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         Le cancer de poumon est le cancer le plus fréquent dans le monde en termes d’incidence et 

de mortalité  (Siegel et al., 2015, Torre et al., 2015, Zhou et al., 2017). En 2018, son incidence 

mondiale était estimée à 2,1 millions nouveaux cas (deux sexes confondus) qui  représente 

11,6% de l’ensemble des cancers diagnostiqués. L'incidence du cancer de poumon est en 

augmentation constante et la survie globale à 5 ans reste inférieure à 15%.  Chaque année, le 

cancer du poumon cause plus de 1,6 million de décès; plus que les cancers du sein, du côlon et 

de la prostate combinés. En 2018, 1,8millions décès a été enregistré, soit 18,4% du total de décès 

par cancer dans le monde  (GLOBOCAN 2018). En Algérie, le cancer du poumon constitue un 

véritable fléau avec environ 35 000 nouveaux cas et 20 000 décès/an. Ses taux d'incidence sont 

en augmentation constante chez les deux sexes et suivent la courbe de consommation tabagique 

(Marouani et al., 2016).  

Le tabagisme et l’exposition accrue aux polluants environnementaux sont les principaux facteurs 

de risques du cancer de poumon. Les experts considèrent 80 à 90 % des tumeurs pulmonaires 

sont imputables au tabac à lui seul, y compris le tabagisme passif (Pierce et al., 2018 ; Zinser-

Sierra, 2019). Le benzo(a) pyrène B(a)P, un des hydrocarbures aromatiques polycycliques 

(HAP), constitue la principale substance cancérigène dans la fumée de cigarette. Après activation  

par le cytochrome P450, le B(a)p génère le 7,8-diol-9,10-époxy-benzo(a)pyrène (BPDE) qui joue 

un rôle crucial dans la carcinogenèse pulmonaire via la génération des mutations au niveau de 

l’ADN (Huang et al., 2018; Wang et al., 2018). En effet et malgré toutes les avancées 

thérapeutiques, le pronostic du cancer bronchique reste très mauvais. Il n’existe actuellement 

aucun traitement capable d’éradiquer complètement le cancer de poumon ce qui lui confère le 

statut de maladie incurable. 

La doxorubicine (DOX), comme tous les agents de la classe des anthracyclines, est l'une des 

drogues les plus utilisées en chimiothérapie et démontre une activité étendue contre les tumeurs 

solides, les lymphomes et les leucémies. De plus, elle est couramment utilisée dans le traitement 

du cancer de poumon.  Cependant leur utilisation clinique est limitée non seulement par le 

développement de cardiotoxicité qu’elle est largement étudiée (Zhang et al., 2019),  mais 

également par l’induction d’une résistance pléiotropique aux médicaments ou multi-drug 

résistance (MDR) (Yang et al., 2018 ;  Titov et al., 2019). 

Ce phénotype MDR est souvent associé à l'efflux des médicaments en dehors des cellules 

cancéreuses, qui peut être causé par la surexpression des protéines de résistance pléiotropique tel 
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que la glycoproteine P ou pgp. Cette protéine exprimée de manière récurrente dans un grand 

nombre de cancers et codée par le gène MDR1, est capable de transporter les agents anti-

cancéreux en dehors de la cellule, diminuant ainsi leurs concentration intracellulaire et par 

conséquence leurs efficacité anti-tumorale et causant ainsi une augmentation de la toxicité aux 

niveaux des tissus sains (Al-Akra et al., 2018; Titov et al., 2019).  

Le développement des inhibiteurs de la P-gp a conduit à la troisième génération cependant la 

plupart d'entre eux ont donné des résultats décevants en raison de leur toxicité élevée ou de son 

effet inhibiteur non spécifique (Hussain et al., 2016). À ce jour, aucun médicament n'a été 

approuvé pour inhiber la P-gp et restaurer l'efficacité de la chimiothérapie (Syed et al., 2017). 

Par conséquent, le développement de nouveaux inhibiteurs avec une sélectivité plus élevée, une 

efficacité plus forte et une faible toxicité sur les tissus sains est requis afin d’améliorer le taux de 

survie des patients porteurs du cancer de poumon. 

Le développement d’une résistance à l'apoptose lors des chimiothérapies anticancéreuses par la 

doxorubicine, permettraient aux cellules cancéreuses  d'échapper à l’action cytotoxique de 

l’anticancéreux (Nguyen et al., 2018). Ces mécanismes peuvent impliquer la mutation de gènes 

proapoptotiques tel que Bax et le gène supresseur de tumeur (p53) et la surexpression de 

protéines antiapoptotiques (Bcl-2) (Ashour et al., 2018 ; Jiang et al., 2018). Pour combattre cette 

résistance, plusieurs études sont présentement en cours et ce en sensibilisant les cellules 

cancéreuses aux traitements  chimiothérapeutiques selon différents mécanismes, entre autres, 

l'inhibition des protéines antiapoptotiques ou la réactivation de l'activité des proteines 

proapoptotiques. 

Une autre limite importante du traitement par la doxorubicine est l’installation d’une 

hépatotoxicité sévère (Bulucu et al., 2018). Cette  toxicité hépatique est due à l’induction d’un 

stress oxydant, dont le mécanisme implique la formation de complexes Dox-Fer qui est réduit 

par la NADH cytochrome P450 réductase en Dox-Fe2+ qui peut réagir avec l’oxygène et former 

du superoxyde O2•- générateurs d’autres  radicaux libres délétères du parenchyme hépatique. 

Ces derniers induisent l'oxydation des lipides, des protéines et des molécules de la signalisation 

énergétique altérant leurs structures et leurs fonctions (Simůnek et al., 2009). Les cibles 

hépatiques et les mécanismes d’action aussi bien de la doxorubicine que des anthracyclines  

demeurent obscures. 

Cependant à l’heure actuelle, aucune substance n’a été mise sur le marché qui réverse la 

chimiorésistance et  protège réellement les tissus sains comme le foie contre les effets toxiques 
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des agents anticancéreux en générale et de de la doxorubicine en particulier… Ainsi, la recherche 

d’agents réversants et hépato-protecteurs constitue une voie d’exploration toujours ouverte. Au 

cours des dernières décennies, les produits naturels riches en polyphénols, et principalement en 

flavonoïdes ont été considérés comme la principale source de médicaments chimio-

thérapeutiques et de modulateurs MDR  (Hussain et al., 2016, Iriti et al., 2017).  

Dans ce cadre, nous nous sommes intéressée  à  la propolis, un des principaux produits de la 

ruche, qui désigne toute une série de substance résineuse, gommeuse et balsamique de  

consistance visqueuse recueillie sur certaines parties de végétaux par les abeilles, qui la 

rapportent à la ruche, l'additionnent et la modifient en partie par l'apport de certaines de leurs 

secrétions propres. Ce  produit de la ruche est connu par ses propriétés dans la prévention et le 

traitement des cancers (Santos et al., 2017 ; Santos et al., 2019). La propolis agit également en 

synergie avec les traitements chimiothérapiques (Bartolomeu et al., 2019 ; Frión Herrera et al., 

2019). Des résultats similaires au sein de notre laboratoire ont montré l’effet protecteur de la 

propolis de Jijel contre la toxicité des médicaments anticancéreux  (Lahouel et al., 2004; Alyane 

et al., 2007; Benguedouer et al., 2008). Ces effets passent en partie par les propriétés 

antioxydantes de la propolis qui protègent les cellules et renforcement des mécanismes de 

défense endogène.  

L'acide gallique est l’un des principaux acides phénoliques de la propolis doué d’activités 

prooxydantes marquées (Andrade et al., 2017; Santos et al., 2017). Il présente des propriétés 

anticancéreuses rapportées sur plusieurs cancers et est également bien connu pour son activité 

protectrice sur les cellules normales qui peut faire de l’acide gallique un composé essentiel de la 

thérapie anticancéreuse (Li, et. al., 2010a; Verma, et al., 2013). Cependant ses effets 

antiprolifératifs n’ont jamais été étudiés contre le cancer de poumon, et plus particulièrement in 

vivo. Son effet contre la résistance MDR,  qui serait étudié  également pour la première fois, peut 

faire de ce composé phénolique un agent thérapeutique important pour traiter et prévenir le 

cancer et la chimiorésistance. 

Comme suite aux travaux menés sur la propolis au sein de notre laboratoire et en particulier de 

son effet sur les cellules du cancer de la prostate et du mélanome, cette étude a pour objectif :  

 Dans un premier lieu,  l’évaluation de l’effet antiprolifératif de la propolis et de l’acide 

gallique  in vitro sur les cellules d’adénocarcinome pulmonaire A549 et in vivo sur un 

modèle animal de cancer de poumon induit par le B(a)p et ce dans le but d’élucider les 
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mécanismes de cytotoxicités. L’effet de nos extraits sur les cellules saines pulmonaires 

MRC-5 a été également évalué. 

 Dans un deuxième temps, nous avons évalué les mécanismes de réversion de la 

chimiorésistance MDR induite par la doxorubicine en comparant l’effet de nos produits  

avec ceux du vérapamil, comme principal inhibiteur de la pgp. La réversion du phénotype 

MDR a été testée in vitro sur les cellules A549 résistantes à la doxorubicine 

(A549/DOX). Pour évaluer ces effets modulateurs in vivo, nous avons mis au point et 

pour la première fois un modèle d’étude animal présentant le phénotype MDR.   

 La potentialisation de l’effet cytotoxique de la doxorubicine a été également évaluée en 

cas du co-traitement avec la propolis et avec l’acide gallique. 

 Dans un troisième temps, nous avons évalué l’effet hépatoprotecteur de nos produits 

contre la toxicité induite par la doxorubicine. 

Les étude des mécanismes de cytotoxicités  réalisées in vitro sur les cellules d’adénocarcinomes 

pulmonaires A594 sensibles et A549/DOX résistantes à la doxorubicine et sur les cellules saines 

MRC-5 ont été réalisées en adoptant plusieurs tests allant de l’évaluation de la viabilité cellulaire  

par le test MTT, la mesure de l’apoptose par le test Annexin V-PI  et l’activité des caspases 3, 8 

et  9  à  la mesure du cycle cellulaire par cytometrie de flux. La réversion de la résistance a été 

évaluée essentiellement par la mesure de l’accumulation intracellulaire de la doxorubicine, 

l’évaluation de l’activité de la pgp par le test à la Rd-123, l’expression du gène MDR1 par RT-

PCR et la pgp par western blot. La réversion de la résistance à l’apoptose a été évalué 

essentiellement par la mesure de l’expression des protéines anti-et  proapoptotiques Bcl2 et Bax.  

Ce manuscrit est rédigé selon le schéma IMRED, la première partie est consacrée à l’étude 

bibliographique du sujet de thèse  (cancer de poumon induit par le B(a)p, dérèglement et ciblage 

du cycle cellulaire et de apoptose en oncologie pulmonaire, mécanismes de résistance 

pléiotropique (MDR) aux agents anticancéreux,  rôle et implication de la propolis et de acide 

gallique dans la pathologie cancéreuse). La deuxième partie traitera les méthodes employées 

durant cette étude. La troisième partie regroupera les résultats des différentes approches, incluant 

deux articles publiés, et discutera ces résultats sous forme d’une synthèse critique. Enfin, la 

quatrième partie  conclura ces travaux en proposant des perspectives. 
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I. Cancer de poumon induit par le Benzo(a) pyrène B(a)P 

 
1. Données épidémiologiques  

 

      Le cancer de poumon est le cancer le plus fréquent dans le monde en termes d’incidence et 

de mortalité. Selon les estimations fournies par la base de données GLOBOCAN publiées en 

2018, l’incidence mondiale du cancer de poumon était estimée à 2,1 millions/an représentant 

11,6% de l’ensemble des cancers diagnostiqués avec une mortalité de 1,8 millions/an, soit 18,4% 

du total des décès par cancer dans le monde (deux sexes confondues)  (Figure 1).  

Selon le sexe, le cancer du poumon représente le cancer le plus fréquemment diagnostiqué  chez 

les deux sexes avec 14,5 % chez l’homme et 8,4 % chez la femme. Il représente la première 

cause de décès par cancer chez l’homme (22,0 %, soit environ un décès sur cinq), et la deuxième 

chez la femme (13,8%) après le cancer du sein.  Dans 28 pays, le cancer de poumon constitue la 

principale cause de décès par cancer chez la femme. C’est en Amérique du Nord, en Europe du 

Nord et de l’Ouest, en Chine, en Australie et en Nouvelle-Zélande que l’on observe les taux 

d’incidence les plus élevés chez les femmes, la Hongrie venant en tête de liste (GLOBOCAN, 

2018). 

 

Figure 1. Incidence et mortalité mondiales du cancer de poumon en 2018 (GLOBOCAN 2018). Tous 

cancers, âges et sexes confondues. 
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En Algérie, le cancer du poumon constitue un véritable problème de santé publique avec environ 

35 000 nouveaux cas/an et 20 000 décès/an (Marouani et al., 2016). Ses taux d'incidence sont en 

augmentation constante chez les deux sexes, et suivent la courbe de consommation tabagique. En 

effet et malgré toutes les avancées thérapeutiques, le pronostic du cancer bronchique reste très 

mauvais ce qui a constitué une des principales cibles du plan national du cancer 2015-2019, dont 

l’objectif principal est de diminuer la mortalité et la morbidité de la maladie (Boudiaf, 2016).  

En 2018, le taux d’incidence du cancer de poumon est estimé à 7.2% de l’ensemble des cancers 

diagnostiqués avec un taux de mortalité 13.0% du total des décès par cancer (tous cancers, âges 

et sexes confondues). La survie globale à 5ans est estimée à 8.68%. Selon le sexe le cancer de 

poumon représente le cancer le plus fréquemment diagnostiqué chez l’homme avec 3271 

nouveaux cas (13.6 %) suivi par le cancer colorectal  et le cancer de la prostate. Il représente la 

principale cause de décès par cancer chez l’homme (22,0 %), et la deuxième chez la femme 

(13,8%) après le cancer du sein (GLOBOCAN 2018). 

2. Facteurs étiologiques 

       De nombreux facteurs augmentent le risque de développer un cancer du poumon. Le plus 

connu d’entre eux est le tabac. Cependant, d’autres facteurs, professionnels ou 

environnementaux, sont incriminés. Les chercheurs ont également mis en évidence des 

prédispositions individuelles chez certaines personnes. 

2.1. Tabac 

Le tabagisme constitue le principal facteur de risque. On estime que 90% des cancers 

bronchiques sont imputables au tabac à lui seul. Le tabac est responsable de 99 % des cancers 

épidermoïdes, 95% des cancers Bronchiques non à petites cellules (CBNPC), 90 % des 

carcinomes à grandes cellules et 70 % des adénocarcinomes. La durée d’exposition au tabac, 

l’âge de début du tabagisme, et la quantité de tabac consommé déterminent le risque relatif de 

cancer bronchique (Janssen-Heijnen and Coebergh, 2001; Pierce et al., 2018).  

L’effet carcinogène du tabac est lié à la présence, dans la fumée de cigarette, d’environ 4000 

éléments chimiques, dont une soixantaine ont été reconnus cancérigènes chez l’homme comme 

l’arsenic, benzène, benzo(a)pyrène, cadmium, chromium héxavalent, formaldéhyde, nickel…). 

Les plus puissants étant les hydrocarbures aromatiques polycycliques (HAP) comme le 

Benzo(a)pyrène (Hecht, 2002a; Hecht, 2002b, Zinser-Sierra, 2019). Le tabagisme passif entraîne 
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un sur-risque de 30% de cancer bronchique, et serait responsable d’environ 25% des cancers du 

non-fumeur (Wirth et al., 2009 ; Hussain et al., 2019 ).  

2.2. Facteurs professionnels et environnementaux 

L’exposition à la poussière d’amiante expose à un risque relatif de cancer bronchique de 5. Il 

existe par ailleurs un effet synergique du tabac et de l’amiante : en cas d’exposition à l’amiante 

chez un fumeur, le risque relatif de cancer bronchique est de 50 (Boffetta, 2004; Gudmundsson 

et al., 2019). Le radon, est un produit radioactif naturel, issu des matériaux de construction et du 

sol. Il est probable qu'une exposition au radon à l'intérieur de la maison soit un facteur de risque 

non négligeable du cancer de poumon (Lorenzo et al., 2019).  

Ainsi l’exposition professionnelle à certains toxiques, comme les radiations ionisantes, l’arsenic, 

le nickel, la silice, l’acide chromique et certains chromates, le cadmium, les fumées de Diesel est 

reconnue comme maladie professionnelle en cas de survenue de cancer bronchique. Une méta-

analyse a montré une  augmentation du risque de cancer bronchique chez les peintres. Les 

hydrocarbures aromatiques polycycliques (HAP) ont été incriminés (Sciannameo et al., 2019).  

La pollution atmosphérique est l’un des facteurs de risque qui reste débattu (Raaschou-Nielsen 

2013). Il a été démontré que le taux de cancer bronchique est plus élevé en milieu urbain, les 

risques étant augmentés de 50% (Katsouyanni et Pershagen, 1997). Ce sur-risque serait dû à la 

présence de certains gaz (dioxyde de souffre, ozone, dioxyde d’azote) et de la fumée de Diesel et 

des HAP résultant des combustions de fuels fossiles pour le chauffage ou les transports (Bessö et 

al., 2003; Gamble et al., 2010;  Gamble et al., 2012).   

2.3. Autres facteurs de risques 

 Il n'y a pas de certitudes absolues sur la relation entre les facteurs nutritionnels et les cancers du 

poumon; cependant certains spécialistes affirment qu'une alimentation riche en graisses 

saturées/animales, au même titre qu'une alimentation riche en cholestérol, augmente peut-être les 

risques de développement de ces cancers. D'autres rapports concluent qu'il existe des preuves 

concernant un lien entre une consommation importante de viande et le cancer du poumon 

(Thorogood et al., 1994).  

D’autres facteurs de risque de cancer bronchique ont également été décrits, comme certaines 

maladies pulmonaires chroniques (silicose, bérylliose, tuberculose), l’irradiation dans un cadre 

médical (radiothérapie thoracique) (Quoix et al., 2011). 



                                                                                                               Synthèse Bibliographique 

 

9 
 

Bien que les principaux facteurs influençant l’apparition de cancer bronchopulmonaire soient 

environnementaux, il existe une susceptibilité individuelle aux produits cancérigènes. En effet, 

une histoire familiale de cancer bronchique augmente le risque de survenue d’un cancer 

bronchique (Li et Hemminki, 2003).  

3. Types histologiques du cancer de poumon  

       Les deux types histologiques majeurs de cancer du poumon sont les cancers bronchiques 

non-à petites cellules (CBNPC) ou (Non-Small Cell Lung Carcinomas, NSCLC) et les cancers 

bronchiques à petites cellules (CBPC) ou (Small Cell Lung Carcinoma, SCLC) eux même sous 

divisés en plusieurs sous-catégories (Figure 2). Cette distinction est nécessaire car ces 2 types de 

cancer ont des caractéristiques totalement différentes : critères histologiques, origine, temps de 

doublement, fréquence des métastases, sensibilité à la chimiothérapie et à la radiothérapie. La 

plupart des cancers du poumon sont des carcinomes ; les autres types histologiques représentent 

moins de 1 % des cas. Ces carcinomes se développent à partir de l’épithélium bronchique des 

voies respiratoires larges et moyennes, et des alvéoles pulmonaires) (Knight  et al., 2017).. 

 

Figure 2. Histo-pathogenèse des carcinomes broncho-pulmonaires (Hanahan and Weinberg, 2000) 
 

Ce modèle montre les filiations entre les différents types de cellules de l’épithélium broncho-pulmonaire et les 

carcinomes qui en dérivent. La flèche en pointillé illustre le caractère hypothétique de la filiation entre la cellule 

précurseur des carcinomes neuro-endocrine et les cellules-souches de l’épithélium.  

 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Blandin%20Knight%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28878044
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3.1. Le cancer bronchique à petites cellules  (CBPC) 

Le cancer bronchique à petites cellules représente 15% des cancres broncho-pulmonaires (Knight  

et al., 2017). Il s’agit de la catégorie de cancer du poumon la plus agressive, d’évolution plus 

rapide avec un temps de doublement de l’ordre de 30 jours et est diagnostiquée le plus souvent à 

un stade métastatique (Barata et Costa, 2007). L’origine de ce cancer est neuroendocrine puisque 

les alvéoles pulmonaires présentent des granules neurosécrétoires chargés de neuro-hormones. 

Sur le plan histopathologique, le CBPC est caractérisé par des cellules de petite taille pauvres en 

cytoplasme, avec une chromatine d’apparence granuleuse et une activité mitotique élevée. En 

immuno-histochimie un marquage positif pour de nombreux peptides et hormones 

(somatostatine, prolactine, bombésine, Neuron Specific Enolase (NSE) ...) est observé. Ce type 

tumoral est particulièrement chimiosensible, mais avec une rechute rapide à l’issue du traitement 

(Yatabe et al., 2018 ; Cui et al., 2019).   

 

3.2. Le cancer Bronchique non à petites cellules (CBNPC)  

Les cancers bronchiques non-à petites cellules représentent 85% de l’ensemble des cancers 

bronchiques (Knight  et al., 2017). Ainsi, les cancers bronchiques non à petites cellules ont une 

origine malpighienne, un temps de doublement plus lent de l’ordre de quelques mois, sont peu 

sensibles aux cytotoxiques.  

Les CBNPC peuvent adopter une architecture épidermoïde, glandulaire ou indifférenciée et sont 

donc classées en trois grands groupes: les adénocarcinomes (Adeno Carcinoma, ADC) (40 %), 

les carcinomes épidermoïdes (Squamous Cell Carcinoma, SCC) (40 %) et  les carcinomes à 

grandes cellules (Large Cell Carcinoma, LCC) (20 %). Le SCC se développe à partir de 

l’épithélium bronchique pseudo-stratifié. Les carcinomes broncho-alvéolaires se développent 

principalement à partir de la muqueuse à cellules de Clara des petites bronchioles périphériques. 

La transformation des pneumocytes de type I et II donne naissance à des adénocarcinomes (Won 

et al., 2015; Lixia et al., 2016). L’adénocarcinome du poumon est un cancer de poumon 

épithélial d’origine glandulaire, c’est-à-dire capable de sécréter des mucines et constitue le sous-

type le plus couramment diagnostiqué, y compris chez les non-fumeurs (Bray et al., 2010). En 

immuno-histochimie le marquage pour l'antigène carcino-embryonnaire (ACE) est très fréquent 

(Li et Lu, 2018; Sébastien et al., 2019). Le carcinome épidermoïde : Ce carcinome est 

typiquement diagnostiqué chez les fumeurs. Les tumeurs sont localisées à l’intérieur des grosses 

bronches ainsi que dans leur revêtement (Travis et al., 2011; Perez-Moreno et al., 2012). 

 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Blandin%20Knight%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28878044
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Blandin%20Knight%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28878044
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4. Cancérogenèse du Benzo (a) pyrène  

 

        Le Benzo (a) pyrène, B(a)P, est un contaminant environnemental de la famille des 

hydrocarbures aromatiques polycycliques (HAP) généré lors de la combustion incomplète de la 

matière organique (Figure 3). Il est classé dans le groupe 1 (cancérigène) par l'Agence 

internationale pour la recherche sur le cancer (lARC, 2000). En générant des mutations au niveau 

de l’ADN,  le B(a)P peut être à l’origine de plusieurs cancers y compris le cancer de poumon 

(Hockley et al., 2007).  

 

La principale source d’exposition aux B(a)p est l’alimentation, en particulier la consommation de 

viandes et de poissons fumés ou grillés sur le feu, de graisses et huiles végétales ainsi que 

l’ingestion de produits contaminés par dépôt (Perez et al., 2002).  La fumée de tabac est une 

source importante de B(a)P dans l’air. On estime qu’une personne fumant 20 cigarettes par jour 

absorbe en moyenne 105 ng/jour de BaP et un fumeur passif 40 ng/jour (EFSA, 2008). 

L'éxposition environnementale concerne essentiellement les éruptions volcaniques et les feux de 

forêts. Les cokeries, la fabrication de l’aluminium, d’électrodes au carbone, les raffineries de 

pétrole, les usines à gaz, les couvreurs de toitures constituent les principales sources d’exposition 

professionnelle (Verma et al., 2012). 

 

 

 

 

 

Figure 3. Structure chimique du Benzo(a)pyrène (Penning, 1996). 

4.1. Toxicocinétique 

 

        Le B(a)P est facilement absorbé par le poumon, l’intestin et la peau selon la voie 

d’exposition. Étant lipophile, le B(a)P traverse les barrières pulmonaire et intestinales par 

diffusion passive. Il est ensuite rapidement distribué via le sang dans les ganglions lymphatiques 

thoraciques, le tractus respiratoire, les reins, le cerveau, les testicules et la rate. Les LDL assurent 

le transport du B(a)P vers les fibroblastes et les HDL vers le foie (Bonnard et al, 2007).  

 

Le B(a)P est aussi stocké dans les glandes mammaires et les organes riches en graisses. Puis, il 

est graduellement libéré des graisses vers la circulation sanguine. La métabolisation du B(a)P se 

fait essentiellement dans le foie mais les sites d’absorption peuvent aussi contribuer à 
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biotransformation. L’élimination du B(a)P et de ses métabolites,  se fait majoritairement à travers 

le système hépato-biliare et le tractus intestinal. L’excrétion urinaire constitue une voie mineure 

(Miller et Ramos, 2001; Velli et al., 2019 ). 

 

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. Il 

existe 3 principales voies de métabolisation des B(a)P (Figure 4), la plus importante implique la 

famille des cytochromes P450 (CYP450) qui catalyse la moo oxygénation du B(a)P en époxyde. 

La deuxième voie repose sur la formation d’un radical cation suite à l’oxydation à un électron du 

B(a)P, catalysée par des cytochromes P450 peroxydase. Enfin, une voie mise en évidence plus 

récemment implique la formation d’o-quinones à partir de catéchols, catalysée par des 

dihydrodiols déshydrogénases (Miller et Ramos, 2001 ; Xiang et al., 2019). 

Les cytochromes P450 réalisent une mono-oxygénation du B(a)P en époxyde sur les carbones C7 

et C8. L’hydrolyse de cet époxyde par une époxyde hydrolase (EH) conduit à la formation du 

B(a)P-dihydrodiol (BPD) qui subit une nouvelle époxydation par les CYP450 pour donner un 

diol époxyde ou 7,8-Dihydro-7,8-dihydroxy-benzo(a)pyrène 9,10-oxyde (BPDE), métabolite 

terminal du B(a)P extrêmement réactif vis-à-vis de l’ADN. Ce (BPDE) est un métabolite 

hautement mutagène car il forme des adduits covalents avec l'ADN, en position exocyclique N2 

des résidus guanines et en N6 des adénines (Smith et al., 2000), conduisant à  l'apparition de 

transversions G-T qui sont associées au cancer du poumon chez les fumeur (Luch, 2005).                                                                                 

La voie d’oxydation mono-électronique par les peroxydases a pour mécanisme l’oxydation à  un 

électron du B(a)P par les peroxydases cellulaires et/ou par les cytochromes P450 conduisant à la 

formation des radicaux cations. Ces derniers sont instable chimiquement contrairement au 

BPDE. Ils vont se fixer en position N7 des bases guanines et en position N7 ou N3 des bases 

adénines. Leur instabilité va conduire à une dépurination formant des sites apuriniques; lieux de 

dommages importants à l’ADN (Devanesan et al. 1992 ; Shimada, 2006). 

 

La voie métabolique des quinones met en jeu des dihydrodiol déhydrogénases (DD), enzymes 

appartenant à la superfamille des aldo-céto réductases (AKR). La métabolisation du B(a)P-diol 

par ces enzymes produit un catéchol. Ce dernier subit deux oxydations à un électron avec la 

production concomitante d’espèces réactives de l’oxygène pour former des o-quinones 

hautement mutagène. Ces trois voies de métabolisation du BaP induisent la formation de 

dommages à l’ADN soit par formation d’adduits à l’ADN ou par la libération d’espèces réactives 

de l’oxygène (Jiang et al., 2005; Xiang et al., 2019). 
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Figure 4. Les 3 voies d’activation du benzo[a]pyrène d’après Zhang et al. (2012) 

 

4.2. Mode d’action du B(a)P dans la cancérogenèse pulmonaire 

 

 

 

           Le BaP est un cancérogène pulmonaire complet étant donné son potentiel à agir sur toutes 

les étapes de la cancérogenèse: initiation, promotion et progression (Figure 5) (Oliveira et al., 

2007).  

 

Le B(a)P intervient dans l’initiation de cancers en contribuant à la formation de métabolites 

pouvant réagir avec l’ADN pour former des adduits qui peuvent conduire à des mutations 

provoquant le cancer. Parmi, les métabolites réactifs et mutagènes du B(a)P on retrouve les     

(+)-7R, 8S, 9S, 10R-antibenzo(a)pyrène-7,8-dihydrodiol-9, 1O-époxyde (BPDE), (+)-anti-BPDE 

et le H7S, 8R, 9R, 10S énantiomère, H-anti-BPDE (Miller et al, 2001 ; Wolfe et al., 2004). Ces 

adduits à l’ADN peuvent provoquer des mutations ou altérations génétiques majeures au niveau 

des gènes suppresseurs de tumeurs comme P53 ou d'oncogène comme ras. Ceci contribue à la 

transformation des cellules normales en cellules tumorales (initiation) (Luch, 2005 ; Xiang et al., 

2019).  
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Figure 5. Étapes de la cancérogénicité induite par le Benzo (a)pyrène (Moreau, 2013). 

Les radicaux cations de B(a)P génèrent des adduits apuriniques comprenant B(a)P-6-C8-

Guanosine, B(a)P-6-N7-guanoine et B(a)P-N7-Adenine. La formation de ces adduits ainsi que 

ceux du BPQ conduisent à des transversions GT, notamment dans le proto-oncogène ras et 

aussi dans le suppresseur de tumeur p53 (Palkhal et al., 2002 ; Jiang et al., 2007). Les 

métabolites dérivés des radicaux cations, B(a)P-1,6- et B(a)P-3,6-dione peuvent aussi activer 

l'EGFR (epidermal growth factor receptor) via la génération de peroxyde d'hydrogène 

conduisant à l'augmentation de la prolifération cellulaire, ce qui suggère un rôle potentiel dans la 

promotion tumorale (Paz-Elizur et al., 2003). 

 

 

Le B(a)P agit aussi via un récepteur nucléaire AHR (récepteur Aryl Hydrocarbon) qui favorise 

l'expression de plusieurs gènes impliqués dans le métabolisme des xénobiotiques (CYP 1a1 et 

1b1) et dans la prolifération cellulaire (Hockley et al., 2007 ; Oliveira et al., 2007). Lorsque le 

BaP se fixe au récepteur, le complexe migre dans le noyau de la cellule en se dissociant des 

protéines hsp et se lie à l’élément de réponse aux xénobiotiques (XRE) avec la protéine ARNT 

(Ah Receptor Nuclear Translocator) (Figure 6). Il va alors induire la transcription de gènes 

impliqués dans le métabolisme du BaP comme (Cyp1a1, 1b1, 1a2, Nqo1, Gst…), des gènes 

jouant un rôle dans le cycle cellulaire des cellules sont surexprimés ou réprimés (Luch, 

2005).  Selon l’étude de (Shimizu et al., 2000),  les souris déficientes en récepteur Ah (AhR-/-) 

ont montré une résistante à la cancérogénicité du B(a)P.  
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Figure 6.  Mécanisme d’induction des gènes cyp1a1 par le B(a)P (Tarantini, 2009). 

(1) Liaison du B[a]P au AhR, Translocation du complexe AhR/Hsp90 dans le noyau et dissociation (2) Dimérisation 

du AhR avec l’Arnt, (3) Fixation du complexe AhR/Arnt au niveau d’un élément de réponse aux xénobiotiques XRE, 

(4) Transcription des gènes cyp, (5) Translocation de l’ARNm dans le cytoplasme et traduction par les ribosomes 

pour donner une protéine CYP1A1, (6) Métabolisation d’une molécule de B’a)P par la protéine néo-synthétisée. 

 

Le B(a)P intervient également dans la promotion des cancers en influençant la prolifération des 

tumeurs par une hyperméthylation ou hypométhylation de l’ADN (Sadikovic et Rodenhiser, 

2006). Comme exemple, une hyperméthylation d’un promoteur va réprimer la transcription et 

plus particulièrement celle des gènes suppresseurs de tumeurs comme le gène p53 qui est associé 

à des tumeurs pulmonaires chez les fumeurs (Denissenko et al. 1996). Une hypo-méthylation va 

induire des tumeurs en activant des oncogènes (Sadikovic et Rodenhiser, 2006).  

 

 

Le B(a)P agit aussi au niveau de la progression en altérant la communication entre les cellules, 

un processus essentiel au maintien de l’homéostasie. En agissant au niveau des jonctions 

adhérentes et lacunaires qui permettent les échanges entre les cellules, le B(a)p perturbe la 

diffusion de molécules de signalisation qui contrôlent la prolifération cellulaire, l’arrêt du cycle, 

la survie des cellules ou leur apoptose (Tekpli et al., 2010 ;  Moreau, 2013 ; Cui et al., 2019). 

Les espèces réactives de l’oxygène ERO ont également un rôle dans la phase de promotion du 

cancer à travers la dérégulation de voies de signalisation impliquées dans la prolifération 

cellulaire, la différentiation ou encore l’apoptose (Mates et al., 2008). Les espèces réactives de 

l’oxygène (ERO) sont générées lors du cycle redox des quinones (Figure 7). Cette voie du 

métabolisme a pour conséquence la génération de l’anion super oxyde, du radical hydroxyle 
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ainsi qu'un o-quinone dérivé de B(a)P, le Benzo(a)pyrène-7,8-dione, métabolite hautement 

mutagène. Ce dernier peut aussi être réduit en catéchol entraînant des cycles rédox 

supplémentaires qui amplifient la production d’espèces réactives de l’oxygène (Penning, 1996 ; 

Baulig et al.,  2003 ; Cui et al., 2019).  

 

 

 

Figure 7. Formation de ERO lors de l’activation métabolique de BPD par les AKRs (Park et al.,  2008). 

 

Ces ERO entraînent des cassures simple brins, double brins ainsi que des modifications au 

niveau des purines ou pyrimidines ou du désoxyribose.  Le radical hydroxyl (●OH) peut attaquer 

la liaison entre la base et le sucre générant un site abasique ou réagir avec le 2-désoxyribose ce 

qui conduit à la formation de cassures de chaînes d’ADN par arrachement d’un atome 

d’hydrogène. Les ERO sont également à l’origine d’oxydation de bases. La plus fréquente 

survient en position 8 de la guanine, donnant naissance à la 8-oxo-7,8-dihydro-

2’désoxyguanosine (8-oxodGuo). Ce produit de l’oxydation de l’ADN peut être facilement dosé 

dans les urines et est considéré comme un marqueur de carcinogenèse (Klaunig, 2004 ; Valko et 

al., 2006 ; Cui et al., 2019). 
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II. Cycle cellulaire et apoptose principales cibles thérapeutiques en oncologie 

pulmonaire 

        L’équilibre entre les phénomènes de prolifération et de mort cellulaire est indispensable 

pour le développement harmonieux et la survie de tout organisme multicellulaire grâce à un 

contrôle précis du nombre de cellules qui le composent. Le dérèglement du cycle cellulaire et de 

l’apoptose est un élément clé de la carcinogénèse. Les cellules cancéreuses subissent beaucoup 

de mutations et d'anomalies chromosomiques qui normalement provoqueraient la mort de la 

cellule. En dérégulant les voies de signalisation de la prolifération en leur faveur, les cellules 

cancéreuses peuvent bénéficier d'un double avantage: une forte prolifération et une résistance 

accrue à la mort cellulaire par apoptose. La résistance à la mort cellulaire est une des 

caractéristiques que la cellule tumorale acquiert au cours de la cancérogenèse (Alberts, 1995; Bai 

et al., 2017). Le  ciblage de ces deux phénomènes représente donc une approche intéressante 

dans la prise en charge des cancers.  

1. Le cycle cellulaire  
 

Le cycle cellulaire est défini comme un ensemble de modifications métaboliques 

interdépendantes, étroitement synchronisées, aboutissant à la duplication du génome et à la 

division cellulaire. La durée du cycle cellulaire varie entre les différents types de cellules. Chez 

la plupart des cellules de mammifère, elle dure entre 10 et 30 heures (Schwartz et Shah, 2005; 

Bai, 2017). 

 

1.1. Déroulement des différentes phases du cycle cellulaire 
 

Lorsqu’elles ne se divisent pas les cellules sont dites en quiescence ou aussi en phase G0. Sous 

l’effet de signaux mitogènes, elles entament un cycle de division. Le cycle cellulaire est 

classiquement divisé en quatre phases (Figure 8): la phase G1 ou phase de croissance 

cytoplasmique; la phase S, qui représente la "synthèse" durant laquelle se produit la réplication 

de l'ADN; la phase G2 ou phase de préparation à la division cellulaire; la phase M (mitose) 

constituée de deux phénomènes distincts, la caryocinèse ou division du noyau effectuée en 

quatre grandes phases: prophase, métaphase, anaphase et télophase et la cytocinèse ou division 

du cytoplasme. Les phases G1, G2 et S constituent l'interphase qui peut être rallongée de la 

phase G0 (Meijer et al., 2003; Edward et al., 2019).   

Durant la première phase (phase G1), la cellule croit et devient plus large. Il y a synthèse des 

protéines nécessaire à la réplication de l’ADN. C’est aussi et surtout une phase où l’intégration 

des différents paramètres environnementaux et cellulaires permet à la cellule de s’engager ou 

https://www.futura-sciences.com/sante/definitions/medecine-aberration-chromosomique-17207/
https://www.futura-sciences.com/maison/definitions/maison-resistance-10889/


                                                                                                               Synthèse Bibliographique 

 

18 
 

non de manière irréversible dans un nouveau cycle cellulaire. Lorsqu'elle atteint une certaine 

taille, elle passe le point de restriction, à partir duquel le cycle est irréversiblement engagé et 

l’entrée en division ne dépend plus de la présence de facteurs mitogènes. Elle entre alors dans la 

deuxième phase (phase S), dans laquelle débute la synthèse de l'ADN. La cellule duplique sont 

matériel génétique (réplication de l'ADN).  

Durant la phase suivante (phase G2), la cellule contrôle que la réplication de l'ADN a bien été 

réalisée (réparation post-réplicative) et prépare la division cellulaire. A travers ce mécanisme, les 

deux cellules filles sont dotées des mêmes chromosomes que ceux de la cellule mère. Après la 

division, les cellules retournent en phase G1 et le cycle cellulaire est bouclé. Les cellules en 

phase G1 ne poursuivent pas toujours le cycle cellulaire, elles peuvent quitter le cycle cellulaire 

et entrer en phase d'attente (phase G0) (Ségala, 2012 ; Tamura et al., 2013). 

  

 

Figure 8. Différents phases de cycle cellulaire (Meijer et al., 2003). 

Pendant l’interphase, la cellule répare les anomalies de l’ADN et contrôle que tout est 

parfaitement mis en place pour que la réplication de l’ADN et la mitose se déroulent 

normalement. Ce processus extrêmement complexe est régulé par un grand nombre de protéines 

intervenant transitoirement et dans un ordre précis. Parfois des erreurs surviennent, pouvant 

favoriser la cancérogenèse (Castro A et al., 2003 ; Angharad et Walter, 2019). 
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1.2. Régulation du cycle cellulaire  

        Il existe des systèmes de régulation, hautement perfectionnés, qui opèrent à différents 

niveaux du cycle cellulaire. Tout d’abord, on retrouve les CDK (kinases cyclines dépendantes) et 

les cyclines qui assurent l’exécution et les transitions des phases du cycle. La succession normale 

des différentes phases ne peut avoir lieu, que si les différentes Cdk intervenant au cours des 

différentes phases sont présentes et actives aux moments opportuns (Figure 9). Ils existent trois 

CDK d'interphase (CDK2, CDK4 et CDK6), une CDK mitotique (CDK1) et dix cyclines qui 

appartiennent à quatre classes différentes (A-, B-, D- et des cyclines de type E) (Pommier et 

Kohn, 2003; Bai, 2017 ; Edward et al., 2019).  

Le déclenchement du cycle cellulaire, c'est-à-dire l’entrée en phase G1, coïncide avec la 

surexpression des cyclines de type D en réponse à des stimuli mitogènes tels que la stimulation 

par un facteur de croissance ou l’engagement de molécules d’adhésion. La cycline D se lie et 

active Cdk4 ou Cdk6 pour favoriser la progression de G1 par la phosphorylation des membres de 

la famille des protéines de poche de rétinoblastome (pRb, p107 et p130). Le pRb phosphorylé 

dé-réprime le facteur de transcription E2F, induisant ainsi la transcription de gènes cibles G1-S 

tels que la cycline E et la cycline A. Une fois assemblé avec la cycline E, Cdk2 phosphoryle pRb 

pour renforcer encore sa propre expression via les facteurs de transcription E2F (Bertoli et al., 

2013 ; Angharad et Walter, 2019). 

Lors de l'entrée dans la phase S, Cdk2/cycline E favorise l'initiation de la réplication de l'ADN 

avec Cdk2/cycline A. Au cours de la phase G2 du cycle cellulaire, la phosphorylation 

séquentielle des facteurs de transcription FoxM1 et FoxK2 par les complexes Cdk1/cycline A et 

Cdk1/cycline B activent l'expression des gènes essentiels pour l'entrée mitotique (Sadasivam et 

al., 2012). Cdk1/cycline B est un déterminant majeur de la progression de la phase M. Le 

complexe Cdk1/cycline B phosphoryle les substrats impliqués dans la rupture de l'enveloppe 

nucléaire, la condensation des chromosomes et l'assemblage de la broche pendant la progression 

mitotique de la prophase à la métaphase. La progression ultérieure par l'anaphase dépend de 

l'épuisement de l'activité de Cdk1 par le complexe multienzymatique favorisant 

l'anaphase/cyclosome (APC/C) (Anaphase Promoting Complex) médié par la dégradation de la 

cycline B1. L'achèvement de la mitose et de la cytokinèse marquent la fin d'une division 

cellulaire (Morgan, 1999 ; The et al., 2015 ; Icad et al., 2019). 

La régulation de ces phases passe par la synthèse/dégradation des cyclines, les phosphoylations/ 

déphosphoylations des Cdks (Cdc25, CAK, Wee 1) et l’action des CKI (« Cdk Inhibitor ») telles 

que p16, p21 et p27 (Edward et al., 2019). 
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Figure 9. Régulation du cycle cellulaire (Lobjois, 2005). 

A. Le cycle cellulaire est composé de quatre phases G1, S, G2 et M. La progression entre chaque phase est 

contrôlée par différents complexes cycline-CDK. L’induction de l’expression des cyclines D par des signaux 

mitogènes est nécessaire à la progression des cellules en début de phase G1. L’activité des complexes cycline-CDK 

est inhibée par deux familles d’inhibiteurs de CDK : la famille des protéines Ink4 (p16
Ink4a

, p15
Ink4b

, p18
Ink4c

 et 

p19
Ink4d

) est spécifique des complexes cycline D-CDK4/6 ; les protéines de la famille Cip/Kip (p21
Cip1

, p27
Kip1

 et 

p57
Kip2

) agissent sur tous les complexes cycline-CDK. L’association de p27
Kip1

 ou p21
Cip1

 aux complexes cycline D-

CDK4/6 libère les complexes cycline E-CDK2, alors actifs. B.  Dans les cellules de mammifères, la progression des 

cellules en début de phase G1, dépendante des signaux mitogènes, est contrôlée par l’association des cyclines D 

(D1, D2 et D3) aux kinases CDK4 et CDK6. Quand ils sont actifs, les complexes cycline D-CDK4/6 déclenchent la 

phosphorylation de la protéine du rétinoblastome (pRB), poursuivie en fin de phase G1 par les complexes cycline E-

CDK2. Sous sa forme hyperphosphorylée, pRB est inactive et libère le facteur de transcription E2F, permettant 

ainsi l’expression des gènes essentiels à la transition G1-S dont le gène cycline E. 

 

En plus des Cdk, ils existent des mécanismes capables de détecter des anomalies et d’imposer 

l’arrêt du cycle si des anomalies sont constatées. Ces mécanismes ou points de contrôles 

interviennent lorsque des lésions (DDCP = DNA Damage Checkpoint) en fin G1 et G2 ou des 

anomalies de réplication de l’ADN (RCP = Réplication Checkpoint) en fin S sont détectées, ou 

pour contrôler que les chromatides-sœurs vont bien se répartir équitablement dans les deux 

cellules filles (MCP = Mitotic Checkpoint) en phase M. Le point de restriction (R) correspond au 

mécanisme de contrôle qui permet aux cellules en G0 d’entrer ou non dans le cycle en fonction 

des signaux mitogènes (Edward et al., 2019). 
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1.3. Ciblage du cycle cellulaire dans le traitement des cancers 

        Il est aujourd’hui clair que de nombreux cancers comportent des anomalies du cycle 

cellulaire et de leurs points de surveillance: activation des protéines kinases dépendantes des 

cyclines (amplification des cyclines, des Cdk, diminution des CKI…), déficiences des points de 

surveillance du cycle cellulaire (mutations de p53, des kinases ATM ou chk2…) (Meijer et al., 

2003; Bai et al., 2017). Cibler le cycle cellulaire au cours de la thérapie anticancéreuse a pour but 

de bloquer les voies moléculaires poussant les cellules tumorales dans le cycle ou d’agir au 

niveau des points de surveillance. 

 Inhibiteurs  des Cdk 

Les complexes cycline/Cdk étant suractivés dans la majorité des cancers, un des principes du 

développement des inhibiteurs de Cdk repose sur le fait que la prolifération et la survie des 

cellules tumorales dépendent de la suractivite des Cdk. Il semble logique de  développer des 

inhibiteurs sélectifs des Cdk de la phase G1-S, c’est-à-dire Cdk2/4/6, qui sont plus fréquemment 

suractivées dans les cancers que la Cdk1 (Lin et al., 2018). Plusieurs inhibiteurs de Cdk (le 

flavopiridol, la roscovitine, les paullones) présentent une activité antitumorale (Finn et al., 2015 ; 

Dieraspierga et Sablin, 2016; Fernandez et al., 2019). Des dérivés peptidiques mimant l’action 

des CKI (p16, p21) ont quant à eux fait la preuve de leur activité in vitro (Tang et al., 2018; 

Shamloo et Usluer, 2019;  Edward et al., 2019).  

 Inhibiteurs des points de surveillance du cycle cellulaire 

Deux approches sont possibles en ce qui concerne les inhibiteurs des points de surveillance du 

cycle cellulaire. La première est de bloquer sélectivement un des points de surveillance, de façon 

à sensibiliser les tumeurs aux agents thérapeutiques classiques qui produisent des lésions de 

l’ADN. L’autre approche est de rétablir les points de surveillance. Par exemple, les cellules 

tumorales dont la protéine p53 est déficiente meurent après complémentation de la p53 

(Pommier et Kohn, 2003; Bai et al., 2017; Fernández et al., 2019; Shamloo et Usluer, 2019). La 

caféine est le plus ancien inhibiteur des points de surveillance du cycle cellulaire. Elle abroge les 

deux points de contrôle G1 et G2 (Pommier, 2002).   

 Autres sites d’interactions  

Du fait de sa surexpression dans une variété de cancers,  la protéine Cdc25C est considérée 

comme cible importante pour le traitement du cancer. L’inhibition de Cdc25 permet de ralentir la 

progression du cycle cellulaire (Kabakci et al., 2019 ; Liu et al., 2019). La modulation du facteur 

de transcription et de prolifération cellulaire E2F-1 et de l’oncogène c-Myc  constitue des cibles 

importantes pour la réversibilité du phénotype malin (Shan et al., 2019 ; Zhu et al., 2019).  
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2. L’apoptose 

       Toutes les méthodes de traitements du cancer, que ce soit la chimiothérapie, la radiothérapie 

ou les méthodes alternatives visent l'élimination des cellules cancéreuses. Cette élimination 

implique l’apoptose de ces cellules qui peut être déclenchée par divers mécanismes. La 

compréhension de ces mécanismes permettra le développement de nouvelles stratégies ayant 

pour but l’induction de l’apoptose des cellules cancéreuses, tout en tentant de limiter les effets 

indésirables aux tissus sains.     

L'apoptose ou mort cellulaire programmée  est un processus physiologique d’autodestruction des 

cellules surnuméraires ou dysfonctionnelles en réponse à un signal de mort. La cellule en 

apoptose présente une forme arrondie, une inhibition de contact avec les cellules voisines, une 

dilatation de son réticulum endoplasmique et une condensation de la chromatine à l'intérieur du 

noyau, qui est fragmentée par des endonucléases. Les corps apoptotiques résultant de la 

fragmentation de la cellule sont dégradés par les macrophages (Orrenius et al., 2007; Lopez et 

Tait, 2015). 

L’apoptose s’effectue selon une séquence d’événements très précis qui permettent à la cellule 

d’être détruite en quelques heures sans laisser de traces. Lorsque des dérégulations de ces 

mécanismes surviennent, la mort cellulaire devient pathologique. Un défaut ou un blocage dans 

l’exécution de l’apoptose ont pu être identifiés dans de nombreux cas de cancers (Kaminskyy et  

Zhivotovsky, 2018). La cellule tumorale présente également le caractère d’échappement à la 

mort cellulaire apoptotique (Hanahan and Weinberg, 2000). 

2.1. Mécanismes moléculaires et voies de signalisations 

 L’apoptose est classiquement divisée en trois phases : une phase d’induction ou d’initiation, une 

phase d’exécution et une phase de dégradation. La phase d’initiation est une étape réversible au 

cours de laquelle le signal apoptotique est transmis aux caspases initiatrices. Ces caspases 

activent les caspases effectrices qui interviennent dans l’exécution de l’apoptose et conduisent à 

la dégradation de la cellule. Il existe deux voies principales d’induction de l’apoptose : la voie 

des récepteurs de mort (ou voie extrinsèque) et la voie mitochondriale (ou voie intrinsèque) 

(Zaman et al., 2014 ; Arbiser et al., 2017). 

  2.2.1. Voie extrinsèque 

Le sentier extrinsèque fait intervenir des récepteurs des signaux membranaires appartennant à la 

famille des récepteurs TNF (Tumor Necrosis Factor) tels que : Fas, TNF -R1 (Tumor Necrosis 

Factor Receptor) ou TRAIL (TNF-related apoptosis-inducing ligand). La signalisation du 

https://www.nature.com/articles/s41419-017-0168-3#auth-1
https://www.nature.com/articles/s41419-017-0168-3#auth-2
https://www.nature.com/articles/s41419-017-0168-3#auth-2
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récepteur de mort activé est médiée par sa région cytoplasmique qui possède une séquence 

conservée appelée Death Domain (DD) (Goldar et al., 2015). L’activation du récepteur conduit 

au recrutement de protéines adaptatrices au niveau du DD. Ces protéines adaptatrices appelées 

Fas Associated Death Domain (FADD) ou TNF Receptor Associated Death Domain (TRADD) 

possèdent leur propre DD par lequel elles sont recrutées au niveau des récepteurs activés. Le 

domaine Death Effector Domain (DED) des protéines adaptatrices FADD ou TRADD interagit 

alors avec le domaine DED des procaspases initiatrices - 8 et -10. Le complexe ainsi formé, 

appelé Death Inducing Signaling Complex (DISC), permet le rapprochement et l’auto-clivage 

des pro-caspases initiatrices -8 et -10 (Mollazadeh et al., 2017). La caspase 8 activée déclenche 

la phase d’exécution par l’activation des caspases effectrices -3, -6 et -7 et ainsi le 

déclenchement de la phase de dégradation en clivant des substrats essentiels au maintien de la 

vie cellulaire. Les deux grandes voies sont connectées par l'intermédiaire d'un membre 

proapoptotique de la famille Bcl-2 (BID). En effet, la caspase-8 activée clive Bid au niveau N-

terminal en tBid qui est alors rapidement transloqué du cytosol vers la membrane mitochondriale 

où elle se lie à Bax ou à d’autres protéines pro-apoptotiques de la famille Bcl-2 et induit 

l’activation de la voie mitochondriale (Liu et al., 2017; Claire et Amareshwar, 2018). 
 

 

 

2.1.2. Voie intrinsèque 
 

  La voie mitochondriale  intègre des signaux provenant d’une large variété de stress, tels que les 

dommages à l’ADN, les dommages au cytosquelette, la perte de l’adhésion,  etc., qui convergent 

vers la mitochondrie (Peña-Blanco et García-Sáez, 2018). La transmission du message s’effectue 

par la protéine cytosolique Bax qui suite au stress apoptotique, son extrémité C-terminale change 

de conformation afin de s’accrocher à la membrane externe des mitochondries (Xu et al., 2015). 

La membrane mitochondriale se perfore et entraîne la libération du cytochrome-c, du facteur 

induisant l’apoptose (AIF) et de l’endonucléase G (EndoG) (Green et Lambi, 2015).  
 

 

La libération du cytochrome-c de la mitochondrie dans le cytosol constitut l’étape irréversible du 

processus. Le  cytochrome c peut influencer sur les caspases en se liant avec la protéine Apaf-1 

(Apoptosis Protease-Activiting Factor-1) pour donner l’apoptosome en présence d’ATP. 

L’apoptosome se lie à la procaspase-9 afin de l’activer.  La caspase 9 active les caspases 

effectrices 3, 6 et 7 responsable de l’autodestruction cellulaire (Figure 10) (Lopez et Tait, 2015; 

Pfeffer  et Singh, 2018). L’AIF et Endo G transloqués depuis la mitochondrie vers le noyau 

dégradent l’ADN de façon indépendante des caspases (Green et Lambi, 2015).  La mitochondrie 

participe donc aux mécanismes d’apoptose caspases-dépendantes et caspases-indépendantes 

(Endo G, AIF) (Golder et al., 2015 ; Claire et Amareshwar, 2018).  
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Figure 10. Représentation schématique de la signalisation apoptotique voie extrinsèque (à droite) 
et intrinsèque (à gauche) (Boumela et al., 2009). 

 

2.2. Protéines de régulation  

 

Les caspases et les membres de la famille Bcl2 sont principaux effecteurs intervenant dans la 

régulation du processus apoptotique. 

2.2.1. Les caspases  
   

                               Les caspases (Cystéine aspartate protéase) sont des médiateurs importants de la mort 

cellulaire. Ce sont des cystéines protéases spécifiques de l'acide aspartique ; qui possèdent une 

cystéine sur leur site catalytique et clivent leurs substrats protéiques après un résidu acide 

aspartique. Elles sont localisées dans le cytosol et dans l’espace intermembranaire des 

mitochondries (Ren et al., 2017). Ces protéines, synthétisées sous forme de zymogènes inactives, 

appelées procaspases, sont formées de deux sousunités catalytiques: grande et petite. La 

proximité et l'agrégation de plusieurs procaspases peuvent induire leur dimérisation, menant à 

leur autoactivation. Une fois activées, elles sont libres d'aller cliver des protéines cytosoliques 

cibles, telles que des médiateurs et des régulateurs de l'apoptose et des protéines structurales, de 
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réparation de l'ADN ou du cycle cellulaire, au niveau de résidus aspartate spécifiques, et inhiber 

ainsi leur fonctionnalité. L’activation des pro-caspases nécessite le clivage du pro-domaine et un 

clivage entre la grande et la petite sous-unité. Ceci va permettre un réarrangement du site actif de 

la caspase en conformation active. Ces caspases sont subdivisées en caspases initiatrices 

(caspases 2, 8, 9 et 10) qui participent à la transmission du signal apoptotique,  caspases 

effectrices (caspase 3, 6, 7 et 14) permettent l’amplification du signal et en caspases 

inflammatoires (caspases-1, 4, 5 et 12)  (Ren et al., 2017 ;  Ramirez et Salvesen, 2018).  

Les caspases initiatrices s’activent par elles-mêmes lors de la réception d’un signal apoptotique 

ou à l’aide d’une liaison avec une autre molécule telle que le complexe protéique appelé 

apoptosome. Les caspases effectrices sont activées par les caspases initiatrices et sont 

responsables de nombreux clivages protéiques qui vont contribuer à la destruction de la cellule 

apoptotique. Les caspases entraînent l’apoptose non seulement en inactivant les molécules anti-

apoptotiques mais aussi en activant des régulateurs pro-apoptotiques tels que Bid (Fischer et al. 

2003 ; Degterev et Yuan., 2008).  

2.2.2.  La famille Bcl-2 

         Ces protéines sont les éléments principaux du contrôle de la signalisation apoptotique au 

niveau mitochondrial. Le rôle  principal des membres de la famille Bcl-2 est de contrôler 

l’activation ou l’inhibition de la cascade des caspases (Edlich, 2018). Elle comprend environ une 

quinzaine de membres chez les mammifères. En effet, tous les membres de cette famille 

possèdent un à quatre domaines conservés BH (Bcl-2 Homology). Elles sont divisées en trois 

groupes, selon des critères fonctionnels et structurels: les anti-apoptotiques multidomaines, 

comme Bcl-2 et Bcl-xL ; les pro-apoptotiques multidomaines, comme Bax et Bak; les 

proapoptotiques qui ne possèdent que le domaine BH3, telles que Bad et Bid (Placzek et al., 

2010 ; Golder et al., 2015). 

La surexpression de Bcl-2 et des autres membres antiapoptotiques, empêche les cellules de 

mourir, ce qui explique la prolifération excessive des cellules et la formation d’une tumeur 

(Vaux et al. 1999). Lorsqu'elle est surexprimée, la protéine Bax et les autres membres 

proapoptotiques accélèrent l’apoptose et inhibe l’effet protecteur conféré par la surexpression de 

Bcl-2. L’activation de Bax conduit à  la chute  de la perméabilité membranaire  mitochondriale, 

au relâchement du cytochrome c dans le cytoplasme et à l’activation des caspases, responsables 

de la mort cellulaire (Pfeffer  et Singh, 2018).  
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2.3. Dérèglement des voies apoptotiques dans le cancer de poumon 
 

Le développement des mécanismes de  résistance à l'apoptose des cellules tumorales est une 

étape importante qui leur permet de maintenir une division anarchique, de se métastaser et de  

perdre l’efficacité des agents chimiothérapiques (Gerl and Vaux, 2005). Ces mécanismes 

incluent l'inactivation de facteurs proapoptotiques ou la surexpression de facteurs 

antiapoptotiques.  

2.3.1. Inactivation de facteurs pro-apoptotiques 

Au cours du cancer  pulmonaire, plusieurs facteurs proapoptotiques cibles sont inactivés : 

Une inactivation des caspases a été détecté dans les cancers broncho-pulmonaires comme la 

caspase-8 (Shivapurkar, et al., 2002a). Une sous-expression de la procaspase-3 a été également 

décrite dans les lignées cellulaires de carcinomes pulmonaire à petites cellules (Shivapurkar, et 

al., 2002b). La protéine suppressive de tumeur p53, principal déclencheur de l'apoptose en cas de 

dommages irréparables sur l'ADN, se trouve inactiver dans les cancers broncho-pulmonaire 

(Robles, et al., 2002).  

La diminution de l'expression des récepteurs membranaires de mort tel FAS est associée à une 

résistance à l'apoptose et pourrait jouer un rôle important au cours de la carcinogenèse 

bronchique. Une diminution, voire une perte de l'expression de FAS est plus fréquemment 

détectée dans les CBPC que dans les CBNPC (Boldrini, et al., 2001 ; Myong, 2005).  

 

 

2.3.2.  Activation de facteurs anti-apoptotiques 

L’agressivité des tumeurs pulmonaires est lié essentiellement à la dérégulation de l'expression 

des membres de la famille Bcl-2  (Martin, et al., 2003, Sartorius and Krammer, 2002). Lors de  

la carcinogenèse broncho-pulmonaire, la surexpression des Bcl-2 est détectée  dans les cancers 

bronchiques et au cours de l’éxposition au tabac. La protéine proapoptotique Bax est sous-

exprimé dans le cancer de poumon, le ratio Bcl-2/Bax reflète le  degré de résistance à l'apoptose 

des cellules tumorales. La sur-expression de Bcl-2 ou l’élévation du ratio Bcl-2/Bax étaient 

associés à une P53 mutée (Hanaoka, et al., 2001;  Kalomenidis, et al., 2001).   

La surexpression de membres antiapoptotiques de la famille des IAPs, tels que la survivine  et les 

protéines IAP est également enregistré dans les carcinomes pulmonaires (Bousser, 2009 ; Dai, et 

al., 2003; Falleni, et al., 2003).  En effet, les anti-cancéreux exercent leur action cytotoxique à 

travers les voies apoptotiques (Debatin and Krammer, 2004). Ainsi, une bonne connaissance des 

altérations de ces voies au cours de la carcinogenèse pulmonaire devrait permettre d’adapter des 

stratégies thérapeutiques à chaque profil tumoral (Bousser, 2009). 
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2.4. L’apoptose principale cible  pour le traitement du cancer 

             Les cellules cancéreuses ont la possibilité d’exprimer alternativement les différents 

membres anti-apoptotiques de la famille Bcl-2. Ces données suggèrent que les thérapies 

anticancéreuses qui ciblent directement les membres anti-apoptotiques de la famille Bcl-2, et 

indirectement la machinerie pro-apoptotique qu’ils contrôlent, sont prometteuses (Anvekar et al., 

2011; Li et al., 2019). L’inhibition des membres anti-apoptotiques de la famille de Bcl-2 ou 

l’activation des membres pro-apoptotiques pourrait s’avérer fructueuse pour combattre la 

résistance des cellules cancéreuses face à l’apoptose (Fadeel and Orrenius, 2005 ;  Drago et al., 

2019 ; Zhang et al., 2019). Plusieurs molécules inhibitrices du Bcl-2 ont été développées et sont 

en test de phase II dans le traitement de certains cancers. Le navitoclax et le venetoclax sont en 

cours d'essai (Wu et al., 2018). 

L’inhibition des inhibiteurs endogènes de l’apoptose, tels que les membres anti-apoptotiques de 

la famille de   Bcl-2 et la famille des IAPs, constitue une nouvelles approche des thérapies anti-

cancéreuses (Liu et al., 2019). En effet, l’inhibition des IAPs dont l’activité favorise la survie 

peut suffire à l’élimination sélective des cellules cancéreuses (Juin et al., 2013 ; Vellanki et al., 

2019). Des études sur le CBNPC ont montré que l’oligodésoxynucléotide (ODN) 4003 permet 

d’inhiber 70% de l’expression de l’ARNm de la survivin (Sasaki et al., 2000), inhibiteur naturel 

des caspases 3, 7 et 9. L’induction des caspases constitue également une approche très 

prometteuse (Mu et al., 2019 ; Qian et al., 2019).  

La restauration de l’activité des gènes suppresseurs de tumeur a permis l’induction de l’apoptose. 

Il a été démontré lors d’essais précliniques de phase I que, la réintroduction du gène p53 sauvage 

en complément d’une chimiothérapie induit une augmentation de la mort des cellules tumorales 

de poumon  (NSCLC) (Zou et al., 2019 ; Ren et al., 2019).  L’activation des récepteurs de mort 

TNFR et Fas a été une des cibles privilégiées du fait de leur importante capacité d’induction de 

l’apoptose par l’intermédiaire de leur Death Domain activateur de la cascade des caspases 

(Derakhshan et al., 2017; Zhang et al., 2019).  

Malheureusement, l’induction de ces récepteurs in vivo n’a conduit qu’à un faible effet sur les 

cellules cancéreuses, et a engendré d’importants effets secondaires sur les tissus sains. C’est 

pourquoi la poursuite des études visant à comprendre les mécanismes particuliers mis en place 

par les cellules cancéreuses pour échapper à l’apoptose, constitue une des priorités des  

recherches pharmacologiques. 

https://fr.wikipedia.org/w/index.php?title=Navitoclax&action=edit&redlink=1
https://fr.wikipedia.org/wiki/Venetoclax
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III. Résistance pléiotropique ou multidrug résistance (MDR) aux agents 

anticancéreux 

           La résistance pléiotropique des cellules tumorales aux agents cytotoxiques représente un 

obstacle majeur de la chimiothérapie anticancéreuse. Cette résistance à de multiples drogues 

(MDR, pour multi-drug résistance) est définie comme étant une résistance croisée, étendue à des 

cytostatiques de familles et de mode d’action divers (Bailly et al., 1995; Saraswathy et Gong, 

2013). Le phénotype MDR se traduit par une accumulation réduite des composés cytotoxiques 

due à l’augmentation de leur efflux vers le milieu extracellulaire. Le mécanisme MDR le plus 

étudié est celui dû à la surexpression d’une glycoprotéine présente au niveau de la membrane 

plasmique des cellules MDR. Cette protéine a été surnommée P-glycoprotéine, le «P» désignant 

alors le terme perméabilité (Biedler et Riehm, 1970). Par la suite, Juliano et Ling (1976) ont mis 

en évidence l’existence d’une corrélation entre le taux de résistance cellulaire et la quantité de P-

gp exprimée à la surface des cellules. 

Le phénotype MDR, a été mis en évidence par 1’observation des lignées tumorales animales 

exposées de façon continue et prolongée à des doses croissantes d’un cytostatique (Bradley et al., 

1988; Robert, 2011). La constatation que ces lignées étaient devenues d'emblée résistantes à 

d’autres cytostatiques, auxquelles elles étaient exposées pour la première fois, a conduit Biedler 

et Riehm, dès 1970, à envisager ce  mécanisme commun de résistance. Ce phénotype est 

responsable d’environ 50% de l’ensemble des échecs thérapeutiques secondaires de la 

chimiothérapie (Gutmann et al., 2002; Chang et al., 2019).  

Deux formes distinctes chimiorésistance MDR sont connues dans la pratique clinique ; le 

phénotype « intrinsèque » qui est présent dans les cellules tumorales avant l’exposition aux 

médicaments et le phénotype « acquis ou extrinsèque » qui se développe chez les cellules 

cancéreuses suite à un traitement de chimiothérapie (Meschini et al., 2000). 

1. Mécanismes moléculaires de chimiorésistances 

 

Les mécanismes moléculaires expliquant ces phénomènes de résistances ont été mis en évidence 

ces 20 dernières années. Les plus importants sont les suivants : (1) l’altération du transport 

transmembranaire des agents anticancéreux; (2) l'altération quantitative et/ou qualitative de leurs 

protéines cibles; (3) 1'altération des enzymes de métabolisation et des processus de détoxication 

cellulaire ; (4) l’activation des systèmes de réparation de 1 'ADN ; (5) Echappement à l’apoptose 

(Shanker et al., 2010 ; Wang et al., 2016)  (Figure 11). 
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Figure 11. Mécanismes de résistance aux médicaments (tels que P-gp, MRP, BCRP, LRP, p53, bcl-2 et 

TopoII) dans des cellules tumorales (Kyung et al., 2009) . 

 

1.1. Altération du transport transmembranaire 

L’altération du transport transmembranaire conduit à la diminution de la concentration 

cytoplasmique des agents cytotoxiques. Cela est la conséquence d’une diminution du  flux 

entrant transmembranaire ou d’une augmentation du flux sortant. 

 Diminution du flux entrant transmembranaire  

Une mauvaise internalisation du principe actif a été mise en évidence pour certains 

antimétabolites tels le méthotrexate, certains sels de platine et certains alkylants. Cela est peut 

être due à la modification de la structure de la membrane plasmique, empêchant l’entrée de 

molécules lipophiles, ou encore de l’inactivation de certains transporteurs (Fry et Jackson, 1986).  

 Augmentation de l’efflux du principe actif 

L’agent anticancéreux peut être rejeté hors de la cellule par divers transporteurs comme la 

famille des transporteurs ABC (« ATP-Binding Cassette »). ABCB1, ABCC1 et ABCG2 sont les 

trois transporteurs ABC les plus impliqués dans le phénotype MDR. Ils sont associés aux 

protéines P-gp, MRP1 « Multidrug Resistance Protein 1 » et  BCRP, « Breast Cancer Resistance 
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Protein » respectivement. Ce sont des pompes à dépendance énergétique entraînant un flux du 

cytotoxique du milieu intracellulaire vers le milieu extracellulaire (Wang et al., 2016 ; Chang et 

al., 2019).  

1.2. Altération de la cible  

La chimiorésistance peut être due à la mutation (modification qualitative) ou l’amplification 

(modification quantitative) de la cible thérapeutique. Dans le premier cas le médicament ne 

reconnaît plus sa cible, dans le second cas la quantité de médicament est insuffisante pour 

entraîner une cytotoxicité significative. La mutation du  gène codant pour la topoisomérase II, a 

conféré une résistance à l’étoposide et aux anthracyclines (Beek, 1989; Shanker et al., 2010).  

1.3. Activation de la réparation de l’ADN 

Plusieurs systèmes de réparation de l’ADN sont suractivés dans le cas des cancers. ils vont 

réparer les dommages créés sur l’ADN par les agents cytotoxiques et engendrer une résistance. 

Ces systèmes permettent d’échapper à la cytotoxicité de ces médicaments (Wang et al., 2016).  

1.4. Echappement à l’apoptose  

L’amplification des protéines antiapoptotiques comme les Bcl-2 et la sous-expression des 

proapoptotiques  comme les Bax est responsable des phénomènes de chimiorésistance. la 

surexpression de Bcl-2 et de Bcl-x est corrélée à l’apparition d’une résistance à différentes 

médicaments comme la doxorubicine, le taxol, et le cisplatine (Cheng et al., 2000; Taylor etal., 

2000). Plusieurs protéines impliquées dans l’apoptose des cellules font l’objet de mutations dans 

la plupart des cancers. La protéine p53, facteur de transcription impliqué dans l’apoptose, est 

mutée dans 50% des cancers entraînant l’échappement à l’apoptose et donc la chimiorésistance 

(Shanker et al., 2010). L’agent cytotoxique peut parfois être séquestré dans des vésicules ou des 

organelles cytoplasmiques pour echapper à l’apoptose (Rajagopal et Simon, 2003). 

1.5. Altération du métabolisme de l’anticancéreux 

L’altération du métabolisme des agents cytotoxiques par diminution d’activité des enzymes 

d'activation ou, au contraire, par augmentation d’activité des enzymes « d’inactivation » est un 

mécanisme important de chimiorésistance  (Cowan  et al., 1983; Shanker et al., 2010). 

 L’augmentation de la synthèse des protéines de détoxication cellulaire, tels le glutathion (GSH), 

ou d'enzymes de détoxication, telles les glutathion-S transférases (GST) est un mécanisme très 

répandus de chimiorésistance (Yang et al., 2017). Peters et ses collaborateurs (1992) ont observé 

que la résistance à la mitoxantrone et à la doxorubicine dans des cellules de carcinome du colon 

humain était liée à l’activité accrue de la GST, par comparaison avec des cellules non résistantes. 
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2. La pgp: structure, fonctions et implication dans le phénotype MDR 

          La première protéine associée au  phénotype MDR est la glycoprotéine membranaire P ou 

P-gp. La P-gp est une pompe transmembranaire à efflux de la grande famille des transporteurs 

ABC (ATP Binding Cassette), largement impliquée dans la résistance multiple. Ce sont des 

transporteurs actifs qui utilisent l’hydrolyse de l'ATP (adénosine triphosphate) comme force 

motrice pour transporter les substrats contre un gradient de concentration à travers les 

membranes cellulaires diminuants de ce fait leur concentration intracellulaire et ainsi leur 

efficacité (Juliano et Ling, 1976). En effet, le niveau d’expression de cette protéine est d’autant 

plus élevé que les cellules MDR sont résistantes (Chang et al., 2019).  

2.1. Structure, localisation et fonctions de la pgp 

La pgp humaine est une glycoprotéine de 170 kDa codée par le gène MDR1 (ou ABCB1) 

localisé sur le chromosome 7. Elle est constituée de 1280 acides aminés qui s’organise en  quatre 

domaines symétriques caractéristiques des transporteurs ABC : deux domaines 

transmembranaires « TMDs : Trans Membran Domain » de 6 boucles transmembranaires 

chacune, lieu de fixation et de passage des substrats, et de deux domaines intracellulaires 

dénommés « NBDs : Nucleotide Binding Domain » comportant les deux sites de liaisons et 

d’hydrolyse d'ATP. Les extrémités terminales sont intracellulaires (Figure 12).  

 

Figure 12. Schéma de la P-gp. A configuration  transmembranaire et sites ATP. B arrangement 

tridimensionnel de la protéine (Marie et al., 2016). 

 

L'association entre la surexpression de P-gp et la résistance cellulaire à la doxorubicine a été 

observée sur des lignées tumorales d'origines diverses, transfectées ou sélectionnées par un 

anticancéreux. La P-gp est exprimée chez 30% des patients au moment du diagnostic, et dans 

plus 50% de cellules leucémiques au moment de la rechute. Dans les tumeurs solides, 
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l'expression de P-gp est très variable, mais pourrait être impliquée dans la résistance des cancers 

du sein, des ovaires, des poumons non à petites cellules, et les sarcomes (Gottesman et al., 2002; 

Ambudkar et al., 2003 ; Chang et al., 2019). Chez l’Homme, l’expression de la P-gp peut 

augmenter d’un facteur 8 au niveau entérocytaire et d’un facteur 2,4 au niveau hépatique chez 

des patients atteints de néoplasmes hépatiques (Schuetz et al., 1995).  

La Pgp a été identifiée dans les tissus tumoraux mais elle est aussi exprimée dans de nombreux 

tissus sains comme le pôle apical des cellules épithéliales de la lumière intestinale où elle joue un 

rôle majeur dans la protection de l’organisme contre l’absorption intestinale des xénobiotiques 

apportés par l’alimentation. La P-gp est aussi présente au niveau des cellules du tubule proximal du 

rein, où elle favorise le processus d’élimination urinaire. Sa présence a aussi été mise en évidence 

dans les hépatocytes, le placenta et dans les cellules endothéliales de la barrière hémato-

encéphalique. Ces différents tissus participent au métabolisme des médicaments du point de vue de 

leur absorption, et de leur élimination l’organisme. Par son processus d’efflux, sa localisation et sa 

multispécificité de substrat, la P-gp protège le cerveau vis-à-vis de molécules potentiellement 

neurotoxiques. Elle se trouve également au niveau des cellules endothéliales des capillaires 

sanguins de la barrière hémato-testiculaire assurant la protection des spermatozoïdes.  

La pgp pourrait également être impliquée dans la régulation du pH intracellulaire, présenter  une 

fonction de canal chlore et jouer un rôle dans la régulation du volume cellulaire                 

(Ambudkar et al., 2016). 

2.2. Les mécanismes de transport par la pgp 

Trois mécanismes de transport des médicaments par la Pgp ont été proposés (Figure 14); le 

modèle classique, le modèle de la flippase et le modèle de la pompe à efflux (Hydrophobie 

vaeeum cleaner). Les substrats transportés par la Pgp sont assez hydrophobes et de petite taille, 

ce qui leur permet de franchir la bicouche lipidique membranaire pour entrer dans les cellules. 

 Le modèle de la pompe membranaire classique : Chez le modèle classique, les substrats 

se retrouvent du côté cytosolique aqueux seront captés au niveau des domaines 

transmembranaires de la P-gp et ultérieurement expulsés hors de la cellule. Les 

médicaments se déplacent, dans ce cas, à travers un pore et n’entrent jamais en contact 

avec la bicouche lipidique de la membrane (Higgins et Nilton, 2004). 

 Le modèle « Flippase » : Dans, le modèle de la flippase, le substrat typiquement 

hydrophobe et liposoluble est capté par la poche de fixation des substrats sur la Pgp 

localisée dans le feuillet cytoplasmique.  Le transporteur change ensuite de conformation 
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et transporte activement le substrat au feuillet externe de la membrane où la molécule 

pourra diffuser vers l'extérieur de la cellule (Higgins et Gottesman, 1992). Le transport 

d'une molécule nécessite l'hydrolyse de 2 ATP. La liaison du substrat induit l'hydrolyse 

d'un ATP et un changement de conformation de P-gp qui permet le rejet direct du 

substrat dans le feuillet externe. L'hydrolyse du second ATP permet à la P-gp de 

retrouver sa conformation initiale (Ambudkar et al., 2006). 

 

 Le modèle de l’aspirateur hydrophobe ou modèle de la pompe à efflux : Ce modèle 

d’aspirateur hydrophobe ou «hydrophobic vacuum cleaner » repose sur le principe 

d’expulsion latérale active des médicaments. Le substrat est capté et expulsé activement 

hors de la cellule avant qu'il n'est atteint le compartiment intracellulaire (Gottesman et 

Pastan, 1993).  

 

 

Figure 13. Mécanismes de transport proposés pour la P-gp. a) Le modèle classique, b) le modèle de la 

flippase et le modèle de la pompe à efflux en c) (Loo et al., 2003). 
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2.3. Activité ATPasique de la pgp : cycle catalytique 

Le mécanisme de transport des médicaments implique deux cycles reliés ensemble. Le premier 

est le cycle catalytique de l’hydrolyse de l’ATP qui fournit l’énergie nécessaire pour le transport 

(Senior et al., 1995). Le second est le cycle de transport du substrat. Le mécanisme de l’activité  

ATPasique de la pgp est encore peu connu bien que très étudié. C’est un sujet très controversé et 

sensible au sein de la communauté scientifique. Plusieurs modèles du cycle d’hydrolyse de 

l’ATP ont été proposés. Le modèle « Switch » représente le modèle le plus retenu et les 

différentes étapes se déroulent de la manière suivante (Figure 14): 

.  

Figure 14. Etapes des  deux cycles: catalytique et de transport du substrat du modèle « Switch » de la 

pgp (Higgins, 2004). 

1. interaction entre le substrat et le site de haute affinité des TMDs conduit à  

l’augmentation de l’affinité des NBDs pour l’ATP. Deux molécules d’ATP viennent 

alors se lier aux NBDs afin de former le dimère de NBDs.  

2. la formation du dimère de NBDs induit un changement conformationnel des TMDs : le 

site de fixation du substrat devient alors exposé au milieu extracellulaire, son affinité est 

donc réduite et le substrat est libéré. 

3. les  deux molécules d’ATP sont hydrolysées pour former un état de transition 

intermédiaire.  

4. le Pi puis l’ADP sont libérés, permettant au transporteur de retrouver sa conformation 

initiale (Higgins, 2004 ; Linton et al., 2007; Jones et al., 2013).  
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2.4. Mécanismes de réversion du phénotype MDR 

 Afin de contrecarrer la chimiorésistance due à la surexpression de la pgp, différentes stratégies 

ont été évaluées dans le but d’empêcher l’efflux des médicaments et ce par : (1) Action sur le 

médicament lui-même; (2) action sur l’expression des transporteurs ABC; (3) action sur 

l’activité des transporteurs Wu et al., 2008 (Figure 15). 

2.4.1. Action directe sur le principe actif 

Dans un premier temps, il peut être envisagé de développer des principes actifs qui pourront 

échapper à l’efflux dû aux transporteurs ABC, en jouant sur leur structure ou leur formulation.  

- Agents anticancéreux non transportés : le développement de nouveaux agents anticancéreux 

qui ne seront pas substrats de la pgp est une stratégie prometteuse. Des analogues de Taxane ne 

sont pas rconnus par la P-gp des cellules tumorales résistantes ont été évalués dans  les essais 

cliniques pour leur large spectre de réversion MDR. C’est le cas de DJ-927 (Phase I), 

RPR109881A (PhaseII) et la trabectédine-ET-743 (Phase II et  III)  (Dong et Mumper, 2010). 

- Encapsulation : cette technique de formulation de l’anticancéreux en empêchant son efflux via 

la pgp. Plusieurs études ont été menées dans ce sens comme l’utilisation des nanoparticules 

(Shafiei-Irannejad et al., 2018 ; Zhang et al., 2018;  Fallah et al., 2019). 

2.4.2. Réduction de l’expression de la pgp 

Il est également possible de bloquer l’expression de la pgp afin que les cellules cancéreuses ne 

puissent pas se défendre par cette voie. Pour cela, plusieurs mécanismes ont été envisagés:  

- Les oligonucléotides antisens : Ces oligonucléotides antisens sont des séquences d’acides 

nucléiques qui se fixent sur le brin d’ARNm, permettant de stopper la synthèse protéique 

(Quattrone et al., 1994). 

- Les « Hammerhead ribozymes » : Les « Hammerhead ribozymes » sont des modules d’ARN 

qui catalysent une réaction de clivage à un site spécifique de l’ARN. In cellulo, il a déjà été 

montré que cette méthode fonctionnait pour ABCB1 (Kobayashi et al., 1993).       . 

- Interférence sur les ARN: par l’utilisation des petits ARN interférents (siRNA) ou des  « short 

hairpin RNA » (shRNA) qui entraînent le blocage de la traduction de la protéine. In vitro cette 

technique a permis d’obtenir une réversion de la chimiorésistance due à la pgp dans des 

cellules cancéreuses humaines (Stierle et al., 2005 ; Tian et al., 2004).  
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- Régulation transcriptomique : par action sur l’ADN en utilisant les oligonucléotides antisens 

qui bloque la transcription en ciblant la séquence du promoteur d’ABCB1 (Marthinet et al., 

2000). Par altération des différentes voies de signalisation qui régule l’expression des 

transporteurs ABC1 ou par altérations de la membrane plasmique (Komarov et al., 1996). 
 

2.4.3. L’inhibition de l’activité de la pgp  

Pour inhiber le transporteur, différentes voies ont été proposées comme l’utilisation des anticorps 

monoclonaux (Mechetner et Roninson, 1992) et le développement d’agents réversants afin de 

bloquer l’efflux des médicaments. Les recherches se sont principalement orientées vers cette 

dernière stratégie, des inhibiteurs de (1ère, 2ème et 3ème génération) ont été proposés. 

 

 

Figure 15. Stratégies envisagées pour contrecarrer la chimiorésistance MDR (Wu et al., 2008). 

Plusieurs mécanismes ont été envisagés pour réduire l’expression des transporteurs (1) siRNA, (2) shRNA dans des 

vecteur, (3) hammerhead ribozyme,(4) de nombreux modulateurs négatifs/régulateurs de transcription peuvent 

inhiber la transcription de ces transporteurs par action sur la séquence ADN. (5) Altérations de la membrane 

plasmique. (6) Utilisation des anticorps monoclonaux (7) agents anticancéreux non substrats, (8)  encapsulation des 

agents andicancéreux. 
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2.5. Les inhibiteurs de la pgp 

 

        L’une des stratégies les plus directes et faciles à mettre en place afin de combattre le 

phénotype MDR est le développement de nouveaux modulateurs capables de bloquer l’efflux 

induit par les transporteurs ABC. Depuis 1980, de nombreux travaux se sont concentrés sur la 

recherche de modulateurs actifs, sélectifs et peu toxiques des protéines ABC et en particulier sur 

la protéine   P-gp. 

 

2.5.1. Mécanisme d’action des modulateurs 

 

L'inhibition de la pompe à efflux est principalement effectuée dans le but d'améliorer la la 

biodisponibilité d'agents thérapeutiques. En général, la P-gp peut être inhibée par trois 

mécanismes: (i) le blocage du site de liaison au médicament de manière compétitive, non 

compétitive; (ii) interférer avec l'hydrolyse de l'ATP; et (iii) altération de l'intégrité des lipides 

des membranes cellulaires (Robert et Jarry, 2003; Lomovskaya et Bostian, 2006 ; Sharom et al., 

2011; Srivalli et al., 2012). 

Les modulateurs peuvent inhiber la Pgp en bloquant les sites de fixations des médicaments d’une 

manière compétitive ou non, produisant ainsi une interférence avec les substrats. Le deuxième 

mécanisme pouvant empêché l’efflux des substrats à l’aide des modulateurs est la production 

d’une interférence en inhibant l’hydrolyse de l’ATP. La quercétine inhibe la Pgp par un 

mécanisme inconnu mais en interférant avec le site ATPasique de la protéine (Shapiro et al., 

1997). De nombreuses études ont démontré que le cholestérol est nécessaire au maintien des 

activités ATPasique et de transport de la Pgp sans être transporté lui-même et que la déplétion 

altère la sructure membranaire et inhibe les activités ATPasique et de transport de la Pgp (Lutful, 

2013 ;  Telbisz et al., 2013).  

2.5.2. Différentes générations d’agents réversants ou de modulateurs  

Les agents modulateurs de « première génération » sont des composés utilisés en thérapeutique 

pour d’autres indications et qui sont actifs sur la réversion de la résistance: le vérapamil, utilisé 

comme hypotenseur, la cyclosporine A, comme immunosuppresseur, la quinidine, comme anti-

arythmique, et bien d’autres (Figure 16). Ces composés de première génération se révélèrent 

rapidement inutilisables en raison précisément de leurs propriétés pharmacologiques propres qui 

apportaient une toxicité inopportune (Robert, 2011 ; Robert et Jarry, 2003; Choi et Yu, 2014). 

Les modulateurs de « deuxième génération » viennent ensuite ils sont des dérivés de différentes 

molécules, dépourvus de leurs propriétés pharmacologiques indésirables mais conservant leur 
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capacité de réversion de la MDR. C’est ainsi que furent développés jusqu’aux essais cliniques le 

dexvérapamil, énantiomère inactif sur les canaux calciques mais actif sur la glycoprotéine P; le 

PSC-833 ou valspodar, analogue non immunosuppresseur de la cyclosporine A; ou encore le 

MS-209 ou dofequidar, analogue des quinolines.  Ces composés peuvent cependant perturber la 

pharmacocinétique des drogues en agissant sur les P-gp et les autres transporteurs ABC présents 

au niveau des tissus sains (Krishna et Robert, 2011; Karthikeyan et al., 2015;  Chen et al., 2016; 

Mohammad et al., 2018). 

 

 

Figure 16. Structure de quelques molécules « de première génération », capables de contourner la 

multidrug resistance en inhibant la glycoprotéine P. Ces molécules appartiennent à la pharmacopée et 

sont utilisées dans des indications diverses (Robert, 2011). 

 

Pour  contrecarrer ce problème d’interaction pharmacocinétique et lorsque des chimistes eurent 

mieux défini le pharmacophore responsable de l’interaction avec la glycoprotéine P, une 

« troisième génération » de modulateurs actifs à des concentrations 100 fois inférieures à celles 

atteintes par les composés des 1re et 2nde générations (Figure 17), a été mise au point. Les 

modulateurs de 3ème génération  sont conçus spécifiquement pour leur grande affinité pour les 

transporteurs et leur faible interaction pharmacocinétique. Parmi ces modulateurs : le laniquidar 

(R101933), oc144-093 (ONT-093), le zosuquidar (LY335979), l’elacridar (GF-120918) et le 

tariquidar (XR9576) (Guns et al., 2002). Certains composés se sont montrés actifs mais, pour des 

raisons que nous essaierons de comprendre, n’ont pas atteint le statut de médicament. La 

recherche d’inhibiteurs de 4ème génération est en cours (Robert, 2011; Mohammad et al., 2018 ; 

Qingmei et al., 2019). 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Krishna%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12678765
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2.6. Flavonoides et phénotype MDR 

 

Les flavonoïdes occupent une grande place parmi les inhibiteurs de la pgp.  Ils sont très 

largement étudiés en biologie afin d’exploiter leur potentiel d’interaction avec les transporteurs 

ABC1 (Conseil et al., 1998). Les chalcones, les flavones et les flavonols présentent une forte 

affinité pour la Pgp reverssant ainsi la MDR. De nombreux flavonoïdes, tels que la chrysine, la 

baicaléine, le kaempférol, La quercétine, la rutine, l'icaritine et les iso-flavonoïdes, tels que la 

génistéine et Biochanin A (Figure 17), se sont avérés de bon inhibiteur de la pgp  et d’autres 

transporteurs pour renverser le phénotype MDR. Une  comparaison des sous-classes des 

flavonoïdes a montré l’ordre d’efficacité suivant: flavones > flavonols > isoflavones > 

flavanones (Shapiro et al., 1994 ; Mohana et al., 2018; Qingmei et al., 2019).  

 

 

 

Figure 17. Structures chimiques des flavonoïdes et des iso-flavonoïdes ayant des effets inhibiteurs de la 

multidrug resistance MDR (Qingmei et al., 2019). 
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IV. La doxorubicine : Mécanismes d’action et hépatotoxicité 

Le traitement de chimiothérapie implique l'usage d'agents toxiques dans le but de  tuer les 

cellules tumorales. Cependant, dans certains cas, le traitement peut aussi affecter les cellules 

saines. C’est le cas de la doxorubicine hautement hépatotoxique. 

1. Données pharmacocinétiques  

La doxorubicine (DOX) est un agent cytotoxique appartenant à la famille des antracyclines. Elle 

dispose d'un large spectre d'utilisation, en traitant les cancers de l'adulte et de l'enfant et 

englobant les tumeurs solides et hématologiques. Malgré sa toxicité hépatique et cardiaque, la 

doxorubicine reste la molécule de choix pour le traitement de diverses tumeurs malignes, 

notamment du sein, de l’ovaire et de poumon (Zhongyi et al., 2015; Ali et al., 2016). La 

doxorubicine a à la fois des régions hydrophiles et hydrophobes, ce qui lui permet de se lier aux 

protéines plasmatiques ainsi qu’aux membranes cellulaires (Naoshad et al., 2015). 

Après administration par voie intraveineuse, la doxorubicine quitte rapidement le plasma, 

traverse les membranes via une diffusion passive pour se fixer sur les tissus sous forme active, 

non métabolisée. La liaison aux protéines plasmatiques est de 50–85% (Michael et al., 2011). La 

courbe d'élimination plasmatique est triphasique avec une phase initiale rapide, d'une demi-vie 

d'environ 5 minutes et une phase terminale lente, d'une demi-vie d'environ 36 heures. La 

doxorubicine est éliminée essentiellement par excrétion biliaire sous forme inchangé et de 

métabolites (40 à 50 % de la dose en 7 jours). L'excrétion urinaire est négligeable (environ 10 % 

de la dose, principalement sous forme  inchangé).  

Compte-tenu de l'élimination hépato-biliaire de la doxorubicine, toute modification de la 

fonction hépatique peut entraîner une augmentation des taux plasmatiques avec une demi-vie très 

allongée en cas d'insuffisance hépatique sévère (Michael et al., 2011).  

Le métabolisme de la doxorubicine (Figure 18) au niveau du foie commence par la réduction de 

la fonction carbonyle (C = O) en 13 de la chaine latérale de la doxorubicine en un groupement 

alcoolique (OH) par la NADPH- Aldo-céto réductase cytoplasmique pour former la   

doxorubicinol principal métabolite actif de ce médicament. Une déglycosylation par NADPH-

cytochrome-C réductase forme deoxydoxorubicin aglycones ou (agly-doxorubicine). La 

réduction enzymatique et le clivage en sucre de daunosamine aglycone sont accompagnés par la 

formation des radicaux libres  (Zhou et Chowbay, 2002).  
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Figure 18. Les voies métaboliques de la doxorubicine (Fan, 2010). 

2. Mécanismes d’action anti-tumorale 

Plusieurs mécanismes interviennent pour assurer les effets antitumorales et toxiques de la DOX 

dont l’intercalation à l’ADN, l’inhibition de la topoisomérase II et la formation de radicaux 

libres. La toxicité de la DOX peut atteindre aussi bien les cellules tumorales que les cellules 

saines.   

2.1. Intéraction ADN-anthracyclines 

      La doxorubicine s'intercale dans le petit sillon de la double hélice d'ADN par formation de 

liaisons hydrogènes et leur partie glucidique interagit avec les protéines régulatrices de l'ADN 

inhibant de ce fait la réplication et la transcription de l'ADN. Des adduits peuvent également se 

former après intercalation dans l'ADN par une liaison covalente anthracyclines-ADN en présence 

d'une molécule de formaldéhyde, métabolite des acides aminés et de méthylation/déméthylation 

des protéines et de l'ADN (Post et al., 2005). La réaction entre la doxorubicine et le 

formaldéhyde forme un conjugué; doxazolidine qui forment un adduit de DOX appelé le 

doxoforme (Kalet et al., 2007). Le doxoforme est beaucoup plus efficace sur l'activité 
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antiproliférative que la doxorubicine d'autant plus que la concentration en formaldéhyde est plus 

importante dans les cellules cancéreuses (Kato et al.,, 2000; Kato et al., 2001). 

 2.2. Inhibition de la topoisomérase II 

       La topo-isomérase II, qui est une enzyme nucléaire chargée de modifier l'ADN lors de la 

transcription, la réplication et la mitose (Jacintha et al., 2006). Elle permet notamment d'ajouter 

et d'enlever des super enroulements dans les molécules d'ADN, en générant des coupures double 

brin transitoires de l'ADN (Corbett et Berger, 2004). La doxorubicine se lie avec la topo-

isomérase II par des liaisons covalentes stables formant ainsi le complexe topo-isomérase II -

ADN-DOXO ; l’enzyme ne peut alors plus assurer ses fonctions ce qui conduit à l'induction de 

dommages à l'ADN et  à la mort cellulaire (Moro et al., 2004). Le taux de topoisomérase II dans 

la cellule est corrélé avec la sensibilité au médicament. La diminution de son activité et de son 

expression est souvent observée dans les cellules résistantes (Mereditha et Crispin, 2016).  

2.3. Formation des radicaux libres 

       La production de radicaux libres et la génération d'un stress oxydant induite par la 

doxorubicine joue un rôle important dans ses effets antitumoraux. La doxorubicine peut être 

réduite en un dérivé semi-quinone radicalaire par les flavoprotéines (telles que la NADH 

déshydrogénase ou la NADPH réductase mitochondriale) ou par la libération d’un électron suite 

à la liaison de la dox à l’ADN. Ce dérivé peut alors subir une deuxième réduction pour former 

une hydroquinone ou bien pour revenir à sa forme quinone grâce à une réaction d’oxydation 

catalysée par une NAD(P)H oxydase. Cette réaction aboutit à la production de radicaux 

superoxydes (O2•-). La dismutation du O2 •- conduit à la formation du peroxyde d’hydrogène 

(H2O2). Cette réaction peut être catalysée par la superoxyde dismutase (SOD) ou peut se 

produire de façon spontanée (Stěrba et al. 2013).  

3. Ttoxicité hépatique de la doxorubicine  

     Un des problèmes majeur posé pour la doxorubicine vient de leur capacité à induire de très 

fortes résistantes en cas de rechute tumorale. Le second problème est posé par l'induction de 

toxicités, en particulier cardiaque, rénale et l'hépatique (Bulucu et al., 2009). 

Selon la littérature, les mécanismes de la toxicité de la doxorubicine met en jeu l’induction  d’un 

stress oxydatif via la formation des radicaux libres découlant de la structure chimique de la 

doxorubicine durant leur processus de métabolisation (Mobarki et al., 2017). Toutefois, les 

cibles hépatiques et les mécanismes d’action aussi bien de la doxorubicine que des 

anthracyclines  demeurent  obscures. 
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Des doses thérapeutiques de la doxorubicine provoquent une péroxydation lipidique dans les 

microsomes et les mitochondries du foie en particulier en présence des ions fe 
3+

  à travers la 

production de ROS et l’induction d’un stress oxydant (Figure 19). La peroxydation lipidique des 

acides gras polyinsaturés altère les fonctions membranaires comme la fluidité, la perméabilité 

aux ions et l’activité des enzymes et des récepteurs (Erdogan et al., 2009). 

 

Figure 19. Voies d'induction du stress oxydant par la doxorubicine (Henninger et Frizt, 2017). 

 
Fe: fer; Fp: flavoprotéine; GSH: glutathion réduite; GSSG: glutathion oxydée; H2O2: peroxyde 

d’hydrogène;NAD(P) : nicotinamide adenine dinucleotide (phosphate); •O2− : radical superoxyde; •OH : radical 

hydroxyle; SOD: superoxyde dismutase. 

 

Le mécanisme d’induction de stress oxydant hépatique implique la formation de complexes Dox-

Fer. En effet, le complexe Dox-Fe3+ peut être réduit notamment par la NADH cytochrome P450 

réductase en Dox-Fe2+ qui peut réagir avec l’oxygène et former du superoxyde O2•-. Sa 

dismutation entraîne la production d’H2O2 qui formera des radicaux hydroxyles par la réaction 

d’Haber-Weiss. Les radicaux libres générés induisent l'oxydation de lipides, des protéines et des 

molécules de la signalisation énergétique altérant leurs structures et leurs fonctions (Simůnek et 

al., 2009). Les mitochondries constituent une des cibles de la doxorubicine. La NADH 

déshydrogénase, les complexe I, III et IV de la chaîne respiratoire mitochondriale sont également 

altérés par la DOX ce qui conduit à la diminution du potentiel membranaire mitochondrial et 

donc une diminution de la synthèse d’ATP (au niveau cardiaque). Il conduit également à 

l'ouverture des pores de transition de perméabilité mitochondriale (MPT) et l'induction de 

l’apoptose (Tokarska-Schlattner et al., 2006 ;  Berthiaume et al., 2007;  Kuznetsov et al., 2011).  
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V. Propolis et acide gallique : rôle et implication dans la pathologie 

cancéreuse 

         L’incidence du cancer ne cesse d’augmenter malgré les progrès thérapeutiques et  demeure 

la première cause  de mortalité dans le monde. Par ailleurs, les traitements anticancéreux 

présentent souvent de nombreux effets secondaires et les patients sont en demande de traitements 

complémentaires naturels, susceptibles d’améliorer la qualité de vie lors de chimiothérapies 

lourdes. Chaque année, l’industrie pharmaceutique investie des milliards de dollars dans la 

découverte et le développement de nouvelles molécules thérapeutiques. En effet, on estime que 

plus de 70 % des médicaments anticancéreux mis sur le marché sont des composés d’origine 

naturels ou dérivés comme les vinca-alcaloïdes (Vinblastine et la vincristine) isolés de la 

pervenche de Madagascar et les taxoïdes (Paclitaxel et docetaxel) isolés de l'if qui ont prouvé 

leur efficacité dans le traitement du cancer (de Weger et al., 2014). La propolis; principale 

produit de la ruche et l’acide gallique comme l’un de ses principaux constituants font l’objet de 

plusieurs études in vitro et in vivo (Silva-Carvalho et al., 2015; Andrade et al., 2017 ; Santos et 

al., 2017).  

1. La propolis 

La propolis est une substance résineuses, gommeuses et balsamique de consistance visqueuse 

collectée par les abeilles ouvrières, sur de différentes parties de végétaux (bourgeons, blessures, 

écorces, et arbres), et rapportée à la ruche afin de la modifient en la mélangeant avec certains de 

leur propres secrétions salivaires (Falcão et al., 2019). La connaissance de l'origine botanique de 

la propolis est très importante pour sa standardisation chimique, dans ce cadre il est bien 

documenté dans la littérature que dans les zones tempérées (Europe, Afrique du nord, Asie et 

Amérique du nord) la source principale de la propolis est le peuplier (populus sp) avec toutes ses 

espèces, et différentes conifères, tandis que dans les zones tropicales où le peuplier est inexistant, 

les abeilles cherchent d’autres sources, chaque région a une plante dominante (Romarin et 

Eucalyptus en Brésil par exemple) (Bankova et al., 2000 ; Bankova et al., 2014 ; Papova et al., 

2019).  

La propolis est essentielle à la vie de la ruche, les abeilles l'utilisent à de nombreux fins: comme 

bactéricide et fongicide pour protéger la ruche de l'attaque extérieure des microorganismes 

(Virus, Bactéries, Champignons) et pour colmater les fissures et  réduire la taille du trou d'envol 

assurant le maintien du microclimat et l’isolation thermique de la ruche (Cardinault et al ., 2010; 

Salatino et Salatino, 2018 ; Santos et al., 2019).  
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De nos jours la propolis est largement utilisée comme composant dans les produits 

pharmaceutiques et cosmétiques. Elle est également utilisée dans certains aliments et boissons 

(Silva-Carvalho et al., 2015). 

1.1. Composition chimique 

La composition chimique de la propolis  varie selon l'origine botanique, l'espèce de l'abeille, le 

temps de la récolte, la zone géographique et les conditions climatiques, mais elle présente tout de 

même qualitativement de nombreuses substances qui s'y retrouvent de façon constante et 

relativement stable (Salatino et al., 2011; Khurshid et al., 2017). Globalement la propolis est 

constituée de: 45 à 55 % de résines et baumes, 25 à 35 % de cire, 10 % des huiles essentielles, 5 

% de pollen, et 5 % de matières diverses : Traces de minéraux ( Ca
++

, Mg
++

, Fer, Zinc, K, P, 

Silice…), traces de vitamines (A, B, B2, B3, C, E, …), acides benzoïque et leurs esters, sucre 

(Tableau 1). Cette composition complexe a des répercussions importantes sur l’activité 

pharmacologique : la synergie entre ces molécules renforce l’efficacité du mélange (El housseini, 

2013; Alotaibi et al., 2019). 

 

 Tableau 1. Composition chimique de la propolis brute (Bankova et al., 2005). 

Les principaux groupes chimiques présents dans la propolis sont les flavonoïdes, les acides 

phénoliques et leurs esters, les terpènes, les alcools, les acides gras, les stilbènes et les β-

stéroïdes (Iqbal et al., 2019). Les flavonoïdes et les acides phénoliques sont les composés de la 

propolis responsables des principaux effets pharmacologiques. On retrouve des caroténoïdes 

(provitamine A…) et plus de 40 flavonoïdes: Pinocembrine, Pinobankasin, Tectochrysine, 

Chrysine, Galangine, Kaempférol, Pinocembrine chalcone, 2,4,6-trihydroxy-dihydrochalcone, 

Bétulétol, Kaempféride,  Ermanine, Quercétine, Artépilline C,  Acacétine,  Pectolinarigénine,  

Rhamnocitrine, Pinostrobine, Sakuranétine, Pinobanksine, …(Falcão et al., 2019).  

Composition en ordre  Composition par groupes Quantité   

Résines et baumes Flavonoides, acides phénoliques  +  esters  45—55% 

Cire et acides gras  La cire d’abeille et des plantes  25-35% 

Huiles essentielles Anéthol et eugénol +++ 10% 

pollen Protéines (6acides aminées libres˃1%) 

Arginine et proline jusqu’à 45% du total 

5% 

Autre composés 

organique et substances 

minérales diverses 

Cétones, lactones, quinones, stéroïdes, acide 

benzoïque, vitamines/Sucres, 14 traces de minéraux, 

silice et zinc sont les plus connus  

5% 
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La propolis est extrêmement riche en acides phénoliques et aliphatiques et leurs esters. Les 

principaux acides aromatiques de la propolis sont présentés dans le tableau 2 ci-dessous. 

Tableau 2. Acides phénoliques de la propolis (El-Hadi et Hegazi, 2001;Donadieu, 2008). 

Dérivés de l’acide benzoïque Dérivés de l’acide cinnamique 

 

ac benzoïque 

ac 4-hydroxy- benzoïque 

ac 4-méthoxy- benzoïque 

ac vanillique 

ac isovanillique 

ac gallique 

ac protocatéchique 

ac 3,4-dihydroxy- benzoïque 

ac 3,4,5-trihydroxy- benzoïque 

ac 3,4-diméthoxy- benzoïque 

 

ac cinnamique 

ac p-coumarique 

ac p-méthoxy-cinnamique 

ac férulique 

ac isoferulique 

ac caféique 

ac 3,4-diméthoxy-cinnamique 

ac dihydro-p-coumarique 

ac dihydro-cinnamique 

ac prényl-p-coumarique, ac diprenyl-p-coumarique 

 

Les principaux esters d’acides phénolique de la propolis sont : ester d’acide cinnamique 

(Cinnamylcinnamate), esters d’acide coumarique (Pentenyl-coumarate, Benzyl-coumarate, 

Phényléthyl-coumarate, Cinnamyl-coumarate), esters  d’acide caféique (Ethyl-caféate, Butanyl-

caféate, Phénéthyl-caféate (CAPE), Pentényl-caféate, Phényléthyl-caféate, Cinnamyl-caféate, 

Tétradécyl-caféate,Tétradécényl-caféate, Hexadécyl-caféate), esters d’acide férulique (Férulate 

de pentényl, Férulate de cinnamyl) et isoférulique. (El-Hadi et Hegazi, 2001; Donadieu 2008). 

Les acides organiques aliphatiques de la propolis sont les acides :  Arachidonique, Caprilique,  

Eicosenoique,  Eptadecanoïque, Erucique, Laurique, Linoléique, Linolénique, Miristique, 

Oléique, Palmitique, Palmaticoléique, Stéarique, Tétracosanoïque, Succinique,  Lactique, 

Piruvique (Donadieu, 2008). 

1.2. Propriétés anti-cancéreuses et antioxydantes de la propolis 

        Depuis une cinquantaine d’années, la littérature scientifique a rapporté un bon nombre 

d’activités thérapeutiques de la propolis. Il a été démontrés que la propolis et ses constituants ont 

des effet antibactériens,  antiviraux, anti-inflammatoires, et antifongiques (Khurshid et al., 2017; 

Falcão et al., 2019). La propolis est aussi une substance aux propriétés : immunomodulatrices, 

antihypertenseurs, cicatrisantes, neuroprotectrices, antidiabétiques, anti-anémiques et 

antioxydantes (Bankova et al., 2000; Aazza et al., 2014 ; Badanai et al., 2015; Telès et al., 2015; 

Silva-Carvalho et al., 2015).  
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L’activité antioxydante de la propolis était positivement corrélée avec sa teneur en polyphénols 

(Bonvéhi, 2011). Plusieurs études ont monté l’effet antioxydant de la propolis de Jijel (Lahouel 

et al., 2004 ; Rouibah et al., 2008 ; Kebsa et al., 2007).   

Depuis longtemps, des effets anticancéreux ont été mis en évidence in vitro et in vivo. La 

propolis potentialise également l’effet cytotoxique des anticancéreux et réduisent ses effets 

secondaires.  

1.2.1. Activité anti-cancéreuse de la propolis in vitro et in vivo 

Les extraits éthanoliques de la propolis inhibent la croissance de nombreuses lignées cancéreuses 

humaines dans des essais in vitro (Weyder et al., 2003; Ahn et al., 2007; Valença et al., 2013 ; 

Amini-Sarteshnizi et al., 2015 ; Santos et al., 2017 ; Santos et al., 2019). La propolis 

Hollandaise, Brésilienne et Polonaise exercent une activité antiproliférative sur les lignées 

cellulaires humaines d'adénocarcinome pulmonaire A549 (Li et al., 2008 ; Papova et al., 2017) et 

la propolis de Bankok sur les lignées cellulaires cancéreuses cervico-faciales métastatiques 

HNSCC (Utispan et al., 2017). Plusieurs études ont montré l’effet anticancéreux de la propolis in 

vivo (Kimoto et al., 2001; Mouse et al., 2012; Benguedouar et al., 2016 ; Waly et al., 2017).  

Les composés responsables de cet effet sont des flavonoides comme la quercétine, la chrysine, la 

galangine, les acides phénoliques comme l’acide caféique et ses dérivés (CAPE : Cafeic Acid 

Phenyl Ester) et l’Artépilline C. Ce dernier présente une toxicité sélective sur les cellules de 

carcinomes gastriques et de cancer du poumon (Bankova et al., 2000). Les diterpènes, en 

particulier le clérodane présente une toxicité sélective sur les cellules tumorales par rapport au 

cellules saines (Salatino et al., 2005 ; Noushin et Alireza, 2017).  

1.2.2. La propolis potentialise l’effet des anticancéreux et de la radiothérapie 

La propolis agit en synergie avec les anti-cancéreux comme le 5-fluorouracile (Suzuki et al 

2002), la doxorubicine (Frión-Herrera et al., 2019), cisplatine (Matsunaga et al., 2019). Les 

propriétés antioxydantes de la propolis réduisent les effets secondaires des agents 

chimiothérapiques sans diminuer leurs effets thérapeutiques. La propolis à la dose de 50mg/kg/j 

pendant 30jours en association avec le paclitaxel à 33mg/kg réduit les tumeurs du sein chez la 

souris, diminue la péroxydation des lipides et renforce les  antioxydants cellulaires enzymatiques 

(SOD, CAT, Gpx) et non enzymatique (GSH, vitamine C et E) (Padmavathi et al., 2006). De 

nombreux travaux confirment l’intérêt de la propolis en association avec les anticancéreux et/ou 

la radiothérapie (Oršolić et al., 2013;  Bartolomeu et al., 2019 ; Frión Herrera et al., 2019). 
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1.2.3. La propolis réduit les effets secondaires de la chimio- et de la radiothérapie 

L’utilisation de la propolis dans le traitement du cancer améliore la tolérance aux anticancéreux 

et à la radiothérapie de manière significative. La propolis montre également un effet préventif 

contre les neutropénies, anémies et thrombopénies consécutives aux traitements de 

chimiothérapie et de radiothérapie (Cardinault et al., 2012).  Des résultats similaires issus notre 

laboratoire ont montré l’effet protecteur de la propolis et de la quercetine comme l’un de ses 

constituants contre les toxicités (hématologique, cardique, rénale et hépatique) et les effets 

secondaires des médicaments anticancéreux (Lahouel et al., 2004; Alyane et al., 2007; 

Benguedouer et al., 2008 ; Boutabet et al., 2008 ; Lahouel et al., 2010). Ces effets passent en 

partie par les propriétés anti-oxydantes de la propolis qui protègent les cellules et contribuent au 

mécanismes de réparations de l’ADN et au renforcement des mécanismes de défenses endogènes  

(Aazza et al., 2014 ; Badanai et al., 2015 ; Silva-Carvalho et al., 2015). 

1.3. Toxicité de la propolis   

Chez le rat, la DL
50 

d’un extrait éthanolique de propolis a été évaluée à 15 g/kg. Selon Jasprica et 

al. (2007), la dose maximale tolérée (DMT) est de 1 400 mg/kg chez l’animal et qu’une 

supplémentation de 1,95 g/j pendant 30 jours n’a pas entraîné d’effets indésirables chez 

l’homme. L’étude de kebsa et al. (2007), a montré que l’administration quotidienne de l’extrait 

éthanolique de la propolis de Jijel à 100mg/kg/j pendant 60 jours n’a aucun effet toxique sur les 

rats, de plus elle permet de renforcer les capacités et les défenses antioxydantes enzymatiques et 

non enzymatiques mitochondriales et cellulaires. Il peut exister cependant des cas d’allergies de 

contact avec un allergène bien identifié: le 3,3-dimethylallyl caffeate (Gardana et Simonetti, 

2011). 

2. L’acide gallique  

L'acide gallique ou acide 3, 4, 5-trihydroxybenzoïque (C6H2(OH) 3 COOH)  (Figure 20), est un 

acide phénolique largement distribué dans diverses plantes fruits et nourritures où il est présent 

sous forme libre ou, comme composant des tannins. On le trouve dans les noix de galle, le 

sumac, l’écorce de chêne, le thé vert, raisins, fraises, ananas, bananes, citron, vins rouge et 

blancs (Subramaniana et al., 2015). L’acide gallique constitue également un des principaux 

acides phénolique de la propolis (Silva-Carvalho et al., 2015; Andrade et al., 2017 ; Santos et al., 

2017). 
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Figure 20. Structure de l’acide gallique (Kaliora et al., 2013). 

 

2.1. Biosynthèse et pharmacocinétique 

Deux voies potentielles ont été impliquées dans la synthèse d’AG (Figure 21). Il pourrait être 

formé à partir de la phénylalanine (4) ou à partir d'un intermédiaire de l’acide shikimique 

précoce, à savoir le 3-déhydroshikimate (3-DHS) (2). Cependant, le groupe carboxylique de 

l’AG s'est avéré être biosynthétiquement équivalent au groupe carboxylique du shikimate, plutôt 

qu'à la chaîne latérale de la phenylalanine. Cela signifie donc que l’AG est formé à partir de 3-

DHS soit par déshydrogénation directe ou via l'acide protocatéchique (3) en tant qu'intermédiaire 

(Kambourakis et al., 2000 ; Werner et al ., 2004).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

21. Voies possibles pour la biosynthèse de l'acide gallique (1: acide gallique, 2: 3- acide 

déhydroshikimique, 3: acide protocatéchuique, 4: phénylalanine) (Dewick et Haslam, 1969).   

 

Les études existantes portant sur la biodisponibilité de l'acide gallique chez l'homme ont révélé 

que, par rapport aux autres polyphénols, ce composé phénolique bien absorbé. Le métabolite le 

plus commun de l'acide gallique identifié est l'acide gallique 4-O-méthyl, qui a été trouvé dans le 

plasma les quatre premières heures après la consommation d’une dose unique, le dérivé 3-
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méthyle est apparu aussi comme dérivé mineur (Mullen et al., 2010). En ce qui concerne 

l'excrétion de l'acide gallique, de nombreuses études ont identifié l'acide gallique et ses 

métabolites dans les urines (kaliora et al., 2013).  

2.5. Activités thérapeutiques et effet pro-oxydant  

L'acide gallique possède une excellente activité  anti-ulcéreuse, anti-oxydante, anti-

athérosclérotique, anti-cancéreuse, neuroprotectrice, cardioprotectrice, néphroprotectrice, 

antiangiogéniques, anti-inflammatoire et antimicrobiennes (Yen et al., 2002 ; Kim et al., 2006 ; 

Kaur et al., 2009 ; Sen et al., 2013 ; Subramaniana et al., 2015 ; Sh-Shong et al., 2016).   

L’acide gallique a été décrit comme important agent antiradicalaire, il permet la chélation de 

l’anion superoxyde, du peroxyde d’hydrogène, des radicaux hydroxyles. L’AG à la concentration 

de 4,17 mM est capable de piéger 44 % des radicaux DPPH
•
 et 60 % du peroxyde d'hydrogène 

(Yen et al., 2002; Longo et Vazquez, 2010; Achat, 2014). 

Il possède une activité cytotoxique sur les cellules cancéreuses (leucémie, prostate, poumon et  

sein). L’acide gallique induit l’apoptose des lignées cancéreuses humaines par régulation de la 

voie mitochondriale caspases dépendante, induction de l’expression des protéines pro-

apoptotiques (bax, bak,….) et diminution des protéines anti-apoptotiques (Bcl-2) (You et Park, 

2010 ; Yoon et al., 2013). 

L’acide gallique peut présenter des propriétés prooxydantes. Il  est capable de réduire Fe 
3+

 en  

Fe 
2+

, ou Cu 
2+

 en Cu 
+
, et ainsi enclencher la réaction de Fenton avec formation du radical 

hydroxyl (Achat, 2014). Un  déterminant majeur de l'activité antioxydante de l’AG dans les 

systèmes de type Fenton est la concentration : A faible concentration (GA: Fe <2: 1), l’activité 

pro-oxydante domine en raison de la réduction de Fe3 + à Fe2 +, conduisant à la production de 

radicaux HO•, alors qu'aux concentrations plus élevées (GA: Fe> 2: 1), l'effet global est 

antioxydant en raison du piégeage marqué des radicaux HO•.  

L'acide gallique est bien connu pour ces activités pharmacologiques, mais tout d’abord il faut 

établir leur sécurité dans le corps humains. Selon  Rajalakshmi (2001), l’administration d’une 

dose unique de 5 g/kg de poids corporel n'a produit aucun signe de toxicité ou de mortalité. La 

dose maximale sans effet néfaste observable  (NOAEL pour ‘’No Observable Adverse Effect 

Level’’) de l'AG a été estimée entre  0,2% et 0,6% dans le régime alimentaire ce qui est 

l’équivalent de 119 et 128 mg/kg/ jour respectivement (Niho et al., 2001). 

https://fr.wikipedia.org/wiki/Peroxyde_d%27hydrog%C3%A8ne
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I. Analyse chimique et pouvoir antioxydant de la propolis et de l’acide 

gallique  

1. Récolte de la propolis et préparation de l’extrait éthanolique (EEP) 

     La propolis a été récoltée au mois de Mai 2013 à partir des ruches de la coopérative apicole 

de Kaous (Jijel) et ce par grattage et raclage des cadres et des parois de la ruche. Afin de garder 

intact tous ses composants, les conditions de stockage ont été respectées. La propolis est  

découpée en petits  morceaux  puis  lavée dans  l’éthanol absolu pendant 2 heures pour éliminer 

les impuretés. 

La préparation de l’extrait éthanolique de la propolis a été réalisée selon le protocole décrit par 

Lahouel et al. (2010), la propolis coupée en petits morceaux est soumise à une extraction par 

macération dans  l’éthanol 96% (20g de propolis dans 100 ml d’éthanol) sous agitation et à l’abri 

de la lumière pendant 7 jours. Après filtration sur papier Wattman N° 4, le filtrat est évaporé à 

sec en utilisant un évaporateur rotatif (évaporateur E100, Heidolph) à 45°C. Après évaporation, 

le résidu obtenu (Extrait Ethanolique de la Propolis: EEP) est pesé pour calculer le rendement 

d’extraction selon la formule donnée par Falleh et al. (2008): 

Rendement d’extraction en (%) = (E1/ E0) ×100. Avec : E1  masse de l’extrait obtenu (g), E0  

masse de la prise d’essai de propolis (g). 

 2. Dosage des polyphénols, des flavonoïdes et des tannins hydrolysables 

      Le dosage des polyphénols totaux par la méthode utilisant le réactif de Folin-ciocalteu a été 

décrit en 1965 par Singleton et Rossi. L’interaction entre le Folin-ciocalteu qui est un acide de 

couleur jaune et les résidus phénoliques conduit à la formation d’un complexe coloré en bleu 

dont l’intensité de coloration est proportionnelle avec la concentration des polyphénols dans 

l’extrait. A 500μl de l’extrait dilué en 1/100
ème

, 2,25 ml d’eau distillée et 250μl du réactif Folin-

ciocalteu (5%) sont ajoutés. Après 5mn de repos, 2ml de Na2CO3 (bicarbonate de sodium) 

(7,5%) sont additionnés, puis le mélange est incubé pendant 60mn à température ambiante et à 

l’abri de la lumière. Ensuite, la densité optique (DO) est lue à 760nm en utilisant un 

spectrophotomètre de type ultraspec 100 pro. La teneur en composés phénoliques dans l’extrait 

est déterminée en se référant à la courbe d’étalonnage obtenue avec l’acide gallique (0-400μg/ 

ml). Les résultats sont exprimés en milligramme équivalent acide gallique par gramme de 

propolis. 
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Le dosage des flavonoïdes a été réalisé selon la méthode de Dewanto et al. (2002). Elle est   

basée sur la formation d'un complexe jaune entre les flavonoïdes et le chlorure d'aluminium. 

Pour ce dosage, 250 μl de l’extrait dilué au 1/100
ème

 sont mélangés avec 75μl de NaNo2 (5%). 

Après un repos de 6mn, 150 μl d’AlCl3 (2%) et 500 μl de NaOH (1M) sont ajoutés. Le volume 

est ensuite complété à 2,5 ml par de l’eau distillée et la DO est lu à 510 nm. La teneur en 

flavonoïdes totaux est exprimée en milligramme équivalent quercétine par gramme de propolis, 

en utilisant une courbe d’étalonnage de la quercétine (0-200μg/ml). Tous les dosages sont 

réalisés 3 fois. La méthode d’Abdel-Hameed, (2009) a été adoptée pour le dosage des flavonols. 

Le dosage des tanins hydrolysables a été réalisé en suivant la méthode de Mole et Waterman, 

(1987). Les tanins hydrolysables réagissent avec le chlorure ferrique et donnent un complexe de 

coloration bleu mesurée par spectrophotométrie. Pour cela, 1ml d’extrait est mélangé avec 3.5 ml 

(FeCl3 0.01% dans HCl mM), après homogénéisation et incubation pendant 10 mn, les 

absorbances ont été mesurées à 660 nm. La teneur en tanins hydrolysables est déterminée en se 

référant à une courbe d’étalonnage obtenue avec l’acide tannique (Annexe). Les résultats sont 

exprimés en mg équivalent d’acide tannique par g de matière sèche (mg EAT/g Ms). 

3. Analyse par chromatographie gazeuse couplée à la spectrométrie de masse CG-SM 

       La spectrométrie de masse désigne une méthode d’analyse qui repose sur la détermination 

des masses des espèces atomiques ou moléculaires de l’échantillon analysé, ce qui permet de 

recueillir des informations sur sa nature, sa composition et même sa structure.  Le couplage 

chromatographie gazeuse-spectrométrie de masse (CG-MS) est l’une des techniques les plus 

utilisées dans l’analyse des composés phénoliques, elle permet de connaitre dans la grande 

majorité des càs, la masse moléculaire d’un composé et d’obtenir des informations structurales 

relatives à une molécule à partir de sa fragmentation (Longevialle, 1981). 

Les conditions chromatographiques utilisées dans l’analyse CG-SM (QP2010) de la propolis sont 

les suivantes: Une colonne apolaire (FS-FE 30 CB)  de 25m de longueur et de 0,25mm de 

diamètre. La température de la colonne 60°C à 230 °Cà une vitesse de 3 °C/min., le mode 

d’injection : Split, ratio 1/40, le volume injecté  est de 0,6 µl. Le gaz vecteur est l’Hélium (122,2 

Kpa) avec un débit de 1ml/min. L'identification des composants a été réalisée selon les temps de 

rétention et la comparaison des spectres de masse en utilisant la bibliothèque CG-SM de l'Institut 

National des Standards et de la Technologie (NIST08.LIB, WILEY275). 
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4. Evaluation du pouvoir antioxydant  

4.1. Test au DPPH° 

L'effet anti-radicalaire de l’EEP et de l’AG est mesuré par la méthode au (DPPH) 1,1-diphenyl-

2-picryl-hydrazyl comme décrit par Hanato et al, (1988). Elle est basée sur la capacité des 

extraits à réduire le radical libre DPPH° en DPPH-H qui change de couleur du violet vers le 

jaune, ce qui se traduit par une décroissance de l’absorbance en fonction du temps à 517 nm. 

Brièvement, 0.5ml de chaque extrait  à différentes concentration (400,200, 100, 50, 25µg/ml) a 

été ajouté à 1.5ml d’une solution éthanolique de DPPH° à 0,2 mmol/l. Après agitation et 

incubation pendant 30mn à l'abri de la lumière, la diminution de la densité optique est lu à 

517nm en utilisant un spectrophotomètre Ultraspec 100 pro. La capacité anti-radicalaire est 

exprimée en % d'inhibition du DPPH°, calculée selon la formule suivante: 

                                             % d'inhibition = [(AC-AE)/AC].100 

Avec:        AC: Absorbance du control.   AE: Absorbance de l’échantillon. 

L’effet anti-radicalaire a été exprimé également sous forme d’IC50 (µg/ml); la concentration 

nécessaire pour provoquer une réduction de 50% du radical DPPH°. La vitamine E est utilisée 

comme molécule de référence. 

4.2. Pouvoir réducteur du peroxyde d’hydrogène (H2O2) 

Le peroxyde d'hydrogène est un dérivé non-radicalaire de l’oxygène et considéré comme toxique 

pour les cellules car il permet la formation des radicaux hydroxyles hautement toxiques à 

l'intérieur de la cellule. L’effet réducteur  du peroxyde d’hydrogène  a été déterminé selon la 

méthode décrite par Brands-williams et al. (1995),  avec  certaines modifications. Pour cela  2 ml  

de l’EEP ou de l’acide gallique à différentes concentrations (25, 50, 100 et 200 μg /ml) ont été 

mélangé avec 1,5ml d’H2O2 (40mM) preparé dans le tampon phosphate (0.1 M, pH =7.4). La DO 

a été lu à 230 nm après 10 min d’incubation à température ambiante et à l’obscurité. Le 

pourcentage de réduction du peroxyde d’hydrogène a été calculé selon la formule suivante : 

% de réduction de H2O2 = [(AC – AE) / AC] ×100. 

Où : AC : Absorbance du control après 10 min d’incubation.   AE : Absorbance de l’échatillon  

après 10 min d’incubation. 
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4.3. Test de piégeage des radicaux d’hydroxyles (°OH) 

      Les radicaux d’hydroxyles sont les plus réactifs, ils peuvent oxyder des acides aminés, 

produire des coupures de brin d'ADN et des modifications des bases puriques et pyrimidiques. 

Ils peuvent attaquer les lipides membranaires et les lipoprotéines, initiant ainsi la péroxydation 

lipidique.  

Ce test a été réalisé selon la méthode décrite par Türkan Kutlu, (2014) avec quelques 

modifications. 1ml de chaque extrait à différentes concentrations est ajouté  à 1 ml de FeSO4 

(1.5 mM), 0.7 ml de H2O2 (6 mM) et 0.3 ml de salicylate de sodium (20 mM). Après 1 h 

d’incubation à 37°C, l'absorbance du mélange réactionnel est lue à 562 nm. L’acide ascorbique a 

été utilisé comme contrôle positif. La capacité de piégeage des radicaux hydroxyles a été 

calculée en utilisant l'équation suivante : 

I (%) = [(A1 - A2) / A1] x 100. 

Où :   A1 : absorbance du control. A2 : absorbance de l’essai. 

 

4.4. Test de Chélation du fer ferreux  

Ce test est réalisé selon la méthode de Dinis et al. (1994) en utilisant l’EDTA comme control 

positif. Différentes concentrations de l’EEP et de l’AG (25, 50, 100 et 200 μg /ml finale) sont 

ajoutées à une solution 0,1 ml de FeCl2 (0.6 mM). Après 5 minutes, 0,1 ml de la ferrozine (5 

mM) est ajoutée et le volume total est ajusté à 1,6 ml avec du méthanol. Le mélange obtenu est 

vortexer et incuber 10 minutes à température ambiante. La complexation de la ferrozine avec le 

fer résiduel conduit à la formation d’un chromophore rouge (Fe+2-ferrozine) ayant un maximum 

d’absorption à 562 nm. Le pourcentage d’inhibition de la formation du complexe ferrozine–Fe2+ 

est calculé en utilisant la formule suivante: 

(Chélation %) = [(A1 - A2) / A1] x 100. 

Où :   A1 : absorbance du control. A2 : absorbance de l’échantillon. 
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II. Etude  in vitro sur cellules en culture 

1. Lignées cellulaires utilisées et conditions de culture 

 Lignées utilisées 

 Au cours de ce travail, deux lignées cellulaires de cancers humains ont été utilisées : les cellules 

de cancer du poumon non-à-petites cellules A549 sensibles pour tester l’effet antiprolifératif de 

l’acide gallique et de la propolis et les cellules A549/DOX ; cellules de cancer du poumon non-à-

petites cellules résistantes à la doxorubicine pour évaluer les mécanismes de  réversion de la 

MDR de nos extraits. Une lignée normale de fibroblastes pulmonaires humaine non cancéreuse 

MRC-5 a été également utilisée pour tester l’effet des molécules bioactives sur les cellules 

saines. Ces cellules ont été achetées auprès de l'American Type Culture Collection (ATCC, 

Manassa, USA).  

 Développement des cellules résistantes 

Les cellules résistantes A549/DOX ont été développées à partir des cellules A549 parentales et 

ce en les traitant par des  concentrations progressivement croissantes de la DOX pendant cinq 

semaines à partir de la concentration 10nM selon le protocole de (Bálint Tegze, 2012). Le 

développement de la résistance a été vérifié d’un côté par le calcul de l’index de résistance (IR). 

IR=IC50 des cellules résistantes/IC50 des cellules sensibles, et de l’autre côté par la comparaison 

de l’accumulation de la doxorubicine entre la lignée parentale et la lignée résistante. 

 Conditions de culture 

Toutes les lignées sont cultivées en milieu D-MEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium, 

Invitrogen) complet c-à-d  enrichi en glutamine (0,6mg/ml) et additionné d’antibiotiques 

pénicilline-streptomycine (0,2UI/ml de pénicilline et 0,2μg/ml de  streptomycine) et du de sérum 

de veau foetal 5% (v/v). Les cellules A549/DOX ont été maintenues dans du DMEM complet 

contenant en plus de la DOX à (90nM). Les cellules sont  cultivées en monocouche dans des 

flasques de culture cellulaire. Les milieux de culture sont renouvelés 24h après la mise en culture 

et ensuite toutes les 48 heures. Les flasques de culture sont placés dans un incubateur à 37°C, 

sous atmosphère humide contenant 5 % de CO2 et 95 % d'O2. Des passages ont été effectués à 

chaque fois que les cellules sont à confluence. 
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 Congélation/Décongélation des lignées tumorales 

La conservation des cellules cancéreuses est effectuée dans un milieu de conservation constituée 

de 40 % (V/V) de milieu de culture complet, 50 % (V/V) FBS (Foetal Bovine Sérum) et 10 % de 

DMSO (V/V). L’ampoule contenant 1ml de la suspension cellulaire et 1ml du milieu 

conservateur est conservée à - 80°C pendant 48 heures, puis dans l’azote liquide à - 196°C. 

La décongélation des cellules cancéreuses se fait par incubation de l’ampoule dans un bain-marie 

à 37°C pour une décongélation rapide. Le contenu de l’ampoule est ensuite transféré vers un tube 

de 15 ml contenant 7 ml de milieu de culture complet froid et est homogénéisé. Puis, une 

centrifugation est pratiquée pendant 5 minutes à 1000 rpm et les cellules sont resuspendues dans 

5 ml du milieu de culture complet. Après la remise en suspension du culot, les cellules sont 

transférées dans des flasques et incubées à 37°C dans une atmosphère saturée en humidité 

contenant 5 % de CO2. 

 Tpypsination et passage des cellules 

Le passage des cellules consiste à l’aspiration de l’ancien milieu de culture et lavage des cellules 

par du PBS. Ensuite, 0,5 ml de la trypsine sont additionnés et les cellules sont incubées pendant 

2 à 3 minutes à 37°C. Après détachement des cellules, 2,5 ml du milieu de culture sont ajoutés et 

une homogénéisation est pratiquée pour assurer la séparation des cellules en agrégats. Après 

comptage et dilution convenable, les cellules sont transférées dans de nouveaux flasques à raison 

de 10
6
 cellules par flasques. Une homogénéisation est pratiquée pour répartir uniformément les 

cellules.  

 Comptage des cellules 

Le  comptage des cellules vivantes  a été réalisé à l’aide d’un hémocytomètre en utilisant le bleu 

Trypan ; colorant vital qui ne colore que les cellules mortes. Un volume de 10 μl de la 

suspension cellulaire est mélangé avec 10 μl de la solution du bleu de trypan 0.4 %. La solution 

obtenue est incubée pendant 5 minutes à température ambiante. Puis, les cellules sont comptées à 

l’aide d’un microscope sous un objectif X10. 

2. Mesure de la viabilité cellulaire par le test MTT ( 3-(4,5-dimethyl-2-thiazoyl)-2,5-

diphenyl-tetrazolium bromide )       

     L’effet antiprolifératif des différents traitements sur la croissance cellulaire a été évalué par le 

test colorimétrique MTT 3-(4,5-dimethyl-2-thiazoyl)-2,5-diphenyl-tetrazolium bromide. Il est 
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basé sur la capacité des cellules vivantes métaboliquement actives à réduire l’anneau de 

tétrazolium contenu dans le sel de tétrazolium (de couleur jaune) par leur succinate  

déshydrogénase mitochondriale en cristaux de Formazan (de couleur violette) figure 22. Le 

nombre de cellules vivantes après 72 h d'incubation en présence ou non des composés à tester est 

directement proportionnel à l'intensité de la coloration violette mesurée quantitativement par 

spectrophotométrie à 595 nm (Mosmann 1983). 

 

Figure 22.  Principe de la méthode colorimétrique au MTT (Mosmann 1983). 

Les cellules A549, A549/DOX et MRC-5 ainsi dénombrées ont été ensemencées dans des 

plaques de 96 puits à une densité de (5x10
3
 cellules/puits) et laissées adhérer pendant environ   

24 h dans un incubateur à CO2 à 37°C.  Les cellules ont été traitées ensuite par différentes 

concentrations  de la propolis, de l’acide gallique ou de la doxorubicine seules ou en association 

en triplicate et incubées dans les conditions précédentes pendant 72 h. Le contrôle est traité par  

le DMSO à (0.1% v/v).  

Ensuite, le surnageant a été éliminé et remplacé par 100 μl de MTT à 1 mg/ml (Sigma Aldrich, 

USA). Après 4 heures d’incubation à 37 °C, le surnageant a été de nouveau éliminé. Les cristaux 

de formazan ainsi formés ont été dissouts dans du DMSO et l'absorbance à 595 nm a été lue par 

un lecteur de microplaque ELISA (Beckman Coulter, USA). Les résultats sont exprimés en 

pourcentage de viabilité des cellules traitées par rapport à celles non traitées. Le pourcentage de 

viabilité cellulaire est déterminé selon l’équation suivante:  

Viabilité cellulaire (%)= (DO cellules traitées/DO cellules contrôles)×100 

Les cellules non traitées sont considérées comme témoin avec un pourcentage de viabilité de 

100%. Les IC50 (la concentration qui inhibe de moitié la prolifération cellulaire) ont été 

calculées à partir du logiciel Sigma plot version 10. Les résultats représentent la moyenne d'aux 

moins trois essais indépendants. 
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3. Mesure de l’apoptose par marquage à l’annexine V/PI 

       Durant l’apoptose, il y a une externalisation des phosphatidylsérines au niveau du feuillet 

externe de la membrane plasmique. Le marquage à Annexin-V couplée à la fluorescéine 

isothiocyanate-5 (FITC) permet de mettre en évidence les phosphatidylsérines, et ainsi 

l’apoptose. Dans les cellules normales, le noyau est imperméable à l’iodure de propidium (PI). 

Lorsque la cellule est morte, le PI peut rentrer dans le noyau et se fixer sur l’ADN. Le PI met 

donc en évidence les cellules mortes.  

La double coloration à l'annexine V-FITC/PI a été utilisée pour évaluer l'apoptose des cellules 

sous l’effet des différents traitements. Brièvement, de 10
6
 cellules sont ensemencées, traitées 

avec les molécules d’intérêt en présence d’un contrôle DMSO 0.1%, et incubées pendant 24 

heures. Les cellules flottantes et attachées ont ensuite été lavées deux fois avec du PBS et 

remises en suspension dans 100 μL de tampon d'incubation contenant de l'annexine V-FITC à 

une dilution de 1:40, et le mélange a été incubé pendant 10 min à température ambiante selon les 

instructions du fabricant. Les cellules ont été lavées, remises en suspension et incubées avec de 

l'iodure de propidium (PI) à une concentration finale de 1 μg/ml. Les cellules ont ensuite été 

analysées par un cytomètre de flux (Becton Dickinson FACS) pour déterminer l’intensité  de 

fluorescence. 

Après analyse, les évènements sont représentés en nuage de point (dot plot) en fonction de la 

fluorescence de l’Annexine-V FITC et de l’iodure de propidium. Le double marquage Annexine-

V et iodure de propidium permet donc de caractériser quatre sous populations de cellules 

présentées sur la figure 23: Cellules viables : Pi-, AV-; cellules en apoptose précoce : Pi-, AV+ ; 

cellules en apoptose tardive : Pi+, AV+ et cellules en nécrose : Pi+, AV-. 

 

 

Figure 23. Analyse en dot plot du marquage Annexine-V FITC/Pi. Le double marquage Annexine-V et Pi 

permet de caractériser quatre sous populations de cellules : cellules viables : Pi-, AV-; cellules en apoptose 

précoce : Pi-, AV+ ; cellules en apoptose tardive : Pi+, AV+ et cellules en nécrose : Pi+, AV-. 
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4. Activité des caspases 3, 8 et 9.    

     Afin de déterminer le type de la voie apoptotique induite par les molécules bioactives, la 

mesure de l’activité des caspases 3, 8 et -9 a été réalisée colorimétriquement dans des plaques de 

96 puits selon les instructions du kit (Sigma Aldrich, Allemagne).  

Le principe de dosage est basé sur la libération de p-nitroaniline (pNA) suite au clivage du 

substrat par la caspase spécifique présente dans le lysat cellulaire. La pNA absorbe à 405 nm et  

l’absorbance est proportionnelle à l’activité de la caspase concernée (Vasilakos et al., 1997 ; 

Chae et al., 2004, Mouratidis et al. 2006). Le principe est donc le même sauf que chaque caspase 

a son propore substrat.  

- Caspase 3 : ac-DEVD-pNA : acétyl-Asp-Glu-Val-Asp-p nitroanilide   

- Caspase 8 : ac-IETD-pNA : Acétyl-Ile-Glu-Thr-Asp-p nitroanilide 

- Caspase 9 : ac-LEHD-pNA : acétyl-Leu-Glu-His-Asp- p nitroanilide 

Les cellules sont cultivées et incubées 24heures en présence des différents effecteurs et du 

DMSO 0.01% comme contrôle. Ensuite  le culot entier de  2 x 10
6
 cellules est remis en 

suspension dans 50 μl de tampon de lyse  (250 mM HEPES, pH 7.4, 25 mM CHAPS, 25mM 

DTT) et incubé dans de la glace pendant 10 minutes. Le lysat cellulaire est centrifugé à 12000 

tr/min à 4 °C pendant 15 minutes, et le surnageant recueilli est utilisé pour le dosage de l’activité 

des caspases.  

Pour cela, 20µl du  surnageant sont mélangés avec 70µl du tampon réactionnel (2 mM HEPES, 

pH 7.4, 1% CHAPS, 50mM DTT, 20 mM EDTA, 50% sucrose) et 10µl du substrat spécifique 

pour chaque caspases. Après 1 heure d’incubation à 37°C, l’absorbance de la p-nitroaniline 

(pNA) libérée est lue à 405 nm en utilisant un spectrophotomètre à microplaque (Spectra MAX 

190). Les valeurs de l’absorbance sont directement proportionnelles à l’activité de la caspase 

dans le lysat cellulaire. Les résultats représentent la moyenne d'aux moins trois essais 

indépendants. Ils sont exprimés en pourcentage par rapport au 100% du contrôle. 

5. Etude du cycle cellulaire par cytométrie de flux  

La cytométrie de flux CMF nous a permis de suivre la distribution des cellules dans les 

différentes phases du cycle  sous l’effet de différents traitements. Après traitement, les cellules 

sont  recueillies par trypsinisation, et centrifugées (1000 rpm, 5 min à 4°C). Après deux lavages 

au PBS, les cellules sont perméabilisées et fixées dans 1 ml d’éthanol froid à 70% et placées à 

4°C toute la nuit. Puis, elles sont à nouveau centrifugées et lavées dans du PBS. Le culot est 
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alors repris dans 1 ml de PBS contenant 100 µg de RNase A (Sigma) et 50 μg d’iodure de 

propidium (Sigma). Après incubation à l’obscurité pendant 30 min à 37°C, les cellules sont 

analysées au cytométre de flux (FACScalibur, Becton Dickinson). 

Après exclusion des débris, l’analyse de la fluorescence de 10000 évènements à l’aide du logiciel 

CellQuest permet de quantifier la proportion de cellules en phases G0/G1, S et G2M. Lors de 

l’apoptose, les corps apoptotiques vont contenir une quantité d’ADN inférieure à 2n. De ce fait, 

après un marquage à l’iodure de propidium qui est un fluorochrome intercalant de l’ADN, ces 

cellules émettent une fluorescence réduite et produisent un pic Sub-G1 (localisé juste avant le pic 

G0/G1). Ce pic permet de déterminer la proportion de cellules en apoptose.  

 

6. Mesure de l’accumulation intracellulaire de la  doxorubicine  

 

     Pour déterminer la capacité des molécules testées à bloquer l’efflux des substrats transportés 

par la Pgp, nous avons mesuré le taux de fluorescence de la DOX accumulée par les cellules sous 

l’effet des différents traitements. Le noyau tétracyclique que possède la doxorubicine dans sa 

structure lui confère un spectre de fluorescence caractéristique avec une longueur d’onde 

d’excitation de 470 nm et une longueur d’onde d’émission de 585 nm. La fluorescence émise par 

la doxorubicine, lorsqu’elle est excitée, peut ainsi être détectée par cytométrie de flux.  

Dans ce test, en absence d’un modulateur de la Pgp, les cellules effluent une forte proportion de 

substrat fluorescent (DOX) et accumulent peu de fluorescence. En présence des modulateurs 

comme le vérapamil, la quantité de substrat accumulée dans les cellules augmente suite à 

l’inhibition des pompes exportatrices.  

 

Pour cela, cent mille cellules sont incubées dans du DMEM à 37°c sous 5% de CO2 pendant 

1h30 en présence des différents modulateurs avant l’ajout de la doxorubicine à la concentration 

IC50. Après 1h d’incubation, les cellules sont centrifugées (200g, 10 min) puis remises en 

suspension dans 200 μl de PBS, conservées dans de la glace puis analysées par cytométrie en 

flux (FACS) (longueur d’onde excitation : 470 nm, longueur d’onde d’émission : 585 nm). Pour 

chaque échantillon, l’analyse est effectuée sur 100 000 cellules. Le vérapamil (10μM) a été 

utilisé dans les mêmes conditions en tant que modulateur de référence de la pgp. On mesure donc 

la capacité d’un composé à bloquer la fonction d’efflux de la pompe Pgp, en comparant le 

déplacement du pic de fluorescence à celui obtenu en présence de la doxorubicine seule. 
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7. Mesure de l’activité de la pgp: Test d’efflux de la Rhodamine-123  

     La rhodamine 123 (Rd-123) est une molécule fluorescente (pic excitation : 485nm ; pic 

émission : 525 nm) utilisée pour mettre en évidence l’activité des protéines MDR puisque cette 

molécule peut être expulsée par la glycoprotéine-P ou les MRPs  (Reyes-Esparza et al., 2015). 

Le test d’exclusion à la 123 a été réalisé conformément à la procédures rapportée par Huang et 

al., (2012). En bref, les cellules ont été ensemencées dans une plaque à 6 puits en raison de 2.10
5
 

cellules chacune et mis en culture pendant 24 h à 37 ° C dans une atmosphère contenant 5% de 

CO2. À la confluence, les cellules ont été incubées avec les molécules d’intérêts ou le vérapamil 

à 10µM comme molécule de référence pendant 2 heures à 37°C. Par la suite, 5 µg/mL de la Rd 

123 (Sigma Aldrich) a été ajouté à chaque puits et les cellules sont incubées pendant encore une 

heure à 37 ° C à l’obscurité. Elles ont ensuite été lavées 5 fois par du BPS frais et resuspendues 

dans 400µl du milieu frais (DMEM, 10% SVF, 1% antibiotiques). Immédiatement après (t=0), et 

chaque 30mn pendant 2heures, la fluorescence intracellulaire a été mesurée à l’aide d’un 

spectrofluoromètre (SpectraMax Gemini de Moleeular Deviee) à une longueur d'onde 

d'excitation de 488 nm et une longueur d'onde d'émission de 525 nm. Les données ont été 

présentées sous forme de moyenne d’intensité de fluorescence pour au moins trois expériences 

indépendantes. 

8. Expression du gène mdr-1 par par la technique de RétroTranscription-Réaction de 

Polymérisation en Chaîne (RT-PCR) 

 

La RT-PCR ou Rétro Transcription-Réaction de polymérisation en Chaîne a été réalisé dans le 

but d’évaluer l’effet des différents modulateurs sur l’expression du gène mdr-1 dans la lignée 

cellulaire d’adénocarcinome pulmonaire A549 traitée par les différents modulateurs seules ou en 

association avec la doxorubicine pendant 24heures. Ce test est effectué selon les étapes 

suivantes :  

8.1. Extraction des ARN totaux 

Les  ARN totaux, ont été extraits en  utilisant le kit (Qiagen, USA) selon les instructions du 

fabricant. Le dosage des ARN totaux extraits est ensuite réalisé à l’aide d’un NanoDrop (TM 

ND-1000 spectrophotometer). Ce dosage est réalisé dans le but de vérifier la pureté des ARN 

obtenus et de connaître leur concentration pour déduire le volume d’extraction contenant 2 μg 

d’ARN totaux nécessaire à la RT.  



                                                                                                                       Matériel et Méthodes 
 

63 
 

La densité optique est mesurée à deux longueurs d’onde différentes : λ = 260 nm (maximum 

d’absorption des acides nucléiques) et λ = 280 nm (maximum d’absorption des protéines). Le 

rapport R = DO260/DO280 permet de déterminer le niveau de contamination protéique des  

ARN : R ≥ 1,8 correspond à une bonne déprotéinisation. Les ARN totaux sont ensuite conservée 

à -80°C. 

8.2. Transcription inverse (RT) des ARN messagers 

La transcription inverse ou la transformation des ARNm en ADN complémentaires (ADNc) à 

partir d’ARN a été effectuée en incubant 2µg des ARN totaux de chaque échantillon en présence 

du mélange réactionnel composé de : dNTP (5 mM), Oligo-dT primer (10 μM), Inhibiteur de 

RNase (10 unités/μl), Omniscript kitTM Reverse Transcriptase dans du tampon de transcription 

RT 10X.     

Le contenu de chaque tube est ensuite complété à 20µl par de l’eau traité DEPC et la RT est 

effectuée pendant une heure dans un thermocycleur à 37°C. À la fin du temps d’incubation, la 

destruction des ARN totaux restants a été réalisée par chauffage à 93°C pendant 5mn. La rétro-

transcription conduit enfin à la production et à récupération  uniquement d’ADNc contenu dans 

le volume final de 20 μl qui sera stocké à -20°C. 

8.3. Réaction de polymérisation en chaîne (PCR) et analyse des résultats  

La PCR quantitative en temps réel permet de mesurer une quantité de transcrits accumulés dans 

une condition expérimentale donnée. La quantité d’ADN issue de l'amplification est enregistrée 

en temps réel par un enregistreur de fluorescence. Le SYBR Green, fluorophore et agent 

intercalant présent dans le mélange réactionnel, est excité à 485nm et émet une fluorescence 

verte à 520 nm. La progression de l’amplification est donc suivie à chaque cycle et en temps réel. 

La trousse « HotStarTaq DNA Polymerase Mix kit » (Qiagen, USA) a été utilisée pour 

l’amplification des produits de la RT. Deux microlitres du produit de la RT sont incubés  en 

présence des amorces spécifique du gène d’intérêt dans le milieu réactionnel, contenant la Taq 

polymérase hot Start, le tampon de l’enzyme, MgCl2 5 mM), le DNTP et le SYBR green dans un 

volume final de 50µl. 

 Après une activation de l’enzyme Hot Start par chauffage à 95° C pendant 15 minutes,  

l’amplification (32cycles) a été réalisée selon le programme suivant : dénaturation de l’ADN à 
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95° C pendant (15 secondes), hybridation à 55° C (30 secondes), élongation à 72° C                  

(30 secondes). Le refroidissement des échantillons a été realisée à 40° C (5mn).  

 

Les amorces de PCR utilisées sont les suivantes : 

 

                         Amorce sens                                Amorce anti-sens  

MDR1/ABCB1    5'-CCCATCATTGCAATAGCAGG -3'    5'-TGTTCAAACTTCTGCTCCTGA-3'        

β-Actin           5'-TTGCTGACAGGATGCAGAAG-3'       5'-GTACTTGCGCTCAGGAGGAG-3' 

 

Les résultats obtenus par dosage de la fluorescence en temps réel ont alors été analysés par 

résolution graphique grâce au logiciel GeneAmp® 5700 SDS. Le logiciel calcul pour chaque 

échantillon une valeur de Ct (threshold cycle)  à partir des courbes logarithmiques.  Le cycle-

seuil Ct correspond au cycle au cours duquel la fluorescence d’un échantillon devient 

significativement différente du bruit de fond. La quantification des gènes d’intérêt est obtenue 

par rapport à un gène de ménage la B-actine. La méthode des 2
-Δ(ΔCt)

 a été utilisée pour calculer 

l'expression relative des gènes cibles (R) :  

R = 2 – 
Δ(ΔC T)  

Avec : R est la quantité relative de transcrits (expression relative du gène cible). 

Δ ΔCT :   niveaux d'ARNm  relatifs de gène MDR1 après traitement.   

Δ ΔCT = ΔC T (Traité) - ΔCT (Véhicule).  

ΔCT : niveaux d'ARNm relatifs du  gène MDR1  normalisés à la (B- actine) :   

ΔCT (Traité)= CT (Traité) - CT (B-actine) 

ΔCT (Véhicule)= CT (Véhicule) - CT (B-actine’). 
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III. Etude in vivo 

      L'étude a été réalisée sur des rats Albinos Wistar provenant de l'institut Pasteur d'Alger 

(Algérie). Les animaux, pesant environ 180 g, ont été élevés dans des cages de 6 rats chacun. Ils 

ont libre accès à l'eau et à la nourriture. L’animalerie est maintenue à une température ambiante 

(20-25°C), une hygrométrie de 60% et un cycle jour-nuit  12h-12h. 

1. Traitement des animaux 

Trois modèles d’animaux ont été utilisés dans cette étude :  

- Modèle animal de cancer de poumon induit par le B(a)p : pour tester l’effet anticancéreux 

de nos substances. 

- Modèle animal de résistance à la doxorubicine présentant phénotype MDR: pour évaluer 

la réversion de la multidrogue (MDR) des molécules testées.  

- Modèle d’animaux sains : pour évaluer l’hépatotoxicité de la doxorubicine.  

1.1. Modèle animal de cancer de poumon: Evaluation de l’effet de l’AG contre le cancer de 

poumon induit par le B(a)P 

    L’induction du cancer pulmonaire a été réalisée sur des rats albinos de souche Wistar par 

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

d’olive (Likhachev et al., 1992). Le cancer est obtenu après 16 semaines. Les vérifications ont 

été faites par l’étude macroscopique, anatomopathologique et par le dosage des marqueurs 

tumoraux sériques.    Quatre lots de 6 rats chacun ont été utilisés dans cette étude: 

Lot 1 (Témoin) : Les animaux reçoivent 0.5 ml d'huile d'olive/ip (Dose unique). 

Lot 2 (B(a)p): Les animaux reçoivent une dose unique de B(a)p à 100 mg/kg/ip. Après 16 

semaines, ils  reçoivent 0.5ml du Nacl 0.9% /j/ip pendant 7jours. 

Lot 3 (B(a)p+AG) : Les animaux reçoivent une dose unique de B(a)p à 100 mg/kg/ip. Après 16 

semaines, les rats reçoivent l’acide gallique à 100mg/kg/j/ip pendant 7jours. 

Lot 4 (B(a)p+DOX): Les animaux reçoivent une dose unique de B(a)p à 100 mg/kg/ip. Après 16 

semaines, ils reçoivent la doxorubicine à 15mg/kg /j/ip  pendant 7jours. 

Le B(a)p (Sigma) est solubilisé dans l’huile d’olive. L’acide gallique (Sigma) et la doxorubicine 

(2 mg/mL) (Ebewe, Austria) sont solubilisés dans du NaCl 0.9% juste avant l'injection. 
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1.2. Modèle animal de chimiorésistance à la doxorubicine : Evaluation de la réversion de la 

multidrug résistance à la doxorubicine par la propolis et l’acide gallique  

       La résistance à la DOX a été obtenue suite  aux traitements répétés des rats porteurs de 

cancer de poumon, par la doxorubicine à la dose thérapeutique de 15mg/kg (ip)  pendant 7jours. 

Ce modèle est utilisé pour évaluer la capacité de la propolis et de l’acide gallique à reverser la 

résistance MDR en potentialisant  l’effet anti-tumoral de la doxorubicine et la comparer avec 

celle du vérapamil bloqueur principal de la pgp. Pour cela cinq lots de 6 rats chacun ont été 

utilisé :   

Lot 1 (Témoin cancéreux) : animaux porteurs de cancer bronchique (CB), reçoivent du Nacl 0.9 

% 0.5ml/j/ ip pendant 7jours. 

Lot 2 (DOX): animaux porteurs de cancer bronchique (CB) reçoivent la doxorubicine à 

15mg/kg/j (ip) et du Nacl 0.9 % 0.5ml /j (ip)  pendant 7jours. 

Lot 3 (DAG) : animaux porteurs de cancer bronchique (CB) reçoivent pendant 7jours 

l’association (doxorubicine/acide gallique) (15/100) mg/kg/j (ip). 

Lot 4 (DP) : animaux porteurs de cancer bronchique (CB) reçoivent pendant 7jours l’association 

(doxorubicine/propolis) (15/100) mg/kg/j (ip).  

Lot 5 (DV) : animaux porteurs de cancer bronchique (CB) reçoivent pendant 7jours l’association 

(doxorubicine/Vérapamil) (15/15) mg/kg/j (ip).  

1.3. Modèle d’animaux sains : Evaluation de l’effet de la propolis et de l’acide gallique 

contre l’hépatotoxicité de la doxorubicine   

Pour l’évaluation de l’hépatotoxicité de la doxorubicine et l’eventuel effet protecteur de           

l’AG et de l’EEP sur des animaux sains, les rats ont été répartis en quatre lots de six rats chacun :  

Lot 1 (Témoin) : Les animaux reçoivent 0.5ml NaCl 0.9% /j par voie ip pendant 7jours. 

Lot 2 (DOX) : Les rats reçoivent  la doxorubicine à (10mg/kg/j/ip) pendant 7jours. 

Lots 3 (DAG) : Les rats reçoivent la doxorubicine (10mg/kg/j /ip) et l’acide gallique 

(100mg/kg/j/ip) pendant 7 jours (Abarikwu et al., 2014). 

Lot 4 (DP) : Les rats ont été co-traités par la doxorubicine (10mg/kg/ip) et la propolis 

(100mg/kg/j/ip) pendant 7 jours (Lahouel et al., 2014). 
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2. Sacrifice des animaux et prélèvement des organes 

      A la fin des délais d’administrations, les animaux ont été sacrifiés par anesthésie, le poumon 

a été prélevé, lavé dans du NaCl 9 ‰ puis pesé et soumis à un examen macroscopique à la 

recherche d’éventuels signes de cancérisation. Ensuite chaque poumon et divisé en quatre 

fractions: La première est plongée dans formol à 10% pour l’étude histologique. La seconde dans 

le TSE et utilisée pour la préparation de la suspension mitochondriale nécessaire pour le dosage 

des paramètres mitochondriaux (production de l’anion superoxyde, gonflement, MDA et 

enzymes antioxydantes),  la troisième est stocké à - 20°C est sert pour la préparation de la 

fraction cytosolique utilisée pour l’évaluation du stress oxydatif cytosolique. La quatrième 

fraction est utilisée pour le dosage de l’activité des caspases et pour l’extraction des protéines 

servant pour le western blot. 

3. Examen anatomopathologique  

       Un examen macroscopique minutieux est réalisé au moment du sacrifice, sous binoculaire à 

la recherche des signes de cancérisation. Pour préparer l’examen microscopique et après fixation 

dans le formol,  les tissus ont été  envoyés au laboratoire d’anatomopathologie de Dr. Hamel à 

Jijel pour la préparation des blocs de paraffine, la réalisation des coupes et la coloration, selon 

les étapes suivantes :  

 

a) Fixation et inclusion : Après fixation dans le formol pour une durée minimale de 72heures, les 

poumons sont ensuite déshydratés dans des bains successifs de 20 minutes chacun dans l'éthanol 

70°, éthanol 90° et de l'éthanol absolu puis plongés dans deux bains de xylène. Les poumons sont 

ensuite prêt pour l’inclusion dans la paraffine et la réalisation des blocs. 

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 de 

gélatine 2% puis séchées pendant 12heures dans une étuve à une température entre 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 dans 

l’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-éosine. 

Brièvement, les lames sont plongées et laissées dans des bains successifs de 5 minutes dans de 
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l'hémalun 2%, 3 minutes dans l'eau,  5 secondes dans l'éthanol-HCl et enfin 2 minutes dans l'eau. 

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

distillée 20 secondes. Les lames sont ensuite 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. Une lamelle est collée sur la coupe grâce à une résine 

synthétique (Mounting Medium, Surgipath, Bretton, UK) et la lame est séchée à température 

ambiante.  

 

4. Immunohistochimie : Ki67, ACE et p53  

       Après déparaffinage et réhydratation des coupes, un démasquage antigénique est effectué 

dans une solution tampon à 0.1M EDTA pH7.4 à 95°C pendant 10min. L’activité peroxydase  

endogène est bloquée par traitement  à l’eau oxygénée 0.3%. Après lavage au PBS, les lames 

sont incubées dans une solution d’anticorps monoclonal de souris anti-Ki67 (Santa Cruz 

Biotechnology, 1/1000). L’anticorps secondaire  anti-lapin (Santa Cruz Biotechnology, 1/100) 

couplé à la peroxydase est ensuite ajouté. Après lavage au PBS, la révélation de la peroxydase 

est effectuée par ajout d’une solution de 3.3’-diaminobenzidine (DAB) (Sigma, France), suivie 

d’une contre coloration à  l’hematoxyline. Après montage des lames, l’index de prolifération est 

déterminé en pourcentage des cellules positives pour le marqueur Ki67 par rapport au nombre 

total de cellules dans  10 champs aléatoires. Le même protocole a été suivi pour la detection 

immuno-histochimique de l’ACE, la p53 et l’EGFR en utilisant des anticorps  anti-ACE et anti-

P53 (Santa Cruz Biotechnology, 1/1000) respectivement.  

5.  Western blot  des protéines Bcl2, Bax et pgp 

      L’expression des protéines BCl2, Bax et pgp  a été analysé par western blot selon les étapes 

suivantes : 

Après extraction et dosage, les protéines  ont été séparées par une électrophorèse SDS-PAGE sur 

gel de 12 % puis transférées sur membrane de nitrocellulose (Hybond™-ECL™, Nitrocellulose 

membrane, Amersham Biosciences®), pendant 45mn à 100V. Les bandes à étudier sont saturées 

par du lait écrémé 10 % puis mises en contact des anticorps : anti-β-actine (Santacruz 

Biotechnology, 1/1000), anti-Pgp (lapin, Santacruz Biotechnology, 1/100), anti-Bax (lapin, 

Santacruz Biotechnology, 1/100), et anti-Bcl2 (lapin, Santacruz. Biotechnology, 1/100)  et 

laissées incuber toute la nuit à 4 °C. Le lendemain, les membranes sont lavées et incubées 
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pendant une heure en présence des anticorps secondaires couplé à la peroxydase (Anti-souris : 

1/20000 , Santacruz Biotechnology) capable de dégrader un substrat chimioluminescent.  

L’immunodétection a été réalisée avec un Kit ECL (Enhanced Chimiluminescence, RPN 2106, 

Amersham). La densitométrie des bandes est réalisée à l’aide du logiciel ImageJ (NIH, USA) qui 

permet de quantifier la densité des bandes d’expressions protéiques et ainsi permettre une 

comparaison semi-quantitative entre les échantillons.  

6. Extraction des mitochondries pulmonaires et hépatiques   

       Pour l'extraction des mitochondries, le foie (1g) ou  le poumon (0.4g)  est coupé finement 

dans du tampon TSE (250 mM sucrose, 20mM Tris base,  10 mM EGTA, pH 7.4) à  4°C. Le 

poumon coupé est ensuite lavé deux fois dans le même tampon et potérisé dans un potter de 

DOUNCE (KONTES. 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 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 (Aron et al., 

1973). Cette suspension a été utilisée pour la mesure de l'anion superoxyde et du gonflement 

mitochondrial et ce après le dosage des protéines par la méthode de Bradford (1976). 

L’extraction des mitochondries hépatiques a été réalisée selon le protocole de Rustin et al. 

(1994). 

7. Dosage des protéines  

Le dosage des protéines est effectué selon la technique de Bradford  (1976). Elle est basée sur la 

complexation des aminés aromatiques présents dans les protéines avec le Bleu Brillant de 

Coomassie (BBC). Pour le dosage des protéines, 100µl de la suspension ou de fraction 

cytosolique diluée au 1/5
ème

 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 (Sérum Albumin Bovin) (Annexe 

4). 
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8. Préparation de la matrice mitochondriale et de la fraction cytosolique 

     Un mélange de la solution hypotonique (25 mM KH2PO4, 5mM Mgcl2, pH7.2)  et du culot 

mitochondrial (V/V) est congelé-décongelé de 6 à 8 fois avec potérisation accrue et répétée,  afin 

d’éclater les mitochondries. Après centrifugation de 10 min à 9600 rpm,  le surnageant (matrice 

mitochondriale) est utilisé comme source d’enzymes mitochondriales. La concentration des 

protéines a été déterminée par la méthode de Bradford (1976). 

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

al (2003). Pour cela, 0,2g de tissus sont coupés et homogénéisés avec 3 volumes du tampon 

phosphate (0,1M, pH7.4) contenant du KCl à 1,17%  à l'aide du broyeur manuel de DOUNCE. 

L'homogénat est ensuite centrifugé à 2000 rpm pendant 15 mn à 4°C pour séparer les débris 

nucléaires et le surnageant est centrifugé à 9600 rpm à 4°C, pendant 30 mn. Le surnageant ainsi 

obtenu est utilisé comme source d'enzymes. 

9. Mesure de la production mitochondriale de l’anion superoxyde (O2-°) 

     L’anion superoxyde est la principale espèce réactive de l’oxygène générée par la 

mitochondrie notamment par les complex I et III de la chaîne respiratoire. La méthode décrite 

par Zini et al., 1999 a été utilisée pour évaluer la production mitochondriale du superoxyde et ce 

en mesurant la réduction du nitrobluetetrazolium (NBT
+2

) par le superoxyde en monoformazane, 

qui absorbe à 560 nm. Pour cela, dans un volume final de 1,2 ml de tampon respirant contenant 

la roténone (annexe), 16,5 µl de la suspension mitochondriale à 1 mg/ml, 1,2µl de la 

cyclosporine à 1µM, 12µl du NBT
+2

 à 100mM et 12µl de l’extrait à tester ont été ajouté dans.  

Après incubation pendant 1 min  7,2µl de succinate à 6mM ont été additionné. La variation de 

l’absorbance a été suivie à 560 nm chaque minutebpendant 5 minutes. Le pourcentage de 

production de l'anion superoxyde a été calculé en prenant le 100% du control. 

10.  Mesure du  gonflement mitochondrial " mitochondrial swelling"  

        Le gonflement mitochondrial est la conséquence de l’augmentation de la perméabilité de la 

membrane interne aux composés osmotiques d’un poids inférieur à 1500 Da. Ce gonflement a 

été évalué spectrophotométriquement comme décrit par Kristal et al., (1996), et ce en mesurant 

la décroissance  de  l’absorbance  de  la suspension  mitochondriale à 540 nm. Pour ce dosage, 

0,2 mg/ml  de mitochondries, 10.8 µl du succinate à 6 mM et 18 µl de l’extrait à tester ont été 

introduites dans un volume final de 1.8 ml  du tampon respirant. Après une minute d’incubation 

2,25 µl du CaCl2 à 100 mM ont été ajouté pour induire le gonflement. La décroissance de 
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l’absorbance a été suivie à 540 nm chaque minute pendantent 5 min. Pour la mesure du 

gonflement in vivo, on n’ajoute pas le Ca Cl2. Le pourcentage du gonflement a été calculé en 

prenant le 100% du control. 

11. Evaluation des paramètres de stress oxydant cytosolique 

11.1. Dosage du glutathion (GSH)  

       La méthode colorimétrique d'Ellman, (1959) a été adoptée pour le dosage du GSH. Le 

principe consiste à l'oxydation du GSH par le DTNB (acide 5,5'- Dithiobis 2-nitrobenzoique) et 

la libération de l'acide thionitrobenzoïque (TNB) qui présente à 412nm et à pH alcalin une 

absorption maximale.  

Pour cela, 1 g de tissu est coupé et homogénéisé avec 3 volumes de l'acide trichloracétique TCA 

(5%) à l'aide du broyeur de DOUNCE. Homogénéisé et centrifugé à 2000 rpm, 50 µL du 

surnageant sont ensuite diluées dans 10 ml de tampon phosphate (0,1 M, pH=8). 20µl du DTNB 

(0.01 M) sont ajoutés à 3 ml du mélange de dilution. Après 15 min d'incubation la lecture de la 

densité optique est effectuée à 412 nm contre un blanc préparé dans les mêmes conditions avec 

le TCA (5%). Le taux de GSH est déduit à partir d’une gamme étalon de glutathion préparée 

dans les mêmes conditions que le dosage et les concentrations sont exprimés en millimoles de 

glutathion par gramme de tissus (Annexe 5). 

11.2. Dosage du malondiadehyde (MDA)  

         Le malondiadehyde (MDA) est l’un des produits terminaux de la péroxydation  lipidique 

qui résulte de l’attaque des lipides polyinsaturés par des espèces réactives de l’oxygène.  La 

méthode colorimetrique d’Okhawa et al.  (1979), a été utilisé pour le dosage du MDA. Le MDA 

réagit avec deux molécules de TBA (acide thiobarbiturique) dans un milieu acide et à 100°C 

pour donner un pigment coloré en rose absorbant à 530 nm  et  extractible par les solvants 

organiques comme le n-butanol.   

Pour cela, 0.5 ml d’acide trichloracétique 20% et 1 ml d’acide thiobarbiturique (TBA) 0.67% ont 

été ajouté à 0.5ml de la fraction cytosolique. Le mélange est chauffé à 100°C pendant 15 

minutes, refroidis puis additionné de 4 ml de n-Butanol. Après centrifugation de 15 minutes à 

3000 rpm, la densité optique est déterminée sur le surnageant  à 530 nm. Le taux du MDA a été 

déduit à partir d’une gamme étalon préparée dans les mêmes conditions en utilisant une solution 

du tétraetoxypropane (TEP) qui donne après leur hydrolyse du MDA (Annexe 6). 
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11.3.  Mesure de l'activité enzymatique de la superoxydedismutase SOD 

          La SOD est une enzyme antioxydante qui catalyse la dismutation de l'O2
-
° en peroxyde 

d'hydrogène et en oxygène. L'activité de cette enzyme a été déterminée selon la méthode de 

Friedrich et Beauchamp (1971). Elle est basée sur la capacité de l'enzyme à inhiber la réduction 

du nitroblu-tetrazolium (NBT) par l'anion superoxyde produit suite à la photoréaction de 

l'oxygène et de la riboflavine en présence d'un donneur l'élection, la méthionine. La réduction du 

NBT par l'anion superoxyde en Formazan a été suivie à 560 nm.  

Le mélange réactionnel contient 2 ml du milieu réactionnel (cyanide  de sodium 10
- 2 

M, NBT 

1,76× 10
-4

M, EDTA 66× 10
-3

 M et la riboflavine 2 × 10
-6

M) et 5µl de la source enzymatique. Le 

mélange a été irradié avec une lampe de 15 Watt pendant 10 mn. L'absorbance a été mesurée à 

560 nm et les valeurs ont été exprimées en UI/g de protéine.  Une unité d'activité de la SOD est 

définie entant que la quantité d'enzyme requise pour empêcher la réduction du NBT par 50%. 

% d'inhibition = [(abs du control – abs de l'essai)/ abs du control].100 

SOD UI/ml = % d'inhibition × 6,35                 

SOD UI/g= SOD (UI/ml) / protéines (g/ml). 

11.4. Mesure de l'activité enzymatique de la catalase et de la Gpx 

         La catalase ou CAT est une enzyme antioxydante qui agit en synergie avec la SOD pour 

accélérer la dismutation du peroxyde d’hydrogène en eau et en oxygène moléculaire.  

L'activité de la catalase a été déterminée selon la méthode de Clairbone (1985). Le principe est 

basé sur la disparition de l'H2O2 en présence de la source enzymatique à 25° C. En bref, la cuve 

de mesure contient 1 ml du tampon phosphate (KH2PO4 0.1M, pH 7.2), 0.975 ml peroxyde 

d'hydrogène (0.019M) et 0.025 ml de la  source enzymatique. La lecture de la DO est effectuée à 

560 nm chaque minute pendant 2 minutes. L'activité enzymatique est exprimée en UI/g de 

protéines selon la relation suivante : 

                                 UI/g de protéine = (2,3033/T. Log A1/A2) /g protéines. 

Avec : A1: Absorbance au temps 0 mn.  A2: Absorbance après 1 mn. T: Intervalle de temps  mn. 

L’activité enzymatique de la glutathion  peroxydase (GSH-Px) a été mesurée par la méthode 

Flohé et Gűnzler (1984).  

 



                                                                                                                       Matériel et Méthodes 
 

73 
 

11.5. Mesure de l’activité de la glutathion- S transférase (GST)  

       L’activation 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 chlorodinitrobenzène (CDNB), qui réagit 

facilement avec de nombreuses formes de GST et de glutathion, Le mélange réactionnel contient 

1700 μl du tampon phosphate (0,1 M ; PH 6,5) et 100 μl du CDNB (20 Mm). Après incubation 

du mélange réactionnel à 37°C pendant 10 min, la réaction est démarrée par l’addition de 100 μl 

de l’homogénat diluée 1/100 et de 100 μl du glutathion (20mM). 

La variation de la densité optique est lue chaque minute pendant 5 min à 340 nm. Le calcul de 

l’activité de la GST se fait selon la relation suivante : 

Enzyme (Ul/ ml) =   [(Δ A340/min Test- ΔA340/ min Blanc) / (Vt) (Fd)] / [(9,6) (Ve)]. 

Vt : volume total (en millilitres) de l’essai ; Fd : facteur de dilution;  

9,6 : coefficient d’extinction millimolaire du CDNB conjugué à 340 nm; 

Ve : volume (en millilitre) de l’enzyme utilisée. 

12. Traitement des résultats 

      Les   résultats numériques et graphiques   sont   représentés sous forme de moyenne ± écart 

type. Tous les paramètres soumis à l'étude sont qualitatifs par conséquent, il est requis 

d'appliquer des méthodes statistiques quantitatives. Les normes européennes utilisent le test -t de 

student pour évaluer les différences entre le  groupe témoin et les groupes traités (278). Pour ce 

fait, nous avons utilisé ce test avec un seuil de signification supérieur à 95 % (P < 0.05). 

ns : (p > 0.05), effet non significatif. * (p  0.05), désigne un effet significatif. ** (p  0.01), 

désigne un effet très significatif.  



 
 

 

Résultats 

et 

Discussion 

 
 



                                                                                                                                 Résultats et Discussion 
  
  

 75  
 

I. Analyse chimique et pouvoir antioxydant de la propolis et de l’acide 

gallique 

L’extraction des composés phénoliques est une étape cruciale pour la valorisation de ces 

principes actifs, elle dépend de la méthode et du solvant d’extraction qui préserve leurs 

propriétés biologiques. Les résultats de l’extraction, de l’étude phytochimique et du povoir 

antioxydant de la propolis de Kaous utilisée dans cette étude sont représentés ci-dessous. 

 

1. Rendement d’extraction 

Après macération, l’évaporation de l’extrait éthanolique de la propolis a été effectuée à l’aide 

d’un évaporateur rotatif. Le poids sec a été pris afin de calculer le rendement d’extraction de la 

propolis, les résultats obtenus sont représentés dans le tableau 3 ci-dessous. 

 Tableau  3. Rendement d’extraction de l’extrait éthanolique de la propolis. 

L’échantillon Poids de la propolis  

(g) 

Poids de l’EEP   

(g) 

Rendement 

d’extraction (%) 

EEP 79,20 44 55,55% 

    

D’après les résultats obtenus, la propolis présente un rendement d’extraction de 55,55%. En 

effet, ce taux peut varier d’un échantillon à un autre dans la même région. Ceci a été démontré 

pour la propolis brésilienne, où des taux allant de 40,7% à 73,9% ont été obtenu avec l’éthanol à 

70%. De plus ce taux croit avec l’augmentation du temps de macération, cependant la 

composition qualitative reste la même (Silva et al., 2006). Ce rendement est influencé également 

par la méthode d’extraction, la taille des particules formant l’échantillon, le solvant  d’extraction, 

le temps et les conditions d’extraction. La propolis peut contenir des quantités variables d'acides  

phénoliques,  flavonoides et tanins.  Cette  diversité  structurale  est  responsable  de la  grande 

variabilité des  propriétés  physico-chimiques   influençant l'extraction  des  polyphénols (Koffi 

et al., 2010). La  solubilité  des  composés  phénoliques  dépend  de  leur nature  chimique ,  qui  

varie  de  composés simples  à  fortement  polymérisés.  Elle est donc  affectée  par  la  polarité  

du solvant  utilisé.  Par  conséquent,  il  est  très difficile  de développer  un  procédé  d'extraction  

approprié  pour extraire tous les composés phénoliques et augumenter de ce fait le rendement 

d’extraction (Jokić et al., 2010). Dans cette étude le choix du solvant a été fait en se basant sur 

les travaux antérieurs réalisés sur l’extraction des composés polyphénoliques de la propolis 

(Bankova et al., 2000; Gursequeppino et al., 2000 et  Lahouel et al., 2010). 
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2. Teneur en composés phénoliques 
 

 

La spectrophotométrie permet de quantifier la teneur en composés phénoliques dans l’extrait 

éthanolique de la propolis exprimée en milligramme équivalent acide gallique, milligramme 

équivalent quercétine,  milligramme équivalent rutine et en milligramme équivalent acide 

tannique par gramme de propolis pour les polyphénols, les flavonoides et les tanins 

hydrolysables respectivement. La quantification a été faite en se référant aux courbes 

d’étalonnages réalisées dans les mêmes conditions (Annexe 1,2 et 3 respectivement). Les 

résultats obtenus sont représentés dans le tableau 4 ci-dessous. 

 

Tableau 4.  Teneur en composés phénoliques  dans l’EEP de Kaous utilisé. 

 EEP  

Teneur en polyphénols (mg EAG / g de propolis) 410,25 2,53 

Teneur en Flavonoides (mg EQ / g de propolis) 320,713,25 

Teneur en tannins (mg EAT/g de propolis) 8,54 1,15 

 

La concentration des polyphénols totaux de l’extrait éthanolique de la propolis atteint        

410,25 2,53 mg EGA/g de propolis. Les études réalisées dans le cadre de la détermination de la 

teneur en polyphénols totaux de la propolis  sont nombreuses et les résultats diffèrent d'une étude 

à l'autre. Une étude réalisée sur la propolis de chine indique que les valeurs en composés 

phénoliques oscillent entre 85 ± 2 et 228 ± 8 mg/g de propolis (Ahn et al., 2007).  De même, 

Kumazawa et al. (2004) et Lagouri et al. (2013) ont rapporté une valeure maximale de 298 mg/g 

dans la propolis d'Argentine, d'Australie, du Brésil, de la Bulgarie et du Chili. Selon l’étude de 

Soltani (2017), les teneurs en polyphénols des extraits éthanoliques et aqueux de la propolis de 

diverses origines géographiques de Sétif sont comprisent entre 96,833± 0,027 et 600 ± 0,017mg 

éq AG/g de propolis. 

Les flavonoïdes sont considérés comme étant les polyphénols les plus abondants dans la 

propolis. Les résultats obtenus ont montré que la propolis de Kaous utilisée dans cette étude 

dispose d’une teneur élevée  (320,713,25 mg EQ/g). Cette teneur est supérieur à celle enregistré 

dans la propolis de Sétif qui oscille entre 3,047 ± 0,004 et 132,952 ± 0,016 EQ/g de propolis 

(Soltani, 2017). Des teneurs en falvonoides variant entre 8 et 188 mg de flavonoïdes par g de 

propolis ont été enregistrées en Chine, Inde, Macédoine et Irane  selon les études de (Ahn et al., 

2007; Laskar et al., 2010 et Lagouri et al., 2013). Notre propolis présente une teneur en 
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flavonoides suéprieure à celles obtenu par Kumazawa et al. (2004) et Laskar et al. (2010) qui ont 

enregistré des valeurs maximales de 200 mg de flavonoïdes par g de propolis aux États-Unis, au 

Brésil, en Thaïlande et en New-Zélande. 

Bien que les polyphénols aient été rapportés comme composants communs de la propolis, les 

tanins ont rarement  été mentionnés comme composants (Dutra et al., 2014). Dans cette étude, le 

taux des tanins hydrolysables dans l’EEP  atteint 8,54 1,15 EqAT/g de propolis (Tableau 4). 

Dans l’étude de Macro et al. (2014), des échantillons de propolis provenant de sept régions du 

Brésil ont été analysés pour la détermination de la teneur en tanins. Une réaction positive pour 

les proanthocyanidines a été observée pour tous les échantillons testés. La teneur en tanins variait 

entre 0,6 et 4,1%. Selon cette étude les propolis rouges et vertes contenaient des teneurs élevées 

en tanins, tandis que ceux de la propolis brune étaient plus bas. Plusieures  propriétés 

(antioxydante, anticancéreuse, antimicrobienne, anti-inflammatoire et antiallergique) ont été 

attribuée aux tanins (Hoste et al., 2012; Wei et al., 2012; Işıl  and Türkan, 2015).   

La  différence dans les teneurs en composés phénoliques enregistrée dépend essentiellement de 

l’origine botanique de la propolis, la saison de la récolte, la localisation géographique, les 

conditions de conservation, l’espèce de l’abeille et la nature du solvant utilisé dans l’extraction 

de ces composés (Bankova et al., 2001; Gómez-Caravaca et al., 2006 ; Trusheva et al., 2007; 

Eroglu et al., 2016 ; Brodkiewicz et al., 2018).  

3. Composition chimique de la propolis analysée par CG-MS 

La chromatographie en phase gazeuse couplée à la spectrométrie de masse (CG-MS), est 

une technique d'analyse qui combine les performances de la chromatographie en phase gazeuse 

et celles de la spectrométrie de masse pour l’identification des composés en fonction de 

leur rapport masse sur charge. Après analyse de la composition détaillée obtenue (Annexe 5), les 

principales classes des composantss chimiques de la propolis sont résumées dans le tableau 5. Le 

chromatogramme obtenu est représenté dans la figure 24. 

La composition chimique de la propolis joue un rôle clé dans ses activités biologiques qui 

pourront être dû essentiellement à la présence  de composés phénoliques et de terpènes 

(Banskota et al., 2001; Li et al., 2008). Selon les résultats obtenus, il semble que les effets 

pharmacologiques de la propolis obtenues dans la présente étude  pourraient être associés 

essentillement à une synergie entre flavonoïdes, acides phénoliques et terpènes.  

 

https://fr.wikipedia.org/wiki/Technique_coupl%C3%A9e
https://fr.wikipedia.org/wiki/Chromatographie_en_phase_gazeuse
https://fr.wikipedia.org/wiki/Spectrom%C3%A9trie_de_masse
https://fr.wikipedia.org/wiki/Rapport_masse_sur_charge
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Tableau 5. Principaux composants chimiques de la propolis issus de l’analyse CG-MS. 

 
 

 

Composés  
 

 

% 

 

Acides gras et ses esters 

 

 

 

18.94% 

 

Oleic Acid 

Ethyl Oleate 
Palmitic acid, methyl ester 

Stearic acid, ethyl ester 

cis-1-Chloro-9-octadecene : oleyl chloride 
Palmitic acid 

Palmitic acid ethyl ester 

17-Pentatriacontene      
 Oleic acid, eicosyl ester       

1-Triacontanol   

Z,Z-3,13-Octadecadien-1-ol    
Arachidyl palmitoleate  

 

1,64 

6,85 

0,60 
2,13 

1,83 

3,83 
1,15 

0,15 

0,25 
0,29 

0,22 

0,21 

 

Acides phénols et ses esters 
 

           6.78% 

 

p-Hydroxycinnamic acid methyl ester 
α-cyano-4-hydroxycinnamic acid 

p-Hydroxycinnamic acid 
Ferulic acid methyl ester 

Cinnamyl cinnamate (Styracin) 

Gallic acid 
  

0,22 

2,40 
2,88 

1,02 
0,26 

0,32 

 

 

Terpènes  
 

 

    

 

              15.1% 

 

Mono-, di- et tri-terpenes  

 
(+)-Norambreinolide                                            

9,19-Cyclolanost-23-ene-3,25-diol, 3-acetate, 

ß-Damascone                                                       
 (+)-Scalarene                                                 

pinocarveol                                                  

Géranylgéraniol                                          
Lupan-3-ol, acetate                                         

(+)-β-Amyrin                                                      

α-Amyrin acetate                                          
Lupeol acetate  

(+)-Totarol  

(-)-Globulol                                                  
 

Les sesquiterpenes 

 

(-)-Aromadendrene                                                  

 Cedrene,- 8, 12-diol                                           
1-Naphthalenemethanol, decahydro-1,10-dimethyl-6-methenyl-5-(5-hydroxy-3-Pentene)        

hydroxy-3-Pentene)                                            

γ-Selinene                                                         
α-Elemene                                                           

α-Selinene                                                          

Humulane-1,6-dien-3-ol                                          
 

 

 

 
0,17 

1,58 

0,25 
1,03 

0,21 

0,36 
0,37 

0,26 

0,20 
0,23 

1,31 

0,20 
 

 

 
 

3,16 
0,50 

0,88 

 
2,73 

0,98 

0,29 
0,39 

 

 

Flavonoides 

 

           33.91% 

 

Pinostrobin chalcone 
Galangin 

Naringenin 

Tectochrysin 
2'-Methoxychrysin 

Suberosin 

Velutine 
 

13,31 

5,59 
4,68 

9,47 

0,27 
0,40 

0,19 

 

 

Anthraquinones  

 

          4.34% 

 

2-tert-Butyl-9,10-anthraquinone               
Aloe emodin                         

2,91 

1,43 
 

 

Steroides et Sterols  

           0.98% 

5.alpha.-Androst-16-en-3-one   
 ß-Sitosterol   

Androstan-3-ol, 9-methyl-, acetate, (3.beta.,5. alpha                                                                                              

0,35 
0,17 

0,46 

Autres composés  

  19.95% 

 

Voir Annex 7 

 

19,95 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pcsubstance/?term=%22Arachidyl%20palmitoleate%22%5BCompleteSynonym%5D%20AND%205365040%5BStandardizedCID%5D
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Figure 24 . Chromatogramme CG-MS de l’extrait ethanolique de propolis. 

 

Les terpenes représentent une classe très importante dans notre extrait 15.1% (Tableau 9) sous 

forme de Mono-, di- et tri-terpenes : ((+)-Norambreinolide; 9,19-Cyclolanost-23-ene-3,25-diol, 

3-acetate ; ß-Damascone ; (+)-Norambreinolide ; (+)-Scalarene ; pinocarveol, Géranylgéraniol ;  

Lupan-3-ol, acetate ; (+)-β-Amyrin ; α-Amyrin ;  Lupeol), sesquiterpenes ((-)-Aromadendrene ;  

Cedrene,- 8, 12-diol ; γ-Selinene; ß-Elemene et   Humulane-1,6-dien-3-ol).  

La propolis de Kaous est très riche égalemnet en acides aliphatiques avec 18.94%. Ils se 

présentent  sous forme d’acides gras suturés et insaturés et leurs dérrivées (Oleic Acid ; Ethyl 

Oleate ; Palmitic acid, methyl ester ; stearic acid, ethyl ester ; cis-1-Chloro-9-octadecene : oleyl 

chloride ; Palmitic acid ; Palmitic acid ethyl ester ; 17-Pentatriacontene) ce qui est en relation 

avec la richesse de la région en olivier. Des anthraquinones (2-tert-Butyl-9,10-anthraquinone et 

Aloe emodin) et  des stéroides (5.alpha.-Androst-16-en-3-one; ß-Sitosterol) sont présent 

également dans notre extrait. 

Les flavonoïdes sont les principaux composants bioactifs de la propolis. Diverses activités 

biologiques ont été rapportées aux les flavonoïdes (Kumar et al., 2013). Leurs types et leur 

quantité sont principalement associés à la nature de plantes utilisées par les abeilles. Selon la 

structure chimique, les flavonoïdes de la propolis sont classés en flavones, flavonols, flavanones, 

flavanonols, chalcones, dihydrochalcones, isoflavones, isodihydroflavones, flavanes, isoflavanes 

et néoflavonoïdes. Entre 2000  et  2012, 112 flavonoïdes ont été identifiés pour la première fois 

dans différents types de propolis. En outre, les flavonoïdes glycosides qui sont très rares dans la 
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propolis ont été identifiés : l'isorhamnetin-3-O-rutinoside (Popova et al., 2009) et la  flavone C-

glycoside ( Righi et al., 2011).  

La  richesse de la composition chimique de notre propolis peut expliquer leurs activités 

cytotoxiques, anticancéreuses et antioxydantes obtenues dans la présente étude. Les  flavonoides  

représentent 33.91% dans l’extrait ethanolique de la propolis analysé. La pinostrobine (5-

hydroxy-7-méthoxyflavanone) appartient à la famille des flavanones (Pal et al., 2015) constitut  

le composé majoritaire dans notre extrait avec 13.31%. Il a été constaté qu’elle  présentait des 

propriétés antibactériennes, anti-virales (Wu et al., 2011) et  cytotoxique (Ashidi et al., 2010 ; 

Cao et al., 2012). La techtochysine qui représente 9.47% dans notre extrait est connue par ses 

propriétés antioxydantes et cytotoxiques (Barbarić et al., 2011). La naringénine présentait des 

effets antiradicalaires (Chtourou et al., 2015; Kim et al., 2015), antihypertenseur et anti-

inflammatoire (Oliveira et al., 2018), hepatoprotecteurs (Hernández-Aquino et Muriel, 2018), 

cytotoxiques et anticancéreux (Zhang et al.,  2016 ; Stompor et al., 2017).  

La composition chimique de la propolis est étroitement liée à l’origine géographique et 

botanique et l’espèce d'abeilles. Dans les régions tempérées où le peuplier est considéré comme 

la principale source de la propolis les constituants majeurs sont les polyphénols : flavonoïdes 

aglycones, acides phénoliques et leurs esters. Selon Huang et al., (2014),  les constituants 

caractéristiques de la propolis des régions tempérées sont des flavonoïdes qui ne présentent pas 

le cycle B, comme la chrysine, la galangine, la pinocembrine, la pinobanksine. L’acide caféique 

phénylester (CAPE) est un constituant de la propolis des zones tempérées ayant des activités 

biologiques étendues. Les composants chimiques dominants dans la  propolis des régions 

tropicales, en particulier la propolis verte Brésilienne, sont les phénylpropanoïdes prénylés 

(comme l'artépilline C) et les diterpènes. Pour la propolis produite dans la région du pacifique, 

les  géranyl- flavanones sont les composés caractéristiques et que l'on retrouve également dans 

les propolis Africaines (Fernandes-Silva et al., 2013; Huang et al., 2014).  

L'analyse de différents types de la propolis Turque a montré que les échantillons de propolis de 

la région de Marmaris au climat méditerranéen avec Populus spp. et végétation  Salix alba et 

Erzurum au climat humide étaient riches en terpènes (Kartal et al., 2002), comme le cas de notre 

propolis tandis que ceux de Bursa au climat subtropical méditerranéen présentaient une quantité 

élevée de cinnamyl cinnamate et une faible quantité de flavonoïdes (Duran et al., 2011). Des 

études antérieures sur la propolis Iranienne issue de différentes régions ont montré sa richesse en 

flavonoïdes et en acides phénoliques (Mohammadzadeh et al., 2007). 
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Bien que les composés volatils ne représentent que 10% des composants de la propolis, ils 

donnent  l’odeur caractéristique et contribuent aux effets pharmacologiques de la propolis. Les 

terpénoïdes  jouent de ce fait un rôle important dans la distinction entre la propolis de qualité 

supérieure et  la fausse propolis, ils présentent des activités antioxydantes, antimicrobiennes et 

cytotoxiques. Un monoterpène (trans-β-terpinéol) et trois sesquiterpènes (γ-Sélémène, α-

ylangène, valencène) très actifs pharmacologiquement ont été identifiés dans la propolis 

Brésilienne (Oliveira et al., 2010).  

Popova et al. (2010), ont identifié des diterpènes spécifiques de la  “Méditerranée” dans des 

échantillons de Grèce: Ferruginol, Ferruginolone, Abietic acid,  Oleoyl isocupressic acid et 

Totarol. Ce dernier  représente 1.31% dans notre propolis. Ces diterpènes et d’autres sont 

considérés comme composants caractéristiques de différentes plantes conifères (principalement 

des pinacées et des cupressacées) (Popova et al., 2010). Quelques triterpènes appartenant au 

lupane (Lupeol et lupeol acetate) (Pereira et al., 2002 ; Márquez Hernández et al., 2010), 

oleanane (β-Amyrin acetate), ursane (β-Amyrone,  α-Amyrin acetate et α-Amyrone) et d’autres 

types ont été trouvé dans la propolis Brésilienne, Cubaine, Grecque et Egyptienne pour la 

première fois (El Hady et al., 2000 ;  Márquez Hernández et al., 2010).  Ces triterpenes sont 

présents dans notre propolis: β-Amyrin 0.26% ; α-Amyrin acetate 0.20%, Lupan-3-

ol, acetate  0.37%. L’Aromadendrene, un sesquiterpene de notre propolis a  montré un effet 

cytotoxique sur les cellules A431 et HaCaT (Pavithra et al., 2018). La squalène, triterpène 

linéaire, présente des interets pharmacologiques, cosmétiques et nutritionnels (Güneş, 2013). 

La propolis verte Brésilienne est riche en phénylpropanoïdes, notamment l’acide cinnamique, 

l’acide p-coumarique, acide caféique, acide férulique et leurs dérivés. Au cours des dernières 

années, des chercheurs ont identifié une série de dérivés de phénylpropanoïdes (cis-3-Methoxy-

4-hydroxycinnamic acid ;  3-Prenyl cinnamic acid allyl ester ; p-Methoxycinnamic acid ;  

Dihydrocinnamic acid ; Hexadecyl caffeate ; 3-Methyl-2-butenyl isoferulate ; 3,5-Diprenyl-4-

hydroxycinnamic acid) dans la propolis Brésilienne (Teixeira et al., 2005). Pendant ce temps, 

certains dérivés de l'acide caféique comme la Tetradecenyl caffeate  (Hegazi et al., 2002) et un 

dérivé de l'acide isoférulique (2-Methyl-2-butenyl ferulate) ont également été identifiés dans la 

propolis du peuplier (Kumazawa et al., 2002). Dans notre propolis l’α-cyano-4-hydroxycinnamic 

acid représente 2.40% et p-Hydroxycinnamic acid 2.88%. Les acides hydroxycinnamiques et 

leurs dérivés ont un large spectre d’activités biologiques, y compris antitumorale (Chuang et al., 

2005; Touaibia et al., 2011),  antimicrobienne (Venkateswarlu et al., 2006),  neuroprotectrice 

(Kim et kim, 2000) et antioxydante (Siquet et al., 2006). 
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4. Pouvoir antioxydant de la propolis et de l’acide gallique in vitro 

Le pouvoir antioxydant de la propolis et de l’acide gallique a été testé in vitro par  trois tests : 

test au DPPH°, pouvoir réducteur du peroxyde d’hydrogène H2O2 et des radicaux hydroxyles 

OH°.  

 Test aux DPPH° 

 

Le test DPPH est un test simple et rapide, couramment utilisé pour évaluer les activités 

antioxydantes des extraits de plante et de composés qui agissent comme piégeurs de radicaux 

libres in vitro. La figure 30 montre les variations de l’effet scavenger de l’extrait ethanolique de 

la propolis et  de l’acide gallique à différentes concentrations contre le radical libre DPPH°. 

On a constaté que la capacité de réduction de la propolis et de l’acide gallique vis-à-vis du 

radical DPPH° était concentration dépendante. L’acide gallique a montré un effet mieux que 

celui obtenu avec la Vit-E (p˂0.01). A la concentration de 200 µg/ml, la propolis a donnée l’effet 

scavenger le plus important avec un pourcentage de réduction de 91.22±0.5%.   L’IC50 de l’EEP 

est de 31,54±1,65µg/ml contre 47.35±2.95µg/ml et 60,65±6.84 µg/ml obtenues avec l’acide 

gallique et la Vit-E respectivement (Figure 25 ; Tableau 6).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 25. Pourcentage de réduction du DPPH° par la propolis et l’acide gallique en comparaison avec 

la Vit-E.  

Les résultats sont exprimés en moyenne± ecart type. Test de student : (ns) désigne un effet non significatif (p˃0.05). 

Les comparaisons  faites vis-à-vis la Vit-E : *P˂0.05 désigne un effet significatif ; **P˂0.01 désigne un effet très 

significatif.  
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Les activités pharmacologiques de la propolis et en particulier son pouvoir antioxydant, 

dépendent sensiblement de sa teneur en polyphénols et surtout en  flavonoïdes. Dans cette étude, 

la  teneur élevée en polyphénol dans la propolis 410,25 2,53 µg Eq GA/g est responsable de 

leur effet scavenger très puissant obtenus avec les radicaux DPPH°. Selon Vukovic et al. (2018), 

la présence des flavonoides  dans la propolis est associée à une très forte capacité antioxydante, 

cytotoxique et anti-inflammatoire.  

 

Tableau 6. IC50 de l’extrait éthanolique de la propolis, de l’acide gallique et de Vit-E  contre le radical 

DPPH°. 

 IC50 µg / ml 

EEP  31,54±1,65** 

Acide gallique  47.35±2.95 ** 

Vit-E 60,65±6.84 

 
Test de student : (ns) désigne un effet non significatif (p˃0.05), (*) désigne un effet significatif (p˂0.05), (**) 

désigne un effet très significatif (p˂0.01). 

 

Les études de notre laboratoire effectuées par (Kebsa et al., 2007) ; Lahouel et al, (2010) et 

Boutabet et al. (2011) sur la propolis de la meme région  renforcent ces résultats. Nos résultats 

sont également en accord avec ceux obtenus par plusieurs auteurs sur différentes propolis 

(Andrade  et al., 2018 ; De Francisco et al., 2018 ; Nna et al., 2018 ; Guzmán-Gutiérrez et al., 

2018). Ils sont également en accord avec ceux de la littérature montrant que les flavonoïdes ont 

la capacité de capter et de désactiver les radicaux libres (Chun et al., 2003). 

 Pouvoir réducteur de peroxyde d’hydrogène H2O2 et des radicaux hydroxyles OH° 

Le peroxyde d’hydrogène (H2O2), est l’une des principale espèces réactives de l’oxygène non 

radicalaire qui traverse facilement les membranes cellulaires, et provoque des dégats cellulaires 

énormes, conduisant  à la dégradation des lipides et d'acides gras insaturés membranaires. Le 

H2O2 seule n’est pas réactif mais il peut se transformer en radical hydroxyle très toxique pour la 

cellule  et ce en réagissant avec le radical superoxyde selon la réaction Habber-Weiss. Les 

radicaux d’hydroxyles OH° sont les plus réactifs, ils peuvent oxyder des acides aminés, produire 

des coupures de brin d'ADN et des modifications des bases puriques et pyrimidiques. Ils peuvent 

également attaquer les lipides membrannaires et les lipoprotéines, initiant ainsi le processus de la 

péroxydation lipidique. Ils sont formés  selon la réaction de Fenton catalysée par des métaux de 

transition (Skalski et al., 2018). 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Vukovic%20NL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29579978
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Les capacités de réduction du peroxyde d’hydrogène (H2O2) et des radicaux hydroxyles OH° de 

l’extrait ethanolique de la propolis et de l’acide gallique en compraraison avec l’acide ascorbique 

sont représentées dans la figure 26 et les IC50 dans résumées dans le tableau 7 ci-dessous.  

A.                                                                     B. 

 

Figure 26.  Pourcentage de réduction de H2O2 (A) et des radicaux OH°(B) par la propolis et l’acide 

gallique en comparaison avec l’acide ascorbique. 

 

 

Tableau 7. IC50 de l’extrait éthanolique de la propolis, de l’acide gallique et de l’acide ascorbique  vis-

à-vis le peroxyde d’hydrogène et les radicaux hydroxyles. 

 

 IC50 µg / ml (H2O2) IC50 µg / ml (OH°) 

EEP  32,22±4,17** 45,12±1,7** 

Acide gallique  48,21±2,74** 95,22±3,7** 

Acide ascorbique 87,1 ±6,84 125,4 ±5,02 

 

Les résultats sont exprimés en moyenne± ecart type. Test de student : (ns) désigne un effet non significatif 

(p˃0.05). *P˂0.05 désigne un effet significatif ; **P˂0.01 désigne un effet très significatif. 

 

La propolis et de l’acide gallique ont présenté une capacité concentration dépendante de piégage 

de peroxyde d’hydrogène (H2O2) supérieure (p˂0.01) à celle de l’acide ascorbique. A 200 µg/ml, 

l’EEP et l’AG ont montré un pouvoir de piégage très significatif de l’ordre de 91,02 ±2.51% et 

75.7±3.6 % respectivement par rapport à celui de l’acide ascorbique (58.02± 2.7%). Les IC50 

sont dans l’ordre, 32.22±4.17, 48.21±2.74 et  87.1 ±6.84µg/ml avec la propolis, l’acide gallique 

et l’acide ascorbique. Ces résultats sont en accord avec ceux obtenus par plusieurs auteurs 

traitant l’effet réducteur du peroxyde d’hydrogene de différentes propolis  (de Francisco et al., 

2018 ; Nna et al., 2018 ; Kubiliene et al., 2018). 
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Une réduction concentration dépendante des radicaux hydroxyles a été enregistrée avec la 

propolis et avec l’acide gallique. Ces derniers ont donnés un effet très significativement 

supérieur (P˂0.01) à celui de l’acide ascorbique. L’effet de la propolis est mieux (P˂0.05) que 

celui de l’acide gallique. À 200µg/ml, le pourcentage de réduction atteint 78.14±9.81% et 

67.84±10.11% respectivement. Les IC50 de l’EEP et de l’AG sont dans l’ordre 45.12±1.7 et 

95.22±3.7µg/ml contre 125.4 ±5.02µg/ml obtenue avec l’acide ascorbique. La capacité 

antiradicalaire de l’acide gallique est probablement due aux groupements hydroxyles dans sa 

structure chimique qui peut servir comme donneur d’hydrogène. 

Plusieurs études ont établies la relation entre la structure chimique des flavonoïdes et leur 

capacité à piéger les radicaux libres. Cette activité nécessite trois critères : la structure ortho-

dihydroxy sur le cycle B, la double liaison C2- C3 conjuguée avec la fonction 4-oxo et les 

hydroxyles en C3 (Van Acker et al., 1996).  L’analyse chimique de l’extrait éthanolique de la 

propolis a révélé la présence des flavonoides (Naringenin 4.68%, Suberosin 0.40%, tectochrysin 

9.47%, Pinostrobin 13.53% et Galangin 5.59%) qui présentent tout les éléments de structure 

décrits ci-dessus et sont de ce fait des piégeurs efficaces de ROS. En général, la capacité anti-

radicalaire d'une molécule augmente avec le nombre des radicaux hydroxyles dans la molécule, 

ils sont capables de céder un hydrogène aux radicaux libres interrompant ainsi la réaction de 

propagation de la chaine radicalaire (Heim et al., 2002 ). Le nombre des groupements hydroxyles 

du cycle B augmente l’activité de piégeage des ROS, cette activité diminue avec la diminution 

du nombre de ces groupements. La présence d’un sucre lié à l’aglycone diminue l’activité anti-

radicalaire des groupements hydroxyles voisins. En effet les flavonoïdes glycosylés ont des 

activités inférieures à celles non glycosylés (Van Acker et al., 1996). 

 Pouvoir de chélation du fer  

La propolis et de l’acide gallique ont présenté une activité chélatrice vis-à-vis le fer ferreux 

(Fe+2) de facon concentration dépendante. A 200 µg/ml, l’EEP et l’AG ont montré une activité 

chélatrice de l’ordre de 95 ± 3.2% et 60.5±1.6 % respectivement. Les IC50 sont dans l’ordre, 

45.06±2.27, 95.1 ±2.84µg/ml avec la propolis et l’acide gallique. Par contre, l’EDTA utilisé 

comme chélateur standard, a exercé un effet chélateur de 95 % à 30 μg/ml. Il présente une IC50 

de 7,5±0.4 µg/ml (Figure 27). 
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A.                                                                   B. 

 
 

Figure 27. Pourcentage de chélation du fer ferreux  par la propolis et l’acide gallique (A) et l’EDTA (B). 

Les études menées par Van Acker et ses collaborateurs, (1996) sur la chélation du fer par 

certains flavonoïdes ont montré que les sites essentiels pour la chélation des ions métalliques 

sont les suivants (Figure 28): 

- Un noyau catéchol sur le cycle B. 

- Les groupes 3- hydroxyle et 4-oxo du cycle C      

- Et, les groupes 4- oxo et 5- hydroxyle entre les cycles A et C. 

 

 

Figure 28.  Flavonoïdes et leurs sites proposés pour la chélation des ions métalliques (Crespy et al., 

2004). 

 

Les résultats issus des differents tests réalisés in vitro montrent clairement que la propolis 

présente des effets antiradicalaires et chélateurs du fer très puissant et concentration 

dépendant en relation avec sa richesse en composés phénoliques, de meme pour l’acide 

gallique.   
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II. Etude  in vitro  

Les statistiques sur le cancer du poumon sont évaluées pour causer 10 millions de décès par an 

d’ici 2030. La chimiothérapie anticancéreuse est basée sur l’administration de médicaments 

ayant le pouvoir d’entraver la prolifération des cellules tumorales en induisant leur apoptose. 

Cependant, sa toxicité envers les cellules normales et le manque de spécificité provoquent un 

grand nombre d’effets indésirables qui peuvent être fatales d’où la nécessité de chercher de 

nouveaux médicaments à faible effets secondaires. Chercher des composés cytotoxiques et 

chimiosensibilisants comportants un minimum d’effets délétères sur les tissus sains a justifié 

d’intenses recherches sur des substances naturelles dont l’activité modulatrice a été testée dans 

un grand nombre de modèles cellulaires.  

Dans cette partie réalisée in vitro sur des cellules en culture, nous nous sommes intéressés 

d’abord à l’étude de l’activité cytotoxique de la propolis et de l’acide gallique sur la lignée 

d’adénocarcinome pulmonaire A549. Le mécanisme d’action de ces molécules a été exploré, 

ainsi nous avons étudié leurs effets sur l’apoptose, le cycle cellulaire et les caspases 3, 8 et 9. 

Parallèlement, nous nous sommes intéressés à l’étude de la potentialisation de l’effet cytotoxique 

de la doxorubicine par l’acide gallique et la propolis. Ceci en évaluant leurs effets cytotoxiques 

en cas d’un traitement combiné, leurs effets sur l’accumulation intracellulaire de la DOX, 

l’activité de la pgp et l’expression du gène MDR-1.  

La présente étude vise dans un deuxieme temps à montrer que les molécules testées  sont 

capables de réverser ou non cette résistance, d’intéragir avec la glycoprotéine P (Pgp), fortement 

impliquée dans la résistance à la chimiothérapie et de moduler le phénotype de chimiorésistance 

(MDR) sur la lignée d’adénocarcinome pulmoaire résistante à la DOX (A549/DOX) et ce dans le 

but de sensibiliser les cellules cancéreuses résistantes aux traitements.  

La dernière partie a été axée sur l’effet de ces molécules bioactives sur les cellules pulmonaires 

non cancéreuses MRC-5, lignée de fibroblastes pulmonaires saine.  

1. Mécanismes de cytotoxicité de la propolis et de l’acide gallique sur les cellules A549  

Dans cette partie nous nous sommes intéressés à l’étude de l’activité cytotoxique, in vitro de la 

propolis et de l’acide gallique sur la lignée A549 d’adénocarcinome pulmonaire. Le mécanisme 

d’action ou de cytotoxicité de ces molécules a été exploré, ainsi nous avons étudié leurs effets 

sur l’apoptose, le cycle cellulaire et les caspases 3, 8 et 9.  
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1.1. Effet sur la viabilité cellulaire 

Afin d’évaluer l’effet cytotoxique et antiprolifératif de la propolis et de l’acide gallique sur les 

cellules d’adénocarcinomes pulmonaire A549, la viabilité cellulaire a été évaluée. Les cellules 

ont été exposées à des concentrations croissantes de ces substances bioactives allant de 0,39 à 

200 μg/ml pendant 72 heures. La viabilité cellulaire a été évaluée par le test MTT et la 

concentration inhibitrice 50 (IC50) a été déterminée. Aucours de ce test, un sel de tetrazolium, le 

3-[4,5-(dimethylthiazol-2-yl)]- 2,5-diphenyltetrazolium bromide ou MTT (jaune) est réduit par la 

succinate deshydrogénase des mitochondries des cellules viables en formazan (bleu violet). 

L'intensité de la coloration violette est alors proportionnelle au nombre de cellules vivantes et à 

leur activité métabolique (Mosmann, 1983).  

La figure 29 montre la viabilité des cellules  A549 en présence de l’acide gallique et de la 

propolis.  Les deux molécules montrent clairement un effet antiprolifératif concentration-

dépendant sur les cellules de l’adénocarcinome pulmonaire non à petites cellules A549.  

 

 

 

Figure 29. Effet de la propolis et de l’acide gallique  sur la viabilité des cellules sensibles (A549) 

réalisée par le test MTT. P : Propolis, AG : Acide gallique. 

 

La propolis inhibe sensiblement la viabilité des cellules A549 avec une  IC50 de 

37.59±2.76  μg/ml et l’acide gallique avec une IC50 de 7.37±0.049 μg/ml.  Comparant les IC50, 

l’acide gallique est  cinq fois plus efficace que la propolis. A 50µg/ml, la viabilité cellulaire est 

de 39.73% avec la propolis contre 11.2% obtenue avec l’acide gallique en comparaison avec le 

témoin (100%), ceci correspond à une inhibition de 60.27% et 88.8% respectivement. A 

200µg/ml, l’inhibition de la croissance est estimée à 71.32% et 94.65%  avec la propolis et 

l’acide gallique respectivement.  
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Selon l’étude d’Ohno et al., (1999), les valeurs des IC50 de l'acide gallique sur la viabilité 

cellulaire des lignées cellulaires de cancer du poumon humain, SBC-3 et EBC-1 étaient 

respectivement 10 et 20 µg/ml. L’étude de Faried et al.,  (2007) a montré l’effet cytotoxique et 

prooxydant de l’acide gallique. La propolis de Pologne à 50 et 100 μg/mL a montré un effet 

antiproliffératif sur les cellules A549 mieux que  celui de la doxorubicine et de la farmorubicine 

(Papova et al., 2017). Les extraits éthanolique de la propolis provenant de différentes régions 

inhibent la croissance de nombreuses lignées cancéreuses humaines dans des essais in vitro (Ahn 

et al., 2007; Valença et al., 2013 ; Amini-Sarteshnizi et al., 2015 ; Santos et al., 2017 ; Santos et 

al., 2019). La propolis turque présente un effet cytotoxique considérable sue les cellules MCF-7 

(Misir et al., 2019).  

L’activité antiproliférative remarquable de notre extrait de propolis est liée à sa la richesse de la 

en composés phénoliques (410,25 mg GAE/g d'extrait) et en flavonoïdes (320,71 mg RE/g). La 

pinostrobine (5-hydroxy-7-méthoxyflavanone) appartient à la famille des flavanones constitut  le 

composé majoritaire dans l’extrait de propolis avec 13.31%. Il a été constaté qu’elle  inhibait 

l'activité de l'ADN topoisomérase I in vitro (Jadaun et al., 2017) et présentait un effet 

antiproliffératif sur plusieurs lignées cellulaires (Ashidi et al., 2010 ; Cao et al., 2012). La 

naringénine qui représente 4.68% dans la propolis présentait des effet cytotoxiques et 

anticancéreux (Zhang et al.,  2016 ; Stompor et al., 2017). La richesse de la propolis en terpènes 

peut justifier également ses effets cytotoxiques : L’Aromadendrene, un sesquiterpene de notre 

propolis a  montré un effet cytotoxique sur les cellules A431 et HaCaT. Il a induit l’arrêt du 

cycle cellulaire en phase G0/G1, l’accumulation de ROS intracellulaire, la perte de potentiel 

membranaire mitochondrial (ΔΨm), l’augmentation du ratio Bax/Bcl-2, la libération de 

cytochrome C et l’activation des caspases -3 et -9 (Pavithra et al., 2018). La squalène, triterpène 

linéaire, présente un effet anticancéreux contre les cancers de l'ovaire, du sein, du poumon et du 

côlon (Güneş, 2013). Selon Bonamigo et al. (2017), l'activité antitumorale de la propolis pourrait 

être attribuée à une synergie entre les différentes classes des substances bioactives.  

La diminution de la viabilité cellulaire des cellules cancéreuses suite à leur traitement par l’acide 

gallique ou la propolis pourrait être due soit à l’induction  de la machinerie cellulaire responsable 

du déclenchement de l’apoptose, soit à un arrêt ou blocage du cycle de division cellulaire. 

1.2. Effet sur le cycle cellulaire   

Afin d’éclaircir le mécanisme de l’effet cytotoxique de l’acide gallique et de la propolis observé 

sur les cellules A549, une analyse de leur cycle cellulaire par cytométrie en flux a été réalisée. 
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Les cellules traitées sont analysées individuellement par cytometrie de flux en présence  de 

l’agent fluorochrome (PI) qui permet de quantifier leur teneur en ADN.  

La répartition des cellules dans différentes phases du cycle cellulaire sous l’effet des différents 

traitements est illustrée dans les figures 30 et 31. Les cellules non traitées ont montré le modèle 

des cellules en croissance continue, tandis que les cellules traitées ont montré un changement 

significatif dans les phases du cycle cellulaire.  

  

      
              Control                                                P (50μg/ml)                                              P (100μg/ml)                  

 

        
                          AG (7.5μg/ml)                                       AG (15μg/ml)                                                    DOX (802.5nM)  

                                          

 

Figure 30. Effet de l’acide gallique et de la propolis sur le cycle cellulaire des cellues A549 après 24 

heures du traitement par les concentrations indiquées. 

   

La prolifération cellulaire dépend de la progression du cycle cellulaire qui est composé des 

phases G1, S, G2 et M, et le passage de la phase G1 à la phase S est essentiel car il contrôle la 

progression ultérieure du cycle cellulaire La transition de phase G1 à S est étroitement régulée 

par l'activation de CDK, qui agissent consécutivement en G1 pour initier la phase S et en phase 

G2 pour initier la mitose. Des études antérieures ont montré que de nombreux produits naturels 

pouvaient inhiber la progression du cycle cellulaire en G0/G1 et la prolifération des cellules 

cancéreuses, indiquant que le point de contrôle G0/G1 du cycle cellulaire était l'une des cibles les 
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plus remarquables de la lutte anticancéreuse (Luo et al. ., 2016). 

 

 
Figure 31. Effet de la propolis et de l’acide gallique sur la distribution des phases du cycle cellulaire des 

cellules résistantes A549. Chaque point représente la moyenne ± écart-type de trois expériences 

indépendantes. Student ; *p<0.05 ; **p<0.01 ; ns p>0.05 ;  (Comparaison avec le controle). 

 

 

 

Les cellules A549  traitées par la propolis ont montré une accumulation progressive 

concentration dépendante dans la phase G0/G1 en corrélation avec la diminution du nombre de 

cellules dans la phase S; enregistrant 69,73±0,70% et 78,54±1,34% de cellules dans la phase 

G0/G1 aux concentrations 40 et 80 µg/ml de la propolis pendant 24 heures respectivement contre 

55, 33±0,76 % enregistré dans les cellules témoins, une réduction très significative des cellules 

en G2/M a également été enregistrée.  

L'induction de l'arrêt du cycle cellulaire est un mécanisme important impliqué dans l’action des 

agents anticancéreux. En particulier, l’arrêt du cycle cellulaire en phase G1 présente un intérêt 

clinique potentiellement considérable, car la phase G1 est le moment le plus sensible pour le 

traitement du cancer. Un point de restriction du cycle cellulaire se situ au milieu de la phase G1, 

après ce point, les cellules cancéreuses deviennent indépendantes des facteurs de croissance et 

s'engagent dans la division cellulaire. 

Selon l’étude de Zhou et al., (2017),  le thé vert inhibait la viabilité des cellules A549 de manière 

concentration et temps dépendante en bloquant le cycle cellulaire à la phase G0/G1. Selon cette 

étude, ce blockage en G0/G1 est le résultat de  la sous-expression de cycline A, cycline D, cdk2, 

cdk4, et la sur-expression de p21 et p27. L'arrêt en G1 est en effet induit par p53 qui active 

l’expression du p21, inhibiteur de CDK4/Cycline D et CDK2/Cycline E (Javelaud et al., 2000).  
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Par contre les cellules traitées par l’acide gallique induisent une accumulation dramatique des 

cellules dans la phase G2/M et ce de façon concentration dépendante. Le pourcentage des 

cellules en phase G2/M  est de l’ordre de 35,91±0.88% et 45,57±1.91% aux concentrations 7.5 et 

15 µg/ml respectivement contre 14,09±0,13% chez le témoin. Les anthocyanes arrêtent la 

transition de phase G2/M du cycle cellulaire dans les cellules de leucémie HL-60 déficientes en 

p53 (Tsai etal., 2017).  

Cette technique détecte également les cellules dont la quantité d’ADN est inférieure à 2n ou les 

cellules en phase sous-G1. Ces cellules correspondent aux cellules apoptotiques ou à leurs 

débris.  L’analyse des résultats, après traitement des cellules par l’AG ou par la propolis pendant 

24heures a montré une augmentation significative du pourcentage des cellules apoptotiques 

(fraction Sub-G1) de façon concentration-dépendante (figure 32). Le taux des cellules 

apoptotique  atteint  6.62% et 14.02% aux  la concentration 7.5 et 15 µg/ml de l’acide gallique. 

Sous l’effet de la propolis une augmentation dramatique  l’ordre de 5 et 8 fois par rapport au 

témoin a été enregistrée. Le porcentage de cellules attein 20.74% et 30.82% aux concentrations 

IC50 (40µg/ml) et 2IC50 (80µg/ml) respectivement.  

 

 

 

Figure 32. Pourcentages de cellules  en sub-G1 suite aux différents traitements par la propolis,  l’acide 

gallique seules ou la doxorubicine dans les cellules A549.  Chaque point représente la moyenne ± 

écart-type de trois expériences indépendantes. Student ; *p<0.05 ; **p<0.01 ; ns p>0.05 ;  (Comparaison avec 

le control). 
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1.3. Mesure de l’apoptose par le test Annexin V-PI 

Dans le but  de confirmer que la mort cellulaire induite par l’acide gallique et par la propolis est 

de nature apoptotique.  Après traitement des cellules,  un double marquage par l’annexin V-PI 

suivie d’une analyse des cellules par cymomètre de flux a été effectué. Le marquage à 

l’Annexine V permet de marquer les cellules apoptotiques et le marquage à l’Iodure de 

Propidium permet, quant à lui, d’identifier les cellules en nécrose. Par ce double marquage, nous 

pouvons ainsi identifier quatre populations de cellules : les cellules viables, les cellules en 

apoptose précoce (Annexine positif), les cellules en apoptose tardive (Annexine positif et IP 

positif) et les cellules nécrotiques (Annexine négatif et IP positif). 

Les résultats obtenus (Figure 33, Figure 34) ont montré une augmentation très significative des 

cellules apoptotiques avec diminution des cellules viables sous l’effet du traitement par l’acide 

gallique et par la propolis et ce de façon concentration dépendante pour les deux substances 

testées.  

 

   

Control                                 Acide gallique (7,5µg/ml)              Acide gallique (15µg/ml) 

   

Propolis (40µg/ml)                      Propolis (80µg/ml)            Doxorubicine (60.7nM) 

Figure 33. Détection des cellules apoptotiques par cytometrie de flux (test Annexin V-PI) après 

traitement des cellules A549 par l’acide gallique ou propolis en comparaison avec la doxorubicine 

pendant 24heures. 
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Figure 34. Détection des cellules apoptotiques par cytomètrie de flux (test Annexin V-PI) après 

traitement des cellules A549 par l’acide gallique ou propolis en comparaison avec la doxorubicine 

pendant 24heures. Chaque point représente la moyenne ± écart-type de trois expériences indépendantes. 

Student ; *p<0.05 ; **p<0.01 ; ns p>0.05 ;  (Comparaison avec le control).  

 

 

La propolis a induit significativement l’apoptose d'une manière concentration-dépendante par 

rapport au témoin non traité. Le pourcentage des cellules apoptotiques était de 92.04 ± 0.67 % et 

de  98.11 ± 1,14% à 40 et 80 μg/ml respectivement contre 70.66±2+1.01% obtenu avec la 

doxorubicine à 60.7nM. Une réduction très significative des pourcentages des cellules 

nécrotiques et ceux des cellules viables a été enregistrés. La propolis induit l'apoptose par un 

facteur de 90.79 et 96.86  respectivement à 40 et 80 μg/ml contre un facteur de 56.52 obtenus 

avec la DOX. La propolis a montré un effet pro-apoptotique supérieure (p> 0,05) à celui de la 

doxorubicine. 

 

Le traitement des cellules par l’acide gallique, a conduit à une augmentation concentration-

dépendante très significative du pourcentage des cellules annexin V-positives avec réduction très 

significative (p<0,01)  des cellules viables. Le pourcentage des cellules apoptotiques atteint    

70± 2.58%, 85,84±1.43 et 70,66±1.51 sous l’effet du traitement par l’acide gallique aux 

concentrations  et 50μg/ml d’acide gallique et la DOX (60.7nM) respectivement. L’acide 

gallique induit l'apoptose par un facteur de 56 et 68.04 respectivement à 7.5 et 15 μg/ml contre 

un facteur de 56.52 obtenus avec la DOX. L’effet de l’acide gallique à 7.5µg/ml est comparable 

(p˃0.05) à celui de la doxorubicine. 
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L’acide gallique joue un rôle important dans la prévention de la transformation maligne et le 

développement du cancer. Il peut induire une apoptose Ca2 + -dependente  dans les cellules 

leucémiques (Sakaguchi et al., 1998, Isuzugawa et al., 2001). Se lon l’étude réalisée par Zhang et 

al., 2002, l'acide gallique induit l'apoptose des cellules leucémiques HL-60 à travers l’inhibition 

de  la superoxyde dismutase et l’induction de l’apoptose.  

1 .4. Activité des caspases 3, 8 et 9 : détermination de la voie apoptotique 

Dans le but de déterminer le type de la voie apoptotique induite par les substances testées et 

d’étudier leurs effets sur la réversion de la chimiorésistance à l’apoptose,  l'activité des caspases 

3, 8 et 9 a été déterminée colorimetriquement. Le type des caspases induit détermine la voie 

apoptotique mis- en jeux, en effet, la voie extrinsèque fait intervenir la caspase-8 et la voie 

intrinsèque la Caspase-9, ces deux caspases activés peuvent conduire à l’activation de la caspase 

3 effectrice (Claire et Amareshwar, 2018). 

 

La figure 35 montre les variations de l’activité des caspases 3, 8 et  9 dans les cellules A549 

traitées par l’acide gallique aux concentrations 7.5 et 15µg/ml ou par la propolis 40 et 80µg/ml. 

 

 

  

  

 

Figure 35. Activité des caspases 3, 9 et 8 dans les cellules A549 traitées par l’acide gallique  ou la 

propolis.  

Chaque point représente la moyenne ± écart-type de trois expériences indépendantes. Student ; *p<0.05 ; 

**p<0.01 ; ns p>0.05 ;  (Comparaison avec le control). Signe # (comparaison avec la DOX).   

 

0

50

100

150

200

250

300

350

400

450

Control AG (7,5µg/ml) AG (15µg/ml) P(40µg/ml) p(80µg/ml)

A
ct

iv
it

é
 c

ap
as

e
 (

%
 d

e
 c

o
n

tr
o

l)

Caspase 3 Caspase 9 Caspase 8

** 

* 
* 

** 

** 

** 

** 

** 

ns ns ns ns 



                                                                                                                                 Résultats et Discussion 
  
  

 96  
 

L’acide gallique induit significativement l’activité de la caspase 3 et de façon très significative la 

caspase 9 et ce de façon concentration dépendante. A 15µg/ml, cette activité a été induite par un 

facteur de 2.80 et 3.4 respectivement.  Aucun changement significatif de l’activité de la caspase 

8 n’a été enregistré. Ces résultats suggèrent que l’acide gallique induit la voie intrinsèque ou 

mitochondriale dépendantes des caspases.  

Les résultats obtenus ont montré que la propolis induit de manière concentration dépendante 

l’activité de la caspase-3 et de la caspase-9. L'activité de la caspase-3 est induite par un facteur 

de  1.80 et 3.54 et l’activité de la caspase 9 par un facteur de 2.6 et 4.1 par rapport au contrôle 

non traité et ce aux concentrations 40 et 80μg/ml respectivement. On pourrait conclure que la 

propolis induit l'apoptose dans les cellules A549 via la voie apoptotique intrinsèque caspases-

dépendante. L’extrait ethanolique de la propolis Polonaise a montré son effet proapoptotique sur 

la lignée cellulaire humaine de carcinome épidermoïde de la langue (CAL-27) via l’activation 

des caspases -3 et -9 (Urszula et al., 2016). Nos résultats sont sémilaires à ceux obtenus par  Lee 

et al., (2017) au niveau des cellules  cancéreuses du sein MDA-MB-231, et ceux de  Russell et 

al. (2012) montrant que l'AG a induit l’activation de la caspases 3,  et 9 dans les cellules de 

cancer prostatique LNCaP.  

Les résultats issus des differents tests montrent clairement que la propolis et l’acide gallique 

présentent un effet antiprolifératif  puissant sur les cellules cancéreuses A549 et ce à travers le 

blocage du cycle cellulaire, en GO/G1 par la propolis et en G2/M par l’acide gallique,  et 

l’induction de l’apoptose via la voie mitochondriale caspases-dépendante. 
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2. Réversion de la multidrug-resistance et potentialisation de l’effet anticancéreux de la 

doxorubicine sur les cellules A549/DOX 

La résistance aux médicaments anticancéreux est un obstacle majeur dans les traitements de 

chimiothérapie. Dans le cas du cancer de poumon, cette résistance continue de présenter un défi 

majeur pour les cliniciens et les pharmacologues afin de traiter efficacement cette maladie par 

des agents chimio-thérapeutiques. La surexpression de la pgp constitue le principale mécanisme 

impliqué dans cette résistance. La P-gp agirait en expulsant les agents chimiothérapeutiques, vers 

le milieu extracellulaire de manière ATP-dépendante. Les conséquences majeures liées à la 

surexpression de cette protéine seraient la diminution de la sensibilité des cellules cancéreuses 

résistantes aux traitements de chimiothérapie, l'augmentation des doses administrées afin 

d'obtenir un traitement efficace et l'augmentation des effets néfastes aux tissus sains.  

La réversion du phénotype MDR et la potentialisation par les composés phénoliques est l’une 

des stratégies prometteuses pour restaurer la sensibilité des cellules résistantes à la doxorubicine. 

Dans cette étude, nous avons d'abord développé une lignée d’adénocarcinome pulmonaire 

résistante à la doxorubicine A549/DOX à partir de la lignée parentale A549, puis évalué l'effet 

cytotoxique de la propolis et de l’acide gallique seuls ou en association avec la doxorubicine en 

comparaison avec le vérapamil, inhibiteur principale de la pgp, dans le but de sensibiliser les 

cellules cancéreuses chimiorésistantes aux traitements.  

2.1. Confirmation de la multidrug résistance des cellules A549/DOX 

L’étude d’Abolhoda et al., (1999) a montré que l'exposition à long terme des cellules 

cancéreuses à la DOX induisait une résistance des cellules par augmentation de l’expression de 

la P-gp. Les cellules A549 résistantes utilisées dans cette étude ont été obtenues après cinqs 

semaines de traitements par la DOX. 

Le développement de la résistance a été vérifié d’un côté par le calcul de l’index de résistance 

(IR). IR=IC50 de la DOX sur cellules résistantes/IC50 de la DOX des cellules sensibles, et de 

l’autre côté par l’observation des changements morphologiques des cellules. Pour cela, après 

cinq semaines de traitement par des concentrations progressives de la DOX, les cellules 

résistantes obtenues A594/DOX ainsi que les cellules parentales A549 ont été traitées par la 

DOX aux concentrations allant de 0.02 à 25µM. la viabilité cellulaire a été determinée par le test 

MTT. Les résultats sont représentés dans la figure 36 et le tableau 8  ci-dessous. 
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Les résultats obtenus ont montré que les cellules A549/ DOX étaient 13-fois plus résistantes à la 

DOX que les cellules A549 parentales. Elles  deviennent  moins sensibles à la cytotoxicité de la 

DOX. L’IC50 de la DOX passe de 60,7±1.4nM sur les cellules parentales A549 à 802.5±8,9nM 

chez les cellules résistantes A549/DOX. L'index de résistance (R) a été calculé selon l’équation 

R=IC50 des cellules résistantes /IC50 des cellules sensibles. 

 

 

 

 

 

 

  

 

Figure 36. Effet de la DOX sur la viabilité des cellules sensibles (A549) et résistantes (A549/DOX).  

 

Les cellules (10 4
 
cellules/puit) ont été  cultivées dans des plaques de 96-puits, puis traité avec les concentrations  

indiquées de la DOX, de la propolis ou de l’acide gallique, après 24 heures d’incubation. La viabilité des cellules a  

été déterminée par le test MTT.  

 

Tableau 8. IC50 de la doxorubicine sur les cellules A549 sensibles et résistantes à la DOX et index de 

résistanc 

 IC50 (μg/ml) Index de résistance (IR) 

A549 60,7±1,4nM  - 

A549/DOX 802,5 ±8,9nM 13,22 

 

Comme montré dans la figure 31, la viabilité des cellules résistantes traitées par la DOX est 

significativement supérieure  à celle des cellules parentales. A la concentration 25μg/ml de la 

doxorubicine, la viabilité des cellules A549 est de 15,33±0,84 % contre 28,58±0,51 % des 

cellules résistantes. À 0,2µM, la viabilité des cellules sensibles et résistantes est de l’ordre de 

39,58% et 76% respectivement. A cette concentration la cytotoxicité diminue de 60,42% chez les 

celllules parentales à 24% chez les cellules résistantes. Cette différence a été attribuée à la faible 

accumulation de la drogue dans les cellules résistantes surtout aux faibles concentrations de 

DOX. Ceci suggère qu’un efflux membranaire est à la base de cette différence de sensibilité à la 

DOX entre les deux lignées.  
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Cet efflux est peut etre du à l'augmentation des taux de la pgp suite à l’induction du gène MDR-1 

causée par les traitements répétés par la DOX. Les taux de la P-gp ont une forte corrélation avec 

la faible sensibilité des cellules résistantes. La P-gp augmente l'efflux de l’anticancéreux, 

diminue son efficacité et conduit à l'échec de la chimiothérapie  (Asperen et al., 1999). Wang et 

al., (2010) ont démontré que les taux de la P-gp ont une forte corrélation avec la faible sensibilité 

des cellules résistantes à la doxorubicine. Une nouvelle approche utilisant des substances 

naturelles ayant des effets secondaires modérés ou faibles devient un espoir prometteur pour la 

réversion du phénotype MDR.  

 Changement morphologiques des cellules résistantes 

Dans le but de confirmer le phénotype de chimiorésistance, les changements morphologiques des 

cellules ont été observés sous microscope après 5 semaines de traitement. Les cellules résistantes 

traitées par la DOX ont subit des changements morphologiques distincts caractéristiques des 

cellules résistantes, y compris la morphologie  fusiforme, l’apparition de pseudopodes, taille plus 

grande avec plusieurs noyaux dans le cytoplasme, et l'adhérence réduite  caractéristique des 

fibroblastes transformés. Plusieurs vacuoles relativement grandes ont été observées dans le 

cytoplasme des cellules résistantes (Figure 37 A et B). L'invasion et les métastases peuvent 

survenir au cours d'un phénomène appellé (transition épithéliale à mésenchymateuse, EMT). Les 

cellules tumorales résistantes obtenues sont associées à l'EMT, un phénotype plus agressif et 

invasif dans de nombreuses tumeurs solides. 

  

Figue  37. Morphologie des cellules A549/DOX  résistantes aucours de développement suite au 

traitement par la Doxorubicine (X400). A:après 2semaines de traitement, B: 5  semaines, Flèche jaune: 

cellule à plusieurs noyaux, flèche rouge: vacuoles multiples, triangle : pseudopodes.(Photo cellules 

controles A549 : donnée manquante) 

A B 
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Les cellules résistantes à la gemcitabine présentaient une forme en fuseau avec apparition de 

pseudopodes et une caractéristique d'adhérence réduite. Ces cellules étaient plus invasives et 

migratrices. Dans les cellules de cancer de poumon A549-R, H358-R et  H460-R, résistantes au 

pemetrexed, l’EMT a conduit au  phénotype MDR. Le Kaempferol est capable d’inhiber la 

signalisation EMT, rendant les cellules cancéreuses résistantes sensibles au pemetrexed (Liang et 

al., 2015).  

2.2. Cytotoxicité de l’acide gallique et de la propolis sur les cellules A549/DOX 

     Dans le but d’évaluer l’effet cytotoxique de la propolis et de l’acide gallique sur les cellules 

résistantes,  les cellules ont été traitées pendant 72 heures par des concentrations allant de 0.4 à 

200µg/ml. La viabilité des cellules A549/DOX en comparaison avec les cellules A549 et en 

présence de l’acide gallique et de la propolis est représentée dans la figure 38 ci-dessous, les 

IC50 figurent dans le tableau 9.   

  

Figure 38. Effet de la propolis (A) et de l’acide gallique (B) sur la viabilité des cellules résistantes 

A549/DOX. 

 

  

Tableau  9. IC50 de la propolis et de l’acide gallique sur les cellules résistantes A549/DOX  et les 

cellules A549.  

 

IC50 (μg/ml) P AG 

A549 37,59± 2,76 μg/ml 7,37± 0,046 

A549/DOX 50,44± 0,07μg/ml 5,25 ±0,62 

 

Les deux substances ont montré un effet antiprolifératif concentration-dépendant sur les cellules 

de l’adénocarcinome pulmonaire non à petites cellules résistantes à la doxorubicine A549/DOX. 
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La propolis inhibe de façon spectaculaire la croissance cellulaire des cellules résistantes 

(A549/DOX) de façon concentration dépendante, mais son effet cytotoxique était de 1,45 fois 

meilleure sur les cellules sensibles A549 que sur les cellules résistantes A549/DOX.  Les IC50 

sont de l’ordre de 50.44± 0.07 μg/ml et 37.76± 1.65 μg/ml respectivement (Figure 38A, Tableau 

9). La propolis inhibait la croissance des cellules résistantes par 61.34% et 51.04% à 200 et 100 

μg/ml respectivement.  

A nos connaissance, aucune étude n’a été publiée en se qui concerne l’effet de la propolis sur la 

viabilité des cellules de résistantes. Nos résultats sont en accord avec ceux publiés sur des 

propolis de différentes origines mais sur des cellules cancéreuses sensibles; la propolis 

Hollandaise et Brésilienne exerçent une cytotoxicité dans les lignées cellulaires humaines 

d'adénocarcinome pulmonaire A549 (Li et al., 2008), et la propolis de Bankok sur les lignées 

cellulaires cancéreuses cervico-faciales métastatiques HNSCC (Utispan et al., 2017).  

 Cette activité antiprolifférative est liée à la richesse de notre propolis en composés phénoliques. 

Les flavonoides comme la quercétine, la chrysine, la galangine, les acides phénoliques sont 

considérés comme les principaux constituants responsables de l’effet cytotoxique de la propolis. 

Les  flavonoïdes comme la pinostrobine et la naringénine composés dominants dans notre extrait  

présentent des effet santiproliffératifs remarquables sur plusieurs lignées cellulaires (Cao et al., 

2012 ; Zhang et al.,  2016 ; Stompor et al., 2017). Les terpènes qui représentent 15.1% dans notre 

échantillon, sont considérés également comme de bons agents cytotoxiques. Six diterpènes  

isolés de la propolis grecque ont démontré des effets  cytotoxiques sélectives sur les cellules 

d'adénocarcinome du côlon humain (HT-29), avec les effets secondaires très faibles sur les 

cellules normales (Pratsinis et al., 2010).  

L’acide gallique est cytotoxique préférentiellement sur la lignée résistante. L’IC50 est de l’ordre 

de 5.25±0.62 μg/ml sur la lignée A549/D0X contre 7.37± 0.046  obtenue avec la lignée parentale 

A549 (Figure 38B, Tableau 9). L’AG est mieux efficace que la propolis. À 50 μg/ml, la viabilité 

des cellules A549/DOX est de 51,73±4,61% pour la propolis, et de 7,77±3,61% seulement avec 

l’acide gallique, avec des pourcentages d’inhibition de 48,28% et 92,23% respectivement.  Ces 

résultats sont en accord avec ceux de Rodríguez et al. (2018), qui ont montré l’effet 

antiprolifératif de l’acide gallique sur les cellules d'adénocarcinome du côlon humain (LS180) et 

les cellules (L929) avec une IC50 de 45,7 ± 5,2 μg/ml et 65,3 ± 1,2 μg/ml respectivement.  
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2.3. Potentialisation de l’effet  cytotoxique de la doxorubicine sur les cellules A549/DOX  

Le rôle des modulateurs ou des agents réversants étant d’augmenter l’efficacité des cytotoxiques 

sur les cellules résistantes. L’effet modulateur de l’acide gallique et de la propolis sur la 

cytotoxicité de la doxorubicine a été évalué par le test MTT.  

Pour cela, les cellules A549/DOX ont été traitées par des concentrations croissantes de la  

doxorubicine (0.02-25μM) en combinaison avec  l’AG aux concentrations 5 et de 10 μg/ml, la 

propolis (50 et à 100 μg/ml) ou le vérapamil à (10μM) comme modulateur de réfference et ce 

pendant 72heures, la viabilité cellulaire est mesurée par le test MTT.  Les résultats de la 

potentialisation de la cytotoxicité de la DOX par la propolis, l’acide gallique ou le vérapamil sur 

les cellules A549/DOX réalisé par le test MTT sont représentés dans les figure 39 et 40. Les 

IC50 obtenues et les indices de réversion sont regroupés dans le tableau 10. 

La viabilité des cellules A549/DOX a diminué de façon remarquable en association avec la 

propolis par rapport à la DOX seule. Le traitement par la doxorubicine à 25 μM en association 

avec la propolis à 100 μg/ml et 50 μg/ml a inhibé de manière significative la croissance des 

cellules tumorales avec 92,04% et 82,1% respectivement. À la plus faible concentration de DOX 

(0,02µM), nous avons enregistré une réduction de 30,75% en cas d’association avec la propolis  

à 100 µg/ml.  Le vérapamil, par son effet inhibiteur spécifique de la pgp, a augmenté la 

concentration intracellulaire de DOX et inhibé la croissance cellulaire par 79,07 et 14,29% en 

présence de la doxorubicine à 25 μM et à 0,02 μM respectivement (Figure 39, Tableau 10). 

L’indice de réversion ou de potentialisation de la toxicité de la DOX par la propolis est de l’ordre 

de 5.20 et 17.75 au concentration 50 et 100µg/ml respectivement.  

D'autre part, la propolis aux mêmes concentrations était non toxique sur les cellules 

fibroblastiques pulmonaires non cancéreuses MRC-5, elle peut également réduire la toxicité de la 

DOX sur ces cellules. Ce résultat est similaire à celui obtenu avec la propolis turque qui a montré 

une toxicité sélective vis-à-vis des cellules A549 par rapport aux cellules fibroblastiques non 

cancéreuses (Demir et al., 2016). 
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Figure 39. Effet de la DOX seule ou en association avec la propolis ou le vérapamil sur la viabilité des 

cellules résistantes (A549/DOX). 

La propolis peut augmenter la sensibilité des cellules à la DOX par le même mécanisme que la 

quercétine et le kaempférol qui réduisent l'expression du gene MDR-1 des cellules leucémiques 

humaines K562 (Yanqiu et al., 2011). Les flavonoïdes et les polyphénols présentent des effets 

significatifs sur la réversion du phénotype MDR des cellules cancéreuses (Chen et al., 2010). La  

naringenin potentialise significativement la cytotoxicité de la  daunomycine et sensibilise les 

cellules résistantes du cancer de sein MCF-7/ADR (Chang et al., 2005). 

L’acide gallique à 5 μg/ml et 10 μg/ml (figure 40) a significativement potentialisé la cytotoxicité 

de la DOX et a inhibé la viabilité des cellules résistantes d’une manière concentration-

dépendante, avec des IR de 6,10 et 10,20 respectivement contre 3,72 obtenu avec le vérapamil 

(10μM). L’acide gallique présente un effet de réversion de la résistance à la DOX mieux que 

celui du vérapamil (10 μM) (figure 40, tableau 10). Les IC50 étaient de 141,54± 2,54nM, 

78,65±2,78nM et 215,35±3,7 nM avec DAG (5μg/ml), DAG (10μg/ml) et DV (10μM) 

respectivement contre une IC50 de 802,5 ± 8,9nM obtenus avec la doxorubicine seule.  

L’acide gallique et la propolis ont  sensibilisé significativement les cellules résistantes à la 

doxorubicine. L’IC50 a diminué par un facteur de 10 ; de 802,5 avec la DOX seule à 78,65 en 

cas d’association avec 10µg/ml de l’AG.  
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Figure 40. Effet de la DOX seule ou en association avec  l’acide gallique ou le vérapamil sur la viabilité 

des cellules résistantes (A549/DOX). 

 

Tableau 10. IC50 et indice de réversion (IR) de la propolis, de l’acide gallique et du vérapamil sur la 

lignée A549/DOX. 

   

 

 

Ces résultats vont dans le même sens que ceux de Wang et al. (2016) qui ont démontré que l’AG 

inhibe la croissance des cellules SCLC H446 de poumon et potentialise l’effet cytotoxique du 

cisplatine. De meme l’étude de Salim et al. (2015) ont rapporté que la propolis égyptienne 

augmentait la cytotoxicité de la doxorubicine dans la lignée cellulaire PC3 d’adénocarcinome 

prostatique humain. L’étude de Susuki et al. (2002), a montré que l'administration de propolis en 

association avec le 5-fluorouracile (5-FU), a potentialisé l’effet anticancéreux de ce dernier et a 

entraîné une régression marquée de la tumeur greffée. L’effet protecteur de la propolis contre la 

toxicité de la doxorubicine a été rapporté par Bernardino et al. (2018) sur les cellules spOS-2.  

l'acide gallique (GA) a potentialisé la capacité du Paclitaxel PTX à réduire la prolifération et à 

provoquer l'arrêt du cycle G2/M dans la lignée cellulaire du cancer de l'ovaire A2780AD 

résistante à la PTX (Sánchez-Carranza et al., 2018). 

Traitements DOX 
DP 

(50 μg/ml) 

DP 

(100μg/ml) 

DAG 

(5 μg/ml) 

DAG 

(10μg/ml) 

 

DV 

(10μM) 

 

IC50  (nM) 802,5 ± 8,9 154,09± 1,24  45,2 ± 1,02 141,54± 2,54 78,65±2.78 

 

215,35±3,7 

 

Indice de 

 réversion (IR) 
1 5,20 -fold 17,75-fold 6,10-fold 10,20-fold 3,72-fold 
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Nos résultats sont cliniquement interessants car, grâce au traitement combiné de la doxorubicine 

avec la propolis ou avec l’acide gallique, les cellules résistantes deviennent plus sensibles, il 

serait possible de réduire la dose de la DOX et ainsi sa cardio- et hépato-toxicité. Les 

flavonoïdes, en particulier les flavones et les flavonols ainsi que les acides phénols inhibent la 

proliffération cellulaire via l'arrêt du cycle cellulaire et l'induction de l'apoptose (Limtrakul et al., 

2007). 

2.4. Effet sur le cycle cellulaire  

Dans le but de déduire les mécanismes de l’effet cytotoxique de l’acide gallique et de la propolis,  

leurs effets sur le cycle cellulaire des cellules résistantes A549/DOX ont été mesurés. Pour ce 

faire, les cellules ont été traité par des concentrations croissantes de la  doxorubicine (0.02-

25μM) en combinaison avec  l’AG aux concentrations 5 et de 10 μg/ml, la propolis (50 et à 100 

μg/ml) ou le vérapamil à (10μM) pendant 24heures. Après marquage de l’ADN des cellules par 

l’iodure de propidium, l’analyse des cellules a été effectuée par cytometrie de flux.  

La répartition des cellules dans les différentes phases du cycle cellulaire sous l’effet des  

differents traitements est illustrée dans la figure 35 et les tableaux 12 et 13. Les cellules control 

es non traitées ont montré le modèle du cycle des cellules en croissance continue, tandis que les 

cellules traitées présentent des changements significatifs dans la distribution des phases du cycle 

cellulaire:  

La propolis a conduit à une accumulation très significative et concentration dépendante des 

cellules en phase G0/G1 estimée à (19,43±1,76% et 25,30±0,22%) à 50 et 100 μg/ml 

respectivement contre 14,09±0,13% obtenu chez le contrôle, ceci est associé à une diminution 

significative des pourcentages de la population G2/M (Figure 41, Tableau 11).   

Ce blockage du cycle est du au bloquage des voies moléculaires poussant les cellules tumorales 

dans le cycle cellulaire (inhibiteurs des Cdk ou des cyclines), ou à l’action au niveau des points 

de surveillance. L'arrêt en G1 est en effet induit par p53 qui active la transcription du gène Cip1 

codant pour p21, inhibiteur de CDK4/Cycline D et CDK2/Cycline E (Deng et al., 1995 ; 

Javelaud et al., 2000).  

Ce résultat est en parfaite corrélation avec celui de Popolo et al. (2009) qui a montré que la 

propolis de Cuba induit une inhibition significative de la croissance des cellules MCF-7 par 

blockage G0/G1 du cycle cellulaire de façon concentration dépendante. Aucune étude n’a été 

réalisée sur l’effet de la propolis sur le cycle cellulaire des cellules A549 résistantes. Le CAPE 
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extrait de la propolis induisait un arrêt G0G1 du cycle dans les cellules de carcinome 

épidermoïde de la tête et du cou (Dziedzic et al., 2017).  Par contre, l’étude d’Esteva et al. 

(2001) a montré que le CAPE inhibe la prolifération des cellules MDA-MB-231 suite à l’arret du 

cycle cellulaire dans la phase S. l’étude de Chen et al., (2013) a montré que la pinocembrine qui 

est un composant de notre propolis induit l’apoptose et l’arrêt du cycle cellulaire en phase G2/M. 

 

 

         
Control                                           P (50μg/ml)                                   P (100μg/ml) 

         

                           DOX (802.5nM)                                 DP (50μg/ml)                                      DV (10μM) 

 

Figure 41. Effet de la propolis seuleou en association avec la doxorubicine sur le cycle cellulaire 

des cellules résistantes A549/DOX. Les cellules sont traitées par le DMSO (control), la 

doxorubicine seule ou en association avec la propolis ou le vérapamil pendant 24heures.  
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Tableau 11. Effet de la propolis seule ou en association avec la doxorubicine sur le cycle cellulaire des 

cellules résistantes A549/DOX. Les cellules sont traitées par le DMSO (control), la propolis (50 et 

100µg/ml) seule ou en association avec la doxorubicine pendant 24heures.  

  

Chaque point représente la moyenne ± écart-type de trois expériences indépendantes. Student ; *p<0.05 ; 

**p<0.01 ; ns p>0.05 ;  (Comparaison avec le control). Signe # (comparaison avec la DOX). 

 

Les cellules traitées avec la DOX (802,5 nM) ont montré une accumulation significative des 

cellules dans les phases G2M et S. Il a été rapporté que la doxorubicine induit un arrêt 

concentration-dépendante du cycle en G2M et que les cellules de cette phase sont 

particulièrement sensibles aux médicaments anticancéreux (Wadler et al., 1987). L'inhibition de 

la topoisomérase II par la DOX provoque un arrêt du cycle cellulaire des cellules proliférantes en 

G2/M. Les cellules en Go ne possédant que peu de topoisomérases sont peu sensibles à ces 

agents. L'arrêt en G2/M après traitement par les antracyclines est dépendant du complexe MPF 

dont l'inactivation  a été mis en évidence avec la doxorubicine (Innocente et al., 1999). En fait, 

plusieurs études ont montré un arrêt en G2/M par le traitement sur des lignées tumorales avec 

des anthracyclines comme la doxorubicine (0,5-1 uM), la daunorubicine ou l'idarubicine « 40 et 

20 nM respectivement) (Ling et al., 1996).  

Le co-traitement avec la propolis a conduit à un arrêt du cycle cellulaire dans la phase G2/M. La 

fraction cellulaire en G2/M (57,02±0,74%) est 1,5 fois supérieure à celle de la DOX seule 

(38,12±0,61%). La propolis potentialise l’effet de la doxorubicine sur l'arrêt du cycle cellulaire et 

donc l'apoptose. L'effet de la propolis est mieux que celui du vérapamil qui agit par le même 

mécanisme d’arrêt G2M du cycle. Les flavonoïdes, en particulier les flavones et les flavonols, 

sont des modulateurs de la croissance des cellules cancéreuses grâce à l’arrêt du cycle cellulaire 

et à l’induction de l’apoptose (Catanzarol et al., 2007). En diminuant l’expression de cycline D1, 

la quercétine améliore significativement l'efficacité de la Dox dans les cellules TNBC et de la 

cisplatine dans les cellules du carcinome ovarien SKOV3 et les cellules ostéosarcome U2OS 

(Limtrakul et al., 2015).  

Un arrêt G2/M du cycle concentration dépendant a été enregistré avec l’acide gallique (Figure 

42, Tableau 12). Cet arret en G2/M est associé à une réduction très significative et concentration 

Phases du  

cycle (%) 
Control 

P 

(50μg/ml) 

P 

100μg/ml) 

DOX 

(802.5nM) 

DP 

(50μg/ml) 

DV 

(10μM) 

Sub-G 0.64±0,55 4,24±0,54** 32.42±1.43** 3,15±0,69** 6,06±0,89 ## 2,15 ±0,34  * 

G0/G1 66,79±0,76 73,54±1,34* 51.09±3.54** 52,44±0,57 * 32,46±1,76## 39.08±0,1   ## 

S 11.52±0,32 12,30±1 ,99ns 8.90±0.56** 6,37±0,78** 7,52±0,97ns 10.57±0,09 ## 

G2M 15.23±0,13 7,48±0,22** 7.61±0.4** 38,12±0,61** 57,02±0,74## 48.20±0,61## 
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dépendante du pourcentage des cellules dans la phase G0/G1. Une accumulation de 

25,91±0,88% et 35,57±1,91 % des cellules a été enregistré à 5 et 10 μg/ml de l’AG 

respectivement contre 14,09±0,13% seulement enregistrée chez le control.  

L’étude de Lee et al., (2017) a monté que l’acide gallique induit une augmentation du 

pourcentage des cellules en phases G0/G1 et sub-G1 dans les cellules MDA-MB-231 via la sous 

expression de la cycline D1/CDK4 et la cycline E/CDK2. Subramanian et al. (2016), ont montré 

un arret en G0/G1 du cycle cellulaire dans les cellules cancéreuses du colon HCT-15. Yeh et al. 

(2011), ont montré le meme effet de l’acide gallique sur le cycle cellulare des cellules 

leucémiques HL-60. 

 

          

                  Control                                  AG (5μg/ml)                                      AG (10μg/ml)  

           

                       DOX (802.5nM )                              DAG (5μg/ml))                                      DV (10μM) 

      

Figure 42. Effet de l’acide gallique seul ou en association avec la doxorubicine sur le cycle 

cellulaire des cellules résistantes A549/DOX. Les cellules sont traitées par le DMSO (control), 

la doxorubicine seule ou en association avec l’acide gallique ou le vérapamil pendant 24heures.  
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Tableau 12. Effet de l’acide gallique seule ou en association avec la doxorubicine sur le cycle cellulaire 

des cellules résistantes A549/DOX. Les cellules sont traitées par le DMSO (control), l’acide gallique (5 

et 10µg/ml) seule ou en association avec la doxorubicine pendant 24heures. 

  
Chaque point représente la moyenne ± écart-type de trois expériences indépendantes. Student ; *p<0.05 ; 

**p<0.01 ; ns p>0.05 ;  (Comparaison avec le control). Signe # (comparaison avec la DOX). 

 

L’analyse de la distribution des phases du cycle cellulaire nous a permis également de détecter 

un pic sub-G1 (Figure 43). Une accumulation des cellules en phase sous-G1 du cycle cellulaire 

est observée, résultant de la présence des cellules apoptotiques et/ou de corps apoptotiques avec 

une quantité d’ADN inférieure à 2n ce qui indique une fragmentation de leur ADN. 

Une augmentation très significative des pourcentages des cellules apoptotiques (population sous-

G1) a été enregistrée sous l’effet du traitement par la propolis qui atteint  4,24±0,54 % et 

32.42±1.43 % aux concentrations 50 et 100µg/ml respectivement contre 3,77±0,55% enregistré 

chez le control (Figure 43A). Le cotraitement avec la DOX augmente significativement par un 

facteur  de 2 le pourcentage des cellules apoptotiques. 

   

Figure 43. Pourcentages de cellules en sub-G1 suite aux différents traitements par la propolis (A) et 

l’acide gallique (B) seules ou en association avec la doxorubicine ou le verapamil. Chaque point 

représente la moyenne ± écart-type de trois expériences indépendantes. Student ; *p<0.05 ; **p<0.01 ; ns 

p>0.05 ;  (Comparaison avec le control). Signe # (comparaison avec la DOX). 
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  Le pourcentage des cellules apoptotiques sous l’effet de l’acide gallique est de l’ordre de 

1,78±0,78 % et 2.02±0.31% aux concentrations 5 et 10µg/ml contre  0,64±0,55% chez le témoin, 

le cotraitement avec la DOX ne modifie pas le pourcentage des cellules apoptotiques (Figure 

43B).  

 

2.5. Mesure de l’apoptose  

2.5.1. Marquage à  l’Annexin V-PI : Distinction nécrose-apoptose 

Pour voir si  la cytotoxicité de propolis et de l’acide gallique est due à l'induction de l'apoptose, 

une double coloration à l'annexine V-PI des cellules traitées et une analyse par cytométrie de flux 

ont été réalisées.  

Les cellules A549 ont été ensemencées et traitées avec de la doxorubicine à (802.5 nM) seule, ou 

en association avec  la propolis (50 μg/ml et 100 μg/ml), l’acide gallique à (5 et 10µg/ml) ou le 

vérapamil (10 μM) pendant 24 heures. Les résultats obtenus ont montré que la propolis induit 

significativement l’apoptose des cellules résistantes d'une manière concentration-dépendante par 

rapport au témoin (Figure 44 et tableau 13).  

À 50 et 100 μg/ml, le pourcentage des cellules apoptotiques était de 24,89 ± 0,87% et de 40,18 ± 

1,54% respectivement contre 0.75±0.19% obtenu chez le témoin et 18,75±2,01% avec la DOX à 

802,5nM. Une réduction très significative des pourcentages des cellules nécrotiques et ceux des 

cellules viables a été enregistrés également. La propolis induit l'apoptose par un facteur de 33,18 

et 53,57  respectivement à 50 et 100 μg/ml contre un facteur de 25 obtenus avec la DOX. La 

propolis a montré un effet pro-apoptotique supérieure (p> 0,05) à celui de la doxorubicine dans 

les cellules résistantes. 

L’étude de Rzepecka-Stojko et al. (2016), a montré l’effet cytotoxique et proapoptotique de 

l’extrait éthanolique de la propolis (EEP) et de son dérivé acide caféique phényl ester (CAPE) 

vis-à-vis de deux lignées cellulaires du cancer MDA-MB-231 et Hs578T. Plusieurs d’autres 

études ont montré l’effet proapoptotique de la propolis sur différentes lignées cancéreuses 

cervicales, colorectales, … (Kubina et al., 2015; Czyzewska et al., 2016). Cependant, aucune 

étude n’a été publiée concernant l’effet prooxydant de la propolis Algérienne  dans les lignées 

cancéreuses résistantes.  
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               Control                                         P (50μg/ml)                                    P (100μg/ml)           

       

    AG (5μg/ml)                                          AG (10μg/ml)                                    DOX (802.5nM) 

           

 

Figure 44. Distribution des cellules apoptotiques, nécrotiques et viables après réalisation du test annexin 

V-PI des cellules A549/DOX traitées par la propolis, l’acide gallique, la doxorubicine seules ou en 

association. 

Tableau  13. Distribution des cellules apoptotiques, nécrotiques et viables après réalisation du test 

annexin V-PI des cellules A549/DOX traitées par la propolis, l’acide gallique ou la doxorubicine. 

 

 Control 

 

P 

(50μg/ml) 

P 

(100μg/ml) 

AG 

(5μg/ml) 

AG 

(10μg/ml) 

DOX 

(802.5nM) 

VIABLE (%) 96.15±0.54 74.84±1.32* 59.64±0.96** 36.66±1.87** 24.53±1.9** 78.90±1.60* 

NECROTIC (%) 3.10±0.12 0.27±0.03** 0.39±0.14** 4.85±0.05* 1.93±0.98* 2.35±0.87* 

APOPTOTIC(%) 0.75±0.19 24.89±0.87** 40.18±1.54** 58.49±2.54** 73.54±1.65** 18.75±2.01** 

 

Chaque point représente la moyenne ± écart-type de trois expériences indépendantes. Student ; *p<0.05 ; 

**p<0.01 ; ns p>0.05 ;  (Comparaison avec le control). 
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Une augmentation très significative du pourcentage des cellules annexin V-positives avec 

augmentation non significative des cellules nécrotiques et réduction très significative des cellules 

viables ont été enregistré sous l’effet du traitement des cellules par l’acide gallique d’une 

manière concentration-dépendante (Figure 45, Tableau 14). Le pourcentage des cellules 

apoptotiques atteint 58.49±2.54% ,73.54±1.65% et 18,75±2,01% sous l’effet de l’AG aux 

concentrations IC50 et 2IC50 et la DOX (802.5μM) respectivement. L’AG induit l'apoptose par 

un facteur de 77.98 et 98,05 respectivement à 5 et 10 μg/ml contre un facteur de 25 obtenus avec 

la DOX. L’effet pro-apoptotique de l’acide gallique aux concentrations 5 et 10μg/ml était 

respectivement 3.11 et 3.92 fois supérieur à celui de la doxorubicine dans les cellules résistantes. 

Ce résultat est en accord avec ceux de Lee et al. (2017). 

                               

   

               Control                                         DOX (802.5nM)          

                

 DP (50μg/ml)                                     DAG (5μg/ml)                                      DV (10μM) 

 

Figure 45. Distribution des cellules apoptotiques, nécrotiques et viables après réalisation du test annexin 

V-PI des cellules A549/DOX traitées par la propolis, l’acide gallique, la doxorubicine seules ou en 

association. 
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Tableau 14. Distribution des cellules apoptotiques, nécrotiques et viables après réalisation du test 

annexin V-PI des cellules A549/DOX traitées par la propolis, l’acide gallique ou la doxorubicine. 

                      Control  

 
DOX  

(802.5nM) 

DP 

 (50μg/ml) 

DAG 

(5μg/ml) 

DV  

(10μM) 
VIABLE (%) 96.15±0.54 78.90±1.60* 18.67±0.16## 5.70±0.97## 61.21±1.70# 
NECROTIC (%) 3.10±0.12 2.35±0.87* 4.28±1.80# 0.13±0.09# 0.95±0.02## 
APOPTOTIC(%) 0.75±0.19 18.75±2.01** 77.05±1.65## 96.42±1.07## 38.20±2.02# 

 

 

La résistance à la mort cellulaire est une des caractéristiques que la cellule tumorale acquiert au 

cours de la cancérogenèse. Sensibiliser les cellules à la mort cellulaire induite par les 

anticancéreux est une des stratégies largement répandue pour les détruires. Dans cette étude, le 

traitement des cellules par  la propolis à 50 μg/ml en association avec la DOX, a augmenté 

significativement (p<0,01) le pourcentage des cellules apoptotiques à 77,05±1,65% contre 

18.75±2.01% obtenues avec la DOX seule. L'effet de la propolis est mieux que celui du 

vérapamil avec des indices de sensibilisation de 4,10 et 2,03 respectivement. La propolis à 

50μg/ml était deux fois plus efficace que le vérapamil à 10μM. Ces résultats suggèrent un effet 

synergique ou chimio-sensibilisant puissant de la propolis, contre l'apoptose induite par la DOX 

dans les cellules résistantes de l'adénocarcinome pulmonaire résistantes. 

En cas d’association avec la doxorubicine, l’acide gallique à 5μg/ml potentialise très 

significativement son effet pro-apoptotique. Le pourcentage des cellules annexin V-positives 

atteint 96.42±1.07% en cas d’association DAG contre 18.75±2.01% obtenu avec la DOX seule. 

Le traitement des cellules par la DOX en association avec le vérapamil donne 38.20±2.02% de 

cellules apoptotiques. Les indices de potentialisation étaient de 5.14 et 2.03 en cas d’association 

de la DOX avec l’acide gallique et le vérapamil respectivement. L’acide gallique est donc 2.51 

fois plus efficace que le modulateur de référence vérapamil.  

En comparant l’effet de la propolis à celui de l’acide gallique aux concentrations IC50 des deux 

produits, ce dernier était 3 fois plus efficace que la propolis et dans le cas de l’association il est 2 

fois plus efficace. De ces résultats on peut conclure que l’acide gallique et la propolis, d’un coté 

induisent l’apoptose des cellules résistantes ce qui explique leurs effets cytotoxiques sur ces 

cellules, de l’autre coté ils les  sensibilisent à l’apoptose induite par la doxorubicine mieux que le 

vérapamil connu comme modulateur de référence de la résistance multidrogue (MDR).  

Gu et al. (2018), ont montré que l’'acide gallique induit de manière significative l'apoptose des 

cellules de leucémie myéloïde aiguë (AML) isolées des patients via une voie caspase- 

dépendante. Il améliore également de manière significative l'efficacité de deux agents de 
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chimiothérapie in vitro sur cellules en culture et sur un modèle de xénogreffe in vivo. L’étude de 

Wang et al. (2016) a démontré également que l’AG inhibe la croissance des cellules SCLC H446 

et potentialise l’effet proapoptotique du cisplatine par une augmentation de la production de ROS 

intracellulaires, réduction de la MMP, augmentation de l’expression de BAX, Apaf-1, expression 

de DIABLO et p53 et la réduction de l’expression de XIAP.  

2.5.2. Activité des caspases 3, 8 et 9 : Détermination de la voie apoptotique 

A fin de connaitre le type de l’apoptose induite dans nos conditions expérimentales, des mesures 

de l’activité des caspase 3, 8 et 9 après traitement des cellules ont été réalisées. Les résultats sont 

regroupés dans les figures 46 et 47 ci-dessous. 

La résistance à l’apoptose est caratérisé par l’inactivation des facteurs proapoptotiques tel que les 

caspases et les B-cl2 proapototiques. Une inactivation des caspases a été détecté dans les cancers 

broncho-pulmonaires comme la caspase-8. Une sous-expression de la procaspase-3 a été 

également décrite dans les lignées cellulaires de carcinomes pulmonaire à petites cellules 

(Shivapurkar, et al., 2002). L’activation des membres pro-apoptotiques pourrait s’avérer 

fructueuse pour combattre la résistance des cellules cancéreuses face à l’apoptose (Drago et al., 

2019 ; Zhang et al., 2019).  

Les résultats obtenus ont montré que la propolis induit de manière concentration dépendante 

l’activité de la caspase-3 et de la caspase-9 (Figure 46). L'activité de la caspase-3 représente 1.59 

et 1.92 par rapport au contrôle non traité aux concentrations 50 et 100μg/ml respectivement. On 

pourrait conclure que la propolis induit l'apoptose dans les cellules A549/DOX via la voie 

apoptotique intrinsèque caspases-dépendante. L’extrait ethanolique de la propolis Polonaise a 

montré son effet proapoptotique sur la lignée cellulaire humaine de carcinome épidermoïde de la 

langue (CAL-27) via l’activation des caspases -3, -8, -9 (Urszula et al., 2016).  

La doxorubicine à la concentration à la concentration 802.5 μM agit en augmentant de façon 

significative l’activité de la caspase 3 et 9 mais il s’agit d’une légère augmentation car les 

cellules résistantes expulsent l’agent cytotoxique à l’extérieur de la cellule diminuant de ce fait 

leur effet cytotoxique. Le phénotype MDR des cellules cancéreuses est également supporté par le 

faible niveau d'activation de la caspase 3,8 et 9 lors d'exposition aux cytotoxiques. 
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Figure 46. Activité des caspases 3, 8 et 9 dans les cellules A549/DOX traitées par la propolis ou 

la doxorubicine seules ou en association. Chaque point représente la moyenne ± écart-type de trois 

expériences indépendantes. Student ; *p<0.05 ; **p<0.01 ; ns p>0.05 ;  (Comparaison avec le control).  

  

Les cellules résistantes sous-expriment également les facteurs pro-apoptotiques tel que les 

caspases, les Bax, Bcl-xL, … et deviennent donc résistantes à l’apoptose induite par les 

anticancéreux. La propolis en co-traitement avec la doxorubicine potentialise l’effet 

proapototique de cette dernière  par induction plus prononcée  de l’activité des caspases 3 et 9 

par un facteur de 1.54 et 1.70 respectivement par rapport à ceux obtenus avec la DOX seule. Ce 

résultat montre que le traitement par la doxorubicine associée à la propolis aboutit à l'activation 

des caspases et induit par suite l'apoptose des cellules. Plusieurs travaux ont montré l’effet 

proapoptotique de la propolis et des polyphénols par activation des caspases (Zhoo et al., 2003 ; 

Paramasivame et al., 2007 ; Skildar et al., 2013 ; Jiang et al., 2017). 

Les résultats de la figure 47, montrent clairement que l’acide gallique induit de façon hautement 

significative l’activité des caspases 3 et 9. À 5 et 10μg/ml de l’acide gallique, l’activité relative 

de la caspase 3 était de 153.33% et 183.33% respectivement, et celle de la caspase 9 était estimée 

à 193.33% et 285% respectivement contre le 100% du control. Aucun changement significatif de 

l’activité de la caspase 8 n’a été enregistré. Nos résultats sont sémilaires à ceux obtenus par  Lee 

et al., (2017) au niveau des cellules MDA-MB-231, et ceux de  Russell et al. (2012) montrant 

que l'AG a induit une activation de la caspases 3, 8 et 9 dans les cellules de cancer prostatique 
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Figure 47. Activité des caspases 3, 8 et 9 dans les cellules A549/DOX traitées par l’acide gallique ou  la 

doxorubicine seules ou en association. 

Chaque point représente la moyenne ± écart-type de trois expériences indépendantes. Student ; *p<0.05 ; 

**p<0.01 ; ns p>0.05 ;  (Comparaison avec le control). 

 

De même la doxorubine agit par le biais des caspases 3 et 9. Le co-traitement avec l’acide 

gallique à 5μg/ml, augmente très significativement l’activité de ces caspases par un facteur de 

1.28 et 2.85 respectivement par rapport à ceux obtenus avec la DOX seule.  Le traitement des 

cellules A549 résistantes, par le vérapamil augmente de façon très significative  l’activité de la 

caspase 8.  Une activité relative de 156,25% a été enregistrée. Aucun changement significatif de 

l’activité des caspases 3 et 9 n’a été enregistré. 

La propolis seule ou en combinaison avec DOX reverse la résistance à l'apoptose en induisant    

l’activité de caspases 3 et 9 dans les cellules A549/DOX. La combinaison de DOX avec le  

vérapamil a induit significative la caspase 8. De meme pour l’AG. On peut conclure que le 

vérapamil induit l'apoptose dans les cellules A549/DOX via la voie apoptotique extrinsèque mais 

la propolis et l’AG via l'activation de la voie apoptotique intrinsèque. La résistante à l’apoptose 

est une caractéristique des cellules chimiorésistantes. Ces dernieres présentent une faible 

expression des caspases 3 et 9 pour echapper à l’effet cytotoxique des anticancéreux. Certaines 

études in vivo ont démontré une corrélation entre la sous-expression de la caspase-3 et la survie 

des cellules NSCLC (Manish et al., 2010). Ainsi la restauration de l’activité des caspases a 

permis de sensibiliser ces cellules résistantes à la chimiothérapie dans notre étude.  
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2.6. Effet sur l’activité de la pgp 

Le phénotype MDR associe la surexpression de la P-glycoprotéine et la diminution de 

l'accumulation intracellulaire des produits cytotoxiques. Les flavonoïdes comme modulateurs de 

la résistance aux agents cytotoxiques des cellules cancéreuses exprimant la P-gp peuvent, selon 

leur structure, exercer leur effet soit en inhibant directement la P-gp et bloquer de ce fait le 

transport des drogues, soit en agissant sur l’expression du gène MDR-1 au niveau 

transcriptionnel (Budisan et al., 2017). La détection de l’effet des modulateurs ou des agents 

réversants sur la P-gp  repose essentiellement sur la mesure de l'accumulation intracellulaire de 

la doxorubicine, l’activité de la pgp par le test d’efflux de la Rd-123 et la mesure de l’expression 

du gène MDR1. 

2.6.1. Effet sur l’accumulation intracellulaire de la doxorubicine  

Dans le but de vérifier que  l’activité modulatrice  était liée à une inhibition de la Pgp, nous 

avons recherché l’effet des molécules testées sur l’accumulation intracellulaire de la 

doxorubicine par les cellules résistantes A549/R. Cette étude a été réalisée par cytométrie de flux 

en comparant le taux de fluorescence des cellules traitées par la DOX en absence et en présence 

de l’acide gallique et de la propolis.  

Les cellules ont été prétraitées avec la propolis, l’acide gallique ou le vérapamil deux heures 

avant d'ajouter la doxorubicine. La fluorescence a ensuite été mesurée par analyse en cytometrie 

de flux (Figures 48 et 49) et transformée en histogrammes représentant les variations des taux de 

fluorescence. 
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A.      Control  (A549)     Control (A549/DOX)       P (50μg/ml)         P (100μg/ml)        V (10μM) 

 

                  

B. 

 

 

 

Figure 48. Effet de la propolis et du vérapamil sur l’accumulation intracellulaire de la DOX par les 

cellules A549/DOX. Les cellules ont été prétraitées avec la propolis ou le vérapamil pendant 2 heures 

avant d'ajouter la doxorubicine. La fluorescence a ensuite été mesurée par analyse par CMF (A) et 

transformée en histogrammes (B). Chaque point représente la moyenne ± écart-type de trois expériences 

indépendantes. Test de student : (** p <0,01) différences significatives par rapport au témoin (A549) ou 

au témoin (A549 / DOX) (# p <0,05; ## p <0,01), ns (p> 0,05). 

 

Les résultats montrent que l’accumulation intracellulaire de la DOX dans la lignée parentale non 

résistante A549 est de 40,82 ± 3,4% contre 18±2,51% chez la lignée résistante A549/DOX. Les 

cellules résistantes A549/DOX accumule 2.26 fois moins la doxorubicine suite à la surexpression 

de la  P-gp dans ces cellules ceci se traduit par le le déplacement du pic de fluoresce. Cette 

diminution de la concentration intracellulaire de l’anticancéreux est reconnus comme la signature 

cellulaire des cellules multi-drogues résistantes. 

Sous l’effet du traitement par la propolis, le taux de fluorescence intracellulaire a été très 

significativement augmenté et ce de façon concentration dépendante (Figure 48) : Ce qui reflète 

le taux intracellulaire de la doxorubicine est de l’ordre de 83,17±1,4 % et 98,7±4,1 %  aux 

concentrations 40 et 80 μg/ml respectivement par rapport aux cellules résistantes contrôle. 
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A.   Control  (A549)     Control (A549/DOX)      AG (5μg/ml )    AG (10μg/ml)     V (10μg/ml)                                                        

           

    B.                                                                                
 

 
Figure 49. Effet de l’acide gallique et du vérapamil sur l’accumulation intracellulaire de la DOX par les 

cellules A549/DOX. Les cellules ont été prétraitées avec l’acide gallique ou le vérapamil pendant            

2 heures avant d'ajouter la doxorubicine. La fluorescence a ensuite été mesurée par analyse par CMF (A) 

et transformée en histogrammes (B). Student ; *p<0.05 ; **p<0.01 (Comparaison avec le control  A549), 

#p<0.05 ; ##p<0.01 (comparaison avec le Control A549/DOX). ns p>0.05. 

 

Le taux de fluorescence intracellulaire a été très significativement augmenté et de façon 

concentration dépendante en présence de l’acide gallique (Figure 49). Ce qui reflète une 

accumulation concentration dépendante de la DOX estimée à 75,4±2,4 % et 92,2±3,8 %  à 5 et 

10 μg/ml respectivement. L’AG augmente l’accumulation intracellulaire par un facteur de 4.18 et 

5.12 à 5 et 10 μg/ml respectivement. 

L’effet de la propolis est du essentiellement du à la présence des flavonoïdes. Ces derniers ont 

été plus particulièrement étudiés, leur activité inhibitrice avait déjà été démontrée pour la pgp et 

la mrp. C’est le cas de l’apigénine, la chrysine et la 6-prénylchrysine. Les chalcones, qui sont des 

précurseurs de la biosynthèse des flavonoïdes, ont été développées pour être des inhibiteurs 

doubles des transporteurs ABCB1 et ABCG2 avec des IC50 de 0,29 et 0,044 μM respectivement 
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(Zhang et al., 2003 ; Zhang et al., 2004 ; Ahmed-Belkacem et al., 2005). Liu et ses collaborateurs  

ont montré que les chalcones les plus basiques étaient plus efficaces pour inhiber la pgp (Liu et 

al., 2008). 

2.6.2. Effet sur l’accumulation et l’efflux de la Rhodamine 123 

        Pour voir si l’augmentatrion de l'accumulation de la doxorubicine est associée à l'inhibition 

de l’activité du transporteur P-gp, nous avons utilisé le test d’efflux de la Rd-123, un substrat 

fluorescent de la P-gp. L'amélioration de la rétention de la Rd-123 est maintenant considérée 

comme un marqueur principal de l’inhibition de la P-gp.  

Conformément à l'essai d'accumulation de la doxorubicine, l’acide gallique et la propolis ont 

considérablement amélioré la rétention intracellulaire de la Rd-123, comme montré par 

l’intensité de fluorescence et le décalage des pics fluorescents des cellules A549/DOX traité par 

ces molécules par rapport à ceux des cellules contrôlesA549 (Figure 50).  

Les cellules résistantes accumulent seulement 14.22% de la Rd-123 contre le 100% obtenu avec 

les cellules parentales. Le prétraitement par la propolis a permis de resensibiliser les cellules 

résistantes, l’accumulation est de l’ordre de 92.05% et 99.63%  aux concentrations 50 et 

100µg/ml respectivement. Cette récupération de la capacité d’accumulation est expliquée par 

l’inhibition ou le blocage de la pgp par les principes s actifs de la propolis. Le meme effet est 

observé avec l’acide gallique, qui augumente 7fois plus la rétention de la Rd-123 accumule 7fois 

plus par rapport cellules traité par le DMSO comme véhicule. Par contre le vérapamil augmente 

à son tour la rétention intracellulaire de la rhodamine-123 par 2.77 fois seulement. Ce résultats 

prouve une autre fois l’effet meilleur de nos extraits par rapport au vérapamil, principal 

inhibiteur de la pgp. 
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A                     Control (A549)              Control (A549/DOX)               P (50μg/ml)                       P (100μg/ml)            

            
               

AG (5μg/ml)                             AG (10μg/ml)                 V(10 μM) 

       
B  

  

 

Figure 50. (A) Effet de la propolis, de l’acide gallique et du vérapamil sur l’accumulation intracellulaire 

de la Rd-123 par les cellules A549/DOX détectée par cytometrie de flux. (B) Quantification de  

l’accumulation de la Rd-123.  Chaque point représente la moyenne ± écart-type de trois expériences 

indépendantes. Test de student : (** p <0,01) différences significatives par rapport au témoin (A549) ou 

au témoin (A549 / DOX) (# p <0,05; ## p <0,01), ns (p> 0,05).  
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Pour  mieux comprendre l'effet direct des modulateurs sur l'efflux des médicaments, nous avons 

mesuré la cinétique de l’efflux de la Rd-123 des cellules A549 et A549/DOX traitées par AG, P 

ou V chaque 30 mn pendant 2 heures. La diminution progressive de la fluorescence 

intracellulaire est due à l’efflux de la rhodamine 123 de la cellule vers l’extérieure. Les cellules 

sensibles et résistantes ont été traitées par la propolis, l’acide gallique ou le vérapamil puis 

incubées dans un milieu contenant la rhodamine-123 à 10 μg/ml pendant deux heures. Après 

plusieurs lavages des cellules, la fluorescence a été mesurée par spectrophluométrie. 

Comme montré dans la figure 51, la propolis réduit l’efflux de la rhodamine en donnant un effet 

comparable à celui du vérapamil, bloqueur connu de la pgp. L’AG pourrait également atténuer 

significativement l’efflux de la Rd-123 et donne un effet mieux que celui du vérapamil. Ces 

données suggèrent que l’AG et la propolis inhibent directement la fonction d'efflux ou de 

transport de la Pgp, conduisant de ce fait à une augmentation de l’accumulation intracellulaire de 

la DOX et de la Rd123.  

 

 

Figure 51. Effet de la propolis, de l’acide gallique  et du vérapamil sur l'efflux de rhodamine123 mesuré 

par  fluoromètrie.  

 
Les cellules après traitement par P (50 µg/ml), AG 5 µg/ml ou  V (10 µM) ont été incubées avec de la rhodamine-

123. La fluorescence de la rhodamine intracellulaire a été mesurée aux intervales (0, 30, 60 90 et 105min). Chaque 

point représente la moyenne ± écart-type de trois expériences indépendantes.  
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Nguyen et al. (2003) ont étudié l'effet d'un grand nombre de flavonoïdes sur l'inhibition de la P-

gp. Biochanin-A, génistéine, quercétine, chalcone, silymarine, phlorétine, morine et kaempférol. 

Ces flavonoides ont augmenté significativement l'accumulation de la daunomycine (DNM) et de 

la vinblastine (VBL) dans les cellules d’adénocarcinome pancréaique humain Panc-1. L'étude a 

conclu que ces flavonoides peuvent inhiber l’activité de transport de la MRP1.   La baicaleine, a  

significativement amélioré la biodisponibilité orale du tamoxifène, qui pourrait être 

principalement due à l’inhibition de la pompe d'efflux de P-gp dans l'intestin grêle (Li et al., 

2011). La 5,7-diméthoxyflavone augmente l'accumulation de Rd-123 dans les cellules LLC-

GA5-COL150 (lignée de cellules épithéliales de rein de porc transfecté avec  le gène MDR1) 

(Patanasethanont et al., 2008), et a montré un effet stimulant sur l'accumulation de la 

doxorubicine dans les cellules A549 (adénocarcinome humain alvéolaire cellules épithéliales 

basales) (Patanasethanont et al., 2007). 

Le flavone, Wogonine, a significativement potentialisé l’apoptose induite par l’étoposide 

dans la lignée leucémique HL-60 par inhibition de la P-gp et donc augmentation du contenu 

intra-cellulaire de l'étoposide.  La potentialisation par wogonin est susceptible d'être une action 

spécifique pour les cellules cancéreuses mais pas les cellules normales  (Li et al., 2009). Le 

resvératrol, un stilbène bien connu, a potentialisé l’effet cytotoxique du docétaxel et de la 

doxorubicine par l'inhibition de la fontion d’efflux de la P-gp et la réduction de l’expression du 

gène  MDR1 (Al-Abd et al., 2011). Dans le meme sens,lL’étude de Kim et al. (2014) a montré 

que la conjugaison de la quercétine avec l'acide glutamique en position 7-O présentait un effet 

modulateur puissant comme le vérapamil dans la réversion de la MDR et la sensibilisation de 

cellules MES-SA/ DOX à la doxorubicine à travers l’inhibition de  l'efflux de médicament par la 

P-gp.   

2.7. Effet sur l’expression du gène MDR-1 

L’inhibition du transport des anticancéreux par la pgp est due soit à la réduction de l’expression 

du gène MDR-1 codant pour la pgp, soit à la modulation directe de son activité (Nan et al., 

2014). Nous avons testé l’effet des différents traitements sur l’expression du gène MDR -1 des 

cellules A549  par RT-PCR. Les cellules A549 ont été traité pendant 24 heures par la propolis, 

l’acide gallique, le vérapamil seuls ou en association avec la doxorubicine, les taux d'ARNm du 

gène ont été ensuite mesuré par rapport au gène de ménage, la B-actine, par PCR en temps réel. 

Les résultats obtenus sont représentés dans  la figurees 52 ci-dessous. 
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Figure 52. Expression du gène MDR-1 par RT-PCR des cellules cancéreuses de poumon A549 en 

présence des différents traitements : DOX (60.7nM), AG (15µg/ml ), P (80µg/ml), DP , DAG, DV 

(10µg/ml ) pendant 24heures. 

Les effets de substances testées sur les niveaux d’expression du gène MDR-1 ont été évalués en 

calculant le rapport d'expression du gène par rapport à celui de la B-actine. Les résultats obtenus  

montrent que l’expression du gène MDR-1 est multipliée par un facteur de 19, 2 sous l’effet du 

traitement par la DOX seule à (60,7nM) pendant 24 heures. L’acide gallique (15µg/ml) a réduit 

significativement l’expression du gène MDR-1 par un facteur de 11.5 alors que la propolis 

(80µg/ml) par un facteur de 2.5.  En cas d’association avec la doxorubicine, la propolis et l’acide 

gallique n'ont pas affecté significativement l'expression du gène alors que le vérapamil a réduit 

faiblement cette expression. Ces résultats indiquent que la réversion de la résistance des cellules 

A549 est due à l’inhibition de l’activité de la pgp dans le cas du traitement par la propolis et non 

pas à la sous-expression du gène MDR-1. Dans le cas du traitement par l’acide gallique, la 

réversion du phénotype MDR est due à la fois à la sous-expression du gène MDR-1 et à 

l’inhibition de l’activité de  la pgp.  

Par la diminution de l’expression de la pgp, l’apigénine (2, 8μM) améliore significativement 

l'efficacité de la doxorubicine dans ses cellules MES-SA / DOX (Angelini et al., 2010 ) et 

cellules cancéreuses du sein (MCF7/ADR) (Seo et al., 2017). De nombreux flavonoïdes, tels que 

la chrysine, la baicaléine, le kaempférol, la quercétine, la rutine, l'icaritine et les iso-flavonoïdes, 

tels que la génistéine et Biochanin A, se sont avérés de bon inhibiteur de la pgp et d’autres 

transporteurs pour renverser le phénotype MDR Mohana et al., 2018; Qingmei et al., 2019). 
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Les résultats issus de la présente étude nous ont permis de déterminer le mécanisme d’action 

cytotoxique et la réversion de la multidrug résistance de la propolis et de l’acide gallique sur la 

lignée d’adénocarcinome pulmonaire résistante à la doxorubicine. Les figures 53 et 54 

récapitulent ces mécanismes d’action pour la propolis et l’acide gallique respectivement. 

 

Figure 53. Mécanisme proposé de l’action cytotoxique et réversion de la résistance MDR de la propolis 

dans les cellules A549/DOX. 

 

Figure 54. Mécanisme proposé pour l’action cytotoxique et  réversion de la résistance MDR de l’acide 

gallique dans les cellules A549/DOX. 
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3. Effet de l’acide gallique et de la propolis sur les cellules pulmonaires saines 

MRC-5  

 

          Uu anticancéreux efficace devrait tuer ou neutraliser les cellules cancéreuses sans causer 

de dommages excessifs aux cellules normales. Certains produits naturels sont connus pour 

induire l'apoptose dans les cellules cancéreuses mais pas dans les cellules normales. 

De plus, l’inhibition de la Pgp présente normalement dans les cellules non tumorales comme la 

barrière rénale, intestinale et hémato-encéphalique peut être la cause d’effets secondaires 

délétères du traitement, qui ont souvent conduit à l’arrêt des essais cliniques. Les agents de 

réversion ne doivent pas donc présenter de toxicité propre en limitant l’usage. Cette condition est 

au coeur des préoccupations des laboratoires et des cliniciens et explique les trois générations 

successives d’agents de réversion mis sur le marché.   

Pour toutes ces raisons, nous avons jugé nécessaire d’explorer la toxicité de ces modulateurs sur 

les cellules saines. 

3.1. Toxicité de la propolis et de l’acide gallique sur les cellules saines de poumon MRC-5   

La cytotoxicité de nos produits sur les cellules saines constitue une caractéristique importante à 

étudier. En effet, nous cherchions des composés pouvant devenir candidats médicaments ; pour 

cela, il est primordial qu’ils ne soient pas toxiques pour les cellules saines. La toxicité de nos 

produits a été évaluée sur les cellules MRC-5, ce  sont des  cellules pulmonaires saines de 

type fibroblastes embryonnaires humains. La figure 42 montre l’effet de la propolis et de l’acide 

gallique sur la viabilité des fibroblates réalisée par le test MTT.  

Les fibroblastes ont été incubés avec des concentrations allant de 0.4 à 200 μg/mL de la propolis 

ou de l’acide gallique pendant 72 h. Les pourcentages de viabilité cellulaire (Figure 55 montrent 

clairement que ces différents traitements n'ont aucun effet cytotoxique sur les cellules MRC-5.  

Les concentrations inférieures à 1.56 μg/mL de la propolis et à 0.8µg/ml pour l’acide gallique 

pendant 72 h,  augmentent la viabilité cellulaire. A la concentration 0.4µg/ml, la viabilité a été 

augmentée par un facteur de 1.44% et 1.33% avec la propolis et l’acide gallique respectivement. 

A la concentration de 200µg/ml, une réduction d’environ 40% et 24% de la viabilité a été 

enregistré avec l’acide gallique et la propolis respectivement ce qui prouvent leur toxicité à forte 

doses. Ces données confirment la dualité de l’effet des polyphénols entre autre ceux de la 

propolis  et l’acide gallique qui dépend des concentrations appliquées. Ces effets protecteurs sont 

https://fr.wikipedia.org/wiki/Cellule_(biologie)
https://fr.wikipedia.org/wiki/Fibroblaste
https://fr.wikipedia.org/wiki/Embryon
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dus essentiellement aux capacités antioxydantes et anti-apoptotiques des polyphénols de la 

propolis.  

 

Figure 55. Effet de la propolis et de l’acide gallique sur la viabilité des fibroblates MCR-5 réalisée par le 

test MTT. Les résultats sont exprimés en moyenne ±ecart type. Test t-student : comparaison avec le control  

(ns  p˃0.05 ; * p<0.05; ** p<0.01).  
 

En effet, la propolis ne présente pas de toxicité mais elle améliore la survie des cellules. L’acide 

gallique présente une IC50 de 70.67±2.36 μg/ml, cette valeur est très loin des concentrations 

efficaces sur les cellules cancéreuses estimées par 7.37±0.049 et 5.25±0.62μg/ml pour les 

cellules A549 parentales et résistantes respectivement.                   

Ces résultats sont comparables à ceux obtenus par Chen et al. (2007) montrant l’effet protecteur 

de l’acide gallique contre le stress oxydant et les dommages de l’ADN induite par le peroxyde 

d’hydrogène dans les fibroblastes pulmonaires humains IMR-90. Le CAPE issu de la propolis 

présente une toxicité sélective sur les cellules de carcinomes gastriques et de cancer du poumon 

(Bankova et al., 2000). Les terpènes, présentent une toxicité sélective sur les cellules tumorales 

par rapport au cellules saines (Salatino et al., 2005 ; Noushin et Alireza, 2017). De meme, la 

propolis turque a présenté une toxicité sélective vis-à-vis des cellules A549 et MCF-7 par rapport 

aux cellules fibroblastiques normales (Demir et al., 2016 ; Misir et al., 2019). 

De nombreuses études suggèrent que les polyphénols induisent l'apoptose de manière sélective 

dans les cellules tumorales à croissance rapide, laissant les cellules saines intactes. Cette 

cytotoxicité sélective vis-à-vis des cellules cancéreuses est due à l'aptitude des cellules normales 

à résister à l'apoptose par la libération des substances antiapoptotiques ou par son etat  redox 

antioxydant, contrairement aux cellules cancéreuses qui sont donc plus sensibles (Li et al., 2010 ; 

Mao et al., 2017). 
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 3.2. La propolis et l’acide gallique réduisent la cytotoxicité de la DOX sur les cellules 

MRC-5 

Étant donné que l'utilisation clinique de la DOX soit limitée par le développement de toxicité sur 

les tissus sains, nous avons testé l’effet des différentes combinaisons sur des cellules non 

cancéreuses de fibroblastes MRC-5 et ce aux mêmes concentrations utilisées sur les cellulees 

A549 résistantes (IC50 et 2IC50). Les cellules ont été donc exposées aux concentrations 0.02 à 

25 µM de la DOX seule ou en association avec la propolis aux concentrations 50 et 100 

µg/ml ou l’acide gallique aux concentrations 5 et 10 µg/ml pendant 72h, la viabilité cellulaire est 

ensuite évaluée par le test MTT. Les résultats sont représentés dans la figure 56. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 56. Effet de la doxorubicine seule (A) ou en association avec  le verapamil (B) ou la propolis (C) 

sur la viabillité des fibroblastes MRC-5  réalisée par le test MTT. 
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Les  résultats obtenus ont révélé que la DOX était potentiellement toxique sur les cellules 

normales. Elle inhibe la viabilité celleulaire d’une manière concentration-dépendante, l’IC50 de 

la DOX était de 48,28±1,2 nM (figure 56A). Ce résultat corobore avec ceux de littérature 

montrant la toxicité des anthracyclines sur les cellules saines (Alyane et al., 2016 ; Liu et al., 

2016 ; Bernardino et al., 2018). 

Le vérapamil potentialise la cytotoxicité de la DOX,  l’IC50 de la DOX passe de 48.28nM à 

30,23±1,52 nM en cas d’association DV (figure 56B). La propolis, bien que cytotoxique sur les 

cellules cancéreuses, a non seulement réduit la cytotoxicité de  la DOX, mais elle améliore la 

survie des cellules saines fibroblastes, l’IC50 de la DX passe de 48.2± 1.2 nM à  avec une EC50 

de 781,6±0,43 nM et 201,4±27,36 nM en cas d’association aux concentrations 50 et 100 μg/ml 

respectivement (Figure 56, tableau 15). De même pour l’acide gallique, les IC50 de la DOX 

montent à  142,23±5,57 et 420,25±13,65nM une fois associé aux concentrations 5 et 10 μg/ml 

respectivement de cet acide phénolique (Tableau 16).  Ces résultats confirment ceux obtenus      

in vivo par  (Lahouel et al., 2004; Alyane et al., 2007; Benguedouer et al., 2008 ; Boutabet et al., 2011 ; 

Lahouel et al., 2010)  montrant l’effet protecteur de la propolis contre la toxicité rénale, cardique et 

hépatique de la doxorubine. 

Il est important de noter que l’effet protecteur de la propolis  sur les cellules saines est mieux que 

celui de l’acide gallique.   

Tableau 15 . IC50 de la doxorubicine seule ou en association avec  la propolis ou le verapamil sur les 

fibroblastes MRC-5. 

Treatments DOX DP (50 μg/ml) DP (100μg/ml) DV (10μM) 

IC50 ou EC50 48.2± 1.2 nM 781.6± 0.43nM 201.4± 27.36nM 30,23± 1,52 nM 

 

Tableau 16. IC50 de la doxorubicine seule ou en association avec  l’acide gallique ou le verapamil sur 

les fibroblastes MRC-5. 

Treatments DOX DAG (5 μg/ml) DAG (10μg/ml) DV (10μM)  

IC50 ou EC50  48.2± 1.2 nM 142,23±5,57 420,25±13,65nM 30,23± 1,52 nM 

  

3.3. Effet sur l’apoptose réalisée par le test Annexin V-PI 

Pour confirmer l’effet poptecteur de nos extraits contre la toxicité de la doxorubucine sur les 

cellules saines, l’apoptose a été évalué en présence des différents traitements. Les résultats de 

l’effet de la doxorubicine seule ou en association avec  le verapamil, la propolis ou l’acide 

gallique sur l’apoptose des fibroblastes MRC-5 réalisée par le test Annexin V-PI sont représentés 

dans la figure 57. 
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Les résultats montrent que la doxorubicine a un effet pro-oxydant sur la lignée normale non 

cancéreuse; le pourcentage des cellules apoptotiques est de 67.97% sous l’effet de la DOX seule 

contre 12.52% en absence du traitement. Avec une réduction significative du nombre des  

cellules viables 28.87% contre 84.24% en absence du traitement.  

 
                         A.         Control                                              DOX (802.5nM)                                      DAG (5μg/ml)                   

                   
                                              
                                                  DP (50μg/ml)                                  DV  (10μM) 

   
        B. 

          
                                                                  
 

Figure 57. (A) Détection de l’apoptose par le test annexin V-PI des fibroblastes MRC-5 traitées par la 

doxorubicine seule  ou en association avec l’acide gallique, la propolis ou le vérapamil, (B) 

Histogramme de quantification des cellules viables, apoptotiques et nécrotiques. 

Le stress oxydatif, généré par la DOX, est associé à la mort apoptotique des cellules épithéliales 

pulmonaires qui cause ainsi des lésions au niveau de l'épithélium des voies respiratoires. Des 

résultats similaires ont été obtenus avec l’acroléine (Borchers et al., 2008; Borchers et al., 2007). 
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Le co-traitement de la DOX avec l’acide gallique (DAG) ou avec la propolis (DP) a réduit de 

façon très significative le nombre des cellules apoptotiques 15,79% et 26,08% respectivement 

contre 67,97%  obtenu avec la doxorubicine seule. Ce résultat est en bonne corrélation avec les 

résultats obtenus in vivo ou ces deux molécules bioactives présentent un effet antioxydant sur les 

tissus environnants en  réduisant la toxicité hépatique de la doxorubicine. 

L’association de la DOX avec le vérapamil (DV) a conduit à une mort nécrotique, avec réduction 

significative des cellules viables et apoptotiques.  Le pourcentage des cellules nécrotique est de 

79.58% avec le vérapamil contre 3.43% dans les cellules traitées par la DOX seule. Ceci traduit 

l’effet toxique du vérapamil sur les tissus sains.  

3.4. Effet sur l’accumulation de la doxorubicine 

Selon les résultats obtenus, l’acide gallique et la propolis constituent des inhibiteurs puissants de 

la pgp des cellules cancéreuses résistantes A549/DOX. Cependant, la P-gp a été observée 

également dans différents modèles pulmonaires sains ; la présence de ce transporteur est 

confirmé dans les cellules bronchiques (Lechapt-Zalcman et al., 1997) et alvéolaires humaines 

(Campbell et al., 2003, Endter et al., 2007). L’inhibition de la Pgp présente dans les cellules 

saines est considérée comme la cause d’effets secondaires délétères des agents de réversion, qui 

ont souvent conduit à l’arrêt des essais cliniques. 

Pour voir si les molécules bioactives agissent directement sur l’activité de la pgp des cellules 

saines, ce qui peut conduire à l’augmentation de l’accumulation des agents cytotoxiqton et ainsi 

l’aggravation de leurs effets secondaires, l’effet de l’acide gallique, de la propolis et du 

vérapamil sur l’accumulation intracellulaire de la doxorubicine dans les cellules MRC-5 a été 

testé. Les résultats obtenus sont  représentée dans la figure 58 ci-dessous. 
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A          Control             DOX (802. 5nM)          DAG (5μg/ml)                DP (50μg/ml)                DV (10μM) 

                                 

B   

 

 

Figure 58. (A) Accumulation intracellulaire de la doxorubicine réalisés par cytométrie de flux après 

traitement des fibroblastes MRC-5 par la doxorubicine seule ou en association avec l’acide gallique, la 

propolis ou le vérapamil, (B) Histogramme de quantification pour 3expériences indépendantes. 

 
Les résultats sont exprimés en moyenne ±ecart type. Test t-student : comparaison avec la DOX  

Ns p˃0.05 ; * p<0.05; ** p<0.01) . 

 

Le traitement des fibroblastes par l’acide gallique (5µg/ml) ou la propolis (50µg/ml) en 

association avec la doxorubicine (802.5nM) n’a aucun effet sinificatif sur l’accumulation 

intracellulaire de la doxorubicine. Ce résultats confirme clairement les résultats du test annexin 

V. L’accumulation de la doxorubicine dans  le cas de l’association avec le vérapamil, bloqueur 

principal de la pgp,  est de l’ordre de 143.83±1.45% contre le 100% obtenu avec la DOX seule. 

Cela pourrait être expliqué par l'effet inhibiteur du vérapamil sur la P- pgp des fibroblastes 

pulmonaire se traduisant par une augmentation du contenu intracellulaire de l'agent 

anticancéreux, qui agit au niveau de ces cellules essentiellement par necrose comme montré par 

le test annexin V/PI. L’effet pro-oxydant du vérapamil sur les tissus sains est donc confirmé. 

 

Comme conclusion de cette étude, l’acide gallique et la propolis ne présentent pas de toxicité 

sur les cellules saines, de plus elles réduisent la toxicité de la doxorubicine sur ces cellules. 
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III.  Etude in vivo 

La capacité antiprolifférative, potentialisatrice et chimio-sensibilisante très élevée de l’acide 

gallique et de la propolis sur la lignée pulmonaire sensible A549 et résistante à la doxorubicine 

(A549-R), associée à leurs faibles toxicités sur les cellules saines, nous a incités à apporter la 

preuve que les résultats obtenus in vitro pourraient aussi être produites in vivo.  

1. Effet de l’acide gallique contre le cancer de poumon induit par le Bap chez 

le rat albinos wistar 

Pour confirmer ces résultats obtenus in vitro, nous avons développé un modèl de cancer de 

poumon induit par le B(a)p  chez le rat albinos wistar. Sur ce moddèl nous avons évalué l’effet 

anticancéreux de l’acide gallique à 100mg/kg/ip.  

L’induction du cancer pulmonaire a été réalisée sur des rats albinos de souche Wistar par 

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

d’olive (Likhachev et al., 1992). Le cancer est obtenu après 16 semaines. Les vérifications ont 

été faites par l’étude macroscopique, anatomopathologique et par le dosage des marqueurs 

tumoraux sériques. Les rats sont ensuite traités par l’acide gallique (100mg/kg/j) pendant 7jours. 

La doxorubicine est utilisée à la dose de (15mg/kg/ip) comme anticancéreux de refférence pour  

comparer l’effet de l’acide gallique. Les résultats obtenus sont représentés ci-dessous :  

1.1. Evolution pondérale 

Les variations pondérales corporelles et pulmonaires des rats traités par le Bap seul ou en 

association avec l’acide gallique ou la doxorubicine sont regroupées dans le tableua 17 ci-

dessous. 

Tableau 17. Variations pondérales corporelles et pulmonaires des rats sous différents traitements. 

 Témoin  Bap Bap+AG Bap+DOX 

Poids du corps (g) 247.5±2.43 117.5±1.85** 231.8±2.6# 120.2±3.4ns 

Poids des poumons (mg) 279±24.6 340±39.1** 290±15.5# 285±9.3# 

 

Les résultats sont exprimés en moyenne ±ecart type. Différences significatives et hautement significative comparées 

avec le lot témoin (* p<0.05; ** p<0.01) ou  avec le lot Bap (# p<0.05; ## p<0.01) par le test t-student.  

 

Les animaux traités par le Bap à la dose de 100mg/kg/ip  montrent une réduction très 

significative du poids corporel associée à une augmentation très significative du poids de 

poumon. La réduction du poids corporel est peut être due à l’effet toxique du Bap sur les 
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différents tissus et à la réduction de la consommation alimentaire des rats. La tumeur pulmonaire 

et l’apparition des nodules suite au traitement par le Bap est peut être responsable de 

l’augmentation du poids des poumons. Selon l’étude de Singh et al., (1998), une augmentation 

du poids de poumon avec  régression du poids corporel des animaux porteurs de cancer du 

poumon montre la gravité du carcinome pulmonaire.  

Le traitement par l’acide gallique à la dose de 100mg/kg/j pendant 7jours a permis de  réduire 

significativement le poids des poumons et d’augmenter le poids corporel par rapport aux 

animaux traités par le Bap seul. La doxorubicine à 10mg/kg par son effet cytotoxique, diminue 

significativement le poids de poumon alors qu’elle n’améliore pas le poids corporel. Une chute 

de poids et de masse musculaire suite à une perte d’appétit est très souvent associée à la 

chimiothérapie anti-cancéreuse (Fan, 2010).  L’effet de l’acide gallique sur le poids de poumon 

est similaire à celui de la doxorubicine.  

Nos résultats sont similaires à ceux de Selvamani et al., (2012). Il a été  observé que les souris 

traitées pendant une période de 16 semaines par le Bap (50mg/kg) présentent une diminution 

significative du poids corporel tandis que le poids des poumons et l'incidence des tumeurs étaient 

significativement augmentés  par rapport au contrôle. Le pré-traitement ainsi que le post-

raitement par la béta-ionone un précurseur des caroténoïdes, a significativement augmenté le 

poids corporel et diminué le poids de poumon et l'incidence des tumeurs. Ces résultats suggèrent 

que l’acide gallique comme la béta-ionone réduit la carcinogenèse pulmonaire induite par Bap. 

1.2. Examen macro- et microscopiques  

Macroscopiquement, le traitement par le B(a)P a conduit à l’apparition  des nodules de couleur 

plus claire, la fusion des lobules pulmonaires, avec apparition des lésions angiogéniques et 

d’inflammation diffuse sur toute la surface pulmonaire (Figure 60 B1 et B2). Une amélioration 

macroscopique appréciable au cours du traitement par l’acide gallique a été enregistré; la couleur 

des poumons est claire avec réduction du nombre des nodules et des surfaces inflammatoires 

(Figure 60 C). De même avec la doxorubicine (Figure 60 D) mais avec conservation de quelques 

zones inflammatoires. Les poumons des rats témoins présentent une couleur rose, une 

morphologie et une structure intacte (Figure 60A).  

Ces résultats sont comparables avec ceux de Malhotra et al. (2014). L’analyse macroscopique 

des nodules tumoraux a confirmé la cancérogenèse pulmonaire chez la souris après 22 semaines 

de traitement intra-péritonéal par le Bap à la dose de 100 mg/kg de poids corporel. Une 

amélioration importante a été obtenue lors du traitement par le résveratrol et par la curcumine.  
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 Figure 60. Macroscopie des poumons des rats. (A) Témoin, (B1 et B2) Bap, (C)BaP + acide 

gallique et (D) Bap+doxorubicine. Les flèches indiquent les nodules,le cercle : les zone angiogénique 

inflammatoire. 

 

Les  coupes histologiques des poumons issus des rats  témoins indiquent que le tissus est sain et 

présente une morphologie normale, avec des espaces alvéolaires de dimensions 

régulières (Figure 61A).  

 

Un rétrécissement des  espaces alvéolaires et  épaississement du septum  inter-alvéolaires avec 

apparition de zones hyperprolifératives sont  observés chez les rats traités par le B(a)P (Figure 61 

B) et d’une façon moindre avec l’acide gallique (Figure 61 C). Des zones hyperprolifératives de 

hautes densité cellulaire sont également observables chez les rats traités par benzo(a)pyrène (Fig 

61 D, E et F), il n'est  pas  possibles  d'y distinguer les structures histologiques du poumon, ceci 

est le signe le plus en faveur du cancer. 

L’analyse de certains marqueurs tumoraux par immunohistochimie nous a parmis de conclure 

que le cancer induit par le Bap ontenus dans cette étude est de type adenocarcinome avec 

hyperplasie au niveau des pneumocytes II. Les tumeurs obtenues étaient négatives pour TTF-1, 

P63 et positives pour Napsin A.  
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E                                                                                     F   

Figure 61. Coupe histologique de poumons  issus de rats : (A) Témoin, (B, D, E et F )  Bap, (C) BaP + 

acide gallique (X40).  

Les flèches montrent les espaces alvéolaires. Le cercle indique la zone d’hyperprolifération. 
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1.3. Variations des taux des marqueurs tumoraux sériques  

  

  Un marqueur tumoral peut se définir comme toute substance correspondant à la présence ou au 

développement d'une tumeur maligne. En biochimie clinique, le terme de marqueur tumoral 

correspond à des substances sécrétées dans le sang par les cellules cancéreuses et détectées par 

les méthodes analytiques de biochimie. La concentration de ce marqueur devrait montrer une 

corrélation nette entre le taux de marqueur et la taille de la tumeur.  Un marqueur idéal serait 

utile au dépistage, au diagnostic, à la stadification, au pronostic, à la surveillance des traitements 

et au suivi pour détecter les récidives de façon précoce (Symann et al., 2006).  

L’antigène carcino-embryonnaire (ACE) est une protéine qui participe aux mécanismes 

d’adhésions cellulaires. Elle est présente dans l’intestin, le pancréas et le foie fœtal au début de la 

grossesse. L’antigène carcino-embryonnaire peut être le signe d’une tumeur cancéreuse s’il est 

présent à un taux élevé dans le sang. Son dosage constitue donc une aide au diagnostic et au suivi 

des traitements et des rémissions, surtout au niveau digestif combiné au dosage du CA 19.9, au 

niveau mammaire combiné au dosage du CA 15.3, au niveau thyroïdien combiné au dosage de 

la thyroglobuline, et au niveau pulmonaire combiné à NSE et CYFRA 21-1 (Riedinger et al., 

2005). La participation active de l'ACE dans la cancérogénèse et la dissémination métastatique 

est actuellement clairement établie cependant les mécanismes restent encore obscurs (Riedinger 

et al., 2010).  

L'énolase neurone spécifique (NSE) est une enzyme assez souvent élevé dans le plasma des 

malades atteints de cancers du poumon à petites cellules (Heron, 2003). Les cytokératines, 

protéines spécifiquement exprimées par les cellules épithéliales, sont des composants du 

cytosquelette. Le Cyfra 21-1, un fragment de la cytokératine 19 (Cyfra pour cytokératine 

fragment), constitue l’un des meilleurs marqueurs sériques actuellement disponibles avec l’ACE 

et la NSE, dans les cancers bronchopulmonaires tous types histologiques confondus. Mais il est 

aussi augmenté dans d’autres types de cancers urologique, gynécologique ou gastrointestinal 

(Masson et al., 2001). 

La lactico-deshydrogénase (LDH) est une enzyme musculaire essentiellement, elle catalyse la 

transformation réversible lactate-pyruvate mais son élévation est retrouvée en cas de lymphome 

ou de métastases pulmonaires (LDH 4 et 5). La lactate déshydrogénase (LDH) est un marqueur 

tumoral enzymatique qui sert comme indicateur de la réponse au traitement, elle est considérée 

également comme indicateur spécifique des dommages cellulaires induites par plusieurs facteurs, 

y compris les xénobiotiques (Dieusaert, 2005).  

http://www.doctissimo.fr/html/sante/analyses/ana_marqueur08.htm
http://www.doctissimo.fr/html/sante/analyses/ana_marqueur07.htm
http://www.doctissimo.fr/html/sante/analyses/sa_381_thyrglobuline.htm
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La Gamma-GT (Gamma glutamyl transpeptidase) est une enzyme de nature glycoprotéique qui 

transfère les résidus gamma-glutamyl sur des acides aminés ou des peptides. Elle existe au 

niveau des membranes cellulaires de nombreux organes essentiellement les reins, le pancréas, 

l’intestin, la rate et les poumons. Elle est augmentée dans les affections hépatobiliaires, 

pancrétites, alcoolismes et les tumeurs de pancéas, du sein et bronchopulmonaires (Dieusaert, 

2005). 

Le tableau 18 regroupe les variations des taux des marqueurs tumoraux sériques (ACE, NSE, 

CYFRA 21-1, LDH et γ-GT) chez les rats traités par le Bap seul ou en association avec l’acide 

gallique ou la doxorubicine.  

Tableau 18. Variations des taux des marqueurs tumoraux sériques (ACE, NSE, CYFRA 21-1, LDH et γ-

GT) chez les rats traités par le Bap (100mg/kg/IP) seul ou en association avec l’acide gallique 

(100mg/kg/IP) ou la doxorubicine (15mg/kg/IP). 

Une augmentation significative des taux de l’ACE et très significative de NSE a été enregistrée 

chez les rats traités par le Bap (100mg/kg) par rapport aux rats témoins non traités. Une 

augmentation très significative des taux de LDH et  γ-GT a été également enregistré chez les rats 

traités par le Bap (100mg/kg). Celà peut refléter l’instalation d’un cancer pulmonaire chez les 

animaux suite au traitement par le Bap. L’augumentation de l’activité de la LDH peut donc être 

le résultat d’une surproduction par les cellules tumorales ou d’une glycolyse importante dans ces 

cellules pendant la croissance tumorale (sheng et al., 2012). L’étude de Miao et al., (2013), a 

montré que la production de la LDH et lactate est impliquée dans les différentes étapes du 

développement tumoral. La LDH sérique est un biomarqueur clé dans de nombreux types de 

cancer, et des taux sériques élevés de LDH sont souvent retrouvés dans les tumeurs malignes 

humaines, notamment le cancer du poumon non à petites cellules. Colgan et al. (2007), ont 

constaté que l'élimination chirurgicale des tumeurs primaires entraînait une diminution rapide 

des taux sériques de LDH dans la semaine suivant la chirurgie.  

 Témoin Bap Bap+AG Bap+DOX 

ACE (ng/ml) <0.50 0.73±0.29* 0.56±0.04# 0.52±0.05# 

NSE (ng/ml) 1.8±0.31 9.5±1.2** 4.91±0.98## 4.52±0.78## 

CYFRA 21-1(ng/ml) 3.21±0.4 3.11±0.23ns    2.91 ±0.51ns  3.26 ±0.67ns 

LDH (µmol de pyruvate 

libéré/min/mg protéines) 

2.69 ± 0.15 4.03±0.2** 3.25 ±0.04 # 3.09± 0.12## 

γ-GT (nmol de p-nitroaniline 

formé/min/mg protéines) 

1.85 ± 0.18 3.14 ± 0.12** 2.06 ± 0.17## 2.38 ± 0.13# 
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Aucun changement significatif n’a été enregistrée dans les taux de CYFRA 21-1 entre les 

différents groupes d'animaux. Selon Riedinger et al. (2005), la négativité de la CYFRA 21-1 

exclut le fait que la tumeur soit épidermoïdes. La positivité de l’ACE et du NSE augmente la 

probabilité qu’elle soit adénocarcinome à petites cellules.  

Le traitement par l’acide gallique à (100mg/kg) a réduit significativement les taux de l’ACE et 

très significativement ceux du NSE. L’effet de l’acide gallique est similaire (p>0.05) à celui de 

l’anticancéreux de référence doxorubicine à 15mg/kg.  Cela était vraisemblablement dû à une 

diminution des taux de production de la tumeur révélant de ce fait l'effet antitumoral de l'acide 

gallique. Une réduction significative de la LDH et très significative des taux de la γ-GT a été 

également enregistré chez les rats traités par l’acide gallique  par rapport aux rats porteurs de 

tumeur. Cette réduction est un indicateur  important de l’efficacité du  traitement par cet acide 

phénolique.  

Ces résultats sont comparables à ceux obtenus par (selvamani et al., 2012), ils ont remarqué une 

augmentation significative des marqueurs enzymatiques sériques AHH, gamma-GT, 5’-ND, et 

LDH au bout de 16 semaines chez les rats traités par le BaP à (50mg/kg) deux fois par semaines 

pendant 4 semaines. Le prétraitement par la bêta-ionone, précurseur des caroténoïdes,  à la dose 

de  (60 mg/kg) a permis de restaurer ces marqueurs vers leurs valeurs normales. Une élévation 

des taux des marqueurs ACE et NSE a été également enregistré après le traitement par une dose 

de (50mg/kg) de BaP. Le post-traitement et le prétraitement par la bêta-ionone a réduit 

significativement ces valeurs (Selvamani et al., 2012). Des résultas similaires ont été obtenus par 

ReddyKasala et al. (2016); le traitement des  souris porteurs de cancer de poumon induit par le 

B(a)P à (50 mg/kg), par la lutéoline montre une réduction très significative des taux de l’ACE et 

le NSE corrélée avec la régression tumorale enregistré. 

 1.4. Évaluation de l'indice prolifératif ki67  

L’antigène de prolifération Ki-67 est une protéine nucléaire exprimée pendant les phases G1, S 

et G2 du cycle cellulaire. L’index de prolifération Ki-67 correspond donc au nombre de cellules, 

en phases G1, S et G2 du cycle cellulaire. Il constitue un outil pronostique significatif concernant 

la durée de rémission: un index élevé est associé à une durée de rémission plus courte (Phillips et 

al., 2000). Il semble exister une corrélation entre l’index Ki-67 et le grade de malignité (Phillips 

et al., 2000). La fonction précise de l'antigène Ki-67 n'est pas encore aujourd'hui élucidée.  
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La détermination de l'index de marquage Ki-67 a été généralement acceptée par la communauté 

des anatomopathologistes comme une technique fiable d'évaluation de la prolifération cellulaire 

tumorale (Dowsett  et al., 2010; Zabaglo et al., 2011). La détection de ki 67 en utilisant des 

méthodes immuno-histochimiques est donc une façon commune d'étudier l'activité proliférative 

de cellules transformées.  

Dans cette étude, l’indice de prolifération est déterminé par le comptage du nombre de cellules 

Ki-67 positives dans 10 champs microscopiques pour chaque lame, 3 lames de chaque lot ont été 

utilisées. Les résultats (Figure 62) sont exprimés en pourcentage des cellules Ki-67 positives 

(Nombre des noyaux marquésX100/Nombre total des cellules).  

Dans la présente étude, les animaux atteints de cancer du poumon induit par B(a)P ont révélé une 

expression de 65,78±1.67% de ki67 (Figure 62 B) par rapport aux animaux témoins  (Figure 

62A), ce résultat est en parfaite corrélation avec ceux obtenus par plusieurs auteurs                       

(Kassie et al., 2008 ; Attala, 2015). Une réduction significative  (P<0,05) du  nombre de cellules 

Ki67 positives a été enregistré lors du traitement par l’acide gallique (Figure 49C) atteint  34.56 

±0.89 indiquant une inhibition de 52.53%. Ce résultat démontre clairement un effet inhibiteur 

significatif de l’acide gallique sur la prolifération cellulaire au cours de la cancérogenèse induite 

par le B(a)p. Un effet comparable (p>0.05) est obtenu avec la doxorubicine avec une expression 

de 32,67 ±1.02% qui correspond à une inhibition de 49.66%.  

L’étude de Banergee et al. (2006) a montré une augmentation prgressive du nombre des cellules 

prolifératives dans le poumon de rats après traitement par le Bap. Ce nombre était de             

41,49 ± 0,98, huits semaines après le traitement par le Bap ; 52,12 ± 0,81 la 17ème semaine et 

70,66 ± 0,84 la 26ème semaine. Le traitement avec l’extrait de clou de girofle a réduit le nombre 

de cellules prolifératives à 35,86 ± 0,57 ; 32,59 ± 0,19 et 25,23 ± 0,58 les 8ème, 17ème et 26ème 

semaines.  

Nos résultats sont en corrélation également avec ceux obtenus par Selvamani et al. (2012) ou les 

rats atteints de cancer du poumon suite à l’administration par le Bap ont révélé une augmentation 

significative de l'expression des marqueurs de prolifération  PCNA et AgNOR par rapport aux 

témoins non traités. Alors que les animaux prétraités et ceux post-traités la bêta-ionone  ont 

montré une réduction significative dans l’expression de ces deux marqueurs. Ce qui révele  

clairement  son activité antiproliférative au cours de la carcinogenèse pulmonaire. 
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Figure 62. Variations de l’éxpression immunohistchimique du marqueur prolifératif Ki67 dans le 

poumon des rats traités par le Bap (100mg/kg/IP) seul (B) ou en association avec l’acide gallique 

(100mg/kg/IP) (C) ou la doxorubicine (15mg/kg/IP) (D) (X200)par rapport au témoin (A). (E) 

Histogramme semi-quantitatif des indices prolifératifs. 

1.5. Evaluation immunohistochimique de l’ACE 

La figure 63 montre les Variations de l’éxpression immunohistchimique du marqueur tumoral  

ACE  dans les poumon des rats traités par le Bap (100mg/kg/IP) seul ou en association avec 

l’acide gallique (100mg/kg/IP) ou la doxorubicine (15mg/kg/IP) (X40). 
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Une surexpression très significative de l’ACE chez les rats traités par le Bap a été enregistré par 

rapport aux rats témoins, le pourcentatge d’expréssion est estimé à 75,18±1,17%. Ces résultats 

concordent avec ceux des marqueurs tumoraux sériques, ou le taux de l’ACE a été 

significativement augumenté.  

  

    

Figure 63. Variations de l’éxpression immunohistchimique du marqueur tumoral  ACE  dans les poumon 

des rats traités par le Bap (100mg/kg/IP) seul (A) ou en association avec l’acide gallique 

(100mg/kg/IP)(B) ou la doxorubicine  (C) (X400).(D) Histogramme semi-quantitatif de l’expression de 

l’ACE. 

Une réduction significative et très significative du nombre des cellules ACE positives a éte 

enregistrée sous l’effet du traitement par la doxorubicine et l’acide gallique respectivement ; le 

pourcentage des cellules ACE positive est de 42,87± 1,92 et 34,26±1,09 respectivement. Ceci se 

coinside avec la régression tumorale obtenue sur coupes histologiques. Nos résultats sont en 

corrélation avec ceux obtenus par Reddy-Kasala et al. (2016) où les rats atteints de cancer du 
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poumon suite à l’administration par le Bap ont révélé une augmentation significative de 

l'expression de l’ACE et de NSE.  

1.6. Evaluation du statut rédox mitochondrial et cytosolique  

Le stress oxydant est impliqué dans un grand nombre de mécanismes physiopathologiques. De 

très nombreux travaux ont permis de corréler la cancérogenèse et le stress oxydant (Schumacker, 

2006). Les espèces  radicalaires et non radicalaires sont fréquemment produites chez les animaux 

traités avec des cancérogènes et les épreuves croissantes suggèrent que le stress oxydatif médié 

par ces radicaux libres joue un rôle important dans toutes les étapes de la cancérogénèse 

chimique (Banakar et al., 2004).  

La mitochondrie a depuis longtemps été suspectée de jouer un rôle important dans le 

développement et la progression des cancers car elle est considérée comme la première source 

productrice de ROS. L'altération de la chaîne respiratoire mitochondriale et la surproduction de 

ROS était un événement clé dans la cancérogenèse (Desler et Rasmussen, 2014). C’est pourquoi 

nous avons procédé à l’étude des paramètres mitochondriaux pour voir si la mitochondrie est une 

cible ou non du B(a)P et/ou de l’acide gallique et comment intervient-elle dans la cancérogenèse 

pulmonaire? 

1.6.1. Mesure de la production mitochondriale de l’anion superoxyde  

 

La surproduction mitochondriale de ROS est associée à de nombreux cancérogènes. Le 

benzo(a)pyrène est connu par sa capacité de produire d’énormes quantités des radicaux libres, 

qui réagissent à leur tour avec les lipides entrainant la libération de peroxydes lipidiques 

hautement cancérogènes   (Mikhail et al., 1996).  

La production mitochondriale de l’anion superoxyde in vivo chez les rats traités par le Bap 

(100mg/kg/IP) seul ou en association avec l’acide gallique (100mg/kg/IP) et in vito en présence 

de différentes concentrations de l’acide gallique est représentée dans la figure 64.  

Une augmentation très significative de l’ordre de 43.24% de la production de l’anion superoxyde 

à été enregistrée chez les rats traités par le Bap en comparaison avec les rats témoins (Figure 

64A).  Ce résultat est 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 de la p53 

(Brahmi et al., 2011). Magesh et al. (2008) ont rapporté une augmentation de la production de 

ROS (H2O2 et O2-) dans les poumons des rats traités par le B(a)P, suite au métabolisme de ce 
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dernier par la voie des o-quinones,  et à la production mitochondriale  durant la respiration. Les 

métabolies du Bap peuvent affecter l’activité des complexes mitochondriaux essentielement le 

complexe I et III ce qui conduit à l’augmentation de la production de l'anion superoxyde 

(Magesh et al., 2008). L’étude de  Dutta et al., (2010) a montré que le traitement des cellules 

microgliales par le B(a)P résulte en l'élévation de la production mitochondriale de ROS (Dutta et 

al., 2010). 

 

 

Figure 64. Production de l’anion superoxyde  par le complex III de la chaine respiratoire mitochondriale  

pulmonnaire (A) chez les rats traités par le Bap (100mg/kg/IP) seul ou en association avec l’acide 

gallique (100mg/kg/IP) ou la doxorubicine (15mg/kg/IP).(B).in vito en présence de différentes 

concentration de l’acide gallique. 

Les résultats sont exprimés en moyenne± ecartype. Test student : * Comparer avec le lot témoin ; # comparer avec 

le lot Bap. (*) ou (#) désigne un effet significatif (p< 0.05), (**) ou (##) désigne un effet tès significatif, (ns) non 

significatif p>0.05. 

 

Ainsi les ERO sont capables d’interferer avec de nombreuses voies de signalisation. Ce rôle est 

possible si le stress oxydant reste modéré, on parle alors de milieu « pro-oxydant ». Ce milieu 

favorise la survie et également la transformation tumorale (Pervaiz and Clement 2007). Plusieurs 

équipes ont montré le lien entre milieu pro-oxydant et la cancérogenèse (Weydert et Roling et 

al., 2003; Zhao et al., 2005). En plus de favoriser la prolifération et la cancérogenèse le milieu 

pro-oxydant serait aussi anti-apoptotique. Une augmentation de la concentration d’O2°°- dans 

des cellules cancéreuses entraîne une inhibition de l’apoptose induite par Fas et par des 

molécules chimiothérapeutiques (Pervaiz et al. 1999). L’action des ERO peut entraîner une 

perte/un gain de fonction ou un changement de fonction pour leurs cibles dans les voies de 

signalisation. Ces cibles peuvent être des récepteurs, des protéines kinases ou phosphatases, des 

facteurs de transcription… (Burdon, 1995). En effet, par l'intermédiaire des lésions de l'ADN 

qu'elles produisent, en particulier au niveau d'oncogènes et de gènes suppresseurs de tumeur, les 
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EROs jouent un rôle important dans l'initiation et la promotion de la cancérogenèse (Lièvre and 

Laurent-Puig, 2005).  

Le stress oxydant intrinsèque des cellules cancéreuses les rend plus vulnérables à un stress 

oxydant supplémentaire et à une déplétion du système antioxydant (Trachootham et al., 2009). 

Certains auteurs suggèrent que l’état pro-oxydant de la cellule cancéreuse peut être exploité d’un 

point de vue thérapeutique puisqu’une potentialisation du stress oxydant dans ces cellules peut 

conduire à leur mort par apoptose. Ainsi, la capacité du resvératrol et de la quercétine à 

augmenter la production mitochondriale de ROS, conduisant à leur cytotoxicité dans les cellules 

en croissance rapide, peut rendre de ces molécules de nouvelle classe d'agents 

chimiothérapeutiques dont les mécanismes d'action et l'activité in vivo justifient également cet 

effet (Sassi et al., 2012; Sassi et al., 2013) . Les polyphénols du thé sont généralement considérés 

comme bénéfiques pour la santé. Cependant, aux fortes doses ils présentent des propriétés pro-

oxydantes dose et temps dépendantes au niveau hépatique in vitro et in vivo (Galati et al., 2005; 

Mazzanti et al., 2009).  

Dans notre cas, l’acide gallique à 100mg/kg a potentialisé l’état pro-oxydant dans le poumon 

traité par le Bap. Une augmentation très significative de la production de l’anion superoxyde 

171.4± 4.54%  a été enregistré, ce radical peut conduire à l’ouvertture du PTP pour déclencher la 

voie apoptotique mitochondriale se traduisant par la réduction de la cancérogenèse pulmonaire. 

In vitro, sur mitochondrie pulmonaire isolées de poumon de rats sains, l’acide gallique présente 

un effet inverse sur la production de ROS, il réduit significativement la production 

mitochondriale du superoxyde de façon concentration-dépendante (Figure 64 B). Le caractère 

pro-oxydant de la cellule cancéreuse pourra etre responsable d’effet prooxydant de l’AG. L'AG a 

exercé une action pro-oxydante dans les cellules du carcinome ovarien et ce en augmentant la 

production d'espèces réactives de l'oxygène (ROS) (Sánchez-Carranza et al., 2018). 

L’acide gallique est capable de réduire Fe3+ en Fe2+, ou Cu2+ en Cu+, et ainsi déclencher la 

réaction de Fenton avec formation du radical hydroxyle (Figure 65). Le peroxyde d’hydrogène 

nécessaire à la réaction est produit par autoxydation des ions de basse valence. La signification 

biologique de ces effets pro-oxydants dépend de la présence d’ions du fer libres, c’est-à-dire non 

liés aux protéines. Il semble donc se comporter comme pro-oxydant sur les cellules cancéreuses 

du poumon et provoque une forte production des radicaux superoxydes O2° mitochondriaux 

(You et park, 2010). 
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Figure  65 .  Mécanisme de formation d’espèces réactives par l’acide gallique (Achat, 2014). 

 

Selon  Labieniec et Gabryelak, (2007), les acides phénoliques seuls et en présence de peroxyde 

d'hydrogène ou d'ions cuivre peuvent induire l'apoptose, les polyphénols peuvent donc agir non 

seulement comme antioxydants mais aussi comme pro-oxydants. Ceci peut expliquer l’effet 

prooxydant de l’acide gallique dans les cellules cancéreuses de poumon (Labieniec et al., 2003 ; 

Labieniec et Gabryelak, 2006).  

 

Bien que les polyphénols du thé aient généralement été considérés comme antioxydant, certaines 

preuves de son effet pro-oxydant sont très intéressantes. Ces  polyphénols sont instables, et 

subissent des réactions d’auto-oxydation conduisant à la production de ROS in vivo et in vitro 

(Sang et al., 2005 ; Halliwell, 2008; Mao et al., 2017).  L’étude d’Azam et al. (2004), a montré 

les propriétés pro-apoptotiques des polyphénols du thé vert à base d’acide gallique présents dans 

la boisson populaire: épicatéchine et épigallocatéchine-3-gallate et  leurs implications dans le 

traitement du cancer.  

1.6.2.  Mesure du gonflement mitochondrial «mitochondrial swelling»  

Le gonflement mitochondrial est le résultat de l’ouverture d’un pore ou d’un canal appelé pore 

géant mitochondrial ou pore de transition de perméabilité mitochondriale PTP qui est 

principalement formé par l'association de l'ANT (transporteur de nucléotides adenyliques), du 

VDAC (canaux anioniques voltage dépendant) et de la cyclophiline D (Cyp D), une protéine de 

la matrice (Kroemer et al., 1997). Cette ouverture conduit à l’augmentation rapide de la 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=%C5%81abieniec%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16387525
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Gabryelak%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16387525
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perméabilité de la membrane mitochondriale interne vis-à-vis des molécules de poids 

moléculaire inférieur à 1,5 kda, l’eau et les électrolytes. Ce phénomène se traduit par une 

diminution progressive de l’absorbance de la suspension mitochondriale à 540 nm.  

 

Les résultats de l’effet du B(a)P seul ou en association avec l’acide gallique à 100mg/kg/ip sur le 

gonflement mitochondrial sont représentés dans la figure 66. 

 

 

 

Figure 66. Variation du gonflement des mitochondries pulmonaires chez les rats traités par la Bap seul 

ou en association avec l’acide gallique à 100mg/kg/ip. 

 

Une augmentation significative du gonflement mitochondrial a été notée sous l’effet du 

traitement par le Bap. Son association avec l’acide gallique a permis de potentialiser très 

significativement ce gonflement. Ce ci pourait etre due  à l’induction  de l’ouverture du PTP par 

le Bap et ou ses métabolotes et par l’acide gallique. Le superoxide produit par le complexe III 

mitochondrial sous l’effet de ses traitements pourait etre responsable de l’ouverture du PTP et de 

la transition de la perméabilité mitochondriale. L’ouverture du pore entraîne une dissipation du 

potentiel membranaire mitochondrial, un déséquilibre chimique entre le cytoplasme et la matrice 

mitochondriale, ainsi qu'un découplage de la phosphorylation oxydative, provoquant alors un 

gonflement osmotique pouvant conduire à la rupture de la membrane externe et le relargage des 

facteurs proapoptotiques tel que le cyt-C déclencheur de l’apoptose (Pelletier et  Vallette, 2001). 

Des recherches similaires ont trouvés différents résultats concernant l’effet du B(a)P sur le 

gonflement et l’induction de l’apoptose (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 
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métabolisme qui produit des ROS, causant une activation de l’echangeur 1 Na+/H+ (NHE1), 

cela résulte en une augmentation du pH intracellulaire responsable de l’ouverture du PTP, 

combinée avec l’activation de la p53 induisant anisi l’apoptose par l’activation de la transcription 

des protéines pro-apoptotiques 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 démontré l’induction de l’apoptose par le B(a)P dans l’hépatocyte, par le biais du 

dysfonctionnement mitochondrial et  l’activation du p53.  

De nombreuses études ont montré que les ROS, tout comme le Ca2+, induisent l’ouverture du 

PTP (Crompton, 1999). Des cibles de ROS au niveau du PTP ont d’ailleurs été identifiées. Une 

oxydation au niveau du résidu cystéine 56 de l’ANT est responsable d’une perméabilisation de la 

membrane mitochondriale et de l’apoptose dans différents modèles (cellules, mitochondries 

isolées et ANT purifié en liposome) (Costantini, Belzacq et al. 2000; Vieira, Belzacq et al. 

2001). Par exemple, Halestrap a mis en évidence une altération de la liaison de l’ATP ou de 

l’ATP à l’ANT en présence d’agents oxydants (t-butyl hydroperoxide ou t-BHP et diamide) 

(Halestrap, Woodfield et al. 1997). VDAC est également une cible des ERO et de l’O2.- induit le 

relargage de cyt c par VDAC en cellules et en protéoliposomes (Madesh and Hajnoczky 2001). 

1.6.3. Evaluation des taux de glutathion (GSH)  

Le GSH (L-γ-glutamyl-L-cystéinyl-glycine) est un élément crucial des défenses antioxydants, il 

fonctionne comme un capteur direct des radicaux libres et joue un rôle vital dans la 

détoxification des xénobiotiques (Lin et Yang, 2007). Les variations des taux du GSH 

pulmonaire des rats traités par le B(a)P seule, en association avec la doxorubicine ou avec l’acide 

gallique sont représentées dans la figure 67 ci-dessous. 

La déplétion hautement significative du GSH sous l’effet du traitement par le B(a)P est 

certainement due à sa consommation lors des réactions de conjugaison avec les métabolites du 

B(a)P, les produits de la péroxydation lipidique et le peroxyde d’hydrogène (Rahman and 

MacNee, 1999) ou à l’utilisation excessive de cet antioxydant par la cellule tumorale en 

prolifération (Anandakumar et al ., 2008 ; Sevinc et al., 2013).  

Il a été prouvé que l'altération du rapport GSH/GSSG par déplétion de GSH et l'accumulation de 

glutathion oxydé dans la cellule entraînent une oxydation des groupements –SH des protéines  

entraînant la formation de ponts disulfures intra- ou extra-moléculaires, et par conséquent une 

altération de la conformation spatiale et de la fonction des protéines (Valko et al, 2006). 
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Figure 67. Variation des taux du GSH cytosolique pulmonaire des rats traités par leB(a)P seul ou en   

association avec l’acide gallique (100 mg/kg/ip). 

Les résultats sont exprimés en moyenne± ecartype. Test student : * Comparer avec le lot témoin ; # comparer avec 

le lot Bap. (*) ou (#) désigne un effet significatif (p< 0.05), (**) ou (##) désigne un effet tès significatif, (ns) non 

significatif p>0.05. 

 

Selon l’étude de   Sanjayet al. (2000), le traitement par le Bap a entraîné une réduction 

statistiquement significative des niveaux de GSH associée à une induction de la lipopéroxydation 

responsable de la cancérogenèse hépatique, pulmonaire et gastrique.  Romero et al., (1997), 

suggèrent que les métabolites réactifs du B(a)P altèrent  l’homéostasie du calcium. Ce dernier 

génère un stress oxydatif mitochondrial par surproduction de  ROS qui font épuiser le GSH 

cellulaire (Romero et al., 1997). Cet épuisement peut ètre également le résultat de l’activité 

enzymatique réduite de la glutathion réductase, enzyme qui catalyse la conversion de GSSG en 

GSH, dans le poumon qui a comme conséquence la rupture du cycle de glutathion (Bhatia et al., 

2008).  

L’acide gallique a un effet pro-oxydant, il conduit à une déplétion plus importante en GSH. Ce 

résultat est en corrélation avec ceux obtenus par You et Park, (2011) ; Ils ont montré le 

traitement des cellules cancéreuses A549 par l’acide gallique était capable d’inhiber la 

croissance des cellules cancéreuses suite à  l’augmentation de la production des ERO notamment 

(O2•-) et l’H2O2 et  la déplétion en GSH. Le caractère pro-oxydant de la cellule cancéreuse est 

responsable de l’effet prooxydant de l’AG. L’oxydation de l’acide gallique induite par les 

métaux de transition tels que le fer (Fe3+) et le cuivre (Cu2+) peut conduire à la génération des 

ERO tel que les radicaux hydroxyls (OH°) responsables de la déplétion en GSH (Nakayama, 

1994). Sevinc et al., (2013), ont montré que la thymoquinone, le resveratrol ou CAPE présentent 

un effet antiprolifératif par réduction significative des taux de GSH dans les cellules A549 

exoposées aux Bap. 
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1.6.4.  Evaluation de la péroxydation lipidique  

Si la mitochondrie est considérée comme la principale source de ROS, elle est surtout la 

principale cible. Les ROS peuvent avoir une réaction directe sur l’activité mitochondriale. Ainsi, 

l’O-°2 peut réagir avec le NO et produire le peroxynitrite (ONOO-∙) qui peut inhiber la chaîne 

respiratoire  et endommager les différents composants de la mitochondrie (complexes de la 

chaîne respiratoire, membrane, ADN,…).  Les ROS peuvent donc réagir potentiellement avec les 

macromolécules cellulaires et provoquent son oxydation. Cependant les cibles préférentielles de 

ROS sont les lipides dont le marqueur principal de leur oxydation est le MDA 

(malondialdehyde) (Robert et al., 2005).  

Dans cette étude, nous avons constaté une augmentation très significative (P<0.01) de 66.39% du 

taux du MDA pulmonaire chez les rats traités par le B(a)P  par rapport aux rats témoins (Figure 

68).. Les taux de MDA sont respectivement de l’ordre de 15.21± 1.40 mM/g contre  8.07±1.26 

mM/g de tissus. Une diminution très significative (P<0.01) chez les rats traités par l’acide 

gallique (100mg/kg) atteint 20.14± 2.12 mM/g de tissus. L’acide gallique donne un effet 

comparable à celui de la doxorubicine.  

Le traitement des animaux par le Bap a causé une augmentation très significative  du MDA par 

rapport au groupe témoin Ce résultat est corrélé avec l’augumentation de la production 

mitochondriale de l’anion superoxyde obtenue et avec la la déplétion en glutathion.   La  

péroxydation lipidique est également induite par les ROS générés lors du métabolisme du Bap 

par la voie des cytochromes ou la voie des quinones ainsi que par ses métabolites réactifs.  

Ce résultat est en accord avec plusieurs études qui rapportent une augmentation de la 

péroxydation lipidique au cours du cancer pulmonaire induit par le Bap (Rajat et al., 2000; 

Senthilnathan et al., 2006;  Valko et al., 2006; Venugopal et al., 2007; Uboh et al., 2013; 

Chatterjee et al., 2016). 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). Selon l’étude de Mikhail et al. (1996), la participation des radicaux 

libres dans la cancérogénèse pulmonaire induite par le B(a)P a été confirmée par la 

surproduction de la 8-OHdGua dans les poumons et le foie des souris traités par le B(a)P. 
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Figure 68. Variation des taux du MDA cytosolique pulmonaire chez les rats traités par leB(a)P seul ou 

en   association avec l’acide gallique (100 mg/kg/ip) ou la doxorubicine à 15mg/kg. 

Les résultats sont exprimés en moyenne± ecartype. Test student : * Comparaison avec le lot témoin ; # comparaison 

avec le lot Bap. (*) ou (#) désigne un effet significatif (p< 0.05), (**) ou (##) désigne un effet tès significatif, (ns) 

non significatif p>0.05. 

 

Les hydroperoxydes lipidiques formés par l'attaque des radicaux libres sur les résidus d'acides 

gras polyinsaturés des phospholipides peuvent encore réagir avec les métaux  de transition  

(comme Fe2+, Fe3+), produisant finalement un malondialdéhyde mutagène et cancérigène 

(Scibior et al., 2006). De même pour l’acide gallique,  nos résultats sont en accord avec des 

études précédentes qui ont démontré que l’acide gallique  induit l’apoptose des cellules 

d’adénocarcinome pulmonaire A549 via le stress oxydant  résultant de la sur-production des 

ERO, il semble donc se comporter comme un pro-oxydant dans les cellules cancéreuses du 

poumon et provoque une forte production des radicaux superoxydes O2° et H202 

mitochondriaux (You et park, 2010).  Les ERO produites attaquent  les acides gras polyinsaturés, 

le MDA produit peut réagir avec les bases G, A et C de l’ADN et forme des adduits M1G, M1A 

et M1C  respectivement, qui sont des lésions mutagènes (Valko., 2006). Chatterjee et al. (2016), 

ont montrée que l’extrait de la plante Trichoma giganteum à réduit le cancer de poumon induit 

par le Bap chez la souris, via la déplétion en GSH et la surproduction du MDA. 

1.6.5. Evaluation de l’activité des enzymes antioxydantes CAT, SOD, Gpx et GST 

La figure 69 regroupe les variations  de l’activité des enzymes antioxydantes catalase (A), Gpx 

(B), SOD (C) et GST (D) dans les poumons des rats traités par de Bap à  (100 mg/kg) seul ou  en 

association avec l’acide gallique (100 mg/kg) ou la doxorubicine à 15mg/kg.  

Une réduction très significatine de l’activité des quatres enzymes a été enregistré sous l’effet du 

traitement par le Bap par rapport au témoin. L’acide gallique par son effet prooxydant a 

potentialisé l’effet du Bap. Ce ci se traduit par l’effendrement significative de l’activité des 
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enzymes antioxydantes. L’effet de l’acide gallique concorde avec celui de l’anticancéreux 

doxorubicine. La réduction de l’activité de ces enzymes est probablement en relation avec la 

surproduction de ROS et la déplétion en GSH enregistrées sous l’effet du Bap et/ou de l’acide. 

 

 

 

Figure 69. Variation de l’activité des enzymes antioxydantes catalase (A), Gpx (B), SOD (C) et GST (D) 

dans le poumon des rats traités par de Bap à  (100 mg/kg) seul ou  en association avec l’acide gallique 

(100 mg/kg) ou la doxorubicine à 10mg/kg.  

Les résultats sont exprimés en moyenne± ecartype. Test student : * Comparaison avec le lot témoin ; # comparaison 

avec le lot Bap. (*) ou (#) désigne un effet significatif (p< 0.05), (**) ou (##) désigne un effet tès significatif, (ns) 

non significatif p>0.05. 

 

 

 

La catalase est une enzyme antioxydante qui catalyser la dégradation du peroxyde d’hydrogène 

généré au cours de stress oxydatif (Gutteridge, 1995). Une réduction très significative (P<0.01) 

de l’ordre de 76.94% de l’activité de la catalase a été enregistrée chez les rats recevant le B(a)P 

(100mg/kg), l’activité enzymatique atteint 3.86± 1.17 Ul/g de protéine contre 8.02±3.96 Ul/g de 

protéine chez le témoin. On constate également une diminution très significative de 36.22%  de 

cette activité chez les rats traités par l’acide gallique. Pour cet enzyme l’acide gallique présente 
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un effet mieux de celui de la doxorubicine  à (15mg/kg) ou l’activité atteint  2.09±0.17UI/g 

protéines.  

L’activité enzymatique de la Gpx se trouve effondré de façon très significative, le pourcentage 

de réduction est de 79.53% chez les rats traités par le B(a)P par rapport au témoin. Une 

diminution très significative de 36.85% a été enregistrée chez les rats recevant l’acide gallique en 

comparaison avec le groupe traité par le B(a)P seul. Les memes variations ont été obtenues aveec 

la SOD, qui convertit le radical superoxyde en peroxyde d’hydrogène et qui est reconnue de 

protéger les cellules contre l’effet toxique de l’anion superoxyde (Fridovish, 1975). 

 

Cette baisse de l’activité de la catalase et de la Gpx pourrait être attribuée à la consommation de 

cette enzyme suite à la production excessive de peroxyde d’hydrogène dans les cellules 

cancéreuses (Padmavathi et al., 2006). D’autres auteurs pensent que l’augmentation de la 

péroxydation lipidique serai derière l’effondrement de l’activité de ces enzymes (Lehucher et al., 

2001; Vinodhkumar et al., 2006; Ramakrishnan et al., 2007). L’effondrement de l’activité de la  

CAT et de la GST chez les rats traités par l’acide gallique pourrait etre due à la surproduction de 

ROS, et la déplétion en GSH. L’étude d’Azam et al. (2004), a montré les propriétés pro-

apoptotiques des polyphénols du thé vert à base d’acide gallique, qui  peuvent augmenter 

l'expression de gènes inducteurs du stress oxydatif et réduire ceux codant pour les enzymes 

antioxydantes (Lambert et Elias 2010).  

La GST est un groupe de protéines multifonctionnelles qui catalysent la réaction de conjugaison 

de phase II. Elle catalyse la conjugaison des métabolites électrophiles du B(a)P comme BP-7,8 

dihydroxy B(a)P 9,10- époxyde avec le GSH (Miller et Ramos, 2001). Ce ci pourait expliquer la 

diminution très significative de 59.57% de l’activité de cet enzyme chez les rats traités par le 

B(a)P seul en comparaison avec le témoin. Par ailleurs une diminution significative (P<0.05) de 

21.41% a été enregistré chez les rats traités par l’acide gallique (100mg/kg) par rapport aux rat 

traités par le B(a)P seul. Cette réduction pourrait etre le résultat de la déplétion en GSH induite 

par l’acide gallique. Ces résultats sont comparable avec ceux obtenus par (Rajendran et al., 

2008), où l’activité de la CAT, SOD et Gpx et les taux de GSH pulmonaires ont été diminué sous 

l’effet du traitement par le Bap à 50mg/kg/orale , deux fois par semaine pendant 4 semaines. 

La diminution de l'activité des enzymes antioxydantes pourrait être liée à l'augmentation de la 

production du superoxyde.  L’étude de  Dutta et al. (2010) a montré que le B(a)P conduit à  la 
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diminution des niveaux des enzymes antioxydantes dans les cellules microgliales traitées par le 

Bap. 

Naidoo et al. (2017), ont montré que l’extrait de la plante Centella asiatica permet de réduire la 

prolifération des cellules de cancer de poumon à travers la réduction de l’expression des 

enzymes antioxydants (SOD, CAT), la déplétion en GSH et l’induction de la lipopéroxydation. 

Chatterjee et al. (2016), ont montrée que l’extrait de la plante Trichoma giganteum à réduit le la 

réduction de l’activité des antioxydants SOD, CAT, et GST a été enregistré au cours du cancer 

de poumon induit par le Bap chez la souris. Des résultats similaires ont été obtenus par d’autres 

auteurs (Thirunavukkarasu et al., 2015;  De Sousa et al., 2009, Balakrishnan et al., 2010 ; Skidar 

et al., 2013 ; ReddyKasala et al., 2016). IL a été affirmé que le MDA agit comme promoteur de 

tumeur et co-agent cancérogène en raison de sa haute toxicité et son pouvoir inhibiteur sur les 

enzymes de protection (Rajat et al., 2007).  

L’état redox d’une cellule dépend de la balance entre sa production d’EAO et sa capacité à 

contenir leur toxicité. Une dérégulation de cette balance peut mener à une accumulation d’ERO 

et à un stress oxydant. Les altérations qui s’en suivent touchent majoritairement les acides 

nucléiques, les protéines et les lipides et sont principalement attribués à l’action du radical 

hydroxyle (.OH) (Pervaiz and Clement , 2002). Les dommages cellulaires massifs induits par les 

ERO ont longtemps été associés à une mort de la cellule par nécrose. Néanmoins, le stress 

oxydant est également à l’origine du déclenchement de l’apoptose (Ponton et al. 1998).  

1.7. Evaluation de l’apoptose  

En oncologie, l'intérêt porté à l'apoptose provient des observations indiquant que l'apparition et la 

croissance des tumeurs ne sont pas uniquement la conséquence d'une prolifération cellulaire 

excessive mais sont le résultat d'un déséquilibre entre la prolifération et la mort cellulaire. La 

sensibilisation à la mort cellulaire est, en effet, un axe thérapeutique important dans la lutte anti-

tumorale. 

1.7.1. Expression immunohistochimique de la protéine p53 

Le suppresseur de tumeur p53 est une protéine étroitement régulée qui agit en inhibant la 

progression du cycle cellulaire ou en favorisant l'apoptose chaque fois que les cellules 

rencontrent des dommages à l'ADN ou pendant la carcinogenèse. L'importance de p53 dans le 

développement du cancer est illustrée par le fait qu’elle est hautement mutée  dans divers 

cancers, y compris le cancer du poumon (Olivier et al., 2004). Plus de 50% des tumeurs malignes 
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ont une mutation de p53. La protéine p53 stimule, à la suite des dommages détectés sur l'ADN, 

la transcription de la protéine p21 qui inhibe l'activité des CDK de la phase G1 inhibant la 

progression du cycle cellulaire. Par ailleurs, en cas de dommages sévères et irréparables de 

l'ADN, la protéine p53, après l'arrêt du cycle cellulaire, stimule le déclenchement d'un processus 

de mort cellulaire par apoptose (Levine, 1997).  

La figure 70 montre les variations de l’expression de la P53 dans le cas du cancer de poumon 

induit par le B(a)p en présence de l’acide gallique (100mg/kg) ou de la Doxorubicine 15mg/kg. 

   

     

Figure 70. Variations de l’expression immunohistochimique de la P53 dans le cas du cancer de poumon 

induit par le B(a)p (B) en présence de l’acide gallique (100mg/kg)(C) ou de la Doxorubicine 15mg/kg (D) 

et chez le témoin (A) (X400). 

La présente étude a montré  une réduction significative de l'expression protéique de p53 dans les 

poumons des rats traités par le Bap. Ce résulat concorde avec ceux obtenus par (Sarmistha et al., 

2006; Skidar et al., 2014; Chatterjee et al., 2016). Le Bap peut former des adduits au niveau du 

gène de p53 dans les cellules pulmonaires. Ces adduits contribuent à des mutations de ce gène 

semblables à celles retrouvées dans le cas des cancers pulmonaires humains, il pourrait être de ce 

fait impliqué dans le développement du cancer de poumons (Feng et al., 2006).  

A B 

C D 
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Ramet et al. (1995) ont montré que  le bap a entraîné une augmentation de l'expression de la 

protéine p53 comme  réponse des cellules A549 aux dommages d'ADN induites par le Bap. 

Kaspin et Baird (1996) et Luch et al. (1999) ont signalé également l'induction des niveaux de la 

protéines p53 avec augmentation des niveaux de la protéine p21 dans la lignée cellulaire MCF-7 

après exposition au Bap. Dans le meme sens, Binkova et al. (2000) ont également trouvé une 

augmentation de 1,5 fois des protéines p53 et p21 dans les fibroblastes pulmonaires humains 

traitées par le BaP  par rapport au contrôle. 

Le traitement par l’acide gallique résulte d’une surexpression de la P53 justifiant leur effet 

antiproliffératif in vitro et antitumoral in vivo. L’expression enregistrée est de l’ordre de 56%, 

avec 60% enregistrée avec la doxorubicine. Cette sur-expression  est une défense naturelle pour 

prévenir la prolifération incontrôlée de cellules transformées. Plusieurs antioxydants ont montré 

un effet similaire lors du traitement des cancers experimentalement induits par le Bap y  compris 

le cancer de poumon  (Sevinc et al., 2013 ; Skidar et al., 2013; Naidoo et al., 2017).  

Malhotra et al., (2011) ont rapporté que le traitement avec la curcumine et resvératrol améliore 

l’expression de P53, ce qui entraîne une diminution significative de l’incidence de la tumeur 

chez les souris traitées par le Bap. Le meme effet a été enregistré sous l’effet du traitement par la 

thymoquinone, le resveratrol et CAPE. La P53 peut agir par induction de l’expresssion de la 

férodoxine réductase FDXR, qui destabilise directement la membrane externe mitochondriale et 

déclenche le processus apoptotique après déssipation du potentiel membranaire et libération du 

cyt-c. La protéine p53 peut activer la transcription de Bax et des protéines PUMA et NOXA qui 

inhibent les Bcl-2 et induit de ce fait l’apoptose (Figure 71). 
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.  

Figure 71. Voies d’induction de l’apoptose par p53 (Fridman et Lowe, 2003). 

Nos résultats sont également en accord avec ceux de Poornima et al., (2017), où une sur-

expression de p53 a été enregistré suite aux traitement des cellules A549 par un alcaloide, la 

neferine,  ou par la DOX. Cette sur-expression était plus significative en cas du cotraitement 

(neferine- DOX). La neferine potentialise l’effet pro-apoptotique de la DOX et réverse la 

resistance MDR. 

1.7.2. Expression des proteines Bcl-2 et Bax par western blot 

Une autre famille importante dans la régulation de l'apoptose est celle de Bcl-2 (Yang et al., 

1997). Elle comprend environ une quinzaine de membres chez les mammifères, dont certains 

sont proapoptotiques (bax, bak, bid, bik, bad) et d’autres antiapoptotiques (bcl-2, bcl-xI). Le ratio 

entre les molécules pro- et anti-apoptotiques semble décisif dans l'enclenchement de l'apoptose 

ou le développement d'une tumeur (Zhivotovsky et Orrenius, 2006). 

La figure 72 montre l’expression des protéines antiapoptotques (Bcl2) et proapoptotique 

(Bax) chez les rats témoins et ceux traités par le BaP (100mg/kg/IP) seule ou en association avec 

l’acide gallique (100mg/kg/IP). 
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Le traitement par le Bap induit une augmentation très significative (p <0.01) de l’expression des 

Bcl2 pulmonaires et une réduction très significative de l’expression des Bax en comparaison 

avec le témoin. L’expression des bcl2 est de l’ordre de 189.36±15.9%. L’expression des Bax est 

de l’ordre de 54,39±3,4% chez les rats traités par le Bap con.  

La surexpression de proteines antiapoptotiques Bcl-2 inhibe indirectement le processus de 

l'apoptose et joue ainsi un rôle dans l'apparition de la prolifération excessive des cellules et la 

formation d’une tumeur (Kanekawa et al., 1999). La proteine Bcl-2 pourrait favoriser la 

progression tumorale à travers la potentiontialisation de  la survie cellulaire par blocage de 

l’apoptose (ChandraMohan et al., 2006). Bax, une protéine proapoptotique  de 21 kD de 192 

acides aminés, joue un rôle crucial dans l’induction du processus apoptotique. Une augmentation 

très significative de l’expression  de Bcl-2 et une sous-expression  de Bax ont été rapportées dans 

plusieurs cancers incluant le cancer de poumon induit par le Bap (Baltaziak et al., 2006, De 

Sousa et al., 2009, Balakrishnan et al., 2010 ; Skidar et al., 2013; Chatterjee et al., 2016).  

Une augmentation très significative de l’expression des Bax  de l’ordre 3.69 fois, associée d’une 

réduction significative des Bcl2 de l’ordre de 3.12 fois a été enregistrée sous l’effet du traitement 

par l’acide gallique. Le ratio Bax/bcl2 passe de 0.28 à 3.31 sous l’effet du traitement par le 

B(a)p. 

 

Figure 72. Expression des protéines antiapoptotques (Bcl2) et proapoptotique (Bax) chez les 

rats témoins ou traités par le BaP(100mg/kg/IP) seule ou en association avec l’acide gallique 

(100mg/kg/IP) ou la doxorubicine (15mg/kg/IP).Les résultats sont exprimés en moyenne± 

ecartype. Test student : * Comparaison avec le lot témoin ; # comparaison  avec le lot Bap. (*) 

ou (#) désigne un effet significatif (p< 0.05), (**) ou (##) désigne un effet tès significatif, (ns) 

non significatif p>0.05. 
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La surexpression des Bax, est en corrélation avec la surexpression de la protéine p53; Bax est 

une cible de la p53. Les Bax induit directement la voie apoptotique mitochondriale et jouent 

ainsi un rôle antiprrolifératif par inhibition de la tumourégénèse ou l’élimination des cellules 

cancéreuses. La protéine p53 induite par l’acide gallique a permis d’activer la transcription de 

Bax qui inhibe les Bcl-2. L’excès de Bax et l’inhibition de Bcl-2 déséquilibrent le rapport 

Bax/bcl2 en faveur des Bax inducteurs de la voie mitochondriale de  l’apoptose.  

Dans cette voie, les BAX se fixent sur la paroi externe de la mitochondrie, induisant l’ouverture 

de ses pores et la libération de cytochrome c. Le cytochrome c libéré se fixe alors à Apaf-1 et  à 

la procaspase-9 pour former l’apoptosome. En présence d’ATP, la procaspase-9 s’active et clive 

les caspases effectrices responsable de fragmentation de l’ADN et la destruction cellulaire (Zhoo 

et al., 2003).  

Chatterjee et al. (2016), ont montrée que l’extrait de la plante Trichoma giganteum réduit le 

cancer de poumon induit par le Bap chez la souris, via la surexpression des Bax et la réduction 

de l’expression des Bcl2.  La carcinogenèse induite par le Bap (100 mg / kg de poids corporel) 

chez la souris a entraîné une augmentation significative de l'expression protéique de Bcl-2 tandis 

que l'expression de Bax était significativement diminuée. Il est intéressant de noter qu'une 

supplémentation séparée et combinée de la curcumine (60 mg / kg de poids corporel) et de la 

quercétine (40 mg / kg de poids corporel) aux animaux traités par Bap a entraîné une diminution 

significative de l'expression protéique de Bcl-2 mais a causé augmentation de l'expression 

protéique de Bax avec une amélioration notable du nombre de cellules apoptotiques (Nair et al., 

2015). Des résultats similaires ont été obtenus par plusieurs auteurs (Banerjee et al., 2006; 

Letchoumy et al., 2007 ; Xiao et al., 2007; Skidar et al., 2013).  

1.7.3. Activité des caspases 3, 8 et 9 

Un élément central du processus apoptotique est la famille des protéases à cystéine appelées 

caspases. Les caspases sont exprimés en précurseurs inactifs activés par le traitement 

protéolytique.  L'expression réduite de la caspase -3 et 9 a été rapportée dans la cancérogenèse 

(Letchoumy et al., 2007; Ding et al., 2010). Une inactivation de la caspase 8 a été également 

détecté dans les cancers broncho-pulmonaires (Shivapurkar, et al., 2002a). 

 

La figure 73 montre les variations de l’activité de la caspase 3 (A), la caspase 8 (B) et la caspase 

9 (C) au niveau des poumon de rat traités par le  BaP à (100mg/kg/IP) seule ou en association 

avec l’acide gallique à (100mg/kg/IP) ou la doxorubicine à (15mg/kg/IP). 
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Figure 73.  Effet  du  BaP à (100mg/kg/IP) seule ou en association avec l’acide gallique à (100mg/kg/IP) 

ou la doxorubicine à (15mg/kg/IP) sur l’activité de la caspase 3 (A), la caspase 8 (B) et la caspase 9 (C) 

au niveau pulmonaire.  Les résultats sont exprimés en moyenne± ecartype. Test student : * Comparaison avec le 

lot témoin ; # comparaison avec le lot Bap. (*) ou (#) désigne un effet significatif (p< 0.05), (**) ou (##) désigne un 

effet tès significatif, (ns) non significatif p>0.05. 
 

 

Une réduction significative (P˂0,05) de l’activité des caspases 3, 8 et 9 a été enregistré sous 

l’effet du traitement par le BaP à (100mg/kg/IP) alors que l’association avec l’acide gallique 

(100mg/kg/IP) a permi l’induction de l’activité de la caspases 3 et 9 par un facteur de  par 

rapport au groupe traité par le Bap seul. Son effet est comparable à celui de l’anti-cancéreux 

doxorubicine mais sans effet sur la caspase 8.  

La figure (73A) montre une augmentation très significative (P˂0,01) de l’activité de la caspase 3 

après traitement par l’acide gallique avec un facteur de 2.95 par rapport au groupe traité par le 

benzo(a)pyrene ou l’activité a été diminuée de façon significative (P˂ 0,05) par rapport au 

témoin non traité  avec un facteur de réduction de 2,37. Le traitement par la doxorubicine à 

(15mg/kg/ip) fait augmenter par un facteur de 3.10 l’activité de la caspase 3 (une activité relative 

de 256.14% contre 42.24% chez le lot traité par le BaP seul). L’activation de la caspase 9 clive 

les caspases effectrices responsable de la fragmentation de l’ADN et ainsi la destruction 

cellulaire (Zhoo et al., 2003). 

L’étude de Nair et al. (2015), a montré la carcinogenèse induite par le Bap (100 mg/kg de poids 

corporel) chez la souris a entraîné une diminution significative des activités de la caspase 3, de la 

caspase 9 ainsi que du nombre de cellules apoptotiques. La supplémentation en curcumine        

(60 mg / kg de poids corporel) et en quercétine (40 mg / kg de poids corporel) a apporté une 

amélioration significative des activités enzymatiques de la caspase 9 ainsi que de la caspase 3, 
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mais l'amélioration était plus prononcée après le traitement combiné. Des résultats similaires ont 

été obtenus par (Skildar et al., 2013).  

Dans cette etude, l’induction de l’activité de la caspases 3 et de la caspase 9 est corrélée avec les 

résultats de l’expression des Bax et Bcl2. La stimulation des caspases 3 et 9 est la conséquence 

inévitable de la surexpression des Bax proapoptotique. L’induction des caspases 

consécutivement à l’activation de p53 a lieu simultanément selon plusieurs voies (Figure 71) 

(Fridman et al., 2003 ; Zhoo et al., 2003).  

Jiang et al. (2017), ont montré que l’eudesmine, un limonoide doté de potentielles propriétés 

antioxydantes, présente un effet antiprolifératif dans les cellules d’adénocarcinomes  

pulmonaires A549 avec une IC50 de 18,3 μM et avait des effets antitumoraux significatifs aux 

doses (10, 20 et 40 mg/kg) sur des souris nude. Eudesmine induit l’apoptose via la surexpression 

des caspase-3, caspase-9, Bax et P53, et la réduction de l'expression de Bcl-2. De meme, les 

résultats de Paramasivame et al. (2007) ont monté la réduction de l’activité des caspases 3, 8 et 9 

sous l’effet du traitement par le BaP, une augmentation plus intense de ces caspases a été 

enregistré sous l’effet du traitement par les polyphénols du thé qui réduisent le cancer buccal 

induit par le Bap chez l’hamster. 

 1.8. Expression de la pgp 

La figure 74 montre l’expression de la pgp dans le cas du cancer de poumon induit par le B(a)p 

en présence et en absence de l’acide gallique (100mg/kg). 

A.                                                                                           B. 

 
 

Figure 75. Expression de la pgp dans le cas du cancer de poumon induit par le B(a)p en présence et en 

absence de l’acide gallique (100mg/kg). 

Les résultats sont exprimés en moyenne± ecartype. Test student : * Comparaison avec le lot témoin ; # comparaison  

avec le lot Bap. (*) ou (#) désigne un effet significatif (p< 0.05), (**) ou (##) désigne un effet tès significatif, (ns) 

non significatif p>0.05. 
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Une augmentation significative (p <0.05) de l’expression de la pgp a été enregistrée sous l’effet 

du traitement par le Bap. Cette augmentation est de l’ordre de 49.55%  par rapport au témoin non 

traité. Le traitement par l’acide gallique a réduit très significativement (p<0.01)  l’expression de 

cette proteine. L’expression est de l’ordre de 69.54± 5.78% chez les rats traités par l’acide 

gallique en association avec le Bap contre 154.54± 12.85% chez les rats traités par le Bap seul, 

cette réduction est de l’ordre de 85%. Cet effet obtenu in vivo reflète l’effet obtenu  in vitro dans 

cette étude, où l’acide gallique réduit significativement l’expression du gène MDR1 des celleules 

A549. Le cancer pulmonaire induit par le Bap chez le rat est  un cancer hautement résistant par 

surexpression de la pgp. La réduction de l’expression de cette proteine par l’acide gallique peut 

expliquer son effet antiprolifératif. La catéchine, présente dans tous les types de thé et en 

particulier dans le thé vert, a montré une activité anti-tumorale. D’après Merlin et al. (2015), 

cette activité serait due à la capacité de ce polyphénol à inactiver l’action de la P-glycoprotéine 

qui est impliquée dans la résistance phénotypique des cellules cancéreuses. 

Les résultats de cette étude nous ont permis de conclure que: 

 

Le cancer de poumon induit par le BaP chez le rat est due à la surproduction mitochondriale 

de l’anion superoxyde responsable de la réduction des capacités de défenses antioxydantes 

notamment SOD, GPx, catalase CAT et gluthation GSH, et la surexpression des Bcl2 associée 

à la sous-expression des Bax.  
 

 

 

L’effet anticancéreux de l’acide gallique est due à l’ induction de l'apoptose via la voie 

mitochondriale caspase-dépendante ce qui confirme les résultats obtenus in vitro: L’acide 

gallique a la capacité d'induire la production mitochondriale de l’anion superoxyde qui donne 

naissance aux autres radicaux libres. Ces derniers vont attaquer les macromolecules 

lipidiques responsables de l’élévation du MDA, et proteiques réduisant les capacité 

enzymatiques (superoxyde dismutase SOD, la catalase CAT, gluthathion peroxydase Gpx et 

gluthathion S-transférase) et non enzymatique le gluthation (GSH). Cet état prooxydant 

intense, conduit la cellule vers l’apoptose: il induit l’expression de P53 qui inhibe les bcl2 et 

augmente l’expression des Bax. Ces derniers déclenchent l’ouverture du PTP et la libération 

des facteurs apoptotiques qui vont activer les caspases 3 et 9 fragumentant l’ADN et ainsi la 

destruction des cellules cancéreuses.  

 

Les résultats de cette étude peuvent ouvrir de nouvelles perspectives pour la prise en charge 

thérapeutique du cancer de poumon. Cependant, il est nécessaire de vérifier les résultats 

obtenus sur des souris déficientes greffées par les cellules A549. 
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2. Réversion de la multidrug resistance et Potentialisation de l’effet anti-

tumorale de la doxorubicine  
 

La résistance multiple aux médicaments (MDR) dans le cas du cancer de poumon continue de 

représenter un défi majeur pour les cliniciens et les pharmacologues afin de traiter efficacement 

cette maladie par des agents chimio-thérapeutiques. La MDR est définie comme l'insensibilité 

des cellules cancéreuses aux actions cytotoxiques et cytostatiques d'un certain nombre de 

médicaments structurellement et fonctionnellement différents. La réversion du phénotype MDR 

par les composés phénoliques est l’une des stratégies prometteuses pour restaurer la sensibilité 

des cellules résistantes à la DOXO. 

La capacité chimio-sensibilisante très élevée de l’acide gallique et de la propolis sur la lignée 

pulmonaire résistante à la doxorubicine (A549-R), associée à leurs faibles toxicités, nous a 

incités à apporter la preuve que les résultats obtenus in vitro pourraient aussi être produites par 

des expériences in vivo en effectuant des évaluations et pour la premiere fois sur un modèle 

animal de cancer de  poumon résistant à la doxorubicine in vivo. 

Le modèle choisi pour observer le développement de la chimioresistance des tumeurs a été 

obtenu après traitements répétés par la doxorubicine. Des résultats très encourageants ont été 

obtenus par le traitement répété par la doxorubicine des rats cancéreux. En effet, le traitement a 

permis d’obtenir des tumeurs résistantes sur-exprimant le phénotype MDR (surexpression de la 

pgp) et résistantes à l’apoptose par la surexpression des proteines anti-apoptotiques (Bcl2) et la 

sous expression des protéines pro-apoptotiques (Bax). Le phénotype MDR a été également 

supporté par le faible niveau d'activation de la caspase 8 et 9 lors d'exposition à la doxorubicine. 

Le co-traitement avec l’acide gallique ou la propolis a permis d’augmenter la survie des rats, en 

comparaison avec le traitement par la doxorubicine seule. Ces résultats permettent d’espérer une 

efficacité en cas de résistance à la chimiothérapie via l’augmentation de l’efficacité anti-tumorale 

des agents cytotoxiques.  

2.1. Taux de mortalité  

Le taux de mortalité au cours de la réalisation du modèle animal résistant à la doxorubicine et au 

cours des co-traitements par l’acide gallique, la propolis, et le vérapamil en association avec la 

doxorubicine a été pris en considération pour avoir une idée sur la toxicité et l’efficacité des 

associations utilisées. Le tableau 19 résume les résultats obtenus dans ce contexte. 
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Tableau  19.Taux de mortalité au cours de la réalisation du modèle résistant à la doxorubicine en 

présence des différents traitements. 

 

Le traitement répété par la doxorubicine à la dose de 15mg/kg par voie intra-péritonéale pendant 

7jours provoque un taux de mortalité de 33.33% (2/6) expliquant la toxicité de cet anticancéreux. 

L’association avec l’acide gallique a réduit le taux de mortalité à 16.16%  en moyenne de 1/6. En 

cas du co-traitement avec la propolis, le taux de mortalité est de 0%.   

L’absence de toxicité des molécules testées est mise en évidence par la survie des rats ayant reçu 

plusieurs injections à la dose de 100 mg/kg et par l’absence de mortalité prématurée chez les rats 

traitées pendant 7jours par l’association (DAG) et (DP) en comparaison avec le co-traitement 

avec le vérapamil (DV) à la dose de 15mg/kg, antagoniste de la pgp largement utilisé en 

thérapeutique,  dont le taux de mortalité est de 50%.  

2.2. Marqueurs tumoraux sériques  

Les marqueurs tumoraux sériques sont largement utilisés dans le suivi de l’efficacité des 

traitements anticancéreux. Dans cette étude nous avons évalué l’effet  de  l’acide gallique, de la 

propolis ou du vérapamil sur  la cytotoxicité ou l’effet anticancéreux de la doxorubicine, pour 

voir leurs effets modulateurs sur la résistance à la doxorubicine. 

Les variations des taux des marqueurs tumoraux sériques (ACE, NSE et LDH) chez les rats 

cancéreux traités par la doxorubicine seule (15mg/kg/IP) ou en association avec l’acide gallique 

(100mg/kg/IP), la propolis (100mg/kg/IP) ou le vérapamil (15mg/kg/IP) sont illustrées dans le 

tableau 20 ci-dessous. 

Tableau 20.Variations des taux des marqueurs tumoraux sériques (ACE, NSE et LDH) chez les rats 

cancéreux traités par la doxorubicine seule (15mg/kg/IP) ou en association avec l’acide gallique 

(100mg/kg/IP), la propolis (100mg/kg/IP)  ou le vérapamil (15mg/kg/IP). 

 

 Témoin    DOX DAG DP DV 

Taux de mortalité 0% (0/6) 33.33% (2/6) 16.16% (1/6) 0% (0/6) 50% (3/6) 

 Témoin   DOX DAG DP DV 

ACE (ng/ml) 0.63±0.29 0.31±0.05 

** 

0.15 ±0.06 

## 

0.24± 0.09 

# 

0,16 ±0.08 

## 

NSE (ng/ml) 9.5±1.2 4.7±0.78 

** 

3.23 ±0.41 

# 

2.6 ±0.23 

## 

2.46 ±0.09 

## 

LDH(UI/mg protein) 4.03±0.2 3.03± 0.1* 2.19± 0.4# 2.16± 0.15 # 1.99 ±0.6# 
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Les rats  porteurs de cancer de poumon traités par la DOX en association avec l’acide gallique ou 

la propolis à 100mg/kg ont montré une réduction très significative des taux des marqueurs 

tumoraux sériques à savoir l’ACE, NSE et la LDH. Ceci est expliqué par la réduction de la taille 

de la tumeur productrice de ces  marqueurs tumoraux. L’acide gallique et la propolis 

potentialisent l’effet pro-oxydant de la doxorubicine et permettent de restaurer la sensibilité de la 

tumeur à la doxorubicine et ainsi augmenter la survie des rats. 

2.3.Réversion du phénotype MDR par la sous expression de la Pgp  

Les cellules tumorales de phénotype MDR accumulent beaucoup moins de drogues cytotoxiques 

que les cellules sensibles, ce qui est dû à un efflux accru des drogues vers le milieu 

extracellulaire essentiellement par la pgp. La concentration intracellulaire en agents 

anticancéreux reste ainsi en dessous d’une concentration pharmacologiquement efficace d’où 

l’echec du traitement anticancéreux (Bour et al., 2001). 

La figure 75 montre les variations de l’expression protéique par western blot de la pgp chez les 

rats cancéreux traités par la doxorubicine seule (15mg/kg/IP) ou en association avec l’acide 

gallique (100 mg/kg/IP), la propolis (100mg/kg/IP)  ou le vérapamil (15mg/kg/IP). 

Le traitement par la doxorubicine à la dose de 15mg /kg  pendant 7jours permet d’induire une 

chimiorésistance médiée par la surexpression de la pgp, le pourcentage d’expression est de 

301.58±13.17% contre 100% chez les rats cancéreux non traités, l’expression de la pgp est 

triplée par rapport au témoin.  

 

A.                                                                              B. 

 
 
Figure 75. Variations de l’expression protéique de la pgp par western blot chez les rats cancéreux traités 

par la doxorubicine seule (15mg/kg/IP) ou en association avec l’acide gallique (100mg/kg/IP), la 

propolis (100mg/kg/IP)  ou le vérap amil (15mg/kg/IP). 
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L'expression de la P-gp est corrélée avec le degré de résistance, elle est exprimée dans les 

tumeurs qui rechutent après un traitement par chimiothérapie. L’étude de Marie et al. (1992) a 

montré que la surexpression de la P-gp  est  corrélée au degré de résistance et aussi à l'échec du 

traitement avec le protocole VAD (vincristine, doxorubicine et dexamethasone) dans le myélome 

multiple. D'autres études ont montré que les lignées tumorales pulmonaires résistantes la 

vincristine surexprimant la pgp présentent une résistance croisée à la  doxorubicine (Abe et al., 

1996). Volm et al. (1991) ont démontré une expression plus élevée de la  P-gp dans les cellule 

CBNPC issues de fumeurs. Les lignées cellulaires du carcinome pulmonaire à grandes cellules 

humaines résistantes au paclitaxel (NCI-H40/PTX250), ont montré une augmentation de 1092 

fois dans l'expression du gène MDR1 par rapport à la lignée parentale sensible (Yabuki et al., 

2007 ; Robey et al., 2008).  

Selon l’étude d’Abolhoda et al. (1999), l'induction aiguë de l'expression du gène MDR1 dans 

une tumeur humaine solide en fonction du temps en réponse à une exposition in vivo à la 

chimiothérapie a été évaluée. Cinq patients atteints de métastases pulmonaires ont subi une 

perfusion avec de la doxorubicine. L'expression du gène MDR1 a été mesurée dans les nodules 

tumoraux métastatiques et dans des tissus pulmonaires normaux après initiation de la chimio-

perfusion. Chez quatre des cinq patients, une augmentation de 3 à 15 fois des taux d'ARNm 

MDR1 a été détectée dans les tumeurs 50 min après administration de la doxorubicine. En 

revanche, les échantillons pulmonaires normaux présentaient de très faibles taux d'ARNm 

MDR1 avant la perfusion, et aucune augmentation aiguë n'a été observée après le traitement. Ces 

résultats  ont démontés, pour la première fois, que l'expression du gène MDR1 peut être 

rapidement activée dans les tumeurs humaines après une exposition transitoire in vivo à une 

chimiothérapie cytotoxique. Des études ont montré une forte expression de la P-gp dans les 

tumeurs pulmonaires, nettement plus élevé dans les CBNPC que dans les CBPC. D'autres études 

ont montré que les lignées cellulaires tumorales pulmonaires résistantes la vincristine ont 

démontré une expression plus élevée à la fois de la P-gp et du gène mdr1 que les lignées 

cellulaires parentales. Sur la base de ces résultats et d'autres études, les médicaments ciblant le 

gène mdr1 ou la P-gp ont été développés pour surmonter la chimio-résistance associée à la P-gp.  

Dans la présente étude, le co-traitement avec l’acide gallique à la dose de 100mg/kg a permis de 

reverser la résistance à la doxorubicine; l’expression de la pgp est de 81.81±12.85% contre 

301.58±13.17% chez le lot traité par la doxorubicine seule. Une réduction de 3.68 fois a été 

enregistrée.  Le co-traitement avec la propolis à la dose de 100mg/kg a réduit significativement 

l’expresssion de la pgp ; le pourcentage d’expression est de 121.65±35.67% contre 
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301.58±13.17% chez le lot traité par la doxorubicine seule. Une réduction de 2.47 fois a été 

enregistrée. L’effet de la propolis est comparable (p˃ 0.05) à celui du vérapamil. 

L’effet de l’acide gallique et de la propolis sur l’expression de la pgp concorde avec plusieurs 

études démontrant la réduction de l’expression de la pgp sous l’effet des flavonoides et des 

acides phénoliques (Romiti et al., 2004; Sun et al., 2013; Nguyen  et Zhang, 2003; Borska et al, 

2012; Choi et al., 2011; Patanasethanont et al., 2007; He et al., 2009). 

Les flavonoïdes du raisin tels que le kaempférol et la naringénine ont  provoqué une diminution 

des taux de la P-gp et de l’expression du gène MDR-1 dans la lignée cellulaire tubulaire humaine 

(HK-2) (Romiti et al., 2004). L’icaritine, un flavonoïde isolé de la plante Herba Epimedium, a 

significativement augmenté l'accumulation intracellulaire de l'ADR et diminué l'expression du 

gène MDR1 dans la lignée cellulaire du cancer du foie HepG2 résistante à l’adriamycine 

(HepG2/ADR) par rapport à la lignée parentale. En outre, ce flavonoïde diminue 

significativement l’expression de la P-gp (Sun et al., 2013).  

La Silymarine peut inhiber l'efflux des anticancéreux co-administrés médié par la P-gp dans la 

lignée Caco-2 des cellules cancéreuses de collon (Zhang et Morris, 2003). Dans les cellules 

EPG85-257RDB (carcinome gastrique P-gp-positif), la quercétine a agit comme 

chimiosensibilisant via la diminution de l'expression de la P-gp et l’inhibition de l’expression du 

gène MDR1 (Borska et al., 2012). Par conséquent, l'utilisation simultanée de la quercétine 

apporte un bénéfice thérapeutique en augmentant la biodisponibilité de la doxorubicine 

administrée par voie orale (Choi et al., 2011).  

Nos résultats montrent qu’une réduction de 2.21 fois de l’expression de la pgp a été enregistrée 

lors du co-traitement avec le vérapamil à la dose de 15mg/kg. Le pourcentage d’expression de la 

pgp est de 136.36±12.86% contre 301.58±13.17% chez le lot traité par la doxorubicine seule. Le 

vérapamil est connu comme le bloqueur prototype de la pompe pgp, et était trouvé pour 

augmenter l'accumulation intracellulaire de nombreux anticancéreux, y compris la DOX dans de 

nombreuses lignées cellulaires cancéreuses (Al-Abd et al., 2011; Abdallah et al., 2015). 

Cependant, aucune étude dans la littérature n’a montré l’effet du vérapamil sur l’expression de la 

pgp.  

2.4. Potentialisation de l’apoptose  

La résistance à l’apoptose est une caractéristique principale acquise par les cellules cancéreuses. 

Il est important d’étudier les voies de mort cellulaire et de résistance pour sensibiliser les cellules 
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à la mort et contourner la chimiorésistance tumorale. Une altération dans les voies de 

signalisation de l’apoptose conduit à l’inhibition de l’activité des médicaments et confère ainsi 

aux cellules une certaine résistance (Shanker et al., 2010).  

2.4.1. Expression des Bcl2 et Bax  

Il existe plusieurs familles de gènes qui peuvent être soit pro-apoptotiques, entre autres Bax, Bak 

et Bok, ou anti-apoptotiques, parmi lesquels Bcl-2, Bcl-xl et Bcl-w. L’implication de ces gènes 

dans les phénomènes de chimiorésistance a pu être mise en évidence. Ainsi, il apparaît que la 

surexpression de Bcl-2 et de Bcl-x peut être corrélée à l’apparition d’une résistance à différents 

médicaments comme la doxorubicine, le taxol, la mitoxantrone et la cisplatine (Cheng et al., 

2000 ; Tamura et al., 2006).   

Dans notre modèle de tumeur pulmonaire résistant à la doxorubicine, on veut savoir s’il y a des 

modifications au niveau de l’expression génique des protéines: anti-apoptotique (bcl2) et pro-

apoptotique (Bax) et si les molécules bioactives peuvent moduler cette expression afin de 

réverser la chimio-résistante de la tumeur à l’apoptose. 

Les variations de l’expression protéique par western blot des protéines Bcl2 (A) et Bax (B) chez 

les rats cancéreux présentant une résistance à la doxorubicine traités par la doxorubicine seule 

(15mg/kg/IP) ou en association avec l’acide gallique (100mg/kg/IP), la propolis (100mg/kg/IP)  

ou le vérapamil (15mg/kg/IP) sont présentées dans la figure 76 ci-dessous. 

              

                        

Figure 76. Variations de l’expression protéique des proteines Bcl2 et Bax par western blot chez les rats 

cancéreux résistants à la doxorubicine traités par la doxorubicine seule (15mg/kg/IP) ou en association 

avec l’acide gallique (100mg/kg/IP), la propolis (100mg/kg/IP)  ou le vérapamil (15mg/kg/IP). 

Les résultats sont exprimés en moyenne± ecartype. Test student : * Comparaison avec le lot control ; # comparaison 

avec le lot DOX (*) ou (#) désigne un effet significatif (p< 0.05), (**) ou (##) désigne un effet tès significatif, (ns) 

non significatif p>0.05. 
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Une surexpression très significative (p˂0.01) des bcl2 avec une réduction significative         

(p˂0.05) de l’expression des Bax  a été enregistrée chez les rats traités par la DOX à 15mg/kg 

pendant 7jours ce qui traduit l’installation d’une résistance à l’apoptose. Le ration Bcl2/Bax est 

de l’ordre de 4.68.  

Les changements dans l’expression des Bax et Bcl-2 sont particulièrement intéressante car ils 

sont rapportés à moduler les processus cancérogènes puisque le rapport entre les deux groupes 

antagonistes détermine si une cellule résiste à un stimulus apoptotique ou non. 

Le déséquilibre du ratio Bax/Bcl-2 en faveur de Bcl-2 est depuis plusieurs années associé à une 

chimiorésistance tumorale (Reed 1996). L’étude de Raisova et al. (2001) a montré que dans les 

cellules de mélanome, les protéines anti-apoptotiques Bcl-2, Bcl-xL et Mcl-1 sont fortement 

exprimées (Selzer, Schlagbauer-Wadl et al. 1998; Hossini, Eberle et al. 2003; Wolter, Verhaegen 

et al. 2007) et un ratio Bcl-2/Bax élevé est corrélé avec une résistance à l’apoptose. Il est donc 

intéressant de cibler les membres anti-apoptotiques de la famille Bcl-2 pour contrer la chimio-

résistance. 

 Une augumentation  très significativve de l’expression des Bax a été enregistré lors du co-

traitement avec l’acide gallique. L’expresssion des bcl-2 montre une diminution très significative 

sous l’effet du co-traitement par l’AG 57.76% en comparaison avec le traitement par la DOX 

seule. L’association avec le vérapamil réduit par 19.80% l’expression des bcl2. Le ratio bcl2/Bax 

est de l’ordre de par rapport au témoin ce qui reflète l’installation d’une chimio-résistance suite 

au traitement par la DOX. Dans le cas de l’association avec l’acide gallique ce ratio est de 

l’ordre de 0.68 traduisant son effet chimio-sensibilisant à l’apoptose induite par la doxorubicine. 

Le ratio bcl2/Bax du vérapamil est de 4.19 contre 4.68 enregistré avec la DOX seule. Selon les 

résultats de cette étude le vérapamil n’affecte pas la signalisation apoptotique, le ratio bcl2/Bax. 

Les Bcl-2 sont des protéines responsables de la dérégulation de l'apoptose et de la prévention de 

la mort des cellules cancéreuses résistantes. Leur surexpression a été associée à la résistance 

cellulaire aux médicaments antitumoraux (DOX). Les cellules surexprimant Bcl-2 qui étaient 

protégées contre la cytotoxicité de la DOX deviennent sensibles à l'apoptose induite par l’acide 

gallique. Ce résultat confirme les résultats de l’étude in vitro où l’acide gallique sensibilise les 

cellules résistantes (A549/DOX) à l’apoptose induite par la doxorubicine.  

Nos résultats concernant le modèle animal résistant à l’apoptose sont similaires à ceux obtenus 

par Durrieu et al. (1999);  Ils ont mis en évidence, après une exposition des cellules leucémiques 
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à l'idarubicine (40nM pendant 48h), une surexpression de la protéine Bcl-2 (avec Bax constant) 

associée à une diminution du pourcentage de cellules apoptotiques.  

 2.4.2. Activité des caspases 3, 8 et  9 

Parmi les mécanismes de la résistance à l’apoptose, la réduction des capacités proapoptotiques. 

Selon la littérature, les cellules résistantes sont caractérisées par un taux et une activité réduites 

des caspases pour échapper à l’action proapoptotique  des agents cytotoxiques  (Trachootham et 

al 2009 ; Shanker et al., 2010).    

Les variations de l’activité des caspases 3, 8 et 9 chez les rats cancéreux traités par la 

doxorubicine seule (15mg/kg/IP) ou en association avec l’acide gallique (100mg/kg/IP), la 

propolis (100mg/kg/IP)  ou le vérapamil (15mg/kg/IP) sont présentées dans la figure 77 ci-

dessous.  

   

Figure 77. Variations de l’activité enzymatique de la caspase 3 (A), la caspase 8 (B) et la caspase 9 

(C)  chez les rats cancéreux résistants à la doxorubicine traités par: la doxorubicine seule (15mg/kg/IP) 

ou en association avec l’acide gallique (100mg/kg/IP), la propolis (100mg/kg/IP)  ou le vérapamil 

(15mg/kg/IP). 

Les résultats sont exprimés en moyenne± ecartype. Test student : * Comparer avec le lot témoin ; # comparer avec 

le lot Bap. (*) ou (#) désigne un effet significatif (p< 0.05), (**) ou (##) désigne un effet tès significatif, (ns) non 

significatif p>0.05. 

 

 

Aucune augmentation de l’activité des caspases 3, 8 et 9 n’a été enregistrée sous l’effet de la 

DOX à 15mg/kg/jours pendant 7jours. Le traitement par la DOX a conduit à un stress oxydant 

persistant dans le tissu pulmonaire ce qui induit une réponse  adaptative avec activation de 

facteurs de transcription comme NF-κB qui augmentent l’expression des enzymes antioxydantes, 
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de Bcl-2 et l’inhibition des caspases. Le co-traitement avec l’AG à 100mg/kg augmente de façon 

très significative (p˂0.01)  l’activité des caspases 3, 8 et 9. Le co-traitement avec la propolis à 

100mg/kg induit très significativement (p˂0.01) l’activité de la caspase 3 et 9 sensibilisant de ce 

fait les cellules cancéreues à l’apoptose induite par la DOX. 

L'étude de Sen et al., (2005) a également observé une activation des caspases 3 et 9 dans les 

cellules cancéreuses pulmonaires suite aux traitements par la curcumine. 

2.5. Réversion de la multidrug résistance par modulation du stress oxydant  

      La résistance des cellules cancéreuses au stress oxydant est liée à une action anti-apoptotique 

des ERO et également à une adaptation du système antioxydant de ces cellules. Ainsi les agents 

chimio-thérapeutiques qui, pour la plupart, entraînent une production d’ERO peuvent être rendus 

inefficaces par une activation des antioxydants cellulaires (Pervaiz and Clement, 2004). 

Cependant, en connaissant les particularités du système redox des cellules cancéreuses, il est 

alors possible de développer des stratégies pour cibler plus spécifiquement ces cellules lors des 

chimiothérapies. Le stress oxydant intrinsèque des cellules cancéreuses les rend plus vulnérables 

à un stress oxydant supplémentaire et à une déplétion du système antioxydant (Trachootham et 

al., 2009). 

 

Le tableau 21 ci-dessous rassenble les variations des paramètres de stress oxydant dans le tissus 

cancéreux présantant une résistance à la doxorubicine, ainsi que l’effet de l’acide gallique et la 

propolis en cas d’association avec la doxorubicine.  

Tableau 21.Variations des taux des paramètres du statut rédox cellulaire de poumon (MDA, GSH, SOD, 

CAT, GPx et GST) chez les rats cancéreux résistant à la doxorubicine ; traités par la doxorubicine seule 

(15mg/kg/IP) ou en association avec l’acide gallique (100mg/kg/IP), la propolis (100mg/kg/IP)  ou le 

vérapamil (15mg/kg/IP). 

 

 Témoin DOX DAG DP DV 

 

MDA 

(nmoles/g) 

16.04± 3.40  17.12 ±1.78 

 ns 

  25.54 ±2.17 

## 

 22.15 ±4.45 

## 

 25.14  ±2.48 

## 

GSH  
(mM/g) 

2.24±0.68  5.45 ±0.12 

** 

3.41± 0.87 

## 

 2.98 ±0.57 

## 

 3.58  ±0.45 

## 

GST  (UI/g) 3.55±1.07 5.87 ± 1.12 

** 

4.15±  1.31 

# 

3.03 ± 0.91 

## 

 4.47  ±0.95 

# 

GPx  

 (Ul/g) 

2.95±0.07  2.89±  0.12 

 ns 

3.02±  0.13 

 ns 

3.15 ± 0.5 

ns 

  3.22 ±0.75 

ns 

SOD 

 (Ul/mg) 

1903 ± 306.01 2431.2 ± 

243.1 

** 

2101.12 ± 

654.1 

## 

2342.65 ± 

329 

# 

 2254.78 

±352.1 

## 
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L’altération quantitative des protéines de détoxication cellulaires est l’un des principaux 

mécanismes de résistance aux anticancéreux. L’augmentation de la synthèse des protéines de 

détoxication cellulaire, tels le glutathion (GSH) ou la métallothionéine, ou d'enzymes de 

détoxication, telles les glutathion S- transférases (GST) et les enzymes redox, est un mécanisme 

important de chimiorésistance. Une augmentation du glutathion intracellulaire est en effet 

observée en cas de résistance au nitrosourées ou aux anthracyclines, et une augmentation de la 

métallothionéine en cas de résistance aux sels de platine (Shanke et al., 2010; Marzia et al., 

2003). C’est aussi dans le cadre de ces processus de détoxication que l'on aurait inclure 

l’augmentation de l’expression de la pgp, puisque cette glycoprotéine exerce un rôle de 

détoxication cellulaire, en raison, comme nous l’avons vu, de sa fonction de pompe membranaire 

permettant l’expulsion active des molécules  cytotoxiques. 

Les résultats obtenus ont montré que le tissu tumoral résistant à la doxorubicine présente un 

statut redox en faveur des antioxydants responsable de l’inactivation des médicaments 

anticancéreux et de la neutralisation de ses métabolites. Une augmentation très significative des 

taux de GSH et de l’activité des enzymes antioxydantes (SOD et GST) a été enregistrée lors du 

traitement potentialisé par la doxorubicine. Cela pourrait être expliqué par une réaction 

adaptative du tissu tumoral pour inactiver la doxorubicine et neutraliser ses métabolites et pour 

se protéger des effets néfastes cytotoxiques du médicament anticancéreux. Aucun changement 

significatif dans l’activité de la Gpx n’a été enregistré sous les différents traitements. Les 

niveaux accrus de GST observés après le traitement par DOX pourraient également concorder 

avec le phénotype résistant, car les taux de GST ont fréquemment été liés à la résistance aux 

anthracycline (Ban et al., 1996, Beaumont et al., 2003).  

Le glutathion et les glutathion S-transférases sont responsables de la métabolisation et de la 

détoxification des agents nocifs pour la cellule. Le glutathion (GSH), un tripeptide (gamma-

glutamyl-cystéiyl-glycine) qui entre dans de nombreuses réactions de détoxification, est impliqué 

dans la résistance aux anthracyclines (doxorubicine). En effet, un taux important en GSH permet 

à la cellule de neutraliser ces anticancéreux et toutes molécules toxiques (Bour, 2001; Marzia et 

al., 2003 ; Shanker et al., 2010).  

Les glutathion S-transférases (GSTs) sont une famille d'iso-enzymes  codées par 5 gènes dont 4 

pour les formes cytosoliques (α, μ et π) et un pour la forme microsomale (θ). Elles catalysent 

l'addition du thiol réduit du GSH sur un composé électrophile. L'augmentation et/ou l'expression 

différentielle des GSTs dans la résistance aux anticancéreux a souvent été signalée. En effet dans 
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les tumeurs, comparées aux tissus sains adjacents, les taux de GSTs augmentent souvent comme 

la GST-π dans les carcinomes colorectaux, les tumeurs de l'estomac, des poumons ou encore de 

la vessie. Chaque iso-enzyme de la GST est associée à un type de résistance.  Ainsi, les GST-α et 

μ sont liées aux agents alkylants, en particulier les nitrosourées, et l'iso-enzyme π est associée 

aux mécanismes de résistance aux anthracyclines par conjugaison des radicaux quinones qui 

génèrent un stress oxydatif membranaire ou nucléaire (Tew, 1994; Marzina et al., 2003; Shanker 

et al., 2010).  

Plus récemment, divers travaux ont mis en avant le rôle de Bcl-2 dans la régulation du statut 

redox des cellules tumorales (Chen and Pervaiz, 2009; Zeng et al. 2009). Ces études font état 

d’une résistance au stress oxydant induit par traitement sur des cellules qui surexpriment Bcl-2. 

Il semble en effet que Bcl-2 augmente le niveau cellulaire de GSH (Amstad, Liu et al. 2001; 

Zimmermann, Loucks et al.2007). Les  Bcl-2 peuvent, au sein de cellules cancéreuses, d’inhiber 

la PMM, et le stress oxydant induits par des agents thérapeutiques. L’activation du système 

antioxydant pouvant mener à une résistance de ces cellules, il semble donc important d’associer 

à la chimiothérapie des molécules qui inhibent les antioxydants cellulaire, comme le buthionine 

sulfoximine (BSO) qui déplète les cellules en glutathion (GSH) (Trachootham et al., 2009). 

Les ERO sont capables d’influer sur de nombreuses voies de signalisation. Si le stress oxydant 

reste modéré, on parle alors de milieu « pro-oxydant ». Ce milieu favorise la survie et également 

la transformation tumorale (Pervaiz and Clement 2007).  Un stress oxydant persistant dans 

certaines cellules cancéreuses induit une réponse adaptative avec activation de facteurs de 

transcription comme NF-κB et Nrf2 (NF-E2-related factor 2) qui augmentent l’expression des 

enzymes antioxydantes (SOD, GPx) et de Bcl-2, et inhibition des caspases… Cette adaptation 

active des voies de prolifération, d’échappement à la sénescence, d’angiogenèse et de diffusion 

métastatique. Tout ceci permet le développement tumoral ainsi que la mise en place d’une 

résistance aux agents chimiothérapeutiques (Trachootham et al., 2009).  

Dans cette étude, le co-traitement avec l’acide gallique en tant qu’agent pro-oxydant induisant la 

surproduction mitochondriale de l’anion super-oxyde permet de réduire l’activité des enzymes 

antioxydantes (SOD, CAT et GST) et la déplétion en GSH responsable de la réduction de 

l’inactivation et de l’élimination de la doxorubicine, conservant ainsi son effet anticancéreux et 

cytotoxique au niveau de la tumeur (Volk et al., 1997).  

La réduction de l’activité des enzymes antioxydantes dans le cas du co-traitement avec la 

propolis pourrait être due à l’effet scavengeur des polyphénols de la propolis contre les 
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métabolites réactifs de la doxorubicine, empêchant de ce fait l’induction de l’activité des 

enzymes antioxantes ainsi que le développement de la résistance à la doxorubicine. Cet effet 

pourrait être dû également à l’effet de la propolis sur l’expression de la pgp : la réduction de 

l’expression de la pgp par la propolis conduit à l’accumulation de la doxorubicine intra-

cellulaire, le GSH et la GST seront donc consommés dans la détoxification des métabolites de la 

DOX. Ces métabolites vont également attaquer les enzymes antioxydantes réduisants de ce fait 

leurs activités. La déplétion du glutathion (GSH) in vitro sensibilise les mélanomes à l’apoptose 

ce qui fait de la déplétion de GSH une stratégie thérapeutique (Estrela et al., 2006 ; Mena et al., 

2007). 

Les taux du MDA se trouvent augmenter lors du co-traitement par l’acide gallique ou par la 

propolis, ceci est probablement due à déplétion en GSH et en antioxydants enzymatiques. La 

péroxydation lipidique ou les autres dommages oxydants peuvent induire des perforations 

membranaires et des dysfonctionnements cellulaires, conduisant la cellule à une mort par 

apoptose (Schrand et al., 2010). Certains flavonoïdes peuvent induire une déplétion significative 

du GSH dans les cellules cancéreuses et potentialiser la cytotoxicité du cisplatine sur les cellules 

A549 (Kachadourian et Day, 2006; Kachadourian et al., 2007). La chrysine à 25µM provoque 

une déplétion significative (40 à 50%) des concentrations du GSH intracellulaire dans quatre 

lignées cellulaires de cancer du poumon (A549, H157, H460 et H1975) après 72 heures du 

traitement.    

                                          

La DOX est généralement considéré comme inefficace dans le traitement du cancer du poumon 

non à petites cellules. Cependant, Brechbuhl  et al., (2012) ont démontré comment la chrysine 

induit la déplétion du GSH et sensibilise ces cellules à la DOX. Le co-traitement des cellules 

avec la chrysine potentialise la cytotoxicité induite par la DOX dans les quatre lignées cellulaires 

citées. Cet effet peut en partie être attribué à la déplétion intra-cellulaire de GSH induite par la 

chrysine, car les cellules avec le profil GSH le plus abondant étaient les plus résistantes à la 

DOX. L’étude de Nguyen et al., (2003), a montré que les flavonoides : Biochanin-A, génistéine, 

quercétine, chalcone, silymarine, phlorétine, morine et kaempférol, sensibilisent les cellules 

d’adénocarcinome humain pancréaique à la daunomycine (DNM) et à la vinblastine (VBL); ils 

réduisent significativement les taux de glutathion (GSH) inta-cellulaire, et inhibent l’activité de 

transport de la MRP1 augmentant de ce fait l'accumulation de ces anticancéreux. Marzia et al. 

(2003) ont montré l’augmentation de l’expression de l’activité de la GST dans les lignées de 

cancer de poumon A549 et du sein MCF-7 suite au traitement par la doxorubicine.  
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Ces résultats concordent avec ceux obtenus par poornima et al., (2014) où la neferine, un 

alcaloïde de la graine de lotus (Nelumbo nucifera Gaertner) a montré un effet sensibilisant de la 

cytotoxicité de la DOX dans la ligné de cancer du poumon A549 par la modulation du système 

redox. Elle potentialise la cytotoxicité de la DOX par induction de la production de ROS, la 

depletion en glutathion et l’inactivation des enzymes antioxydantes SOD, CAT, GST et Gpx. La 

déplétion en GSH induite par la chrysine augmente l'effet cytotoxique de la DOX. Une seule 

concentration de chrysine peut  induire l’efflux et la déplétion subséquente à long terme du GSH 

dans quatre types de cancers humains de poumon. Cette déletion est due à son efflux à travers  

les transporteurs MRP1 (Bharathi et al., 2017). D’un autre côté, cet alcaloïde a montré un effet 

protecteur contre la toxicité de la doxorubicine sur les cellules cardiaque H9c2, et ce en inhibant 

la production de ROS et l’apoptose induites par la DOX. La neferine inhibe la déssipation du 

potentiel membranaire mitochondrial et réduit l’accumulation du calcium (Bharathi et al., 2017). 

D’autres  recherches  sont nécessaires pour mieux comprendre les mécanismes de la déplétion en 

GSH.  

Ces résultats peuvent ouvrir de nouvelles perspectives pour la prise en charge thérapeutique 

du cancer de poumon, via la restauration et la potentialisation de la sensibilité  de la tumeur 

aux  agents anticancéreux.  

L’absence de toxicité des molécules testées est mise en évidence par la survie des rats ayant 

reçu plusieurs injections à la dose de 100 mg/kg et par l’absence de mortalité prématurée chez 

les rats traitées pendant 7jours par l’asssociation DAG et DP en comparaison avec le co-

traitement avec le vérapamil dont la toxicité n’a pas permis de suivre la totalité du protocole de 

traitement. 

L’efficacité des molécules bioactives sur la réversion de la résistance a été évaluée par 

comparaison des résultats obtenus in vivo et in vitro. Les résultats obtenus sont très 

semblables ce qui confirme que les molécules testées permettent  de restaurer la sensibilité des 

cellules résistantes à la DOXO. 

En conclusion, les molécules testées peuvent être considérées comme des modulateurs très 

prometteurs dont l’absence de toxicité et l’efficacité potentialisatrice dans ce premier essai in 

vivo le place au niveau d’autres modulateurs récemment décrits. L’espoir suscité par cette 

efficacité des deux modulateurs étudiés est grand car la toxicité et la pharmacocinétique de 

ces molécules est bien connue ce qui permet de mieux prévoir leur comportement et leurs 

intéractions in vivo. 
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3. Effet de la propolis et de l’acide gallique contre l’hépatotoxicité de la 

doxorubicine 

Une autre limite importante du traitement par la doxorubicine sont les atteintes sévères du 

parenchyme hépatique  limitants leur utilisation clinique (Bulucu et al., 2018). Cette  toxicité 

hépatique est due essentiellement à l’induction d’un stress oxydant délétère pour le  hépatique. 

Cette partie de thèse est consacrée à l’évaluation de l’effet de nos produits (acide gallique et 

propolis) contre la toxicité hépatique de la doxorubicine chez le rat albinos wistar. Pour cela, les 

animaux ont été traités par la doxorubicine seule (100mg/kg) ou en association avec la propolis 

ou l’acide gallique (100mg/kg/j) pendant 7jours. Les résultats obtenus sont représentés ci-

dessous : 

3.1. Evaluation des paramètres sériques 

Les variations des taux des paramètres sériques ALT,AST,PAL et LDH après administration de 

la doxorubicine (10mg /Kg/ip) seule ou en association avec la propolis ou  l’acide gallique 

(100mg/kg/ip) sont représentées dans le tableau 22 ci-dessous.  

Tableau 22. Variations des taux des paramètres sériques ALT,AST,PAL et LDH après administration de 

la doxorubicine (10mg /Kg/ip) seule ou en association avec la propolis ou  l’acide gallique 

(100mg/kg/ip). 

 Témoin DOX DOX+AG DOX+P 

ALT (U/L) 35.66 ± 4.73 55.66 ± 3.51** 39.54±3.54## 36.54 ±2.32## 

AST (U/L) 74 ± 7.20 96.67 ± 5.04** 76.65±5.90## 73.56 ±6.76## 

PAL (U/L) 90.76 ± 9.15 134.66 ± 22.20** 97.89±19.60## 89.89 ±12.07## 

LDH(U/L) 155±31.53 175±34.3* 165±41.6# 164.07 ±24.91# 

  

Les résultats sont exprimés en moyenne ± écart type. Test de student, (*) désigne un effet significatif (P <0.05), (**) 

désigne un effet très significatif (P <0.01). Les comparaisons sont faites vis-à-vis du témoin. Le signe # : 

comparaison avec la doxorubicine seule. 

 

Nos résultats révelent clairement l’instalation d’une toxicité hépatique sévere suite au traitement 

par la doxorubicine. En effet,  une augmentation très significative (P < 0.01) des taux des 

transaminases et de la lactate déshydrogénase chez les rats traités par la doxorubicine (10 mg/kg) 

a été enregistrée en comparaison avec les rats témoins. Cette augmentation est pratiquement due 

à l’apparition des lésions tissulaires hépatiques sévères (Farag et al., 2010). Ces enzymes sont les 

biomarqueurs les plus sensibles, directement impliqués dans l'étendue des dommages cellulaires 

et de la toxicité, car ils sont cytoplasmiques et libérés dans la circulation après l’atteinte 
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cellulaire (Soudani et al., 2011). La perméabilité membranaire et la fonction de transport sont 

également altérées dans les hépatocytes endommagés (Mohan et al., 2011). Ces résultats en 

accord avec la littérature (Bulucu et al., 2009). Les lésions hépatiques rapportées induites par la 

doxoribucine sont surtout des stéatoses, des infiltrations au niveau de l’espace porte et même des 

cholestase (Gokcimen et al., 2007 ; Injac et al., 2008).  

L’administration de l’acide gallique ou de la propolis associée avec la doxorubicine réduit de 

manière significative le taux de ces enzymes. Ceci révèle leurs capacités à atténuer les lésions 

hépatiques induites par la doxorubicine.  

3.2. Variations de la production mitochondriale de l’anion superoxyde  

Les variations de la production mitochondriale de l’anion superoxyde dans le foie des rats traités 

par la DOX (10mg/kg) seule ou en association avec la propolis ou l’acide gallique (100mg/kg) 

sont représentées dans la figure 78 ci-dessous. 

 La production mitochondriale de l’anion superoxyde atteint 147% chez les animaux traités par 

la doxorubicine seule par rapport au témoin (100%). Le cotraitement par la propolis ou par 

l’acide gallique a diminué de façon très significative (p<0,01) cette production, elle est de l’ordre 

de 76% et 52.78 % respectivement. En effet, l’effet de l’acide gallique est meilleur à celui de la 

propolis avec des pourcentages d’inhibition de la production mitochondriale de l’anion super 

oxyde de l’ordre de 47.22% et 24% respectivement.   

 

L’augmentation de la production mitochondriale de l’anion superoxyde suite au traitement par la 

doxorubicine est un indicateur de la toxicité de cet anticancéreux. Cette augmentation est liée 

essentiellement à la structure quinonique de ce médicament qui lui permet de se comporter 

comme accepteur des électrons dont l'adition d'un électron libre transforme la quinone en radical 

libre semiquinonique avec libération des anions superoxydes qui auraient alors des effets 

délétères directes sur l'ADN et les macromolécules. Ce résultat est en parfait accord avec ceux de 

Gervasi et al. (1986) réalisés sur des préparations mitochondriales cardiaques et qui montrent 

que les dérivés de la doxorubicine augmentent la production du superoxyde par la NADH 

déhydrogenase mitochondriale. De même une étude réalisée par Chacon et al. (1991)  a montré 

que le traitement par la doxorubicine induit un déséquilibre dans l’homéostasie du Ca++ 

mitochondrial conduisant à la production  excessive des ERO.  
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A.                                                                               B. 

    

Figure 78. Production mitochondriale de l’anion superoxide sous l’effet de la doxorubicine à 10mg/kg 

seule  ou en association avec la propolis (A) ou l’acide gallique (B) à 100mg/kg. 

 

Le co-traitement par la propolis ou par l’acide gallique à 100 mg/kg/j a réduit de façon très 

significative la production mitochondriale du superoxyde. Cette réduction est due, probablement, 

à la contribution de deux phénomènes ou mécanismes. Le premier, consiste à l’inhibition 

partielle des complexe I et/ou III de la chaîne respiratoire. Le mécanisme d’inhibition du 

complexe III peut impliquer une compétition entre les flavonoïdes et le decylubiquinone au 

niveau du cycle Q, en captant les électrons cédés du cytochrome b562 inhibant ainsi la formation 

de la forme radicalaire semiubiquinone, ce qui prévient ou diminue la production de l’anion 

superoxyde (Zini et al., 1999). L’étude de Morin et al. (2004) a montré que le trans-resvératrol, 

empêche la production mitochondriale du superoxyde à travers l’inhibition partielle (20%) de 

l’activité du complexe III et plus précisément à l’interaction avec le cycle Q. De la même 

manière, la nicotine protège les fonctions mitochondriales dans un model d’anoxie-

réoxygénation  en inhibant partiellement le complexe I, et par conséquent réduit la production de 

l’O2
-° (Cornier et al., 2001). Le deuxième mécanisme expliquant la réduction des taux de l’O2

-° 

serait l’effet piégeur du superoxyde produit par la chaîne respiratoire ou la neutralisation de la 

forme radicalaire semiubiquinone de la doxorubicine par l’acide gallique ou la propolis. 

L’activité antiradicalaire des deux produits a été confirmée par notre étude in vitro où ils 

présentent un effet mieux que celui de la vitamine E contre les radicaux DPPH°. 
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 3.3. Variations des taux de GSH et du MDA 

La cellule dispose pour sa protection au glutathion,  thiol intracellulaire vital qui constitue un 

acteur essentiel de la défense antioxydante cellulaire en se liant par son pole SH aux métabolites 

toxiques. 

Le traitement des rats par la doxorubicine à 10mg/kg diminue significativent les taux de GSH 

mitochondriaux et cytosoliques qui sont de l’ordre de 0,73 ± 0,09 et 0.34±0.05 nmoles/g   

respectivement contre 1.05±0.2 et 0,95 ± 0,22 nmoles/g chez le témoin (Figure 79A).  Cette 

diminution est certainement due à l’effet toxique des métabolites réactifs instables du 

médicament qui sont neutralisés par le glutathion. Il est bien admis aujourd’hui que la formation 

des radicaux libres consomme du GSH quant elle est importante et que cela aboutit à une 

déplétion du GSH ce qui a pour principale conséquence l’induction de la péroxydation lipidique 

et l'oxydation des groupes thiols des protéines (Elimadi et al., 1999; Lopez-Lazaro  et al., 2000).  

La consommation de GSH par d'autres enzymes peut expliquer cette diminution, le GSH est 

substrat de plusieurs enzymes antioxydantes comme la GST. Le co-traitement par la propolis ou 

par l’acide gallique a empêché la diminution de GSH observée chez les animaux recevant le 

médicament seul, et donnent des taux de GSH supérieurs à ceux obtenues chez les témoins non 

traités (Figures 79A et 79B). Cette augmentation des taux du GSH,  est  peut être due à 

l’induction de sa synthèse et ou à sa régénération cellulaire. Comme elle peut être due à l’effet 

scavenger des polyphénols, c'est-à-dire au lieu que les métabolites réactifs toxiques de la 

doxorubicine se fixent sur le glutathion et le  consomment, ils seront captés par les polyphénols 

concervant de ce fait les taux de GSH intracellulaire. Nos résultats sont en accord avec ceux 

obtenus par plusieurs auteurs (El-khatib et al., 2002 ;  Hewawasam  et al., 2005). Selon Sharma 

et al. (1997),  la propolis administrée à 50 et à 100 mg/kg prévient la cardiotoxicité induite par la 

doxorubicine à (10 mg/kg) par l'amélioration des taux du GSH intracellulaire et sérique.  

Les cibles préférentielles des ERO sont les lipides suivis par les protéines et les bases 

constitutives du matériel génétique. La  péroxydation  lipidique  provoque  une augmentation 

croissante de la perméabilité des membranes induisant une altération irréversible du 

fonctionnement cellulaire, pouvant aller jusqu'à la lyse complète de la cellule. Les réactions en  

chaîne  prolongent  les  effets intramembranaires  des radicaux libres, même si l'agression 

radicalaire s'estompe.   
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     A.                                                                         B. 

       

        C.                                                                                  D.                                               

    

Figure 79. Variations des taux du GSH (A,B) et du MDA(C,D) hépatique après administration IP de la 

doxorubicine  (10mg/kg) seule, en association  avec  la propolis ou l’acide gallique (100mg/kg). 

 
Chaque valeur est exprimée en moyenne ± écart-type. Significativité statistique P<0.01 : très significatif (**), 

p<0,01 : très significatif (##), P<0.05 : significatif, ns : non significatif.  Le signe # : comparaison avec la 

doxorubicine seule. 

 

La peroxydation  lipidique  aboutit  à  la  formation  de  nombreux  dérivés  toxiques, le MDA, 

marqueur le plus utilisé en  peroxydation lipidique, a une demi-vie plus longue que celle des 

radicaux libres. Il peut former des liaisons avec les bases de l'ADN et est lui-même mutagène. 

Les résultats de l’effet de la propolis sur les taux du MDA mitochondrial et cytosolique après un 

traitement par la doxorubicine (10 mg/kg), sont représentés dans la figure (79C).  

Les résultats obtenus montrent que le traitement des animaux par la doxorubicine seule entraîne 

une augmentation très significative (p<0,01) des taux du MDA aussi bien mitochondrial 

(31,14±1,1 contre 25 ±6,8 nmoles/g obtenu avec le témoin) que cytosolique (46,73±8.42 contre 

34± 1,4 nmoles/g enregistré chez le témoin). Le cotraitement avec la propolis a entraîné une 

diminution très significative (p<0,01) des taux du MDA cytosolique et mitochondriale, les taux 
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sont de l’ordre de 18,26±8.42 nmoles/g de foie et 14,72± 1,17 nmoles/g de foie respectivement. 

En effet, cette réduction des taux du MDA est de l’ordre de 39.07% et 47, 27% au niveau 

cytosolique et mitochondrial respectivement. Le cotraitement avec l’acide gallique réduit très 

significativement le taux du MDA cytosolique et  produit une inhibition de 43,91% de la 

lipopéroxydation (Figure 79D).  

 

Le métabolisme de la doxorubicine par les cytochromes P450 génère des métabolites réactifs, 

ces derniers vont attaquer les membranes cellulaires et mitochondriales. La conséquence est la 

perte de la fluidité membranaire, la destruction de la microarchitecture membranaire, la 

péroxydation lipidique et l’augmentation des niveaux de MDA. La réduction des taux du MDA 

observée dans les groupes d’animaux recevant la propolis ou l’acide gallique prouve leurs effets 

protecteurs contre le stress hépatique induit par la doxorubicine. Cet effet protecteur est peut être 

du à la captation des molécules du MDA par les principes actifs de la propolis et par l’acide 

gallique ou bien à l’inhibition des réactions en chaîne de la peroxydation lipidique au niveau 

mitochondrial et cytosolique.  

En effet, la quercétinee présente une activité antilipopéroxydative par son effet piégeur  vis a vis 

des radicaux péroxyles (Koc et al., 1999), par son pouvoir chélateur des ions et sa capacité à 

réduire le Fe+2 inhibant ainsi la réaction de fenton et  la péroxydation des acides gras 

polyinsaturés (Vasilyeva et al., 2000). Les sites essentiels pour la chélation des ions métalliques 

pour les flavonoides sont au nombre de trois, un noyau catéchol sur le cycle B, les groupes 3- 

hydroxyle et 4-oxo du cycle C et, les groupes 4- oxo et 5- hydroxyle entre les cycles A et C  

(Crespy et al., 2004). 

3.4. Variations de l’activité enzymatique de la catalase et de la superoxyde dismutase 

mitochondriales et cytosoliques  

Parmi les systèmes antioxydants enzymatiques cytosoliques et mitochondriales figurent en 

première ligne la superoxyde dismutase (SOD) et la catalase (CAT). Le radical superoxyde, 

première espèce toxique formé à partir de l’oxygène, est éliminé par la SOD qui catalyse sa 

disparition par dismutation. Le peroxyde d’hydrogène ainsi formé est dismuté en oxygène et en 

eau par la catalase (Andreyev et al., 2005).  

Les enzymes antioxydantes sont des cibles potentielles des ERO. Les variations de l’activité des 

enzymes antioxydantes catalase et superoxyde dismutase mitochondriaux et cytosoliques sous 
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l’effet du traitement par la doxorubicine (10 mg/kg) seule ou en association  EEP ou l’acide 

gallique à (100 mg/kg) sont illustrés dans les tableaux 23 et 24 ci-dessous. 

 

Table 23. Effet de la doxorubicine (10 mg/kg) seule ou en association  EEP (100 mg/kg) ou l’acide 

gallique sur l’activité enzymatique de  la  catalase (CAT) et la superoxyde dismutase (Mn-SOD) 

mitochondriale.  

 
Groupes Mit. CAT (UI/mg Pr.) Mit. SOD (UI/mg Pr.) 

Control 2583.51± 123 1544± 49 

Dox (10mg/kg) 1024.45± 329** 601.34± 42.1** 

Dox (10mg/kg)+EEP (100mg/kg) 2657.67 ±143 ## 1434.4  ±68.9 ## 

Dox (10mg/kg)+ AG (100mg/kg) 2512.47±  112 ## 1554.6 ± 98.7## 

 

Chaque valeur est exprimée en moyenne ± écart-type. Significativité statistique P<0.01 : très significatif (**), 

p<0,01 : très significatif (##), P<0.05 : significatif, ns : non significatif.  Le signe # : comparaison avec la 

doxorubicine seule. 

 

 

Table 24. Effet de la doxorubicine (10 mg/kg) seule ou en association  EEP (100 mg/kg) ou l’acide 

gallique (100mg/kg) sur l’activité enzymatique de  la  catalase (CAT) et la superoxyde dismutase (Mn-

SOD) cytosolique.  

 
Goupes Cyt. CAT  (UI/mg Pr.) Cyt. SOD (UI/mg Pr.) 

Control 3543.43± 67.56 2644± 209.01 

Dox 10mg/kg 2287.70± 98.65** 1257.34± 152.83** 

Dox (10mg/kg)+EEP (100mg/kg) 3698.74 ±213.6 ## 2534.83  ±138.91 ## 

Dox (10mg/kg)+ AG (100mg/kg) 3589.58 ±325## 1899.7 ±  145.71## 

 
Chaque valeur est exprimée en moyenne ± écart-type. Significativité statistique P<0.01 : très significatif (**), 

p<0,01 : très significatif (##), P<0.05 : significatif, ns : non significatif.  Le signe # : comparaison avec la 

doxorubicine seule. 

 

  

Chez les rats traités par la doxorubicine seule, une diminution très significative de l’activité 

enzymatique de la SOD et de la catalase mitochondriales a été enregistré, cette activité est de  

l’ordre 38,94% et 39,65% respectivement par rapport au témoin non traité (Tableau 24). De 

meme pour la SOD et  la CAT cytosolique où la l’activité enzymatique est de 47,55% et 64.56% 

respactivement (Tableau 25). Face aux stress oxydant, la SOD se comportera de deux façons 

différentes : dans un premiers temps, l’organisme réagira lors d'un stress modéré en surexprimant 

la SOD, si le stress perdure et produit de façon massive les ERO toxiques, la SOD sera détruite 

et sa concentration chutera (Mena et al., 1991).  

Le cotraitement avec la propolis ou avec l’acide gallique a augumenté de façon très significative 

l’activité de ces enzymes antioxydantes en comparaison avec la doxorubicine seule et ce au 

niveau mitochondrial et cytosolique. Cette amélioration de l’activité des enzymes est peut être 

due à l’augumentation de l'expression génique ou a l’induction de ces enzymes (Paul et al., 

2002). Nos résultats confirment ceux obtenues par Alyane et al., (2008), Rouibah et al. (2008), 
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Lahouel et al., (2010) et Boutabet et al., (2011) où la la propolis de Jijel montre un effet 

protecteur contre la toxicité rénale et cardiaque de la doxorubicine à travers l’amélioration des 

capacités antioxydantes de la cellules. 

Cette étude a montré clairement : 

  D’un coté, que  la doxorubicine induit des dommages hépatiques sévères en interagissant 

avec les fonctions mitochondriales : administrée à la dose de 10 mg/kg, les métabolites 

réactifs résultants du métabolisme de la doxorubicine altèrent la chaîne de transfert des 

électrons conduisant à la production massive de l’anion superoxyde qui attaque les 

membranes mitochondriales et cellulaires et conduit à la péroxydation des acides gras 

polyinsaturés et la  libération massive du MDA. Cet état prooxydant mène à la 

consommation du GSH et à la destruction  des enzymes antioxydantes à savoir la SOD et 

la CAT cytosoliques et mitochondriales.  

 De l’autre coté, la fraction polyphénolique de la propolis et l’acide gallique en plus de 

leurs effets anticancéreux et réversants de la multidrug résistante induite par la 

doxorubicine, ils présentent un effet hépatoprotecteur remarquable contre la toxicité de cet 

agent anticancéreux et ce via la protection des fonctions mitochondriales (réduction de la 

production de l’anion superoxyde et de la peroxydation lipidique, effet scavenger de ERO) 

et le renforcement des antioxydants enzymatiques (SOD et CAT) et non enzymatiques 

(GSH).   

 

 

 

 



 
 

 
 

 

Conclusion 
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         Le cancer du poumon occupe la première position en termes de fréquence de décès 

imputables au cancer dans le monde. Il n’existe actuellement aucun traitement capable 

d’éradiquer complètement ce cancer ce qui lui confère le statut de maladie incurable. Les cellules 

cancéreuses, en plus de proliférer de manière anarchique, vont détourner des mécanismes 

physiopathologiques de protection contre des agents cytotoxiques et les renforcer pour se 

protéger contre des traitements chimio-thérapeutiques. La physiopathologie de cette résistance 

aux agents cytotoxiques est due, en partie, à la surexpression dans un grand nombre de cellules 

tumorales de certains transporteurs à "ATP binding cassette" (Pgp, MRP, BCRP…) qui sont 

capables d’exporter les molécules cytotoxiques hors des cellules et de conférer à celles-ci une 

résistance multiple à différents agents anti-cancéreux (phénotype MDR). La glycoprotéine P 

(Pgp) est le plus important et le mieux étudié de ces transporteurs. Il a été montré par ailleurs que 

certains polyphénols pouvaient  inhiber la progression tumorale d’un côté, et l’exportation des 

médicaments par la glycoprotéine P et ainsi moduler le phénotype MDR de l’autre côté. 

 

Cette étude avait pour objectif principal d’évaluer le potentiel anticancéreux de la propolis et de 

l’acide gallique contre le cancer de poumon in vivo et in vitro  et leurs effets sur la résistance 

multi-drogue MDR liée au traitement par la doxorubicine. L’activité anti-tumorale a été évaluée 

in vitro sur les cellules d’adénocarcinome pulmonaire humain A549 sensibles et résistantes à la 

doxorubicine et in vivo sur un modèle animal de cancer de poumon induit par le B(a)p. Les 

résultats ont montré que l’acide gallique et la propolis possédaient une activité anticancéreuse 

pertinente et ainsi, qu’ils constituaient une stratégie thérapeutique potentielle dans le traitement 

du cancer pulmonaire. Au cours de ce travail nous avons pu montrer : 

 L'effet pro-apoptotique spectaculaire de la propolis et de l’acide gallique selectif sur les 

cellules cancéreuses. 

 L’acide gallique et la propolis sont des modulateurs spécifiques de la Pgp, très efficaces 

sur la réversion du phénotype MDR et qu’ils ont une efficacité plus élevée que celle du 

vérapamil, inhibiteur principal de la pgp, et ce via l’inhibition de la pompe d’efflux-pgp-, 

augmentation de l’accumulation intracellulaire de la DOX, l’inhibition de l’efflux de la 

rhodamine-123 et la diminution de l’expression du gène MDR1 et de la pgp.  

 Ils potentialisent l’effet cytotoxique de la doxorubicine via l’induction de la voie 

intrinsèque de l’apoptose, l’induction de l’arrêt du cycle cellulaire en G0/G1 pour la 

propolis et en G2/M pour l’acide gallique. 
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  L’acide et la propolis potentialisent la toxicité de la doxorubicine sur les cellules 

cancéreuses et réduisent leur toxicité sur les tissus sains in vivo et in vitro. 

 La propolis présente un effet hépatoprotecteur contre la toxicité hépatique de la 

doxorubicine via l’amélioration de l’état redox mitochondrial et cellulaire.  

 In vivo, l’acide gallique a réduit le cancer de poumon induit par le B(a)p chez le rat 

albinos wistar à travers  l’augmentation de la production mitochondriale de l’anion 

superoxyde et la déplétion en GSH. Il agit également par induction de l’apoptose à 

travers l’activation des caspases 3 et 9, l’augmentation de l’expression des Bax et de P53 

et la réduction de l’expression des bcl2. 

 

Ce qui fait de ces molécules bioactives, un traitement adjuvant prometteur qui permettrait de 

contrer le phénotype MDR et d'augmenter l'efficacité du traitement par la DOX, tout en 

diminuant les doses optimales, la toxicité sur les tissus sains et les effets secondaires indésirables 

qui compromettre sérieusement la qualité de vie du patient. Cette étude nous a permis également 

de mettre au point d’un modèle de cancer de poumon résistant à la doxorubicine qui a permis 

d’apporter une première validation in vivo des résultats de la réversion de la MDR obtenus in 

vitro.  

 

Dans l'ensemble, ces travaux apportent de nouvelles briques à l'immense édifice de la recherche 

contre le cancer pulmonaire, cependant ils restent préliminaires et ouvrent de nouvelles 

perspectives : 

 

 Il est nécessaire de vérifier les résultats obtenus de manière comparée sur des souris déficientes 

greffées par les cellules A549 et par les cellules A549/DOX. 

 Approfondir les mécanismes de cytotoxicités et de réversion de la MDR par l’étude de 

l’expression des protéines qui interviennent dans le cycle cellulaire, l’apoptose et la multidrug 

résistance.  

 Tester  l’éventuel effet de la propolis et de  l’acide gallique contre la dissémination métastatique 

du cancer pulmonaire. 

 Explorer la pharmacocinétique de la propolis et de l’acide gallique chez les souris 

porteurs de cancer de poumon.  

. 
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Annexe 1. Courbe d’étalonnage du dosage des polyphénols (acide gallique comme standard). 

 

 

Annexe 2 : Courbe d’étalonnage de dosage des flavonoïdes en µg/ml (quercétine comme standard), 

(moyennes de 3 essais). 
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 Annexe 3. Courbe d’étalonnage du dosage des tanins hydrolysables (acide tannique comme standard). 

 

 

 

Annexe 4. Courbe d’étalonnage des protéines (BSA comme standard). 
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Annexe 5. Courbe d’étalonnage de glutathion. 

 

 

  Annexe 6.  Courbe étalon du MDA (TEP comme standard). 
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Annex 7. Composition chimique de l’ extrait ethanolique de la propolis après analyse par CG -MS. 
 

N° Pic Tr (mn) Abandance  % Nom m/z 
1 9.482 0.40 Cyclopentadecanone, 2-hydroxy- 55.05 

2 9.883 0.22 p-Hydroxycinnamic acid methyl ester 164.05 

4 10.149 1.83 Palmitic acid 43.05 

5 10.960 3.82 Palmitic acid ethyl ester 88.10 

6 12.737 2.40 α-cyano-4-hydroxycinnamic acid 164.05 

7 13.850 2.88 p-Hydroxycinnamic acid 147.05 

8 14.266 1.64 Oleic Acid  55.10 

10 15.071 6.85 Ethyl Oleate 55.10 

11 15.606 0.60 Palmitic acid, methyl ester 88.10 

12 15.867 1.13 Stearic acid, ethyl ester 88.10 

13 16.050 0.28 ß-Damascone     177.05 

14 16.235 1.02 Ferulic acid methyl ester 194.05 

15 16.430 1.58 9,19-Cyclolanost-23-ene-3,25-diol, 3-acetate, 43.05 

16 16.875 0.23 2,6-Di a m in o -4 -cy c l oh e x yl -4 H -t hi o py ra n -3, 5 -d i c a rbo n it r il e  177.05 

17 17.030 0.57 Benzaldehyde, 4,6-dimethoxy-2,3-dimethyl- 194.05 

18 17.172 0.66 4-Hex e n -1 -o l, 6-(2,6, 6 -t r i m e th y l -1 -c y c lo h e x en 137.15 

19 17.498 1.31  (+)-T o t a ro l 271.20 

20 18.145 0.40 9-Tricosene, (Z) -                       57.10 

21 18.521 0.32 Gallic acid 174.03 

22 18.873 13.31 Pinostrobin chalcone 270.10 

23 18.982 0.90 1-chloro- Octadecane, 57.10 

24 19.176 0.17 (+)-Norambreinolide  69.10 

25 19.683 0.26 Cinnamyl cinnamate (Styracin)        131.10 

26 19.842 0.25 Cyclononasiloxane, octadecamethyl- 73.05 

27 19.986 3.16 (-)-A ro m ad e nd re n e   121.15 

28 20.133 0.41 Ethyl Oleate      55.10 

29 20.766 1.03 (+)-Scalarene                         167.05 

30 20.975 5.59 Galangin 256.05 

31 21.235 0.54 2-t-Butyl-5-[1-hydroxy-2-(2,6,6-trimethyl-cyc 115.10 

32 21.474 0.50 Cedrene,- 8, 12-diol                             189.15 

33 21.683 0.21 pinoca r ve ol                                69.10 

34 22.924 0.88 1-Naphthalenemethanol, decahydro-1,10-dimethyl-6-methenyl-5-(5-hydroxy-3-Pentene)                                     81.10 

35 23.161 2.13 cis-1-Chloro-9-octadecene : oleyl chloride 55.10 

36 23.361 9.47 Tectochrysin 268.10 

37 23.542 2.91 2-tert-Butyl-9,10-anthraquinone              149.05 

38 23.822 3.56 Pentacosane 149.05 

40 24.214 0.98 β-Elemene             121.15 

41 24.412 1.43 Aloe emodin                        284.10 

42 24.603 0.19 5,4'-dihydroxy-7,3'-dimethoxylflavone=7,3'-di-O-methylluteolin = velutine                       297.10 

44 25.487 2.73 γ-Sel in e n e   189.15 

45 25.663 4.68 Naringenin 153.05 

46 25.990 0.40 Suberosin 229.05 

47 26.199 1.77 2,7-Di - t e rt -b ut yl t e t ral in  229.05 

48 26.353 0.29 α-Seli n e n e             194.00 

49 26.634 0.27 2'-Methoxychrysin 283.10 

50 27.246 0.15 Cyclononasiloxane, octadecamethyl- 73.05 

51 27.980 0.16 9-Hexacosene 57.10 

52 28.507 0.76 Octadecanal, 2-bromo- 43.05 

53 29.482 0.28 Tetratriacontane 57.10 

54 30.318 0.25 Ethanol, 2-(octadecyloxy)- 57.10 

55 30.550 0.28 Ethyl tetracosanoate 88.10 

56 30.642 0.37 3.alpha. ,7. b e t a. -D i h yd ro xy -5. b e t a., 6. b et a . -e po 55.05 

57 30.934 1.92 2,10-Dodecadien-1-ol, 3,7,11-trimethyl-, (Z)- 69.10 

58 30.966 0.83 Squalene 69.10 

59 31.711 0.61 3-pheny l -2 -p ro p e ny l e, 6-Bro mo h e x an oi c acid  177.05 

60 33.916 0.33 Tetratriacontane 57.10 

61 35.721 0.67 ß-amyrin                      386.35 

62 36.790 0.29 1-Triacontanol 57.10 

63 37.808 0.15 Oleic acid, eicosyl ester 57.10 

64 38.101 0.35 5.alpha. -A nd ro st -16 -e n -3 -on e                                    374.15 

65 39.894 0.17 ß-Sitosterol                                                               81.10 

66 40.184 0.22 Z,Z-3,13-Octadecadien-1-ol                    55.10 

67 40.303 0.42 (Z)-14-Tricosenyl formate 55.10 

68 40.612 0.36 Géranylgéraniol                      81.10 

69 40.749 0.25 1-Triacontanol                57.10 

70 40.851 1.15 17-Pentatriacontene         57.10 

71 42.338 0.26 (+)-β-Amyrin      218.20 

72 43.004 0.20 alpha.-A m y r in aceta t e   218.20 

73 43.126 0.29 Lupeol acetate      143.10 

74 43.577 0.39 Humulane-1,6-dien-3-ol       109.10 

75 44.119 0.41 (Z)-14-Tricosenyl formate 55.05 

76 44.670 0.37 Lupan-3-ol, acetate      189.15 

77 45.888 0.21 9-Hexadecenoic acid, eicosyl ester, (Z)-   =     Arachidyl palmitoleate 57.10 

78 46.936 0.20 (-)-Globulol  108.10 

79 47.411 0.46 Androstan-3-ol, 9-methyl-, acetate, (3.beta.,5.alpha 108.10 

 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pcsubstance/?term=%222%2C7-Di-tert-butyltetralin%22%5BCompleteSynonym%5D%20AND%20615182%5BStandardizedCID%5D
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pcsubstance/?term=%22Arachidyl%20palmitoleate%22%5BCompleteSynonym%5D%20AND%205365040%5BStandardizedCID%5D
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Abstract: Background: Lung cancer is one of the most common malignancies with the highest incidence and 

mortality rate worldwide. Multidrug resistance (MDR) continues to pose a major challenge for the clinicians and 

pharmacologists to effectively treat this disease. A new approach using natural substances with moderate or low 

cytotoxic properties become a promising hope for reversing multidrug resistance due to pgp- overexpression. 

Objective: This study aims to explore the efficacy of Algerian propolis in reversing multidrug resistance and 

sensitizing chemo-resistant lung cancer cells (A549/DOX) to chemotherapy with DOX. 

Methods: Resistant lung adenocarcinoma A549/DOX cell line was developed and used as in vitro model for 

MDR. Cell viability, Annexin V-PI apoptosis assay and cell cycle progression were tested to evaluate the reverr 

sal effect of propolis alone or in combination with DOX. Caspases 3, 8 and 9 assays were conducted to deterr 

mine the type of apoptotic pathway. To investigate the mechanisms of MDR reversal agents, intracellular accuu 

mulation of DOX and P-gp-pump activity were investigated. 

Results: Our results showed that the obtained chemo-resistant cells were 13-fold more resistant to DOX than the 

parental A549 cells. Propolis showed dramatically cell growth inhibition on A549/DOX cells (The IC50 was 

50.44± 0.07µg/ml). The killing effect of propolis was due to G0/G1 cell cycle arrest and apoptosis induction. 

After 24hours treatment, propolis at 100 µg/ml caused cells accumulation in G0/G1 phase and increased with 

50, 65-fold the percentage of apoptotic population sub-G. Annexin V-PI assay showed that propolis induces 

apoptosis with 53.57-fold at 100 µg/ml. It induced intrinsic apoptotic pathway by increasing caspase-3 (22.15- 

fold) and caspase-9 (16.73-fold) activities. The direct approach to investigate the mechanisms of reversal agents 

is to detect the accumulation of P-gp substrates in resistant cells. Our results indicated that resistant cells poorly 

accumulated Doxorubicin and rhodamine 123 (7-fold lower) when compared to parental A549 cells, suggesting 

that chemo-resistant cells overexpress P-gp which pump DOX out of cells. Propolis inhibited in a concentration- 

dependent manner, the pgp efflux-pump, enhancing thereby the intracellular level of DOX with 5.48- fold 

against 3.33 fold obtained with verapamil, the conventional P-gp inhibitor. 

Conclusion: Taken together, Algerian propolis reverses multidrug resistance in resistant human lung 

adenocarcinoma cells through direct inhibiting the transport function of pgp-pump resulting in enhancing intraa 

cellular DOX-accumulation, G0/G1 cell cycle arrest and apoptosis induction. Thus, propolis could be developed 

as a chemotherapeutic agent for reversing multidrug resistance. 

Keywords: Multi-drug resistance, P-glycoprotein, propolis, cell cycle, apoptosis, adenocarcima (A549/DOX) cells. 

1. INTRODUCTION 

Lung cancer is one of the most common malignancies with the 

highest incidence and mortality rate worldwide with about 1.38 

million deaths annually in the world [1-3]. According to reports, the 

incidence of lung cancer is still increasing and the 5-year overall 

survival is still below 15% [4]. Chemotherapy is an effective way to 

treat human malignancy, but the biggest challenge is the developp 

ment of cross multi-drug resistance (MDR) to anti-cancer agents for 

chronic treatment [5]. 

*Address correspondence to this author at the Laboratory of Molecular 

Toxicology, Faculty of natural and life Sciences, University of MSB-Jijel, 

18000 Algeria; Tel/Fax: +213 34 50 26 87; 
E-mail: lahouelmesbah@yahoo.fr 

 

P-glycoprotein (P-gp) is one of the ABC proteins that act as a

transporter to efflux a number of chemotherapeutic agents among

which doxorubicin; out of the cancer cells, reducing their intracelluu

lar concentration and efficacy, and plays a major role in the devell

opment of MDR [6]. Although some patients have a good initial

response, all lung cancers will eventually develop resistance to the

chemotherapeutic agents to which they are exposed [7]. The devell

opment of P-gp inhibitors led to the third generation but most of

them have high toxicities and nonspecific inhibitory effect on P-gp.

To date, no drug has been approved to inhibit P-gp and restore

chemotherapy efficacy [6]. Therefore, the development of new

MDR1 inhibitors with higher selectivity, stronger efficacy and little

toxicity is urgently required in lung cancer to improve survival rate.

Natural products have been considered as the major source of chee 

motherapeutic drugs and MDR modulators [8,9]). 
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Propolis, or "bee glue", is a natural resinous product that honn 

eybees collect from trees and several plants and mix it with salivary 

β-glucosidase and beeswax used for the construction and repair of 

the hive, as well as protection against microorganisms [10]. Over 

300 compounds among which polyphenols, terpenoids, steroids, 

sugars and amino acids have been identified in raw propolis [11, 

12]. The frequency of these compounds is influenced by botanical 

and geographical factors, the bee species as well as by the season of 

collection [13]. Propolis has been extensively studied for its bioo 

logical properties, especially antitumor activity [14, 15], neverthee 

less, there are no studies exploring Algerian propolis with the purr 

pose of lung cancer therapy especially resistant cancer cells. 

The objective of this study was to investigate whether and how 

propolis can reverse multidrug resistance of resistant lung adenoo 

carcinoma cells A549/DOX. 

2. MATERIAL AND METHODS 

2.1. Cells and Chemicals 

A549 cells (Human lung adenocarcinoma) were purchased from 

American Type Culture Collection (ATCC, Manassas, VA, USA). 

A549/DOX resistant cells were developed from A549 cells with 

step-by-step increasing DOX concentration for five weeks. The 

resistance development was checked by IC50 from by which reverr 

sal fold was calculated. The A549 cells were routinely grown in 

complete Dulbecco’s Modified Eagle’s medium (DMEM) at 37 °C 

in 5% CO 2. A549/DOX cells were maintained in complete DMEM 

containing DOX (90nM) to keep the characteristic of MDR. 

Doxorubicin (DOX) (Ebewe), 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5- 

diphenyltetrazolium bromide (MTT), Dimethyl sulfoxide (DMSO), 

penicillin and streptomycin and Trypsin, rhodamine 123 (Rd-123), 

were purchased from Sigma Aldrich (USA). 

2.2. MTT Assay 

A549 and A549/DOX Cells were plated in 96-well plates at a 

density (5×103 cells/well) and allowed to adhere for about 24 h. To 

detect the cytotoxicity of propolis or doxorubicin, cells were incuu 

bated with different concentrations of P (from 200 to 0,39 µg/ml) or 

DOX ( from 25 to 0,024 µM) for 72 h. Then, 100 µl of 1 mg/ml 

MTT (Sigma Aldrich, USA) was added to each well for 4 h at 37℃. 

The purple formazan formed was solubilized by DMSO and absorr 

bance at 595 nm was read by microplate ELISA reader (Beckman 

Coulter, USA). Cell viability was calculated as a percentage of 

viable cells versus untreated cells by the following equation: 

Cell viability (%) = [OD (drug) – OD (Blank)] / [OD (unn 

treated) – OD (Blank)] × 100. 

2.3. Annexin V/PI Apoptosis Assay 

Annexin V/PI double-staining was used to evaluate cell apoptoo 

sis as described by shin and al., (2003) [16]. Briefly, cells were 

seeded and treated with propolis at (50 and 100µg/ml), or DOX at 

the IC50 (60nM)for 24h, then both floating and attached cells were 

washed twice with PBS and resuspended in 100 µL of incubation 

buffer containing Annexin V and PI according to the manufacc 

turer’s instructions. After incubation for 10 minutes at room temm 

perature, samples were analyzed by flow cytometer (Becton Dickk 

inson FACS) to determine the fluorescent intensities. 

2.4. Cell Cycle Analysis 

To determine cell cycle distribution, A549 /DOX cells were 

plated in 100 mm dishes and treated propolis at (50 and 100µg/ml), 

or DOX at the IC50 (60nM) for 24h. After treatment, the cells were 

collected by trypsinization, pelleted by centrifugation at 300 x g for 

5 min and then fixed in 70% ethanol overnight at 4˚C. They were 

Kebsa et al. 

washed 3 times with phosphate-buffered saline (PBS) and resuss

pended in ml of PBS contain ing mg/ml RNase and mg/ml

propidium iodide. Following incubation in the dark for 30 min at 

room temperature, the cells were analyzed with a flow cytometer

(Becton Dickinson FACScan). 

2.5. Caspase-3, 8 and Caspase-9 Activity 

In order to detect the induced apoptotic pathway, caspase 3,  
or caspase-9 colorimetric assay (Sigma) was conducted according

to manufacturer’s instruction. Whole-cell pellets obtained from

2×106 cells were re-suspended in 50 of lysis buffer and incubated
on ice for min. The cell lysate was centrifuged at 12,000 rpm at 

4℃ for min, with the supernatant being collected for later use.

Then, the supernatants were mixed with 2×Reaction Buffer containn 
ing DTT (10 mM) and caspase-specific substrate (DEVD-pNA for 
caspase-3 activity assay, IETD-pNA for that of caspase-8, or 

LEHDpNA (caspase-9) and incubated for h at 37℃. The absorr

bance of p-nitroaniline released was read at 405 nm using Spectra
MAX 190 microplate spectrophotometer. 

2.6. Intracellular Accumulation of Doxorubicin 

Intracellular accumulation of DOX was evaluated by flow cyy 

tometry as described [17]. Briefly, cells were incubated with propoo 

lis (50-100 µg/ml) or verapamil (10 µM) for 2 h at 37°C, then DOX

(5µM) was added to the medium and cultured for another 2 h. 

washed 3 times with the ice-cold PBS buffer, cells were resuss

pended in the PBS buffer and the fluorescence migration was

measured by a flow cytometer (Becton Dickinson FACScan) at 

excitation wavelength 488 nm and emission wavelength 590 nm. 

2.7. Rhodamine-123 Efflux Assay 

The effect of propolis and verapamil on the intracellular efflux

of Rd-123 in A549/DOX cells was determined as previously dee 

scribed in [17]. Cells (1.104 cells/well) were plated in black wall

96-well plates overnight, after being preincubated with medium-

only (control), Propolis (50µg/ml) or VRP (10µM) at 37 °C for 2 h, 

Rd-123 (5µM) was added then incubated for another 2h. Cells were

washed three times with medium at various time points (0, 30, 45,

60, 90 and 120 min). The fluorescence intensity of intracellular

Rhm-123 was measured by spectrofluorimetry (Molecular Devices,

Sunnyvale, CA, USA) at excitation wavelength 488 nm and emiss 

sionwavelength 535 nm. 

2.8. P-gp Activity Using Rhodamine 123 Retention Assay 

P-gp activity was determined by measuring the intracellular

accumulation of rhodamine 123 in A549/DOX cells in the absence

or presence of P-gp inhibitors, as previously reported [18]. Briefly,

A549/DOX cells were treated by propolis and verapamil (10µM)

for 2hours at 37°C and then cultured with Rd-123 (2µM) for  

other 1hour. After washing in cold phosphate-buffered saline, the

fluorescence intensity was measured by a flow cytometer (Becton

Dickinson FACScan) at excitation wavelength 488 nm and emiss 

sionwavelength 535 nm. 

2.9. Statistical Analysis 

Data were expressed as means ± SD. Statistical analysis was

performed using the Student’s t-test. p < 0.05 was considered statiss 

tically significant. 

3.RESULTS 

The objective of this study was to determine the cytotoxic effect

of propolis on chemo-resistant human lung cancer cells A549/DOX

and its mechanisms. 
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Fig. (1). Effect of DOX on cell viability of sensitive (A549) and resistant 

(A549/DOX) cells. Cells (104 cells/well) were cultured at 96-well plate, 

then treated with indicated concentration of DOX for 24 h incubation. Cells 

Viability was determined with MTT assay. Values are expressed as the 

mean ± SD of the triplicate experiments.  

3.1. Determination of Multidrug Resistance: Cytotoxicity of 

DOX on A549 and A549/DOX Cells 

Resistant A549 cells (A549/DOX) were derived by treating the 

cells with a stepwise increasing concentration of Doxorubicin. 

When MTT assay was performed, it was found that A549 lung cells 

become less sensitive to chemotherapy by DOX after five weeks of 

the cell resistance development induced by DOX. The cytotoxicity 

of DOX on A549 and A549/DOX cells measured by MTT assay 

showed that A549/DOX cells were 13-fold more resistant to DOX 

than the parental A549 cells. IC50 values were 60,7±1.4nM and 

802,5 ±8,9nM respectively (Fig. 1). Resistance index (R) was call 

culated according to R=IC50 resistant cells/IC50 sensitive cells. 

3.2. Propolis Exerted Cytotoxicity In Resistant A549/DOX Cells 

We conducted the MTT assay in propolis- treated A549/DOX 

cancer cells, to verify whether it affects the viability of resistant 

cells. Propolis treatment showed dramatically cell growth inhibition 

on both A549 and A549/DOX (Fig 2), but the cytotoxic effect of 

propolis was 1.45-fold better on A549 cells than A549/DOX cells. 

The IC50 values were 37.59± 2.76 µg/ml and 50.44± 0.07µg/ml, 

respectively (Fig. 2). 

Fig. (3). Detection of apoptosis by flow cytometry assay through annexin V and PI Staining in A549/DOX cells treated with propolis at (50µg/ml) and 

(100µg/ml) compared to DOX (802.5nM). 

Anti-Cancer Agents in Medicinal Chemistry, 2018, 18(9):1330-1337. 

Fig. (2). Effect of propolis on cell viability of sensitive (A549) and resiss

tant (A549/DOX) cells. Cells (104 cells/well) were cultured at 96-well

plate, then treated with indicated concentration of Propolis for 24 h incubaa 

tion. Cells Viability was determined with MTT assay. Values are expressed

asthe mean ± SD of the triplicate experiments.  

3.3. Propolis Induces Apoptosis In A549/DOX Cells 

To verify that apoptosis induction is responsible for the cytoo 

toxicity induced by propolis, annexin V-PI double staining and 

Flow cytometry analysis were performed. The results showed that

propolis induces apoptosis in a concentration-dependent manner

compared to untreated control (Fig. 3A and Table 2). The

percentage of apoptotic cells was 24.89±0.87% and 40.18±1.54% at 

50 and 100 µg/ml, respectively against 18.75±2.01% obtained with

DOX at 802.5nM. Propolis induces the apoptosis with 33.18 and

53.57-fold at 50 and 100 µg/ml, respectively against 25-fold  

tained with DOX. Propolis showed a pro-apoptotic effect better

(p>0.05) than that of doxorubicin in resistant cells. 

3.4. Propolis Increased Caspase-3 And Caspase-9 Activities. 

To determine the type of apoptotic pathway involved, the activv 

ity of caspase 3, and 9 was determined colorimetrically. Our ree 

sults showed that propolis induced in a concentration-dependent

manner the caspase-3 and caspase-9 activities as compared with the

control cells. The caspase-3 activity was increased by 22.15-fold (P 

<0.01) in propolis-treated A549/DOX cells at the concentration

(100µg/ml), and the caspase-9 activity was increased by 16.73-fold

(P<0.01) compared with control cells. It could be concluded that 
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Table 1. 

 
Control P (50µg/ml) P 100µg/ml) DOX (802.5nM) 

VIABLE (%) 96.15±0.54 74.84±1.32* 59.64±0.96** 78.90±1.60* 

NECROTIC (%) 3.10±0.12 0.27±0.03** 0.39±0.14** 2.35±0.87* 

APOPTOTIC (%) 0.75±0.19 24.890.87** 40.18±1.54** 18.75±2.01** 

The data shown in each case are mean± SD of three independent experiments with comparable observations. *p<0.05 ; **p<0.01 (Comparaison made with control cells), ns p>0.05. 

Fig. (4). (A) Caspase-3, 9 and Caspase-8 activities in the A549/DOX cells treated with propolis at (50µg/ml) and (100µg/ml) compared to DOX (802.5nM). 

Values are expressed as the mean ± SD of the triplicate experiment. Significant differences were compared with the control cells (*p<0.05 ; **p<0.01) by t- 

test. (B) Effect of propolis at (50µg/ml) and (100µg/ml) or DOX (802.5nM) on the cell cycle of Resistant A549/DOX cells. The cells were treated with DMSO 

(Control), propolis or DOX for 24 h. 

Table 2. Cell cycle distribution of A549cells in Sub-G1,G0/G1,S and G2/M phases after treatment with propolis or DOX. 

Phases of Cell Cycle (%) Control P (50µg/ml) P (100µg/ml) DOX (802.5nM) 

Sub-G 0.64±0.55 4.24±0.54** 32.42±1.43** 3.15±0.69** 

G0/G1 66.79±0.76 73.54±1.34* 51.09±3.54** 52.44±0.57 * 

S 11.52±0.32 12.30±1.99ns 8.90±0.56** 6.37±0.78** 

G2M 15.23±0.13 7.48±0.22** 7.61±0.4** 38.12±0.61** 

The data shown in each case are mean± SD of three independent experiments with comparable observations. *p<0.05 ; **p<0.01 (Comparaison made with control), ns p>0.05. 

propolis induced apoptosis in A549/DOX cells via the intrinsic 

apoptotic pathway like DOX at 802.5nM (Fig. 4A). 

3.5. Propolis Induces G0/G1 Cell Cycle Arrest 

Fig. 4B and Table 2 show the results of flow cytometry analysis 

in which cell-cycle distribution was changed in propolis-treated 

A549/DOX cells and cellular proliferation was inhibited and arr 

rested at the G0/G1 phase. Propolis caused, in a concentration- 

dependent manner, the accumulation of cells in G0/G1 phase 

(73,54±1,34% and 51.09±3.54%) at 50 and 100 µg/ml, respectively 

against 66,79±0,76% obtained in control. Moreover, propolis 

caused a concentration-dependent increase in the percentage of 
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apoptotic population sub-G (4,24±0,54% and 32.42±1.43%) at 50 

and 100 µg/ml, respectively against 0.64±0,55 % and 3,15±0,69%

obtained in control and DOX-treated cells, respectively. Compared

apoptotic populations, propolis at 100µg/ml was 10.29-fold more

effective than DOX at 802. 5nM. 

3.6. Propolis Enhanced The Intra-Cellular Accumulation Of

DOX 

Results showed that the concentration of DOX in A549/DOX

cells is much lower (18±2.51%) than that in A549 cells (40.82± 

3.4%). P-gp is overexpressed in resistant cells which can pump

DOX out of cells. Propolis enhanced the cytotoxicity of DOX in 

Detection of apoptosis by flow cytometry assay through annexin V and PI Staining in A549/DOX cells treated with propolis at (50µg/ml)

and(100µg/ml) compared to DOX (802.5nM). 
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Fig. (5). (A) Effect of propolis and verapamil on the accumulation of DOX in A549/DOX cells detected by flow cytometry. (B) Quantifed bar graf for 

DOX-accumulation assay. The data shown in each case are mean± SD of three independent experiments with comparable observations. **p<0.01 (Comm 

paraison made with control A549), #p<0.05 ; ##p<0.01 (comparaison made with Control A549/DOX). ns p>0.05. 

Fig. (6). (A) Effect of Propolis and verapamil on the accumulation of rhodamine123 in A549/DOX. (B) Quantifed bar graf for Rd-123 accumulation 

assay. (C) Effect of Propolis and verapamil on the efflux of rhodamine123 measured by a fluorometre. Each point represents the mean ± SD of three 

independent experiments. Significant differences when compared with the control A549 (**p<0.01) or with control A549/DOX (#p<0.05 ; ##p<0.01), ns 

(p>0.05) by t-test. 

Anti-Cancer Agents in Medicinal Chemistry, 2018, 18(9):1330-1337. 
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A549/DOX cells by triggering the intracellular DOX accumulation 

(83.17±4.15 %) against (59.76±8.01%) obtained with verapamil. 

Flow cytometry analysis showed that propolis enhanced the intraa 

cellular level of DOX in a concentration-dependent manner, with 

4.62 and 5.48 fold at 50 and 100 µg/ml against 3.33 fold obtained 

with verapamil (Fig. 5). 

3.7. Propolis Enhanced Rd-123 Retention And Inhibited Its 

Efflux In Chemo-Resistant Cells 

As shown in Fig. 6A, A549/DOX cells poorly accumulated 

rhodamine 123 when compared to parental A549 cells, thus reflectt 

ing P-gp-mediated efflux of the fluorescent dye in A549/DOX cells. 

The accumulation of Rd-123 in resistant cells A549/DOX was 

about 7-fold lower than that in parental A549 cells. Propolis signifii 

cantly enhanced intracellular retention of Rd-123 in A549/DOX 

cells and had a better effect than verapamil. The accumulation is 

92,05±2,35% and 99,63± 9,06% at 50 and 100 µg/ml compared to 

38,86±3,91% with verapamil (Fig. 6B). To better understand the 

direct effect of P on the efflux of drugs, we detected Rd-123 efflux 

in resistant cells. Propolis could also attenuate the efflux of Rd-123, 

just as Verapamil (Fig. 6C). These data suggest that propolis dii 

rectly inhibits the drug efflux function of Pgp, increasing the intraa 

cellular accumulation of DOX and Rd-123. 

4. DISCUSSION 

P-gp overexpression has a high correlation with the decreasing 

survival and becomes poor prognosis on lung cancer development 

[19]. Discovering novel effective anticancer drugs with fewer side 

effects is critically important [20, 21]. The use of pgp inhibitors 

tested in clinical trials is limited by its toxicity. Many natural prodd 

ucts have shown potential as anti-cancer agents, some as chee 

motherapeutics and others in clinical trials [22, 23]. According to our 

previous in vivo studies, Algerian propolis can be safely adminiss 

tered in high doses (100mg/kg) without apparent toxicities [24-26]. 

In this study, we first obtained doxorubicin-resistant cell line 

and then, evaluated the effect of propolis in reversing multidrug 

resistance due to pgp- overexpression. Obtained results showed that 

resistant A549/DOX cells were 13-fold more resistant to DOX than 

the parental A549 cells. Subtoxic concentrations of DOX for five 

weeks decreased A549 cells sensitivity to this agent, indicated by 

the IC50 value of 802,5 ±8,9nM compared with parental A549 cells 

with the IC50 value of 60,7±1.4nM. This result can be explained by 

the increased level of pgp caused by the repeated treatment with 

DOX. Wang et al., 2010 [27] demonstrated that the P-gp level has a 

strong correlation with the low sensitivity of resistant cells to DOX. 

MTT results showed that Algerian propolis dramatically inhibb 

ited cell growth on both parental and resistant A549 cells, in a conn 

centration-dependent manner, but the cytotoxic effect of propolis 

was better on A549 cells than A549/DOX cells. On the other hand, 

propolis at the same concentrations was nontoxic in normal lung 

fibroblast MRC-5 cells, it can also prevent the cytotoxicity of DOX 

on these cells (Results not shown). This result is similar to that 

obtained with Turkish propolis which exhibited selective toxicity 

against A549 cells compared to normal fibroblast cells [28]. This 

antiproliferative activity was similar to that of Dutch and Brazilian 

propolis exerted antiproliferative activity in human A549 lung adee 

nocarcinoma cell lines [29], and Stingless propolis on Metastatic 

Head and Neck Cancer Cell Lines [30]. Flavonoïdes and polyphee 

nols have significant biological properties related to multidrug ree 

sistance on cancer cells [16]. 

Findings of the present study that propolis caused a cytotoxic 

effect at low concentrations suggest that this extract contain comm 

pounds with anticancer activities. The components of propolis are 

associated with phytogeographical specifications like plant ree 

sources, distribution of vegetation and seasonal periods [31]. In this 

Kebsa et al. 

study, we used the ethanolic extract of Algerian propolis collected

from Jijel region (east of Algeria), it was very rich in polyphenols

(410.25 mg GAE/g of extract) and flavonoids (320.71 mg RE/g).

GC-MS analysis of our propolis allowed identification of the phenolic 

compounds: pinostrombin chalcone (38.91%), galangin (18.95%),

naringenin (14.27%), tectochrysin (25.09%), methoxychrysin (1.14%) 

and a prenylated coumarin compound suberosin (1.65%) [26, 32]. 

Flavonoids, especially flavones and flavonols show modulation

effect on cancer cell growth through cell cycle arrest and apoptosis

induction [33]. Cell-cycle control is the essential regulatory mechaa

nism of cell growth. A lot of anticancer agents induces G1, S, or

G2/M cell cycle arrest before inducing apoptotic cell death [34].

Cancer-cell cycle disturbance is one therapeutic target for the dee 

velopment of new anticancer drugs [35]. The cell-cycle arrest may

result in apoptosis due to the existence of cell-cycle checkpoint and

feedback control [36]. However, a lot of studies have demonstrated

that some anticancer agents induce apoptosis via signaling pathh 

ways independent of cell-cycle arrest [37]. In this study, we demonn

strated that the antiproliferative effect of propolis was due to G0/G1

cell cycle arrest and apoptosis induction in a concentration-

dependent manner. The results suggested also that a significant

accumulation occurred at the G2/M phase in resistant cells after

DOX treatment, which was associated with a significant decrease in

cells at the G1 and phases. Inhibition of cell cycle progression

might be associated with an altered expression of cell cycle relevant

regulator, including p21 and its upstream molecule, p53. DOX

could act by the induction of p21 expression that decreases the  

tivity of CDK1 and induces G2/M cell cycle arrest. P53 gene is one

of the anti-oncogenes closely related with human cancer. The wild-

type p53 could up-regulate p21 to induce G2/M cell cycle arrest

[38]. Dziedzic et al. [39] found that caffeic acid phenethyl ester

(CAPE) extracted from propolis induced G0G1 arrest in head and

neck squamous carcinoma cells. 

The loss of apoptotic function makes the cells resistant to chee 

motherapy and will eventually increase tumor cella survival and

cancer progression [40]. Flow cytometry analysis with PI staining

to detect the sub-G1 population and the annexin V-PI assay demonn

strated the dramatically proapoptotic effect of propolis in resistant

lung adenocarcinoma cells. Propolis showed a pro-apoptotic effect

10-fold better than that of doxorubicin. Resistant lung cells have a

decreased expression of caspases 3 and 9, which contributes to the

drug resistance; so the restoration of caspases activities sensitized

the tumor cells to chemotherapy. Some in vivo studies have demonn

strated a correlation of caspase-3 down-expression and the survival

in NSCLC [40]. Our results showed that propolis reverses resiss

tance to apoptosis by inducing caspases 3 and 9 activities in

A549/DOX cells. Propolis acts as chrysin that exerted its cytotoxicc

ity effects on the CT26 colon cancer cells via the intrinsic apoptotic

pathway, through an increase in the caspase-3 and caspase-9 activii

ties [41]. 

The direct approach to investigate the mechanisms of reversal

agents is to detect the accumulation of P-gp substrates in resistant

cells. Our results showed that DOX-accumulation was significantly

decreased in resistant cells compared to parental cells; suggesting

that A549/DOX cells overexpress P-gp which pump DOX out of

cells. Intracellular DOX accumulation was highly significant when

resistant cells are exposed to DOX in combination with propolis in

a concentration-dependent manner. These results imply that propoo

lis sensitizes the resistant cells by increasing the intracellular DOX

accumulation. These results are similar to that obtained with Nan et

al. 2014 [42] and Paramasivan et al. 2014 [43]. In order to investii

gate whether Propolis-enhanced DOX accumulation is due to direct

inhibition of P-gp activity, Rhodamine 123 retention and efflux

assays were conducted. These assays are used to validate the drug

effect on pgp activity [44]. In accordance with DOX accumulation

assay, propolis also significantly enhanced intracellular retention of 
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Rd-123, indicated by the increase of fluorescence intensity in proo 

polis-treated A549/DOX cells in a concentration-dependent mann 

ner. In addition, propolis at (50µg/ml) could attenuate the efflux of 

Rd-123 in resistant cells in a time-dependent manner. These data 

suggest that reversal activity of propolis is obtained by targeting P- 

gp. Propolis directly inhibits the drug efflux pump of Pgp, leading 

to the increase of intracellular DOX and Rd-123 accumulation [37]. 

Propolis acts us quercetin that inhibits pgp competitively [16, 45]. 

Results obtained by Sheu et al. 2010 [46], showed that flavonoids 

with maximal three total hydroxyls, with –OH group at 5 and 7, 

have the strong inhibition on P-gp activity. Double bond at C2 and 

C3 lead to intercalate with hydrophobic amino acids residue of P-gp 

[46]. Quercetin and kaempferol modulate MDR-1 gene and inhibit 

P-gp activity that reverse multidrug resistance on many resistant 

cancer cell lines [47-50]. The MDR-reversing effect of propolis 

may also due to downregulation of MDR-1 expression. 

CONCLUSION 

From these results, it is concluded that Algerian propolis ree 

verses multidrug resistance in resistant human lung adenocarcinoma 

cells through direct inhibiting the transport function of pgp-pump 

resulting in enhancing intracellular DOX- accumulation, G0/G1 cell 

cycle arrest and apoptosis induction. Thus, propolis could be devell 

oped as an anti-cancer agent for reversing multidrug resistance. 
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Abstract: Doxorubicin (DOX) is a potent anticancer drug; its use has been limited by its hepatotoxicity, which is due to 
free radicals generation.Propolis, a honeybee product very rich in flavonoids and therapeutic possibilities, has gained 
popularity as a food and alternative medicine. The present study treats DOX pro-oxidant effect on hepatic cells and 
mitochondrial functions. The prophylactic effect of propolis ethanolic extract (EEP) against DOX induced mitochondrial 
oxidative stress has also been investigated. We find that doxorubicin at the amount of 10mg/Kg altered liver 
mitochondrial functions as attested by the overproduction of superoxide anion (O2

-) by mitochondrial respiratory chain 
complex III. The hepatic tissue from DOX treated rats showed also a marked depletion in reduced GSH contents and an 
inhibition in (Mn-SOD), (Cu-Zn SOD) and (CAT) enzymatic activities. DOX increase cytosolic and mitochondrial lipid 
peroxidation as attested by the MDA content. These results are reversed after one month per os pretreatment by EEP at 
the amount of 100mg/kg. Propolis polyphenolic fraction protects liver tissue from oxidative stress by protecting 
mitochondrial functions and reinforcement of enzymatic and non enzymatic antioxidants.  
 
Keywords: Doxorubicin; hepatotoxicity; oxidative stress; Algerian propolis; hepatoprotective effect.  
 
INTRODUCTION  
 
Doxorubicin (DOX) is a chemo-therapeutic agent 
extensively used for the treatment of many 
cancers. Cancer therapy with DOX results in 
cardiotoxicity but also in hepatotoxicity (Weiss, 1992; 
Takemura and Fujiwara, 2007). To identify DOX toxicity 
mechanisms and treatments that reduce this adverse 
response, considerable efforts have been expended. 
Polyphenols as antioxidant molecules have been used to 
reduce doxorubicin toxicity (Della et al., 1999).  
 
anthracycline toxicity is essentially due to its induction of 
mitochondrial oxidative stress. Reactive oxygen species 
(ROS) are in part generated by Doxorubicin 
metabolism. Doxorubicin enters mitochondria where it 
binds to cardiolipin or interacts with mitochondrial DNA 
inhibiting then the mitochondrial functions (Albercht, 
2009). 
 
Propolis is a resinous mixture that honey bees collect 
from tree buds, sap flows, or other botanical sources. It is 
used as a sealant for unwanted open spaces in the 
hive. More than 300 constituents have been identified in 
propolis(Miguel and Antunes, 2011).  Its chemical 
composition depends on its floral origin with constituents 
varying widely due to climate and geographical 
conditions (Seidel et al., 2008). Flavonoids terpenic acids 
and phenolic compounds are considered as the principal 
components responsible for propolis biological 
activities (Kosalec et al., 2004). Nevertheless, its 
antioxidant activity varies greatly depending on the floral 

source (Gardjeva et al., 2007). In our previously studies, 
we have reported that polyphenolic fraction of Algerian 
propolis protects kidney, heart and blood tissues in rats 
treated with anticancer drugs (Lahouel et al., 2004; 
Boutabet et al., 2011). However, the biochemical 
mechanisms involved in DOX hepatotoxicity have not 
been clearly identified. The current study aims to evaluate 
the implications of mitochondrial oxidative stress in 
DOX-hepatotoxicity and to investigate  in vivo the 
prophylactic effect of propolis ethanolic extract (EEP) on 
DOX-induced hepatotoxicity in albinos rats. 
 
MATERIAL AND METHODS  
 
Chemicals 
Sucrose, EGTA, EDTA, succinate, nitroblue tetrazolium 
NBT and rotenone were purchased from Sigma. MgCl 2, 
KCl, DTNB and hydrogen peroxide were purchased from 
Prolabo.   
 
Plant material  
Crude propolis was collected in May-April, 2011 from 
“Apiocole Coopérative of Kaous, Jijel (Algeria)”  and 
this by scraping hive executives and walls.  In order to 
keep intact all its components, samples were stored at 
4°C.  
 
Polyphenols extraction  
Cutted into small pieces, propolis was washed twice with 
95% ethanol for 2 hours (2x1L), at room temperature. 
The remaining insoluble, including plant residues, insects 
and waxes were separated by filtration. Propolis was then 
dived in 95% ethanol for 15 days (1g for 10mL ethanol), *Corresponding author: e-mail: kebsa@yahoo.fr
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the filtrate was then evaporated at 80°C with an 
(evaporator E100). The residual, called propolis ethanolic 
extract (PEE), was retaken in 70% methanol and restored 
at 4°C until analysis (Brunetton, 1993). 
 
Total phenolics and flavonoids content  
Total phenolics content was assayed using Folin–
Ciocalteu reagent. For this, 0.125 mL appropriately 
diluted ethanolic extract of was mixed with 0.5 mL of 
distilled water and 0.125 mL of dilluted Folin-Ciocalteu 
reagent. After 6 min of incubation, 1.25 mL of Na2CO3 
(7%) was added and then adjusted with deionized water 
to 3 mL. After 90 min of incubation at 23°C, the 
absorbance was read at 760 nm (Dewanto et al., 2002). 
Total phenolic content was expressed as mg gallic acid 
equivalents per gram of extract (mg GAE/g).  
 
Flavonoids content was measured according to 
Dewanto et al. (2002). A 250µL appropriately diluted 
ethanolic extract was mixed with 75µL NaNO2 (5%). 
After 6 min, 150µL of 10% AlCl3 and 500 µL of NaOH 
(1 M) were added. Using distilled water, the mixture was 
adjusted to 2.5mL and the absorbance was read at 510 
nm. Total flavonoids content was expressed as (mg rutin 
eq /g) using rutin calibration curve.  
 
DPPH assay  
The electron donation ability of the obtained extracts and 
essential oils was measured by bleaching of the purple-
coloured solution of 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl radical 
(DPPH) according to the method of Hanato et al. (1988). 
1 mL from different concentrations of EEP (200µg/mL, 
100µg/mL, 50µg/mL and 25µg/mL) prepared in methanol 
was added to 0.5 mL of a 0.2 mmol/L DPPH methanolic 
solution. The mixture was shaken vigorously and left 
standing at room temperature for 30 min. The absorbance 
of the resulting solution was then measured at 517 nm 
after 30 min. The antiradical activity (three replicates per 
treatment) was expressed as IC50 (µg/mL), the 
concentration required to cause a 50% DPPH inhibition. 
The ability to scavenge the DPPH radical was calculated 
using the following equation:  
 
DPPH scavenging effect = [(A0-A1)/A0]100 
 
where A0 is the absorbance of the control at 30 min, and 
A1 is the absorbance of the sample at 30 min. Ascorbic 
acid was used as a positive control. Tests were carried out 
in triplicate. 
 
Animals treatment protocol  
Female wistar rats (purchased from Pasteur institute, 
Algiers, Algeria) weighing 200-240 g were used in 
this study. Rats were subdivided into five main groups of 
10 rats each. They had free access to water and food. 
The temperature was maintained to 22°C, relative 
humidity was 60% and photoperiod of 12H/24H was also 
applied.  Group1, control rats: rats received, 1 mL of 

0.9% saline solution in po. Group2, DOX -group: rats 
were treated with 1 mL of 0.9% NaCl solution followed 
by 1ml of doxorubicin (10mg/kg, ip). Group3, 
prophylactic group: rats were received daily 1mL of EEP 
(100mg /kg/ day, po) for 30 days followed by a single 
dose of DOX (10mg/kg, ip). After 10 days of injections, 
the rats were sacrificed their livers were rapidly excised, 
weighed and placed in ice-bath.  
 
Isolation of liver mitochondria and Cytosolic fraction  
Liver mitochondria were isolated via a differential 
centrifugation using the method of Rustin et al. (1994). 
Mitochondrial suspension was used for the measurement 
of superoxide anion production. Mitochondrial CAT, 
SOD and MDA were measured on the mitochondrial 
matrix.  
 
Cytosolic fraction was extracted using the method of 
Sanmugapriya and Venkataraman (2006). Liver was cut 
into small pieces and homogenized with three volumes of 
phosphate buffer (0.15M; pH7.4) containing KCl (1.17%) 
using a manual poter, supernatant was centrifuged at 
10, 000 rpm (45 min at 4°C). The supernatant 
obtained called cytosolic fraction and used as a source for 
cytosolic parameters measurement.  
 
Mitochondrial superoxide anion (O2

-) assay  
Generation of superoxide anion was achieved as 
described by Zini et al. (1999). Reaction mixture 
contained mitochondria (0.2 mg/mL), CsA (1 µM), and 
NBT (100 µM) in 1.2 mL of respirant buffer (250 mM 
sucrose, 5mM KH 2 PO 4 , pH 7.2 at 25°C) supplemented 
with 2 µM rotenone at 25°C. The addition of  (6 mM) 
succinate initiates the superoxide production and the NBT 
reduction to monoformazan was measured at 560nm. 
 
Mitochondrial and cytosolic lipid peroxidation 
assessment  
Lipid peroxidation was assessed according to Zini et al., 
(1999) method. Mitochondrial MDA was assessed using 
an incubation mixture, containing 800µl of suspended 
mitochondria in 0.9% NaCl, 100µL of the oxidizing 
solution Fe2+ /Fe3+ (50µM/ 50µM). After 30mn incubation 
at 37°C, the reaction was stopped (1mL of 10%). 1.5 
mL of thiobarbituric acid (1% TBA) reagent was 
added and the mixture was heated at 100°C for 30 min. 
Tubes were recooled in ice for 5 min, then centrifuged 
(3000rpm, 15 min). The supernatant absorbance was read 
at 530 nm. The reaction without Fe2+/Fe3+ was carried out 
as blank. 
  
Cytosolic MDA levels were assessed using (Ohkawa et 
al., 1979) method. The reaction mixture containing 0.5 
mL of cytosolic fraction 0.5 mL of trichloroacetic acid 
(TCA) (20%) and 1 mL of 0.67% 0.67% tiobarbituric 
acid was placed in boiling water. moved to an ice-bath, 
tubes received 4ml of n-butanol and centrifuged (3000 
rpm, 15 min). The supernatant absorbance was measured 
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at 532nm (UVmini1240UV-Vis spectrophotometer 
Shimadzu, China). MDA amounts are expressed as nM/g 
of liver using a standard curve of TEP (1,1,3,3-tetraetoxy-
propane). 
 
Glutathione assessment 
GSH amounts were measured using the method of 
Ellman  (1959). Briefly,  50µL of cytosolic or 
mitochondrial fraction were diluted in10 ml of phosphate 
buffer (0.1M, pH 8.0). 20µL of 0.01M (DTNB) were 
added to 3mLl of the mixture dilution. After 15 min 
incubation at 25°C the absorbance was read at 412 nm . 
GSH levels were expressed in mM/g using a GSH 
standard curve prepared in the same conditions.  
 
Catalase activity measurement  
Cytosolic and mitochondrial CAT enzymatic activities 
assessment was performed by Clairborne (1985) 
method.. Briefly, the reaction mixture contained 1 
ml phosphate buffer (0. 1M, p H 7), 950 µL hydrogen 
peroxide (0.019M)  and 0.25 mL of cytosolic or 
mitochondrial fraction. The catalase activity was 
measured spectrophotometrically at 240 nm each minute 
for 2min. Enzymatic activity was expressed IU/g of 
protein.  
 
SOD activity Measurement  
Beauchamp and Fridovich (1971) method was adopted to 
assess SOD activity in both cytosol and mitochondria. 
2ml of reaction medium (sodium cyanide 2.10 -5 M, 
methionine solution 10 -2 M, EDTA solution 6, 6.10 -3 M, 
NBT solution 1, 67.10 -4 M, riboflavin solution 2.10 -6 M) 
were added to 5µl of cytosolic fraction or mitochondrial 
matrix. This solution was exposed for 15mn to a 
15W lamp. The reduction of NBT to formazan by 
superoxide anion resulting from the photoreaction was 
then measured at 560 nm. SOD activity was expressed on 
IU/g of protein.  
 
STATISTICAL ANALYSIS  
 
Statistical analysis of data was performed using the 
student t-test. P<0.05 were considered significant, (ns) 
indicates a non significant effect (p>0.05), (*) indicates a 
significant effect (p<0.05), (**) indicates a very 
significant effect (p< 0. 01).  
 
RESULTS  
 
Polyphenols and flavonoids content 
The total phenolic content results indicate that EEP 
contain high concentrations of phenolic compounds, i.e. 
410.25 (mg GAE/g) of extract, total Flavonoid 
concentration is equal to 320.71 mg RE/g. Our extract 
appears to be rich in flavonoids which could explain the 
strong free radical scavenging activity of EEP in vitro. 

Scavenging activity of propolis  
One of the more prominent properties of flavonoids is 
their excellent radical scavenging ability. Compared to 
vitamin E, EEP showed a high scavenging effect. Propolis 
extract reduced free radical DPPH in a concentration-
dependent manner. At 200µg/mL, EEP reduce DPPH° 
with 91.22±0.5% against 61,86±0,87 % observed with 
Vit. E (table 1). The IC50 for antioxidant activity of EEP 
and Vit E  are 31,54µg/mL and 60,65 µg/mL respectively. 
 
Assessment of superoxide anion production by 
mitochondrial complex III  
The measurement of mitochondrial superoxide anion 
production, especially by respiratory chain complex III, 
has a special importance in the study of oxidative stress 
because this phenomenon constitutes the primary event in 
the oxidative stress induction. The effect of Doxorubicin 
and propolis extract on mitochondrial superoxide anion 
production are shown in fig. 1. There was a height 
significant increase (p<0. 01) in superoxide anion 
production in DOX- treated rats (147%) compared to 
normal control (100%). EEP at the amount of (100 
mg/kg) given by oral administration prior to the 
administration of doxorubicin 20mg/kg reduced 
significantly the mitochondrial production of superoxide 
anion (p<0.01), the production percentage was 76% only.  
 

 
Fig. 1: Changes in mitochondrial superoxide anion 
production in vivo after a single dose of doxorubicin (10 
mg/kg) alone or combined with EEP (100 mg/kg).  
 
Propolis extract inhibits mitochondrial and cellular lipid 
peroxidation  
Propolis flavonoids inhibit the lipid peroxidation of liver 
mitochondrial and cytosolic membranes. Data in fig. 2 
shows highly significant increase (p<0,001) in cytosolic 
(46.73±8.42) nmol/g and mitochondrial (31.14±1.1) 
nmol/g MDA levels after DOX-treatment compared to the 
control (34±1.4) and (25±6.8) nmol/g. The pre-treatment 
with EEP at the amount of (100 mg/kg) significantly 
reduces MDA rates in both cytosol (18.26± 8.42) nmol/g 
and mitochondria (14.72± 1.17) nmol/g (fig. 2).  
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Fig. 2: Effect of a single dose of doxorubicin (10 mg/kg) 
alone or combined with EEP (100 mg/kg) on 
mitochondrial and cytosolic MDA.  
 
Propolis extract restored mitochondrial and cellular 
glutathione GSH content  
As shown in fig. 3, administration of DOX caused a 
significant depletion (p<0.001) in both cellular and 
mitochondrial GSH levels (0.73±0.21) and (0.34±0.05) 
mM/g respectivement when compared to the control 
group (2.85±0.31) and (1.05±0.2) mM/g. The 
pretreatment of animals with EEP (100mg/kg) before 
DOX treatment normalized GSH content.  
 
Propolis extract (EEP) restored SOD and CAT activities 
in both cytosol and mitochondria 
Mitochondrial and cytosolic CAT and SOD activities 
in the three treatment groups are shown in table 2 and 
table 3. DOX (10mg/kg) decrease significantly (p<0.001) 
CAT and Mn-SOD and Cu/Zn SOD antioxidant enzymes 
activities in cytosol and mitochondria. In EEP-treated rats 
the activities of theses enzymes in both cytosol and 
mitochondria is not varying sighificantly when compared 
to those measured in controlgroups (table 2, table 3). 
 

 

Fig. 3: Effect of a single dose of doxorubicin (10mg/kg) 
alone or combined with EEP (100mg/kg) on 
mitochondrial and cytosolic glutathione GSH.  

DISCUSSION  
 
Doxrubicin is considered the most toxic anthracycline on 
hapatocyte (Andersson et al., 1999). Despite this toxicity, 
DOX is widely used in clinical oncology practice due to 
its good therapeutic efficacy. Considerable effort has been 
expended to understand the mechanisms of doxorubicin 
toxicity and to identify therapies that reduce this adverse 
response such as antioxidants (Della et al., 1999). 
 
Algerian propolis is known to have antioxidant and 
hepatoprotective properties. Our results indicate that EEP 
contains high concentrations of phenolic compounds 
410.25 mg GAE/g, total flavonoïds concentration is equal 
to 320.71 mg RE/g. Propolis appears to be rich in 
flavonoids which could explain the strong free radical 
scavenging activity of EEP in vitro. The redox property of 
propolis is measured by DPPH, widely used method to 
evaluate the free radical scavenging ability in various 
plant species in short period (Ebrahimzadeh et al., 2009a). 
It showed an excellent scavenging property which was 
more than that of α-Tocopherol, given in table 1. There 
are number of reports that proved that phenols have 
scavenging ability due to the presence of hydroxyl group. 
It was also reported they are effective hydrogen donors 
and the position and degree of hydroxylation of phenolic 
compounds especially in the Bring play a major role make 
them excellent antioxidants (Fukumoto and Mazza, 2000). 
 
Free radicals play an important role indoxorubicin 
toxicity and are in part generated by its redox-
cycling (Nohl, 1987). In the current study, the pro-oxidant 
effect of DOX in liver was investigated using 
mitochondrial superoxide anion O2

- production 
assessment. Superoxide can generate more dangerous 
species, like singlet oxygen and hydroxyl radicals (OH•), 
which may  induce cellular lesions, potentially leading to 
cell death by necrosis or apoptosis (Halliwell and 
Gutteridge, 1999). In DOX-treated animals superoxide 
anion O 2 production by mitochondrial complex III was 
significantly increased, this rate was significantly reduced 
in EEP-treated animals. During liver DOX metabolism, a 
semiquinone radical is formed suggesting that propolis 
mechanism of action is similar in part to trans-resveratrol 
(De Matteis, 1994). Propolis polyphenols and trans-
resveratrol inhibit O 2 production in cardiac and nervous 
cells respectively. This effect is due to complex III partial 
inhibition (Delgi Esposti, 1998; Zini et al., 1990). The 
interaction of propolis polyphénols with the Q cycle 
inhibits radical ubisemiquinone formation; they can 
capture the first electron yielded by the cytochrome to the 
ubiquinol or can add an electron to ubisemiquinone 
radical. The reduction of O2 production in liver 
mitochondria can also be explained by the strong 
scavenger effect of EEP. In fact, our study shows that 
EEP has a dose dependant scavenger effect in vitro 
against DPPH° free radicals which is better than that of 
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Vit.E.  This result confirmed the in vivo effect of propolis 
obtained in this study.  
 
Lipid peroxidation is the process of oxidative degradation 
of polyunsaturated fatty acids . Its occurrence in 
biological membranes causes impaired membrane 
function, impaired structural integrity, decrease in 
fluidity, and inactivation of a number of membrane bound 
enzymes and protein receptors (Alyane et al., 2008). In 
this study, a significant increase in MDA levels in both 
liver cells and mitochondria was observed in DOX-
treated animals. The increased lipid peroxidation was 
attributed to the overproduction of superoxide anion 
production in liver mitochondria observed in current 
study. Increased lipid peroxidation could be 
attributed also to the reduction in detoxifying 
hyperperoxides. Our study shows that EEP inhibit DOX-
induced mitochondrial and cellular lipid peroxiation. This 
protective effect can be due to scavenging MDA 
molecules by propolis active ingredients or to inhibition 
of mitochondrial and cytosoliclipoperoxydation chain 
reactions. Propolis extracts give comparable effect with 
that of quercetin. This lets us think that these extracts 
have the same mechanism as that of quercetin. Indeed, 
quercetin presents an antilipoperoxydative activity; by its 
scavenging effect of peroxyle radicals, by ions chelating 
capacity and its capacity to reduce Fe +2 and thus 
inhibiting fenton reaction and lipid peroxydation 
(Vasilyeva et al., 2000). Recent studies show also that 
quercetin and rutin are able to stop the radicalizing 
reactions by inhibition of superoxide anion, hydroxyl 
radical and peroxyle radical's production (Elicoh-
Meddleton et al, 2010). Our results are similar to those 
obtained by several other authors (Bridger, 1998; Lopez-
Lazaro et al., 2000). To protect themselves against free 

radicals, cells have developed antioxidant defences which 
include enzymes like superoxide dismutase (SOD), 
ctalase (CAT), gluthathione reductase (GR), glutathione 
peroxidase (GSHPx) and glutathione-S-transferase, as 
well as non enzymatic molecules such as GSH 
and vitamin E (Venukumar and Latha, 2002).  
 
Glutathione (GSH) is a non –enzymatic anti-oxidant 
defense. It plays a critical role in cellular functions, which 
includes the maintenance of thiol status of proteins, the 
destruction of H2O2, lipid peroxides, free radicals  and 
drug biotransformation and detoxification. In  our study, 
results revealed a significant depletion of mitochondrial 
and cytosolic of hepatic GSH in DOX -treated 
rats. Decrease in GSH level might be due to its increased 
utilization by the hepatocytes in scavenging doxorubicin- 
metabolites. It has been reported that most covalent 
binding of toxicant to hepatic protein occurs only after 
depletion of GSH, and the severity of hepatic necrosis is 
related to the degree of covalent binding (Jollow et al., 
1973).  On the other hand, GSH levels were increased in 
propolis-treated rats. flavonoids found in our propolis are 
known to increase GSH production. The effects of 
propolis in maintaining the mitochondrial and 
cellular GSH might be due to direct neutralysing  free-
radicals,  or increasing of GSH synthesis by 
propolisbioactive compounds. Indeed, recent study 
showed that propolis at 100 mg/kg prevents doxorubicin 
cardiotoxicity by the improvement of intracellular and 
serum GSH rates (Alyane et al., 2008). In this study we 
have also found that doxorubicin (10mg/kg) decrease 
significantly Mn-SOD, Cu/Zn SOD and CAT antioxidant 
enzymes activities in cytosol and mitochondria. SOD 
plays an important role in the elimination of ROS derived 
from xenobiotics metabolisation in liver tissues. This 

Table 1: Scavenging effect and IC50 of the ethanolic extract of propolis (EEP) and Vit. E against DPPH° free radicals. 
 

 200µg/mL 100µg/mL 50µg/mL 25µg/mL IC50µg/mL 
EEP 91.22±0.5 86,16±1,32 71,46±1,35 40,68±1,9 31,54 
Vit E 61,86±0,87 53,06±0,6 37,18±3,89 24,66±2,01 60,65 

 
Table 2: Effect of a single dose of doxorubicin (10 mg/kg) alone or combined with EEP (100 mg/kg) on liver 
mitochondrial catalase (CAT) and superoxide dismutase (Mn-SOD).  
 

Groups Mit. CAT (UI/g Pr.) Mit. SOD (UI/g Pr.) 
Control 2583.51±123 1544±49 
Dox. 10mg/kg 1024.45±329** 601.34±42.1** 
Dox. 10mg/kg+EEP (100mg/kg) 2657.67±143 ns 1434.4±68.9 ns 

 
Table 3: Effect of a single dose of doxorubicin (10 mg/kg) alone or combined with EEP (100 mg/kg) on cytosolic 
catalase (CAT) and superoxide dismutase (Cu/Zn-SOD) in liver rats.  
 

Goups Cyt. CAT  (UI/g Pr.) Cyt. SOD (UI/g Pr.) 
Control 3543.43±67.56 2644±209.01 
Dox. 10mg/kg 2287.70±98.65** 1257.34±152.83** 
Dox. 10mg/kg+EEP (100mg/kg) 3698.74±213.6 ns 2534.83±138.91 ns 
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decrease could be do to mitochondrial overproduction of 
superoxide anion following DOX administration. The 
increase in this enzymatic activities in pretreated rats with 
propolis can be the consequence of an induction 
SOD and CAT genes and protein expression synthesis. 
During ischemia-reperfusion, it is found that quercetin 
can either increase or preserves MnSOD activity (Paul et 
al., 2002).  
 
CONCLUSION  
 
From these results it  is concluded that Algerian propolis 
presents a strong antioxidant activity and can reverse 
doxorubicin toxicity by protecting mitochondria and 
reinforcement of enzymatic and non enzymatic 
antioxidant defenses. Polyphenolic fraction of Algerian 
propolis might be able to solve the problem of 
the anticancer drug toxicity. It can open perspectives in 
the treatment of a wide variety of human malignancies. 
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Etude des mécanismes de cytotoxicité et de réversion de la Multi Drug Résistance (MDR) 

par la propolis et l’acide gallique dans le cas du cancer de poumon  in vivo et in vitro. 

 
Résumé : Le cancer de poumon particulièrement chimiorésistant est le cancer le plus fréquent dans le monde en termes 

d’incidence et de mortalité chez les deux sexes. La multi-drug résistance (MDR) représente un défi majeur pour les cliniciens et 

les pharmacologues afin de traiter efficacement cette maladie. Cette étude  a pour objectif l’évaluation de l’effet de la propolis et 

de l’acide gallique contre le cancer de poumon et la résistance à la doxorubicine in vivo sur un modèle murin de cancer de 

poumon induit par le benzo(a)pyrène et in vitro sur la lignée d’adénocarcinome pulmonaire A549 sensible et résistante à la 

doxorubicine. Elle a démontré que l’acide gallique et la propolis ont un effet antiprolifératif sur les lignées d’adénocarcinomes 

pulmonaires A549 sensible et résistante (A549/DOX), et potentialisent l’effet cytotoxique de la doxorubicine et ce via l’induction 

de l’apoptose mitochondriale caspases dépendante par activation des caspases 3 et 9, l’induction de l’arrêt du cycle cellulaire en 

G0/G1 pour la propolis et en G2/M pour l’acide gallique. Ils ont la capacité de réverser le phénotype MDR sur la lignée A549 

résistante à la D0X; via l’inhibition de la pompe d’efflux-pgp-, augmentation de l’accumulation intracellulaire de la DOX, 

l’inhibition de l’efflux de la rhodamine-123 et la diminution de l’expression du gène MDR1 et de la pgp. In vivo, l’acide gallique 

a réduit le cancer de poumon induit par le Bap chez le rat albinos wistar à travers  l’augmentation de la production 

mitochondriale de l’anion superoxyde et la déplétion en GSH. Il agit également par induction de l’apoptose via l’activation des 

caspases 3 et 9, l’augmentation de l’expression des Bax et de P53 et la réduction de l’expression des bcl2. Sur les tissus sains, la 

propolis et l’acide gallique réduisent la toxicité de la DOX in vitro sur les fibroblastes pulmonaires saines MRC-5, et in vivo, sur 

le tissus hépatique des rats sains et ceux porteurs d’un cancer pulmonaire par la réduction du stress oxydant mitochondrial et 

cellulaire. Ce qui fait de ces molécules bioactives, un traitement adjuvant prometteur qui permettrait de contrer le phénotype 

MDR et d'augmenter l'efficacité du traitement par la DOX, tout en diminuant les doses optimales, la toxicité sur tissus sains et les 

effets secondaires indésirables qui compromettre sérieusement la qualité de vie du patient.  

Mots clés: Cancer de poumon, Doxorubicine, Résistance pléiotropique, MDR1, pgp, caspases, bcl2, Bax, A549, A549/DOX, 

MRC-5, propolis. 

 Abstract- Lung cancer particularly chemo-resistant is the most common cancer in the world in terms of incidence and mortality 

in both sexes. Multidrug resistance (MDR) continues to pose a major challenge for the clinicians and pharmacologists to 

effectively treat this disease. This study aims to evaluate the effect of propolis and gallic acid against lung cancer and resistance 

to Doxorubicin in vivo and in vitro. Results demonstrated that Gallic acid and propolis have a selective antiproliferative effect on 

sensitive and resistant A549 lung adenocarcinoma cell line A549/DOX, and potentiate the cytotoxic effect of doxorubicin via the 

induction of mitochondrial caspase-dependent apoptosis by activation of caspases 3 and 9; cell cycle arrest in G0/G1 for propolis 

and in G2/M for gallic acid. They have the ability to reverse the MDR phenotype in vitro on the DOX-resistant A549 cell line; 

via the inhibition of the efflux-pgp- pump, increased intracellular accumulation of DOX, inhibition of rhodamine-123 efflux and 

decreased MDR1 gene expression. They give a better effect than that of verapamil. And in vivo, via the inhibition of pgp 

expression. In vivo, gallic acid reduced Bap-induced lung cancer through increased mitochondrial superoxide anion production 

and GSH depletion. It also acts by inducing apoptosis via the activation of caspases 3 and 9, increasing the expression of Bax and 

P53 and reducing that of bcl2. In healthy tissues, propolis and gallic acid reduce DOX toxicity. in vitro on healthy lung 

fibroblasts MRC-5, and in vivo, on the liver tissue of healthy rats and those with lung cancer. What makes these bioactive 

molecules, a promising adjuvant treatment that would reverse the MDR phenotype and increase the effectiveness of treatment 

with DOX, while reducing the optimal doses, toxicity to healthy tissue and adverse side effects that seriously compromise the 

patient’s life quality. 

Key words: Lung cancer, Doxorubicin, Pleiotropic resistance, MDR1, pgp, caspases, Bcl2, Bax, A549, A549/DOX, MRC-5, 

propolis. 

تمثل المقاومة . في العالم من حيث معدل حدوثه ومعدل الوفيات عند كلا الجنسين رطان الأكثر شيوعاالس يشكلو  كيميائيا،مقاوم سرطان سرطان الرئة  يعتبر -الملخص 

بوليس وحمض الغال ضد سرطان الرئة تهدف هذه الدراسة إلى تقييم تأثير البرو .تحدياً كبيرًا للأطباء وعلماء الأدوية لعلاج هذا المرض بفعالية (MDR) متعددة الأدوية

الرئةخلايا سرطان دنج على الكذا حمض الغال والدراسة التأثير المضاد للسرطان لأظهرت  قدو  دوكسوروبيسينلل الكميائية  مقاومةالو  A549 مقاومةالحساسة وال 

دوكسوروبسينلل  (A549 / DOX) المبرمج  الموت الخلويتحريض بصورة انتقائية على الخلايا السرطانية وهذا من خلال  وكسوروبيسينكما يزيد في سمية الد، 

عند المرحلةدورة الخلية توقيف ال، 9و  3 سزيادة في فعالية الكاسبال،ا  G0/G1  عند المرحلةلدنج ومع ا  G2/M  حمض الغالمع الكميائية كما تقلص من المقاومة .    

MDR ال عبر تثبيط مضخة وهذاتعطي فعالية أفضل من  فعالية الفيراباميل  حيثللدكسوروبسين    PGP زيادة تراكم ،DOX و تقليص التعبير الجيني ، داخل الخلية 

حمض الغال  MDR-1.للجين   BAP سرطان الرئة الناجم عن يقلل من   عند الفئران البيضاء  استنزاف، سوبرأكسيد نيونانتاج الميتوكوندريا للأ من خلال زيادة   

بروتينات ، زيادة 9و  3 ،تنشيط الكاسباس GSHتراكيزال  Bax و   P53  وتقليل .Bcl2 ، من سمية ندنج وحمض الغال يقللاالفي الأنسجة السليمة  DOX  على خلايا

وظائف الميتوكوندريا  حمايةد من الإجهاد التأكسدي عن طريق نسيج الكب انيحميعند الجرذان البيضاء اذ  كما بقللان من سميتها  الكبدية ،  MRC-5 الرئة السليمة

النمط الظاهري سرطان الرئة،التغلب على من شأنه واعد علاجيجعل هذه الجزيئات النشطة بيولوجيا،  مما  .وغير الإنزيمية  وتعزيز مضادات الأكسدة الأنزيمية  MDR 

بالوزيادة فعالية العلاج   DOX يضر بشكل خطير نوعية  ا الامر الذيالأنسجة السليمة والآثار الجانبية غير المرغوب فيه علىسمية الالية،، في حين خفض الجرعة المث

 .حياة المريض

 خلايا سرطان الرئة ،  A549خلايا سرطان الرئة  ، Bcl2،Bax  ، سلكاسباا، MDR1، pgp ، الكميائية مقاومةال،  الدوكسوروبيسين سرطان الرئة، :الكلمات المفتاحية

A549 خلايا، المقاومة للدكسوروبسين   MRC-5 الدنج ،الرئوية.  
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