le venin seul et le carcinogene seul
n’ont aucun effet sur le taux des gamma globulines. La fraction gamma globuline
renfermement les 5 classes d’immunoglobulines IgM, IgG, IgA , IgD et IgE, plus la
protéine réactive C ( CRP) qui aussi migre dans cette zone(Stockham ET Scott,2013).

D’apres Jang et al., 2003 les immunoglobulines sont habituellement non visibles sur
le profil a I’exception des tres rares myélomes.

Néanmoins, 1’augmentation des gamma globulines vers la fin du traitement par le
carcinogene + venin peut étre expliquée par un grand taux de CRP libéré par

I’inflammation (Bhagavan et Ha, 2015).
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CONCLUSION ET PERSPECTIVES



Notre étude a été menée dans le but d’evaluer I’effet protecteur du venin d’abeille
contre la carcinogénese des glandes mammaires et les lésions hétiques induites par un
carcinogéne de la famille nitroso. L’effet du venin est testé sur I’activité des enzymes TGP,
TGO, LDH, catalase et sur le profil des protéines sériques et la production du NO.

Nos résultats montrent que le venin posséde un effet anti tumorale en inhibant la
carcinogenése des glandes mammaires. Aussi, I’application du venin d’abeille a une courte
durée diminue les taux de I’activité enzymatique du TGO, TGP, LDH et le taux sériques
des protéines alpha 1. Par contre, il augmente le taux du NO, des protéines alpha 2, beta 1
et Iactivité enzymatique du catalase. L’application de venin pour une de longue durée

augmente 1’activité des TGP, LDH comme indicateur de Iésion.

Le venin d’abeille a plusieurs effets en relation avec le systeme immunitaire parfois

contradictoire. Le venin d’abeille est durée-dépendant.

En perspectives il serait intéressant de :

Extraire les molécules actives responsables des proprietés anti-tumorales, anti-

inflammatoires et antioxydantes du venin d’abeille.

- D’entamner une étude moléculaire pour approfondir les mécanismes d’actions du

venin d’abeille.
- Etudier d’autres parametres de stress oxydatif et de la réponse inflammatoire.

- De réaliser une etude in-vitro.

0
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Abstrat :

The aim of this study is to investigate the antitumor effect of venom bee on a chemical
mammary gland induced tumor model in rats. The study was realized on 24 females rats,
the animals were divided into four groups, the first group served as a control group, the
second group was treated by carcinogen, the third one receive a venom bee and the last one
was treated with combination of carcinogen followed by venom. The effect of different
treatment was assessed on serum proteins profile, NO levels, and enzyme activity of TGP,
TGO, LDH and catalase. Macroscopic observations show that 83,33 % of rats primed by
the carcinogen were developed tumor, whereas any tumor was detected in rats treated by
venom or carcinogen followed by venom bee. Results from enzymatic assays show that the
venom bee decreases TGP, TGO, LDH and serum proteins alpha 1 level. At the same time,
it increases catalase activity, NO, and serum protein alpha 2 and beta 1 levels. At long
term, application of venom bee increases TGP and LDH activity as markers of tissues

alteration. To conclude, venom bee has an antitumor and anti inflammatory effect.
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L’objectif de cette étude est de tester 1’effet anti-tumoral du venin d’abeille sur modéle de tumeur
chimique de glandes mammaires induites chez les rats. L’étude a été réalisée sur un groupe de 24
rattes réparties en 4 lots : un lot témoins, un lot traité avec le carcinogene, un lot traité avec le venin
d’abeille et le dernier est traité avec le carcinogene suivi du venin. L’effet des différents traitements
a été testé sur le profil des protéines sériques, sur le taux du NO et sur 1’acivité de quelques enzymes
TGP, TGO, LDH et catalase. Les observations macroscopiques indiquent que le carcinogéne a
induit 1’apparition des tumeurs mammaires chez 83.33% des rattes traitées par le carcinogéne,
I’apparition de la premiére tumeur palapable etait aprés une période de 53 jours. Par contre aucune
tumeur n’a été détectée dans le lot traité par le carcinogeéne suivi du venin. Les résultats des dosages
enzymatiques ont montré que le venin d’abeille diminue, au début du traitement, 1’activité
enzymatique des TGO, TGP, LDH et le taux des proteines alpha 1. En méme temps, il augmente
I’activité de la catalase, le taux du NO, le taux des protéines alpha 2 et beta 1. A long terme,
I’application du venin d’abeille, augmente 1’activit¢ enzymatique des TGP et du LDH. En

conclusion, le venin d’abeille posseéde un effet anti-tumoral et anti-inflammatoire.
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