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Résumé  

L’objectif de cette étude est d’évaluer les mécanismes chimiopréventifs de l’huile de poisson, 

administrée à différentes doses et par différentes voies, dans un modèle expérimental de 

carcinogenèse cutanée précédemment établi. Ce modèle repose sur l’induction d’une tumeur 

cutanée par le 7,12-diméthylbenz[a]anthracène (DMBA) et l’huile de croton chez des souris 

Swiss albinos. 

Soixante-dix souris ont été réparties en dix groupes, incluant des témoins et des groupes 

recevant l’huile de poisson par voie orale ou application topique, avec ou sans induction de 

carcinogenèse. Les effets chimiopréventifs ont été évalués par une analyse morphologique et 

histologique des papillomes cutanés, complétée par une numération sanguine et une analyse 

biochimique du LDH. L’implication synergique du TNF-α et du NF-κB a été étudiée par un 

dosage ELISA et l’analyse de l’expression génique des sous-unités de NF-κB par qRT-PCR. 

En parallèle, les variations des marqueurs moléculaires et enzymatiques du stress oxydatif ont 

été examinées. L’analyse anatomopathologique a révélé la présence d’un carcinome 

spinocellulaire cutané invasif chez les souris soumises uniquement à la cancérogenèse. Les 

groupes traités par voie orale (500 mg/kg/jour) ou application topique n’ont présenté aucun 

signe de cancer, contrairement aux souris ayant reçu une administration orale à 50 mg/kg/jour, 

où aucun effet protecteur n’a été observé. La supplémentation à 250 mg/kg/jour a, quant à elle, 

conduit à l’apparition d’une malignité de bas grade. Les traitements oraux (250 et 500 

mg/kg/jour) et topiques à l’huile de poisson ont significativement réduit le développement 

tumoral, tout en améliorant l’homéostasie systémique chez les souris ayant subi l’induction de 

la carcinogenèse. Ces résultats indiquent que l’huile de poisson possède des effets 

chimiopréventifs dose-dépendants, avec une administration orale aussi efficace qu’une 

application topique, à condition d’utiliser une posologie appropriée. Le développement du 

carcinome spinocellulaire cutané a été associé à un stress oxydatif, ainsi qu’à une activation de 

la voie canonique NF-κB1, sans modification de la voie alternative NF-κB2, et à une 

inflammation médiée par le TNF-α. Les effets chimioprotecteurs de l’huile de poisson semblent 

résulter d’une régulation négative de la voie NF-κB, probablement due à une boucle de rétro-

régulation induite par une inflammation chronique intense, modulée par le TNF-α. 

Nos résultats renforcent l’intérêt croissant pour l’huile de poisson en tant qu’agent chimiopréventif 

naturel, capable de freiner le développement du cancer de la peau par des mécanismes 

inflammatoires et pro-apoptotiques. Grâce à ses propriétés régulatrices sur les voies moléculaires 

clés de la cancérogenèse, il pourrait être considéré comme un candidat sérieux pour une approche 

préventive contre le carcinome spinocellulaire cutané. Ces résultats ouvrent ainsi la voie à de futures 

investigations cliniques visant à valider son potentiel en tant que traitement préventif officiel contre 

le cancer de la peau. 

 

Mots-clés : DMBA ; Huile de croton ; Carcinome spinocellulaire cutané ; Huile de poisson ; 

Inflammation ; NF-κB ; Stress-oxydant ; Hémostasie systémique.  
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Abstract 

The objective of this study is to evaluate the chemopreventive mechanisms of fish oil, 

administered at varying doses and by different routes, in a previously established experimental 

model of skin carcinogenesis. This model is based on the induction of a skin tumor by 7,12-

dimethylbenz[a]anthracene (DMBA) and croton oil in Swiss albino mice. 

Seventy mice were divided into ten groups, including control groups and groups receiving fish 

oil either orally or topically, with or without carcinogenesis induction. The chemopreventive 

effects were evaluated through a morphological and histological analysis of skin papillomas, 

complemented by a blood count and a biochemical analysis of LDH levels. The synergistic 

involvement of TNF-α and NF-κB was studied through an ELISA assay and the analysis of the 

gene expression of NF-κB subunits by qRT-PCR. In parallel, the variations in molecular and 

enzymatic markers of oxidative stress were examined. The histopathological analysis revealed 

the presence of invasive cutaneous squamous cell carcinoma in mice subjected solely to 

carcinogenesis. The groups treated either orally (500 mg/kg/day) or topically showed no signs 

of cancer, in contrast to the mice that received an oral administration of 50 mg/kg/day, wich 

showed no protective effect. Supplementation at 250 mg/kg/day, however, resulted in the 

development of a low-grade malignancy. Oral treatments (250 and 500 mg/kg/day) and topical 

treatments with fish oil significantly reduced tumor development and improved systemic 

homeostasis in mice subjected to carcinogenesis induction. These results indicate that fish oil 

possesses dose-dependent chemopreventive effects, with oral administration being as effective 

as topical application, provided that an appropriate dosage is used. The development of 

cutaneous squamous cell carcinoma has been associated with oxidative stress, as well as the 

activation of the canonical NF-κB1 pathway, without modification of the alternative NF-κB2 

pathway, and TNF-α-mediated inflammation. The chemoprotective effects of fish oil appear to 

result from negative regulation of the NF-κB pathway, likely due to a feedback loop induced 

by intense chronic inflammation, modulated by TNF-α. 

Our results further reinforce the growing interest in fish oil as a natural chemopreventive agent, 

capable of slowing the development of skin cancer through inflammatory and pro-apoptotic 

mechanisms. Due to its regulatory effects on key molecular pathways involved in 

carcinogenesis, fish oil could be considered a strong candidate for a preventive approach against 

cutaneous squamous cell carcinoma. These findings pave the way for future clinical 

investigations aimed at validating its potential as an official preventive treatment for skin 

cancer. 

Keywords : DMBA; croton oil ; Cutaneous squamous cell carcinoma ; Fish oil ; Inflammation 

; NF-κB ; Oxidative stress ; Systemic homeostasis. 
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 ملخص

هدف هذه الدراسةةه هت ييمما ايلم ا الممام ةمه التئ ةمه لت ا الكةةالم الابجر ات م ا مخ لمه خمل طرق م ع م بدفيم    

 ف امثملبوت ل-7,12اا سةة اي. ي  ب اد هذا الواتذج ملر ييممت الترا التلدب ا سةة خد يجت  هناتذج يت  ب  لكةة م ا التلد يا 

 . ه ألبموت ك خز ا الم خيتا لدى  ئ اا ست (DMBA) أنث اسمل

ا علر مجةة  متاتم ام اا     ذلل متاتم ا الجةة هد خالاتاتم ا ال   يليا ز ا الكةةال مل م     يا ييكةةما سةةببمل   ر.

متر تلتج   م ةمه التئ ةمه مل طرق ييلملالما أخ ا ل جبم  الاتضةةب م مأ أخ ادخا ييممت الكةة م اي يا ييمما ال  تم اا المما

 ال آزرب لـةةة  داطليا فراسه ال ي LDH الدا خييلمل كمام ة  حمتب للـةةةطر   يبداف ا يلمل التلد هم ممار.  خالوكمت  للتخاةد

TNF-α خNF-κB مل طرق اط ب ر ELISA   للتحداا الم ممهخييلمل ال ببم  التمو NF-κB ا س خداا qRT-PCR. 

  .ئا نمكهم يا  يص ال غم اا    الاؤش اا التت ئمه خالإنت امه للإجه ف ال  ككدب   الت

كته كجما  سه الان ك م اي لا فرا س م ا التلد الخلتب الي شم  الغ زب لدى المئ اا الاب ضه  يط ل يممت ال مل خجتف 

ب  أب مرم ا ملر الكةةةة م ام ملغ/كغ/ تا( أخ ال جبم  الاتضةةةة 500يظه  الاتاتم ا ال   يا مرجه  مل م    الما )

يا ج مه  ات ه يبلغ  ن حمه أط ىم أفى  50ملر ممس المئ اا ال   يل ي تم  خئ ة ي مل  ملغ/كغ/ تام حمث لا  رُحظ أب 

 250البرج ا المات ه ) ن  ةتو  سةةةةةةتلا كذلل اا ملغ/كغ/ تا علر ظهتر سةةةةةة م ا موخمج الدرجهي 250ات مه  برجال

الاتضةةب  ات ا الكةةال ئللا اجةةمل كبم  مل يجتر الترام اموا  حكةةوا ال تازا اليمتب لدى  ملغ/كغ/ تا( خالبرج 500خ

يجةةةةم  هذه الو  ةى علر أا ز ا الكةةةةال  ا لل ي تم اا كمام ةمه خئ ةمه يب اد ملر  .المئ اا ال   طضةةةةبا ل يممت الكةةةة م ا

 خداا ج مه مو سبهي يا راط يجتر س م ا الماتب  بّ ق اومس ئدر ال جبم  الاتضب م اج م اس الج   الت مهم مأ كتا 

-NF الاك ر البد ل يغمم ال يلمدبم فخا  NF-κB1 التلد الخلتب الي شم  ا لإجه ف ال  ككدبم ا لإض  ه علر يوجمط الاك ر

κB2 اتاسجه م خكذلل ال ه ب. TNF-αبدخ أا ال  تم اا الممام ةمه التائمه لت ا الكال يوتا مل يوظما سلب  لاك ر  NF-

κB اتاسجهم ملر الأرجح اكبب حليه يغذ ه راجبه ن يته مل ال ه ب متمل ح فم   ا يوظماهTNF-αي 

 يجتر سةةةةةة م ا التلد مل طرق كبحيبتز ن  ةتو  الاه ا ا الا تا د ات ا الكةةةةةةال كب مل كمام ة  خئ ة  مبمب  ئ فر ملر 

امل لر الاك راا التت ئمه ال ةمكمه    الك م ام  ي امضل طص ةصه ال وظمامه مخمؤ دي لرس ا يه الخلت هآلم ا ال ه امه 

س    ه ا دراس ام ب ره م شي.  ج ف.ا لوهى خئ ة  ضد س م ا التلد الخلتب الي شم ي خا ل  ل م يم ح هذه الو  ةى الج    ل

 .مك يبلمه يهدف علر ال يي  مل عمم ن يه كبرج خئ ة  رسا  ضد س م ا التلد

 

الإجه ف   التهاب ; NF-KB  ;  زيت السمك ; س م ا التلد الخلتب الي شم  ; ت الكروتونزي  : DMBA ; كلمات مفتاحية

 .التجلط الدموي الجهازي ; ال  ككدب
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Anisocaryose  Variation anormale de la taille des noyaux des cellules dans un même tissu. 

Anisocytose  Variation anormale de la taille des cellules dans un même tissu. 

Basophilie Capacité d’un élément cellulaire à se colorer intensément à l’hématoxyline 

par richesse en acides nucléiques.  

Capsule tumorale Une fine couche de tissu fibreux qui entoure la tumeur, formant une sorte 

de coque entre la tumeur et les tissus environnants.  

Cellule atypique Une cellule qui présente des caractéristiques anormales, par rapport aux 

cellules normales du même tissu. 

Dysplasie  Anomalie du développement cellulaire caractérisée par des altérations de 

la taille, de la forme …etc. 

Hyperkératose  Epaississement anormal de la couche cornée de la peau. 

Hyperplasie  Augmentation de nombres de cellules dans un tissu par prolifération 

cellulaire.  

Noyau apoptotique Noyau de cellule en cours d’apoptose. 

Noyau mitotique  Noyau de cellule en cours de mitose. 

Noyau pycnotique Noyau condensé, petit, et très basophile (observé lors des étapes terminales 

de mort cellulaire). 

Nucléole 

proéminant 

Nucléole de grande taille. 

Stroma fibro-

inflammatoire 

Tissu de soutien qui montre une fibrose : présence de tissu conjonctif dense, 

riche en fibres de collagènes, avec la présence de cellules inflammatoires. 
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INTRODUCTION   

Le cancer constitue l’une des principales causes de mortalité dans le monde, avec près de 10 

millions de décès recensés en 2022 selon l’Organisation mondiale de la santé (OMS). La 

répartition des cancers les plus fréquents diffère selon le sexe : le cancer du sein et celui du col 

de l’utérus prédominent chez la femme, tandis que les cancers de la prostate et du poumon sont 

les plus courants chez l’homme (GCO, 2022). En Afrique, les données disponibles révèlent une 

incidence croissante des cancers cutanés non mélanocytaires, principalement liée à une 

exposition solaire importante. Parmi ces cancers, le carcinome spinocellulaire cutané (CSCc) 

représente la deuxième forme la plus fréquente, après le carcinome basocellulaire cutané 

(CBCc) (Derancourt, 2019). 

Le CSCc est une tumeur maligne qui se développe principalement à partir des kératinocytes de 

l'épiderme. Plusieurs facteurs intrinsèques et extrinsèques favorisent son apparition, notamment 

l’âge, l’exposition aux rayons ultraviolets et l’exposition à certains produits chimiques (Elaine 

N. Marieb, 2019). La carcinogenèse chimique cutanée, induite par le 7,12-

diméthylbenz[a]anthracène (DMBA) en association avec l’huile de croton, suit généralement 

trois étapes : l’initiation, la promotion et la progression. Ce modèle expérimental reproduit 

fidèlement les mécanismes impliqués dans le développement naturel du CSCc humain (A. Y. 

Yang et al., 2014). Cet enchaînement implique de multiples modifications génétiques ainsi que 

des altérations des voies moléculaires et cellulaires (Tandukar et al., 2024).  

Une fois initié, le processus néoplasique devient difficile à contrôler en raison de la plasticité 

cellulaire et des mécanismes d’échappement tumoral. Par ailleurs, les stratégies thérapeutiques 

actuelles induisent souvent des effets secondaires ainsi qu’une toxicité systémique limitant à la 

fois leur efficacité et leur tolérance (Tetterton-Kellner et al., 2024). De ce fait, la prévention de 

la carcinogénèse constitue un axe stratégique majeur en oncologie. Dans cette perspective, 

l’indentification de molécules dotées de propriétés biologiques capables d’interrompre les 

phases précoces du processus tumoral constitue une alternative prometteuse.  

Dans ce contexte, les recherches récentes se concentrent sur l’identification de biomolécules et 

l’étude de leurs propriétés biologiques. Parmi elles, les oméga-3 (ω-3), en particulier l’acide 

eicosapentaénoïque (EPA) et l’acide docosahexaénoïque (DHA), suscitent un intérêt croissant. 

Ces acides gras polyinsaturés (AGPI) proviennent principalement des organismes marins, 

notamment les poissons, qui les accumulent à partir des micro-algues et du plancton 
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(de Magalhães et al., 2016). L’huile de poisson constitue une source concentrée en EPA et en 

DHA. Grâce à leurs structures, ces derniers jouent un rôle clé dans la régulation 

transcriptionnelle de facteurs nucléaires impliqués dans l’inflammation, l’apoptose et la 

prolifération cellulaire. Ils agissent comme inhibiteur de la voie de signalisation de plusieurs 

récepteurs, notamment ceux de l’interleukine-1 (IL-1), de l’interleukine-6 (IL-6) et du facteur 

de nécrose tumorale alpha (TNF-α), modulant ainsi l’expression de gènes associés, notamment 

celui du NF-κB (Bazan et al., 2011; Serhan, 2014). 

L’objectif de cette étude était d’évaluer les effets préventifs des ω-3 contenus dans l’huile de 

poisson sur le développement d’une cancérogenèse chimique cutanée induite par l’initiateur 

DMBA et le promoteur huile de croton. Dans cette optique, nous avons d’abord mis au point 

un modèle expérimental de CSCc adapté à notre souche locale de souris Swiss albinos, en 

explorant les effets des variations de dose et de fréquence d’administration du carcinogène 

DMBA. Le modèle final a été sélectionné sur la base des résultats morphologiques, 

histologiques et biochimiques. 

Une fois le modèle établi, nous avons évalué les effets de l’huile de poisson en fonction de la 

dose et de la voie d’administration. L’impact du traitement a été analysé à travers plusieurs 

paramètres, incluant les caractéristiques morphologiques et histologiques de la peau, ainsi que 

les paramètres hématologiques, biochimiques et moléculaire. 

Ainsi, nous avons exposé notre thèse en développant méthodiquement, en chapitres, les 

éléments suivants :  

 La structure de la peau et les mécanismes de développement du carcinome CSCc. 

 La biologie de la cellule cancéreuse et les mécanismes de développement tumoral. 

 La composition de l’huile de poisson ; le métabolisme et les activités biologiques des 

omégas trois de type (EPA) et (DHA). 

La partie expérimentale se divise en deux volets:  

 La mise au point du modèle expérimental de CSCc (évaluation des paramètres : 

morphologique, anatomopathologique, hématologique et biochimique intervenant dans 

le processus d’induction tumorale). 

 L’étude de l’effet de la dose et la voie d’administration de l’huile de poisson dans la 

prévention contre un modèle de CSCc expérimental (évaluation morphologique des 
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papillomes, histologique de la peau, hématologiques et biochimiques via étude de 

biomarqueurs de stress oxydatif, marqueur d’inflammation, TNF-α, ainsi que 

l’expression génique des sous unités NF-kB. 
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CHAPITRE I Peau et carcinome spinocellulaire, anatomie et dynamique. 

1. Anatomie de la peau 

La peau constitue la composante membraneuse du système tégumentaire, recouvrant la majeure 

partie de la surface corporelle. Chez un adulte, la peau recouvre une superficie d’environ 1.8 

m2 et présente une masse d’environ 2700 g, ces valeurs sont susceptibles de varier en fonction 

de la morphologie et de la physiologie de l’individu. Son épaisseur, qui oscille généralement 

entre 1 et 2 millimètres, peut être modulée selon les régions du corps (elle est plus fine au niveau 

des paupières et plus épaisse au niveau des paumes des mains et des plantes des pieds). La 

température cutanée se situe habituellement ente 32 et 36°C, avec certaines zones du corps, 

comme les orteils, présentant des températures plus basses que le reste de l’organisme). La 

surface de la peau porte une charge électrique négative, propriété qui contribue à la formation 

d’un manteau acide protecteur contre les agents pathogènes. La peau se compose de plusieurs 

couches distinctes allant de l’intérieur vers l’extérieur : l’hypoderme, le derme et l’épiderme. 

Ces couches lui confèrent l’ensemble de ses propriétés fonctionnelles et mécaniques (figure 01) 

( Pierre Kamina, 2009; Marieb, 2019).  

 

Figure 01 Organisation générale de la peau (Bessaguet et al., 2022) 

1.1. Epiderme  

L’épiderme représente la couche la plus superficielle de la peau, il est formé d’un épithélium 

pavimenteux pluristratifié épais de 0,04 à 0,4 millimètres. Sa structure stratifiée et dynamique, 
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se renouvelle environ tous les 28 jours, lui permettant d'assurer à la fois des fonctions de 

barrière, sensorielles et immunitaires. Il se compose de cinq couches distinctes qui contiennent 

quatre types de cellules : les kératinocytes, les mélanocytes, les cellules de Langerhans et les 

cellules de Merkel (figure 02). Il est important de noter que l’épiderme est non vascularisé, et 

que ses couches profondes reçoivent les nutriments et l’oxygène par diffusion depuis le derme 

sous-jacent, qui est richement vascularisé (Elaine N. Marieb, 2019). 

1.1.1. Cellules de l’épiderme  

L’épiderme est formé essentiellement par quatre types de cellules : les kératinocytes, les 

mélanocytes, les cellules de Langerhans et les cellules de Merkel (figure 02).   

 Kératinocytes : représentent 80 à 90 % des cellules, ce sont les principales unités 

constituant l’épiderme. Leur rôle principal consiste à produire de la kératine, une 

protéine fibreuse qui confère aux cellules de l’épiderme leurs propriétés protectrices. 

Ces cellules sont liées les unes aux autres par des desmosomes et elles ont la capacité 

de se diviser de façon quasi continue par mitose au niveau de la couche la plus profonde 

de l’épiderme, la couche basale. Au fur et à mesure de leur migration de la couche basale 

vers la couche cornée, les kératinocytes subissent une série de transformations : 

prolifération, différenciation, kératinisation et finalement desquamation. 

 Mélanocytes : ce sont des cellules épithéliales spécialisées dans la synthèse de la 

mélanine. De forme étoilée, elles possèdent de nombreux prolongements facilitant le 

transfert de la mélanine vers les kératinocytes voisins. La mélanine s’accumule sur la 

surface du noyau des kératinocytes lui offrant ainsi une protection contre les effets des 

ultraviolets.  

 Cellules de Langerhans (macrophages intra-épidermiques) : ce sont des macro-

phagocytes produits dans la moelle osseuse. Elles contribuent à l’immunocompétence 

de la peau en présentant les antigènes aux lymphocytes T, assurant ainsi le rôle de 

barrière immunitaire. 

 Cellules de Merkel (épithélioïdocytes) : jouent le rôle de récepteur sensoriel du toucher, 

elles se trouvent au niveau de la jonction de l’épiderme et du derme. Elles sont associées 

à une terminaison nerveuse sensitive en forme de disque appelée disque de Merkel 

(Elaine N. Marieb, 2019; Yousef et al., 2025). 
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1.1.2. Couches de l’épiderme 

 Couche basale (stratum basale) : appelée aussi couche germinative, elle représente la 

fondation vivante de l’épiderme et se trouve en contact direct avec la membrane basale. 

Elle se compose principalement d’une seule épaisseur de cellules, constituée de 

kératinocytes dont la majorité est en prolifération. Cette structure contient également 

entre 10 à 25 % de mélanocytes. 

 Couche épineuse (stratum spinosum) : majoritairement composée de kératinocytes, ces 

cellules présentent une forme légèrement aplatie et irrégulière, et elles renferment un 

réseau de filaments intermédiaires qui traversent le cytosol pour se rattacher au 

desmosomes.  

 Couche granuleuse (stratum granulosum) : composée de 3 à 5 strates, elle représente 

une étape clé dans la maturation des kératinocytes, marquant la transition entre des 

kératinocytes vivants et actifs à des cellules mortes et cornifiées. L’accumulation des 

granules de kératohyalines dans le cytoplasme des kératinocytes leurs donne un aspect 

granuleux visible au microscope, d’où l’appellation « couche granuleuse ». 

 Couche cornée (stratum corneum) : se trouve au sommet de l’épiderme, elle se compose 

de 20 à 30 strates de cellules kératinisées ou cornées (cornéocytes) aplaties et 

ressemblent à des écailles (squames). La kératine et les membranes plasmiques épaissies 

protègent la peau en lui offrant une protection contre les agressions extérieures. En 

outre, le glycolipide contenu entre les cornéocytes imperméabilise cette couche en 

formatant un film hydrolipidique (Marieb, 2019).  
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Figure 02 Populations cellulaires composant l’épiderme (Bessaguet et al., 2022) 

 

1.2. Jonction dermo-épidermique ou lame basale 

La lame ou la membrane basale, assure l’adhésion entre le derme et l’épiderme permettant le 

contrôle des échanges moléculaires et cellulaires entre les deux compartiments. Lors de la 

stratification de l’épiderme, les kératinocytes qui prolifèrent restent attachés à la membrane 

basale permettant la migration des cellules filles dans les couches supérieures de l’épiderme 

(Bessaguet et al., 2022).  

1.3. Derme 

Un tissu conjonctif dense dont l’épaisseur varie entre 0.5 à 2.5 mm, le derme est situé entre 

l’épiderme et l’hypoderme, il est constitué principalement de matrice extracellulaire (MEC) et 

de fibroblastes. Il se divise en deux compartiments essentiels :  

 Le derme papillaire : superficiel, comprends les papilles dermiques et assure les 

échanges et la nutrition de l’épiderme,  

 Le derme réticulaire : plus profond, qui confère à la peau sa résistance, son élasticité et 

sa capacité d’extension (figure 03).  

Le derme est richement vascularisé et innervé, il contient des cellules mobiles (leucocytes et 

macrophages) qui participent à la défense immunitaire. La substance fondamentale de la MEC, 

composée d’eau et de macromolécules, tels que l’acide hyaluronique, joue un rôle clé dans 

l’hydratation. Parmi ses fonctions, le derme agit comme un réservoir d’eau, un tissu de soutien 
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et une source de nutriments pour l’épiderme. Il contribue également à la protection mécanique 

et immunitaire de la peau. (Elaine N. Marieb, 2019; Mohamed & Hargest, 2022). 

 

Figure 03 Coupe histologique d’une peau humaine saine (coloration H/E) (Ganier, 2018) 

1.4. Hypoderme 

Représente la couche la plus profonde de la peau, l’hypoderme est principalement composé de 

tissu adipeux, richement vascularisé et innervé, qui joue un rôle clé dans l’amortissement des 

pressions et des glissements, ainsi que dans la répartition des charges. En plus de son rôle de 

stockage calorique, il contribue à la thermorégulation et à l’équilibre hydrique de l’organisme 

(Mohamed & Hargest, 2022).  

 

2. Fonctions de la peau 

La peau assure de nombreux rôles essentiels à la santé et exerce une influence sur le 

métabolisme de l’organisme. Cet organe polyvalent, agit comme une barrière physique et 

chimique en protégeant l’organisme contre les agressions mécaniques, les agents chimiques et 

microbiologiques, tout en assurant la transmission de stimuli sensoriels. De plus, la régulation 

de la température corporelle s’exerce via la transpiration et la modulation vasculaire dermique, 

contribuant à l’homéostasie interne. La peau contribue également à la synthèse de la vitamine 

D sous l’effet des rayons ultraviolets, favorisant ainsi le métabolisme osseux et modulant le 

système immunitaire. Grâce à sa capacité de régénération, combinée à l’activité des glandes 

sébacées, la peau permet non seulement la cicatrisation des lésions, mais aussi participe à 

l’élimination de certains déchets métaboliques (Marieb, 2019). 
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3. Cancers de la peau 

Un cancer de la peau se définit comme toute transformation maligne des cellules constitutives 

du tissu cutané, résultant d’une prolifération cellulaire anormale et incontrôlées conduisant à la 

formation de tumeurs. Plusieurs facteurs environnementaux, génétiques et biologiques peuvent 

favoriser l’initiation et la croissance des cancers, le tableau ci-dessous (tableau 01) représente 

l’ensemble de facteurs déclenchant ce type de tumeurs cutanées (Hands & Moy, 2020; 

Varshney et al., s. d.; Wunderlich et al., 2024).  

Tableau 01 Facteurs de risque influençant l’initiation de tumeurs cutanées. 

Facteurs extrinsèques Facteurs intrinsèques 

- Exposition cumulative au soleil. 

- Exposition aux polluants, produits 

chimiques, rayons UV synthétiques et 

radiation isolante. 

- Mode de vie (alimentation, tabagisme…). 

- Infection virale au HPV. 

- Phototype de la peau (peau claire). 

- Prédisposition génétique (antécédents 

familiaux). 

- Immunosuppression (VIH / transplantation 

d’organes).  

- Maladies auto-immunes. 

- Inflammation chronique et stress oxydatif. 

 

En fonction du tissu atteint et du type de cellules transformées, on distingue deux grands types 

histologiques de cancers : 

 Les carcinomes : sont les cancers les plus fréquents et se développent à partir des 

cellules des tissus épithéliaux, qui recouvrent la peau, les muqueuses et les organes 

internes. Ils incluent, par exemple, les carcinomes basocellulaires et épidermoïdes de la 

peau.  

 Les sarcomes : sont des cancers plus rares qui touchent les tissus conjonctifs, tels que 

les os, les muscles, les cartilages et les tissus adipeux. Leur origine et leur évolution 

diffèrent de celles des carcinomes, nécessitant des approches thérapeutiques 

spécifiques.  
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3.1. Tumeurs cutanés prédominantes 

 Carcinome basocellulaire : provient des cellules basales de l’épiderme, il présente une 

phase de croissance lente avec un faible potentiel de métastase (figure 04). 

 Carcinome spinocellulaire : il se développe à partir des kératinocytes différenciés de la 

couche épineuse de l’épiderme. 

 Mélanome : Représentant la forme la plus dangereuse des tumeurs cutanées. Il naît des 

mélanocytes et se développe généralement à partir d’un grain de beauté (nævus). Le 

mélanome est généralement classé parmi les carcinomes car il affecte l’épiderme. 

Cependant, en raison de son comportement très agressif et de sa forte capacité à 

métastaser, il est souvent considéré comme un type de cancer distinct des carcinomes et 

des sarcomes (Elaine N. Marieb, 2019). 

 

 

Figure 04 Tumeurs malignes prédominantes de la peau (Brancati, 2024). 

 

3.2. Tumeurs cutanées rares 

 Dermatofibrosarcome protubérant (DFSP) : c’est un sarcome cutané caractérisé par une 

croissance locale progressive et une forte tendance aux récidives locales après excision. 

 Carcinome à cellules de Merkel : il se développe à partir de cellules neuroendocrines 

cutanées (cellules de Merkel). Ce type de cancer est souvent diagnostiqué à un stade 

avancé. 

 Tumeur annexielle : elle regroupe diverses néoplasies affectant les glandes sébacées, 

sudoripares ou folliculaires (Garcia et al., 2021). 
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 Lymphome cutané : c’est un cancers lymphoïde qui se caractérise par une infiltration 

atypique de lymphocytes transformées dans le derme (Chuang et al., 1990). 

4. Le Carcinome spinocellulaire cutané (CSCc) 

4.1. Origine et caractéristiques  

Le CSCc est une tumeur maligne qui se développe à partir de kératinocytes situés dans la couche 

épineuse de l’épiderme. Son incidence est plus importante chez les individus à peau claire et 

les personnes âgées. Il peut se développer de novo suite à l’exposition chronique aux rayons 

UV solaires ou bien progressivement à partir de lésions précancéreuses telles que la kératose 

actinique. Cliniquement, le CSCc se manifeste souvent sous forme de nodules érythémateux ou 

plaque squameuses, parfois ulcérées, avec une surface rugueuse et hyperkératosique (figure 05). 

Il est principalement localisé sur des zones chroniquement exposées au soleil telles que le 

visage, le cou, dorsum des mains et avant-bras. Bien que souvent indolore au début, le CSCc 

peut devenir douloureux, notamment lorsqu’il envahit profondément le derme (Fania et al., 

2021; Martillo et al., 2024). 

 

Figure 05 Nodule érythémateux cutané typique d’un CSCc (Bouharissa, 2017) 

 

4.2. Mécanismes de transformation des kératinocytes en CSCc  

La transformation maligne des kératinocytes dans un CSCc implique plusieurs étapes : 

 Accumulation de mutations : les dommages répétés de l’ADN, notamment induits dans la 

majorité des cas par les UV, provoquent des mutations cumulatives dans les gènes 

régulateurs du cycle cellulaire des kératinocytes. La mutation du gène suppresseur p53 est 

souvent considérée comme un événement précoce majeur.  

 Dérégulation du cycle cellulaire : les kératinocytes transformés échappent aux mécanismes 

naturels de réparation et de l’apoptose entraînant ainsi une prolifération incontrôlée. Des 
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modifications épigénétiques et une inflammation chronique favorisent la transformation 

maligne. 

 Modification de l’architecture cellulaire : histologiquement, les cellules tumorales 

présentent une disposition désorganisée sous forme d’amas ou de cordons infiltrant, 

rompant la stratification épithéliale habituelle (signe de transformation maligne). 

Cependant, ces cellules conservent toujours certains traits de leur lignée d’origine en 

montrant des signes de différenciation kératonicytaire suivie parfois par des corpuscules de 

kératine dans les amas cellulaires ( Welzel, 2019; Tandukar et al., 2024). 

4.3. Approches préventives et thérapeutiques 

Le traitement du CSCc comporte de multiples facettes et implique une combinaison de mesures 

préventives, d’interventions chirurgicales et de thérapies systémiques. Les stratégies 

préventives sont cruciales, en particulier pour les sujets à haut risque, afin de prévenir 

l’apparition de lésions précancéreuses. Parmi ces mesures figurent : l’application d’un écran 

solaire, le port de vêtements protecteurs, l’évitement de l’exposition au soleil aux heures les 

plus intenses (entre 10 h et 16 h), ainsi que des examens dermatologiques réguliers ( Li et al., 

2024). 

Quant aux approches thérapeutiques, le choix du traitement dépend de plusieurs paramètres, 

notamment la taille, la localisation, l’agressivité histologique de la lésion ainsi que l’état général 

du patient. Parmi ces stratégies : les traitements chirurgicaux (excision chirurgicale standard et 

la chirurgie micrographique de Mohs) ; les thérapies locales dans le cas de lésions actiniques ; 

les thérapies systémiques telles que la chimio et la radiothérapie ciblées, l’immunothérapie ainsi 

que les thérapies à ciblage moléculaire (Singh et al., 2024; Taher et al., 2024). 

 

4.4. Modèles expérimentaux (in vivo)  

À ce jour, aucune méthode alternative ne peut se substituer entièrement à l’étude chez l’animal. 

L’efficacité d’une molécule pharmaceutique ou bio-thérapeutique doit être évaluée dans un 

contexte physiologique. En effet, les études précliniques sur l’animal permettent d’obtenir des 

informations sur l’activité anti-tumorale en termes de prolifération cellulaire, d’angiogenèse, 

de métastase, d’apoptose et de différenciation, ce qu’une étude in vitro ne peut fournir 

simultanément. Cependant, Bien que les modèles animaux soient précieux pour évaluer 

l’efficacité des traitements dans un contexte proche de celui de l’humain, ils ne reproduisent 

pas fidèlement le microenvironnement tumoral des CSCc humains, ce qui limite leur valeur 
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prédictive (Kumah & Bibee, 2023). Ces modèles permettent également d’étudier les étapes 

cruciales de la cancérogénèse à savoir : l’initiation, la promotion, la progression et les 

métastases. Ils permettent d’évaluer l’efficacité des méthodes d’interventions thérapeutiques 

dans un contexte biologique.  

Le choix du modèle animal dépend de la problématique de recherche, avec des options allant 

de la carcinogenèse induite chimiquement aux souris génétiquement modifiées ou aux modèles 

de xénogreffe. Il existe plusieurs modèles animaux de cancérogénèse cutanée : 

 Modèle induit par les rayons UV 

Les modèles murins exposés aux rayons UV synthétiques ont été développé pour mimer le 

CSCc déclenché par exposition chronique aux rayons UV solaires. Ce protocole est basé sur le 

principe d’irradiation par exposition aux UVB (290-320 nm) plusieurs fois par semaine dans 

une première phase, ensuite, les fréquences d’exposition augmentent progressivement afin 

d’arriver au stade du CSCc. La distance entre la source UV et la peau, le temps d’exposition et 

l’intensité lumineuse sont soigneusement calibrés afin de garantir la fiabilité et comparabilité 

des résultats. Ces modèles sont particulièrement précieux pour étudier le rôle des dommages à 

l’ADN induits par les UV et des modifications épigénétiques, telles que les altérations de la 

méthylation de l’ADN et les altérations du gène surpresseur p53 (Burns et al., 2013; Meyer et 

al., 2024) 

 Modèle de souris génétiquement modifiés  

Ces modèles murins constituent des outils puissants pour étudier le rôle des altérations 

génétiques spécifiques dans le CSCc. Un exemple notable est le modèle knock-out induit par 

l’inactivation somatique des gènes suppresseurs de tumeurs p53 et Rb (Rétinoblastome), qui 

entraîne une prolifération et une angiogenèse accrues, en raison de l’activation de la voie du 

récepteur du facteur de croissance épidermique (EGFR/Akt). Il existe aussi le modèle 

transgénique où le gène ras impliqué dans les cancers de la peau est surexprimé (Martínez-Cruz 

et al., 2008; Paramio, 2023).  

 Modèle de xénogreffe 

Les cellules tumorales humaines sont immortelles et ont la capacité de croitre après 

transplantation, cette caractéristique est appelée transmissibilité, c’est ce qui nous permet de 

réaliser des xénogreffes. Pour éviter le phénomène de rejet, ces greffes sont réalisées sur des 
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animaux présentant un déficit immunitaire sévère telle que les souris nude athymique ou des 

souris ACID (Severe Combined Immuno Depression) (Delehedde, 2006). 

 Modification du génome par CRISR/Cas9 

Ce modèle repose sur l’intégration de technologie CRISR/Cas9 pour cibler et perturber 

plusieurs gènes suppresseurs de tumeurs chez les souris, entraînant le développement de 

papillomes. Cette approche facilite l’ingénierie de modifications génétiques spécifiques in vivo, 

fournissant des informations sur la base moléculaire du CSCc (Syu et al., 2023). 

 Modèle de cancérogénèse chimique 

La cancérogénèse induite chimiquement est l’une des méthodes les plus utilisées afin d’étudier 

le CSCc. Ce modèle d’induction à deux étapes implique l’application d’un cancérogène, le plus 

souvent le 7,12-dimethylbenz[a]anthracene (DMBA), en tant d’initiateur, suivi d’un promoteur 

tumoral, tel que l’huile de croton ou bien le 12-O-tetradecanoylphorbol-13-acetate (TPA). Cette 

approche induit de manière fiable des papillomes bénins évoluant vers des CSCc chez des 

rongeurs, le plus souvent des souris. Ce modèle est utile pour étudier les modifications 

génétiques et moléculaires associées à l’initiation et à la progression tumorales (Mardaryev, 

2020). 

 

5. Les étapes de la cancérogénèse   

La cancérogenèse est un processus pathologique en plusieurs étapes qui conduit à la 

transformation progressive d’une cellule normale en cellule tumorale. Ce processus se déroule 

en trois phases principales (figure 06). La cellule tumorale acquiert alors des caractéristiques 

spécifiques, notamment : une prolifération indépendante des signaux de croissance, une 

insensibilité aux signaux antiprolifératifs entraînant une prolifération illimitée (perte de la 

sénescence), une résistance à l’apoptose, la capacité à induire l’angiogenèse, ainsi que des 

propriétés d’invasion et de dissémination métastatique (D & Ra, 2011).  

 L’initiation : est un processus génétique irréversible conduisant à l’émergence de cellules 

prénéoplasiques suite à l’exposition à un agent initiateur (Mirunalini & Susmitha, 2023). 

Les altérations génétiques et épigénétiques qui en résultent peuvent induire une activation 

constitutive des signaux de prolifération, l’inactivation des régulateurs négatifs du cycle 

cellulaire, une résistance aux signaux d’apoptose, des modifications du métabolisme 
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énergétique, une instabilité génétique, un échappement à la surveillance immunitaire, ainsi 

qu’une capacité accrue à favoriser la néo-angiogenèse et les réactions inflammatoires. 

 La promotion : est un processus non génétique et réversible, caractérisé par l’expansion 

clonale des cellules préalablement initiées. Cette phase conduit à la formation de cellules 

transformées sous l'effet d'un agent promoteur, dont l’action doit être répétée et rapprochée 

dans le temps après l’exposition à l’agent initiateur (Em & Mg, 2007; Oliveira, 2016). 

 La progression : est un processus génétique irréversible marquant l’évolution de la tumeur 

vers un stade plus agressif. Lorsqu’une tumeur est éloignée de la circulation sanguine et ne 

reçoit pas un apport suffisant en nutriments et en oxygène, sa croissance est limitée, 

constituant ainsi une barrière naturelle contre le développement tumoral. En revanche, si la 

tumeur induit une angiogenèse, elle favorise la formation d’un réseau vasculaire tumoral 

désorganisé et anarchique, permettant une croissance rapide et l’invasion des tissus 

environnants, menaçant ainsi l’organe atteint. L’angiogenèse est donc l’un des premiers 

indicateurs du passage de la phase de promotion à la phase de progression tumorale. Cette 

progression s’accompagne d’une capacité accrue des cellules cancéreuses à envahir et à 

migrer vers d’autres tissus via la circulation sanguine ou lymphatique, favorisant ainsi la 

formation de métastases (Jouanneau et al., 1994; Mardaryev, 2020).  

 

 

Figure 06 Etapes de cancérogenèse chimique (Béliveau & Gingras, 2007) 
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5.1. Agents de la cancérogénèse chimique 

 Le 7,12-diméthylbenz[a]anthracène (DMBA)  

Le DMBA est un hydrocarbure aromatique polycyclique 

(HAP) appartenant à la famille des polluants organiques 

persistants (figure 07). Il est reconnu pour ses propriétés 

cancérogènes et est couramment utilisé en recherche 

expérimentale comme agent initiateur et promoteur dans les 

modèles de cancérogenèse chimique.  

Lorsqu’il est appliqué par voie topique sur une peau rasée, il induit une série d’altérations 

moléculaires qui miment les processus de transformation cellulaire observés dans le 

développement du cancer humain. Le DMBA est un cancérogène indirect qui nécessite une 

activation métabolique pour exercer son effet mutagène. Une fois métabolisé par les enzymes 

du cytochrome P450, il génère des adduits mutagènes qui entraînent des mutations génétiques 

irréversibles affectant ainsi les gènes clés impliqués dans la régulation du cycle cellulaire, 

comme le gène ras, favorisant ainsi la transformation maligne des cellules exposées (Mirunalini 

& Susmitha, 2023; Reed et al., 2018). La toxicité du DMBA varie selon la voie d'exposition. Il 

est particulièrement dangereux par contact cutané, où il pénètre l’épiderme et initie des 

mutations génétiques. Lorsqu'il est chauffé à des températures supérieures à 300°C, comme 

c’est le cas dans les processus industriels ou la combustion de matières organiques, il se 

volatilise et devient un polluant atmosphérique sous forme de particules fines inhalables. 

L’exposition chronique à ces vapeurs toxiques, notamment chez les travailleurs exposés aux 

fumées industrielles ou aux émissions de tabac, est associée à un risque accru de cancer du 

poumon en plus des cancers cutanés (Hait, 2012; Song et al., 2017). En d’autres termes, bien 

que le DMBA soit principalement utilisé en laboratoire pour induire des tumeurs 

expérimentales, il est aussi présent dans l’environnement sous forme de polluant atmosphérique 

issu de la combustion incomplète des hydrocarbures fossiles, des incendies de forêts, des 

émissions industrielles, la fumée de cigarette (Mirunalini & Susmitha, 2023) (figure 08). Par 

conséquent, certaines populations professionnelles y sont particulièrement exposées.  

Figure 07 7,12-

diméthylbenz[a]anthracène 
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Figure 08 Origine et dispersion environnementale du DMBA 

 L’huile de croton  

Extraite des graines de Croton tiglium (figure 09), est une substance visqueuse de couleur 

jaunâtre à brunâtre. Connue pour ses propriétés irritantes et toxiques. En médecine 

traditionnelle asiatique, elle a été utilisée à très faibles doses comme purgatif, malgré son 

potentiel hautement irritant et dangereux. Son usage est aujourd’hui strictement limité à la 

recherche, compte tenu de ses effets inflammatoires et promoteurs de cancer. Elle est utilisée 

en laboratoire comme agent promoteur de tumeur dans les modèles expérimentaux de 

cancérogenèse cutanée. Son effet tumorigène repose principalement sur la présence de 12-O-

tétradécanoylphorbol-13-acétate (TPA), un puissant activateur de la signalisation cellulaire 

impliqué dans la prolifération et la survie des cellules (figure 10) (Aboulthana et al., 2024).  

 

Figure 09 Croton tiglium  
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Figure 10 12-O-tétradécanoylphorbol-13-acétate (TPA) 

Le TPA est un puissant promoteur tumoral qui induit le stress oxydatif et l’inflammation, deux 

processus clés dans la cancérogenèse. Il augmente la peroxydation lipidique (LPO) et altère les niveaux 

d’antioxydants endogènes, conduisant à une activation des voies de signalisation NF-κB et MAPK. Cette 

activation favorise l’expression de médiateurs inflammatoires tels que COX-2, TNF-α, IL-6 et IL-1β, 

qui stimulent la prolifération cellulaire et inhibent l’apoptose (Khan et al., 2013). Aussi, le TPA active 

la protéine kinase C (PKC) (figure 11), une enzyme clé dans la régulation du cycle cellulaire, de 

l’angiogenèse et de l’inflammation. Cette activation favorise la prolifération des kératinocytes, 

l'accumulation de mutations génétiques et la résistance à l’apoptose, créant un microenvironnement 

favorable à l’expansion clonale des cellules transformées (Kolb & Davis, 2004).  

 

Figure 11 Effet du 12-O-tétradécanoylphorbol-13-acétate sur les marqueurs d’inflammation 

et le stress oxydatif (Khan et al., 2013) 
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L’effet promoteur de l’huile de croton dépend fortement de la dose et de la fréquence 

d’application. Lorsqu’elle est appliquée de manière répétée sur la peau rasée des souris après 

un traitement initiateur (comme le DMBA), elle entraîne le développement progressif de 

papillomes, qui peuvent évoluer en CSCc (DiGiovanni, 1992). 
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Chapitre II Biologie de la cellule cancéreuse. 

1. Origine de l’oncogenèse 

1.1. L’initiation tumorale 

La transformation des cellules normales en cellules tumorales est un processus complexe médié 

par des agents mutagènes et promoteurs (extrinsèques ou bien intrinsèques). Cette 

transformation est caractérisée principalement par des altérations génétiques spécifiques offrant 

aux cellules de nouvelles capacités. 

Les mutations génétiques à l’origine de l’oncogenèse peuvent activer des oncogènes, entraînant 

une stimulation excessive de la croissance cellulaire. Elles peuvent aussi inactiver des gènes 

suppresseurs de tumeurs, qui jouent normalement un rôle clé dans le freinage de la prolifération 

cellulaire et la réparation des dommages à l’ADN. Un déséquilibre entre ces deux types de 

gènes conduit à une prolifération cellulaire incontrôlée, marquant le début de la progression 

tumorale. (Kovalchuk, 2016). 

1.1.1. Mutations génétiques  

Les mutations génétiques varient non seulement selon le type de cancer, mais aussi en fonction 

de la nature de l’agent initiateur. Dans le cas du CSCc, une large gamme de mutations a été 

identifiée. Toutefois, la plupart sont considérées comme des mutations "passagères", 

n’apportant que peu ou pas d’avantage sélectif, et ayant un impact limité sur la progression 

tumorale. En revanche, un sous-ensemble de ces altérations correspond à des "mutations 

motrices", qui favorisent la tumorigenèse en influençant des processus clés tels que le destin 

cellulaire, la croissance, la survie ou encore le maintien de l’intégrité génomique (C. A. 

Harwood et al., 2016). Parmi ces mutations motrices : 

Le gène P53 : C’est le gène suppresseur de tumeur le plus fréquemment muté dans les 

cancers humains. Il code une phosphoprotéine de 53 kDa qui joue un rôle central dans 

la régulation du cycle cellulaire, la sénescence, la réparation de l’ADN et l’apoptose en 

réponse au stress cellulaire. La protéine p53 transmet les signaux induits par le stress 

vers différentes réponses cellulaires antiprolifératives, principalement en régulant 

l’expression de gènes cibles au niveau transcriptionnel (Benjamin & Ananthaswamy, 

2007; Kandoth et al., 2013). 

Le gène H-ras : Le mutant H-ras est reconnu comme un oncogène moteur dans environ 

un tiers des cancers humains. Il appartient à la superfamille canonique des GTPases, qui 
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jouent un rôle central dans la transmission des signaux mitogènes (Malumbres & 

Barbacid, 2003; Wennerberg et al., 2005). Ces enzymes alternent entre un état inactif 

lié au GDP et un état actif lié au GTP. Sous sa forme active, Ras-GTP interagit avec 

divers effecteurs en aval, activant ainsi des réseaux de signalisation impliqués dans la 

régulation de l’expression génique, la prolifération, la différenciation et la survie 

cellulaire (Hobbs et al., 2016). 

Le gène EGFR : le gène EGFR code pour le récepteur transmembranaire EGFR qui, 

lorsqu’il est activé par des facteurs de croissance, stimule des voies de signalisation 

intracellulaires responsables de la prolifération cellulaire, la survie, la migration et 

l’angiogenèse. Lorsque l’oncogène subit une mutation, ces altérations provoquent une 

activation constitutive du récepteur, même en l’absence de ligands (Hedberg et al., 

2022). 

 

1.2. La progression tumorale 

Au cours de la progression tumorale, une tumeur évolue à partir d’une cellule transformée 

jusqu’à l’acquisition d’un phénotype agressif et potentiellement métastatique. Ce processus 

s’accompagne de changements morphologiques, moléculaires et fonctionnels (Hedberg et al., 

2022). Pour favoriser la survie et la prolifération des cellules présentant un avantage sélectif — 

comme une croissance rapide ou une résistance à l’apoptose — un mécanisme de sélection 

clonale s’installe au sein de la tumeur. Dès l’apparition de la mutation initiatrice, une population 

monoclonale de cellules transformées se constitue. Avec le temps, certaines de ces cellules 

accumulent de nouvelles mutations, donnant naissance à des sous-clones génétiquement 

distincts. Ceux qui présentent des caractéristiques adaptatives (prolifération accrue, résistance 

aux signaux apoptotiques, capacité d’évasion immunitaire, etc.) sont favorisés par les pressions 

sélectives de l’environnement tumoral. Ainsi, les clones les mieux adaptés prennent 

progressivement le dessus, tandis que d’autres restent minoritaires (figure 12). (Reeves et al., 

2018; Talmadge, 2007). 
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Figure 12  Progression tumorale par sélection clonale (Ségala, 2012) 

 

2. Cycle cellulaire  

La prolifération cellulaire repose sur une succession d’étapes ordonnées, permettant à une 

cellule de croître, de répliquer son ADN, puis de se diviser en deux cellules filles. Ce processus 

est appelé cycle cellulaire. Il comprend quatre phases séquentielles : la phase G1, la phase S, la 

phase G2 et la phase M (Figel & Fenstermaker, 2018). L’intégrité de ce cycle est assurée par 

plusieurs points de contrôle, ou « checkpoints », ainsi qu’un point de restriction, qui permettent 

de détecter et de corriger d’éventuelles anomalies — notamment les mutations génétiques — 

avant que la cellule ne s’engage de façon irréversible dans la division :  

 Point de restriction G1 (R point) : Situé en fin de phase G1, ce point détermine si la 

cellule s’engage dans le cycle cellulaire ou reste en quiescence (phase G0). Il intègre 

des signaux externes (comme les facteurs de croissance) et internes (comme l’intégrité 

de l’ADN). Une fois ce point franchi, la cellule est irréversiblement engagée vers la 

division (figure 13). 

 Checkpoint G1/S : Avant l’entrée en phase S, ce point de contrôle vérifie que l’ADN 

est intact et exempt de dommages avant d’autoriser la réplication. 

 Checkpoint G2/M : Il s’assure que l’ADN a été fidèlement et complètement répliqué, 

et que toutes les réparations ont été effectuées avant l’entrée en mitose. 
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 Checkpoint M (spindle assembly checkpoint, SAC) : Pendant la mitose, ce point 

garantit une répartition équitable des chromosomes entre les cellules filles (Figel & 

Fenstermaker, 2018). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 13 Cycle cellulaire et points de contrôles et restriction (Ségala, 2012) 

 

2.1. Déroulement du cycle cellulaire  

Au cours de la phase G1, la protéine du rétinoblastome (pRb), gardienne du point de restriction 

(RP), contrôle l’entrée en phase S en régulant l’activité du facteur de transcription E2F. En 

début de G1, la pRb est active et liée à E2F, inhibant ainsi la transcription des gènes nécessaires 

à la réplication de l’ADN. Lorsque la cellule progresse dans G1, les kinases dépendantes des 

cyclines D (CDK4/6) phosphorylent la pRb, ce qui libère E2F et permet l’activation des gènes 

impliqués dans l’entrée en phase S. 

En phase S, des protéines de contrôle comme la pRb et la p53 participent à des voies 

interconnectées régulant la transition G1/S et la réponse aux dommages de l’ADN. En réponse 

au stress ou aux lésions de l’ADN, p53 induit l’expression de p21, un inhibiteur des CDK, 

entraînant un arrêt du cycle cellulaire. Ce blocage temporaire permet à la cellule de réparer les 

dommages avant de poursuivre la réplication. 
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La phase S est suivie par la phase G2, puis la mitose (phase M). À la jonction G2/M, un point 

de contrôle crucial vérifie que l’ADN a été intégralement répliqué et qu’il ne présente pas 

d’erreurs avant d’autoriser l’entrée en mitose (Engeland, 2022; Santiago-Cardona, 2012). 

2.2. Dérégulation du cycle cellulaire 

Les altérations génétiques lors de l’initiation tumorale perturbent profondément le contrôle du 

cycle cellulaire par divers mécanismes. L’activation de l’oncogène H-ras entraine une 

activation constitutive des voies de signalisation en aval, telles que la voie MAPK, qui 

favorisent une augmentation de l’activité des CDK et l’hyerphosphorylation de la pRb, 

entraînant ainsi une prolifération cellulaire incontrôlée (Santiago-Cardona, 2012). De même, 

une mutation du gène suppresseur de tumeur p53 entraîne un dysfonctionnement de l’activité 

protéique de p21. En l’absence de ce régulateur, les cellules présentant des altérations 

génétiques et peuvent continuer à se diviser, ce qui favorise l’accumulation d’autres mutations 

génétiques (Engeland, 2022). Les mutations du gène EGFR entraînent une activation autonome 

et constitutive du récepteur EGFR induisant une hyperactivité des effecteurs en aval de la voie 

mitogène et, par conséquent, une hyperactivation des CDK et une prolifération cellulaire 

incontrôlée (Lui & Grandis, 2002).  

3. prolifération et survie cellulaire  

3.1. Activation des voies de signalisation prolifératives 

L’activation anormale de plusieurs voies mitogènes par les cellules cancéreuses, favorisent leur 

prolifération et leur survie. Ces voies mitogènes ne fonctionnent pas de manière isolée, mais 

forment plutôt un réseau complexe d’interaction permettant aux cellules tumorales de 

contourner les mécanismes de contrôle normaux et de soutenir leur croissance agressive. Les 

principales voies impliquées sont : 

3.1.1. Voie Ras/Raf/MEK/ERK (MAPK) 

Cette voie est déclenchée par l’activation de récepteurs à activité tyrosine kinase (RTK), tels 

que l’EGFR, en réponse à des facteurs de croissance auto-sécrétés ou produits par des cellules 

voisines. L’activation des RTK entraîne le recrutement et l’activation de la protéine Ras. Une 

fois activée, Ras stimule la kinase Raf, qui à son tour active MEK, lequel phosphoryle ERK. 

La protéine ERK phosphorylée migre alors vers le noyau, où elle induit la transcription de gènes 

favorisant la prolifération cellulaire (pro-mitotiques) et inhibant l’apoptose. 

Des mutations activatrices du gène Ras peuvent entraîner une activation constitutive de cette 
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cascade, favorisant une prolifération cellulaire incontrôlée et contribuant ainsi à la 

tumorigenèse. 

 

Figure 14 Voie de signalisation des MAP-kinases, avec les voies RAS-RAF-MEK-ERK. 

MAPK : mitogen-activated protein kinases ; MKK(K) : mitogen-activated protein kinase 

(kinase) ; RTK : receptor tyrosine kinase ; SH2 : sequence homology 2 (Dalle et al., 2006) 

3.1.2. Voie PI3K/Akt/mTOR 

La voie PI3K/AKT/mTOR est généralement initiée par l’activation d’un récepteur à activité 

tyrosine kinase (RTK) en réponse à un facteur de croissance. Cette activation entraîne la 

stimulation de la PI3K, qui catalyse la production de PIP3. Ce second messager recrute alors la 

kinase Akt à la membrane plasmique, où elle est activée. Une fois activée, Akt stimule mTOR, 

un régulateur central du métabolisme cellulaire et de la synthèse des protéines, tout en inhibant 

plusieurs effecteurs pro-apoptotiques (figure 15). Des altérations telles que des mutations de 

PI3K ou la perte de PTEN — un inhibiteur physiologique de cette voie peuvent conduire à une 

activation excessive du signal mitogène. 



Biologie de la cellule cancéreuse 

 

 

28 
 

 

Figure 15 Vue d’ensemble de la voie de signalisation PI3K/AKT/mTOR (van 

der Ploeg et al., 2021). 

3.1.3. Voie NF-kB 

La famille NF-κB se compose de cinq sous-unités : RelA (p65), c-Rel, RelB, p50 (NF-kB1) et 

p52 (NF-kB2). Il existe deux voies de signalisation NF-κB : la voie canonique et la voie non 

canonique (ou alternative). 

Dans la voie canonique, les dimères de NF-κB (RelA/p50 et c-Rel/p50) sont liés à IκBα dans 

le cytoplasme. Une stimulation par des cytokines, des facteurs de croissance ou des stress 

cellulaires tels que le stress oxydatif, les radiations ou des agents génotoxiques induit la 

phosphorylation d’IKK2, qui phosphoryle à son tour IκBα. Après la dégradation de IκBα via 

une polyubiquitination, les dimères NF-κB sont libérés et transloquent vers le noyau, où ils se 

fixent à des séquences spécifiques de l’ADN, induisant la transcription de gènes anti-

apoptotiques et favorisant ainsi la croissance tumorale. 
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Dans la voie non canonique, la kinase inductrice de NF-κB (NIK) interagit avec le facteur 

associé au récepteur du TNF 3 (TRAF3) dans le cytoplasme. La stimulation par des membres 

de la famille du facteur de nécrose tumorale (TNF), tels que la lymphotoxine β, provoque la 

translocation membranaire de ce dimère, entraînant la dégradation de TRAF3, la 

phosphorylation de NIK, puis celle d’IKK1 par NIK. Dans le cytoplasme, RelB est associé à 

P100 (le précurseur de p52), jouant un rôle d’inhibiteur, ou à la fois à P100 et à p50. IKK1 

phosphoryle P100, déclenchant un traitement protéasomal qui entraîne soit la dégradation 

complète de P100 et la libération du dimère RelB/p50, soit une dégradation partielle libérant le 

dimère RelB/p52. Enfin, la translocation nucléaire de ces dimères NF-κB libérés (RelB/p50, 

RelB/p52) induit la transcription de gènes cibles (figure 16) (Baud & Jacque, 2008 ; Deka & 

Li, 2023). 

 

Figure 16 Voies de signalisation NF-kB canonique et non canonique (Cheniti et al., 2025) 
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3.1.3.1. Mécanismes d’activation de la voie canonique NF-kB1 

a. Activation directe  

 Cytokines pro-inflammatoires Ces cytokines comme le TNF- et IL-1β se lient directement 

à leurs récepteurs TNFR et IL-1R. Cette liaison entraîne le recrutement d’adaptateurs 

spécifique (tels que TRADD et TRAF) qui, à leur tour, activent le complexe IKK qui 

phosphoryle alors l’inhibiteur IkB déclenchant ainsi une cascade de signalisation permettant 

la transcription des gènes NF-kB1. 

 Récepteurs Toll-like (TLRs) Les TLRs, en réponse aux DAMPs, recrutent des adaptateurs 

comme MyD88. La cascade qui s’ensuit converge directement sur l’activation du complexe 

IKK, aboutissant à la dégradation d’IkB et à la libération de NF-kB1(Deka & Li, 2023).  

b. Activation indirecte 

 Voie Ras/Raf/MEK/ERK (MAPK) : Les altérations oncogéniques, telles qu’une mutation 

Ras ou une surexpression de facteurs de croissance, activent directement cette cascade. Par 

des signaux de cross-talk, les signaux émanant de cette voie peuvent stimuler indirectement 

le complexe IKK, renforçant ainsi l’activation de NF-kB1. 

 Récepteurs de croissance et la cascade PI3K/Akt : La PIP3 générée suite à une activation 

par un RTK comme EGFR, active Akt, qui à son tour, par une série d’intermédiaires, 

favorise l’activation du complexe IKK. Ce relais aboutit à la phosphorylation d’IkB et à la 

libération de NF-kB1 (Deka & Li, 2023). 

 Stress cellulaire (oxydatif, hypoxique, dommages à ADN) : Les cellules tumorales subissent 

divers stress qui activent des kinases de stress (telles que MAPK). Ces kinases, en modulant 

l’activité de l’IKK, conduisent indirectement à l’activation de la voie NF-kB1. 

 Boucles autocrines et paracrines : Une activation initiale du NF-kB, entraîne la transcription 

de cytokines pro-inflammatoires qui, une fois sécrétées, peuvent agir sur les récepteurs 

présents sur la même cellule (autocrine) ou sur les cellules voisines (paracrines). Ce 

renforcement en boucle maintien l’activation persistante du complexe IKK et, par 

conséquent, de NF-kB. 

3.2. Résistance à l’apoptose 

La régulation fine du mécanisme d’apoptose est assurée par l’interaction antagoniste entre les 

protéines de la famille Bcl-2. Parmi-elles, Bcl-2 agit comme un facteur anti-apoptotique, tandis 

que Bax est pro-apoptotique (figure 17). Dans le cancer, un déséquilibre marqué en faveur de 
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Bcl-2 est souvent observé, permettant aux cellules tumorales d’échapper à la mort cellulaire 

programmée et de poursuivre leur prolifération. Il existe plusieurs mécanismes conduisant à un 

déséquilibre défavorable de cette régulation : 

3.2.1. La surexpression de Bcl-2  

L’amplification du gène codant pour Bcl-2 ou une régulation transcriptionnelle aberrante (sous 

l’influence de voie PI3K/Akt ou NF-kB) peut augmenter la concentration de la protéine Bcl-2. 

Cette augmentation accroît la capacité de de la cellule à neutraliser l’action de Bax, empêchant 

ainsi l’activation de la cascade apoptotique malgré la présence de signaux pro-apoptotiques. 

3.2.2. Réduction ou inactivation de Bax  

L’installation de mutations dans le gène codant pour Bax ou une régulation négative conduisant 

à une diminution de son expression réduisent la sensibilité de la cellule aux signaux 

apoptotiques. En absence d’une activité de Bax, la formation de pores mitochondriaux est 

compromise, empêchant la libération de cytochrome C et ainsi l’initiation de l’apoptose.  

3.2.3. Régulation post-traductionnelle  

Des modifications comme la phosphorylation ou l’ubiquitination peuvent altérer la stabilité ou 

la capacité d’interaction de Bcl-2 ou de Bax, renforçant ainsi la tendance des cellules 

cancéreuses à survivre aux agressions (Adams & Cory, 2007; Xu & Ye, 2022). 

 

Figure 17 Balance entre la vie et la mort cellulaire (Ségala, 2012). 
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4. Stress oxydatif 

Les espèces réactives de l’oxygène ROS jouent un rôle central dans la carcinogenèse en 

induisant des dommages directs à l’ADN. Ces dommages directs incluent, entre autres, des 

cassures de brins d’ADN, ce qui peut affecter les niveaux d’expression des gènes clés. La 

modification de l’expression des oncogènes et des gènes suppresseurs de tumeurs (figure 18). 

De plus, à des concentrations faibles à modérées, ces molécules agissent également comme des 

messagers dans la régulation de la prolifération cellulaire (Klaunig & Wang, 2018; Kuo et al., 

2022). 

 

Figure 18 Rôle du stress oxydatif dans la cancérogenèse (K. Li et al., 2024) 

Le stress oxydatif intervient à toutes les étapes de la transformation cellulaire. Dès la phase 

d’initiation, l’accumulation de dérivés réactifs de l’oxygène (ROS) provoque des dommages 

directs à l’ADN, conduisant à l’apparition de mutations et d’altérations structurales. Au cours 

de la phase de progression, l’action persistante des ROS induit de nouvelles modifications 

génétiques dans les cellules déjà altérées, renforçant ainsi leur potentiel tumorigène (Jelic et al., 

2021) 

L’élévation du niveau des ROS participe également à l’angiogenèse en activant plusieurs voies 

de signalisation clés. En particulier, l’activation des voies PI3K/Akt/mTOR et MAPK conduit 
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à la stimulation du facteur de transcription NF-κB. Ce dernier régule l’expression de 

nombreuses cytokines et prostaglandines, établissant un microenvironnement inflammatoire 

favorable à la néoangiogenèse et à la dissémination métastatique (Zahra et al., 2021; Iqbal et 

al., 2024). 

Par ailleurs, les cellules cancéreuses produisent elles-mêmes un excès de ROS, en grande partie 

en raison de leur métabolisme altéré et de dysfonctionnements mitochondriaux. Ce déséquilibre 

entre la production de ROS et la capacité des systèmes antioxydants engendre un stress oxydatif 

persistant. Il s’installe ainsi une boucle de rétroaction positive, dans laquelle les altérations 

génétiques induites par les ROS favorisent leur propre production par les cellules tumorales, 

contribuant à la progression de la tumeur et au développement des métastases (Chengizkhan et 

al., 2021). 

5. Métabolisme énergétique 

Afin de répondre aux exigences métaboliques liées à leur prolifération rapide et à leur survie 

dans des environnements hostiles, les cellules cancéreuses adoptent des stratégies énergétiques 

distinctes de celles des cellules normales. Bien que la phosphorylation oxydative 

mitochondriale soit nettement plus efficace pour produire de l’ATP (jusqu’à 36 molécules par 

molécule de glucose), elle ne fournit pas directement les précurseurs nécessaires à la 

biosynthèse intensive requise pour la croissance tumorale rapide, tels que les acides nucléiques, 

les acides aminés et les lipides. Pour répondre à ces besoins, les cellules tumorales réorientent 

leur métabolisme énergétique en privilégiant la voie anaérobie, même en présence d’oxygène, 

un phénomène connu sous le nom d’effet Warburg (figure 19) (H. Sun et al., 2019). 

 Cette reprogrammation métabolique s’accompagne d’une surexpression des transporteurs du 

glucose (notamment GLUT1), facilitant une captation accrue de glucose. Une fois internalisé, 

le glucose est rapidement dégradé en pyruvate via la glycolyse, un processus qui ne génère que 

2 molécules d’ATP par glucose, mais qui fournit des intermédiaires essentiels à la biosynthèse 

cellulaire. Plutôt que d’entrer dans la mitochondrie pour être entièrement oxydé, le pyruvate est 

majoritairement converti en lactate par la lactate déshydrogénase (LDH). Cette conversion 

permet de régénérer le NAD⁺, indispensable pour maintenir le flux glycolytique. Le lactate ainsi 

produit est ensuite exporté hors de la cellule, ce qui entraîne une acidification du 

microenvironnement tumoral. Cette acidification facilite l’invasion des tissus environnants par 

les cellules tumorales et contribue à créer un environnement immunosuppressif, défavorable à 



Biologie de la cellule cancéreuse 

 

 

34 
 

la reconnaissance et à l’élimination des cellules cancéreuses par le système immunitaire. (H. 

Sun et al., 2019). 

 

Figure 19 Dérégulation du métabolisme énergétique d’une cellule tumorale (Ségala, 2012). 

 

6. Inflammation chronique et angiogenèse tumorale 

L’inflammation chronique s’installe lorsque les cellules immunitaires, en particulier les 

macrophages, détectent la présence de cellules cancéreuses. Cette reconnaissance repose sur la 

détection de signaux moléculaires caractéristiques des cellules tumorales, tels que les antigènes 

tumoraux ou les motifs associés aux dommages cellulaires (DAMPs). En réponse, les 

macrophages s’activent et libèrent de manière soutenue des médiateurs pro-inflammatoires, 

notamment le TNF-α, l’IL-1 et l’IL-6. Ces cytokines entretiennent l’activation continue de 

voies de signalisation, comme NF-κB, induisant la surexpression de gènes qui inhibent 

l’apoptose, favorisent la prolifération cellulaire et soutiennent la survie tumorale (Landskron et 

al., 2014).  
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Au sein du microenvironnement tumoral, l’inflammation chronique joue un rôle ambivalent et 

complexe. D’un côté, elle crée un environnement favorable à la croissance tumorale par le biais 

d’un réseau dynamique d’interactions entre les cellules cancéreuses et divers types cellulaires, 

tels que les macrophages associés aux tumeurs (TAMs), les fibroblastes associés au cancer 

(CAF), et les cellules endothéliales. De l’autre, elle stimule l’angiogenèse en induisant la 

sécrétion de facteurs pro-angiogéniques, tels que le VEGF, facilitant ainsi la néoformation de 

vaisseaux sanguins et l’approvisionnement accru en oxygène et en nutriments. Par ailleurs, 

l’inflammation chronique augmente l’expression de métalloprotéinases matricielles (MMPs), 

des enzymes responsables de la dégradation de la matrice extracellulaire. Cette déstructuration 

tissulaire facilite l’invasion tumorale et la dissémination des cellules cancéreuses vers les tissus 

adjacents, constituant une étape clé du processus métastatique (figure 20) (Ono, 2008).  

 

Figure 20 Inflammation chronique, angiogenèse et invasion tumorale (Ségala, 2012) 

 

7. Echappement immunitaire des cellules cancéreuses 

Les cellules cancéreuses acquièrent la capacité de contourner les défenses de l’organisme grâce 

à un processus évolutif nommé évasion immunitaire ou bien immuno-édition. Lors de la phase 

initiale dite élimination, le système immunitaire repère et détruit la majorité des cellules 
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transformées. Cependant, cette pression sélective favorise la survie de certaines cellules 

possédant des altérations qui réduisent leur reconnaissance immunitaire. Ces cellules résistantes 

entrent alors dans une phase d’équilibre, pendant laquelle elles continuent de subir des 

modifications jusqu’à ce qu’elles deviennent capables de contourner complètement la 

surveillance immunitaire, aboutissant à la phase d’échappement tumoral (Pak et al., 2014). 

Pour parvenir à cet échappement, les cellules tumorales mettent en œuvre plusieurs stratégies 

qui interagissent et se renforcent mutuellement. Parmi ces stratégies : 

Modification de l’expression antigénique : Les cellules cancéreuses ont la capacité de diminuer 

ou perdre l’expression des molécules du complexe majeur d’histocompatibilité de classe I 

(CMH-I). Cela rend les cellules moins visibles aux lymphocytes T cytotoxiques, qui dépendent 

de la présentation des antigènes pour reconnaitre et éliminer les cellules anormales (figure 21) 

(Spranger et al., 2013). 

Création d’un microenvironnement immunosuppresseur En sécrétant des cytokines telles que 

le TGF-β, IL-10, les cellules tumorales instaurent un environnement hostile pour les cellules 

effectrices immunitaires. Ce microenvironnement favorise le recrutement de cellules 

immunosuppressives, telles que les lymphocytes T régulateurs et les macrophages, qui inhibent 

l’activité anti-tumorale (Gupta et al., 2023). 

Expression de ligands inhibiteurs L'une des stratégies majeures utilisées par les cellules 

tumorales pour échapper à la réponse immunitaire consiste à surexprimer certains ligands 

inhibiteurs, tels que PD-L1 (Programmed Death-Ligand 1). En se liant à son récepteur PD-1 

(Programmed Death-1) exprimé à la surface des lymphocytes T, PD-L1 induit un signal 

inhibiteur qui bloque l’activation de ces cellules effectrices. Cette interaction entraîne une 

réduction de leur prolifération, une diminution de la sécrétion de cytokines, et peut conduire à 

un état d’épuisement fonctionnel des lymphocytes T. Ainsi, même en présence d’une infiltration 

immunitaire, les cellules tumorales parviennent à neutraliser l’action cytotoxique des 

lymphocytes T, favorisant leur propre survie et la progression de la tumeur (Spranger et al., 

2013).  
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Figure 21 Mécanismes d’échappement immunitaire des cellules tumorales (Ségala, 2012). 
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Chapitre III L’huile de poisson. 

1. Généralités 

La consommation de poissons et de leurs dérivés occupe une place importante dans les 

habitudes alimentaires et thérapeutiques à travers l’histoire. Dans l’Égypte antique, l’huile de 

poisson servait à traiter les maladies oculaires. De plus, au Moyen âge, les poissons 

constituaient un aliment de base pour les populations défavorisées, et étaient particulièrement 

appréciés dans les régions méditerranéennes. Quant à l’huile de foie de poisson, elle était 

consommée par les pêcheurs à travers l’Europe, l’Afrique et l’Asie pour traiter différents types 

de maladies (Lister, 2008). Au XXe siècle, l’huile de poisson a connu un essor grâce aux 

recherches ayant mis en lumière ses bienfaits pour la santé cardiovasculaire, en particulier chez 

les populations Inuits, ce qui a conduit à une prise de conscience accrue du potentiel des omégas 

trois (Freitas & Campos, 2019).  

Les formules de l’huile de poisson sont obtenues à partir de diverses espèces de poissons telles 

que la sardine, le saumon, le thon et la morue polaire (Vaska et al., 2023). L’utilisation de petits 

poissons pélagiques dans la production de l’huile de poisson présente des avantages notables, 

notamment une valeur nutritionnelle élevée, une efficacité de conversion accrue et une 

durabilité renforcée de l’espèce. Leur position basse dans la chaine alimentaire se traduit par 

une accumulation réduite de toxines et de métaux lourds, ce qui garantit une huile plus pure et 

plus sûre pour la consommation (Thilsted, 2010). 

Les poissons sauvages tels que les anchois, les sardines et les chinchards sont principalement 

utilisés pour produire l’huile de poisson (Hashim et al., 2021). Les poissons d’élevage tels que 

le saumon et le thon rentrent aussi dans cette production. Les poissons sauvages offrent 

généralement des niveaux plus élevés d’acides gras oméga-3 en raison de leur alimentation 

variée. Cependant, certains poissons d’élevage, comme le saumon atlantique australien, 

peuvent dépasser leurs homologues sauvages en termes de teneur en oméga-3 (Marak et al., 

2020; Zhang et al., 2024). Selon la région d’extraction, l’huile de poisson extraite de la chair de 

poisson présente des concentrations plus élevés en acide gras ω-3 que à l’huile de foie de 

poisson, qui est extraite de la région hépatique et caractérisée par sa teneur en vitamines A et D 

(Shahidi, 2007).  
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2. Production de l’huile de poisson  

L’industrie halieutique représente un marché mondial majeur englobant la transformation de 

produits marins en divers sous-produits tels que les filets de poisson, les conserves de chair, la 

farine de poisson et l’huile de poisson destinée aux secteurs pharmaceutique, cosmétique et 

animal (Jimenez-Champi et al., 2024). 

Les techniques d'extraction d’huile à partir des poissons vont de méthodes traditionnelles, 

comme la cuisson et la presse, à des méthodes modernes telles que l’hydrolyse enzymatique et 

l’extraction par ultrasons ou par micro-ondes. Les méthodes traditionnelles sont économiques 

mais peuvent affecter la qualité du produit. Les techniques modernes, par contre, offrent une 

meilleure pureté, mais à un coût plus élevé (Bonilla-Méndez et al., 2018). 

L’huile brute obtenue par extraction referme diverses impuretés, dont la nature dépend de la 

technique d’extraction adaptée. Afin de rendre cette huile comestible, un processus de 

purification est nécessaire afin d’éliminer les impuretés tout en préservant les composants à 

effets avantageux tels que les ω-3 (Crexi et al., 2010). Les méthodes de raffinage sont 

spécifiquement conçues pour maximiser la rétention de ces composants bénéfiques tout en 

minimisant la perte d’huile (figure 22) (Vaisali et al., 2015).  

Après extraction et raffinage, un passage à une étape de purification est essentiel dans le but 

d’éliminer les molécules moins actives et faire concentrer les AGPI de type ω-3. Cette approche 

permet l’obtention d’une huile de haute qualité, offrant ainsi des doses thérapeutiques plus 

efficaces pour les applications médicales et nutritionnelles (Šimat et al., 2019). Les méthodes 

de purification se basent sur le principe de séparation des ω-3 des autres molécules. Cette 

séparation est réalisé par différentes techniques telles que la distillation moléculaire (séparation 

en fonction de poids moléculaire), la complexation à l’urée (chélation des acides gras saturés et 

mono-insaturés), l’hydrolyse enzymatique et ré-estérification (hydrolyse des triglycérides 

spécifiques et formation de triglycérides à base de EPA et DHA) ainsi que l’extraction par le 

CO2 supercritique (fractionnement des acides gras sous haute pression) (Bonilla-Méndez et al., 

2018). 
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Figure 22 Etapes de production de l’huile de poisson raffinée et purifiée 

3. Composants de l’huile de poisson 

L'huile de poisson est une huile riche en vitamines, telles que la vitamine A, la vitamine D et la 

vitamine E (Butt & Salem, 2016). Elle contient aussi des composants bioactifs, à savoir : du 

cholestérol, des lipides neutres tels que les acides gras libres, les monoglycérides, les 

diglycérides et les triglycérides , des phospholipides et des stérylesters (Km et al., 1990 ; 

Porojnicu et al., 2008). La composition et les proportions de ces molécules varient selon le type 

de poisson, l’environnement aquatique (eau douce ou marine) (Osman et al., 2001). 

3.1. Les acides gras (AG)  

Ces molécules sont présentes à la fois sous forme de lipides neutres et d'acides libres. La 

composition typique en acides gras dans l'huile de poisson peut être divisée en acides gras 

saturés, acides gras mono-insaturés et acides gras polyinsaturés (Huang et al., 2018). 

3.2. Les acides gras saturés 

 Les principaux acides gras saturés présents dans l'huile de poisson comprennent : l'acide 

myristique (14:0), l'acide palmitique (16:0), l'acide stéarique (18:0) et l'acide béhénique (22:0) 

(Loftsson et al., 1995). 

3.3. Les acides gras insaturés :  

3.3.1. Les acides gras mono-insaturés (AGMI) 

 Sont présents dans l'huile de poisson, ils contiennent une double liaison et 

comprennent : l'acide myristoléique (14:1ω5), l'acide palmitoléique (16:1ω7), l'acide 

oléique (18:1ω9), l'acide eicosénoïque (20:1ω9), l'acide gadoléique (20:1ω11), l'acide 

érucique (22:1ω9) et l'acide catoléique (22:1ω11). 
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3.3.2. Les acides gras poly-insaturés (AGPI) 

 Sont présents dans l'huile de poisson, ils contiennent deux doubles liaisons ou plus et 

comprennent : l'acide linoléique (LA, 18:2ω6), l'acide α-linolénique (ALA, 18:3ω3), le 

DHA (22:6ω3) et l'EPA (22:5ω3). La teneur en AGPI des poissons marins est supérieure 

à celle des poissons d'eau douce (Osman et al., 2001). L'huile de poisson marin contient 

généralement un nombre considérable d'AGPI avec des chaînes plus longues (> 20 

atomes de carbone), tandis que l'huile de poisson de l’eau douce révèle le plus d'AGPI 

avec des chaînes plus courtes (< 20 atomes de carbone) (Saify et al., 2000). 

 

4. Structure et métabolisme des acides gras polyinsaturés (AGPI) 

Structurellement, les acides gras sont constitués d'une chaîne hydrocarbonée avec un groupe 

carboxyle (COOH) et un groupe méthyle (CH3) aux extrémités opposées (Wiktorowska-

Owczarek et al., 2015). L'absence de double liaison dans la chaîne hydrocarbonée dénote un 

acide gras saturé, tandis que la présence d'une ou plusieurs doubles liaisons est caractéristique 

d'un acide gras insaturé. Pour les AGMI et les AGPI, la convention courante décrit les acides 

gras insaturés en fonction de la position de la première double liaison par rapport au carbone de 

l'extrémité méthyle (« ω » ou « n »). Il existe deux sous-classes d'AGPI, les acides gras ω-3 et 

ω-6. Les acides gras ω-3 contiennent la première double liaison entre les troisième et quatrième 

carbones de l'extrémité méthyle et sont classés comme acides gras à longue chaîne en raison de 

la longueur de la chaîne hydrocarbonée (figure 23) (Bowen et al., 2016). 
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Figure 23 Structures chimiques des acides gras dérivés de l’huile de poisson (Juneau, 2020). 

Lors de l’ingestion, les triglycérides contenus dans l’huile de poisson sont libérés dans 

l’estomac sous forme de gouttelettes lipidiques. Sous l’action des lipases gastriques, ces 

dernières subissent une hydrolyse partielle, libérant ainsi un acide gras libre (AGL) et un 

diglycéride (DG). Au niveau de l’intestin, les sels biliaires émulsifient les graisses, facilitant 

ainsi l’action des lipases pancréatiques sur les di- et triglycérides restants. Ces enzymes 

hydrolysent principalement les triglycérides, libérant ainsi deux AGL et un monoglycéride 

(MG). Une hydrolyse complète peut également avoir lieu, conduisant à la libération de trois 

AGL et d’un glycérol ( Schuchardt & Hahn, 2013; D’Aquila et al., 2016). Au niveau de 

l’intestin grêle, les AGL et les MG peuvent être absorbés par diffusion passive dans les 

entérocytes ou traverser la membrane apicale via des transporteurs spécifiques, tels que la 
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protéine CD36 et la protéine de transport des acides gras FATP4. L’absorption de ces lipides 

se fait tout au long de l’intestin grêle (D’Aquila et al., 2016).  

Une fois à l’intérieur des entérocytes, les AGL peuvent être incorporés dans différentes classes 

de lipides, tels que les phospholipides et les esters de cholestérol. Cependant, la majorité d’entre 

eux est convertie en acyl-CoA par l’acyl-CoA synthétase (Mansbach & Siddiqi, 2010) (figure 

23). Les acyl-CoA, en association avec les MG et les DG, participent à la reformation des TG 

dans les entérocytes sous l’action de la monoglycéride acyltransférase. Les TG suivent ensuite 

deux voies distinctes : ils peuvent soit être stockés sous forme de gouttelettes lipidiques 

cytoplasmiques (GLC) au sein des entérocytes, soit être intégrés dans des chylomicrons (figure 

24). Ces derniers assurent le transport des TG vers le pôle basolatéral des entérocytes via 

l’appareil de Golgi. Une fois sécrétés, les chylomicrons rejoignent les vaisseaux lymphatiques 

(D’Aquila et al., 2016), qui les acheminent jusqu’à la veine sous-clavière gauche. Cela leur 

permet d’intégrer directement la circulation sanguine, contournant ainsi le premier passage 

hépatique (Tanaka & Iwakiri., 2016). Les chylomicrons atteignent finalement la veine cave, où 

ils sont transportés vers l’artère pulmonaire, puis vers la veine pulmonaire, avant de rejoindre 

le côté gauche du cœur et de pénétrer dans la circulation systémique. Les TG transportés par 

les chylomicrons se lient aux cellules des tissus périphériques via des protéoglycans. 

L’apoprotéine C-II, présente sur les chylomicrons, active les lipoprotéines lipases (LPL) 

localisées sur la surface luminale des cellules endothéliales, facilitant ainsi l’hydrolyse des TG 

et la libération d’acides gras libres (AGL), tels que l'EPA et le DHA, dans la circulation 

sanguine. Ces AGL peuvent ensuite être captés par les cellules environnantes ( Mansbach & 

Siddiqi, 2010; Chevalier, 2020;). 

 

Figure 24  Absorption des acides gras polyinsaturés par les chylomicrons (Chevalier, 2020). 
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Suite à une réponse à un stimulus physiologique, tel que l’inflammation, les acides gras EPA et 

DHA sont libérés des phospholipides membranaires et agissent comme précurseurs permettant 

la biosynthèse des eicosanoïdes. Le métabolisme des eicosanoïdes est assuré par les enzymes 

de la cyclooxygénase (COX) et de la lipoxygénase (LOX) convertissant les EPA et DHA en 

produits métaboliques tels que les prostaglandines de type 3 (PGE3), les leucotriènes, les 

lipoxines et les thromboxanes. Ces médiateurs lipidiques jouent un rôle fondamental dans la 

régulation de l’inflammation, de la pression artérielle, de la coagulation sanguine et divers de 

mécanismes physiologiques (Wiktorowska-Owczarek et al., 2015; Harwood, 2023). 

 

5. Activités biologiques des AGPI 

5.1. Fluidité de la membrane cellulaire 

Les membranes cellulaires et cytoplasmiques, ainsi que d’autres structures cellulaires, sont 

principalement composées de protéines et de lipides contenant des acides gras saturés ou 

insaturés. Les acides gras saturés, caractérisés par des chaînes hydrocarbonées linéaires 

dépourvues de doubles liaisons, s’agencent de manière dense, conférant ainsi à la membrane 

une rigidité accrue. En revanche, la présence d’acides gras insaturés, tels que le DHA, introduit 

des courbures dans les chaînes hydrocarbonées en raison de leurs multiples doubles liaisons. 

Ces déformations créent des espaces au sein de la membrane, modifiant ses propriétés 

physiques. 

Cette organisation assure une fluidité membranaire optimale, essentielle au bon fonctionnement 

des récepteurs, des canaux ioniques et des protéines de transport. Ces éléments jouent un rôle 

clé dans la communication cellulaire, la réactivité aux stimuli et l’adaptabilité de la cellule à 

son environnement (Feller & Gawrisch, 2005; Massey & Nicolaou, 2011).  

Le DHA, un acide gras polyinsaturé, est un composant majeur des membranes cellulaires et 

plasmatiques de l'organisme. Il est particulièrement abondant dans le tissu cérébral et la rétine, 

où il constitue respectivement jusqu'à 50 % et 60 à 80 % des phospholipides membranaires 

(figure 25). (Jt & Gy, 2007; Lee et al., 2016). Le DHA peut exister sous forme libre ou être 

associé à la phosphatidyléthanolamine (PE), la phosphatidylcholine (PC) et la 

phosphatidylsérine (PS) (Wiktorowska-Owczarek et al., 2015).   
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Figure 25 Incorporation des acides gras omégas trois à la membrane cellulaire  (Stange, 

2019). 

5.2. Activités anti inflammatoire 

Les eicosanoïdes, tels que les prostaglandines, les prostacyclines, les thromboxanes et les 

leucotriènes, constituent un lien clé entre les acides gras AGPI et l'inflammation. Ces 

molécules, impliquées dans la régulation et la médiation de la réponse inflammatoire, sont 

synthétisées à partir d'AGPI à 20 atomes de carbone (Calder, 2006). Étant donné que les cellules 

inflammatoires contiennent généralement une proportion élevée d'acide arachidonique ; ce 

dernier est généralement le substrat principal de la synthèse des eicosanoïdes qui sont 

principalement impliqués dans la modulation de l'intensité et de la durée des réponses 

inflammatoires (Tilley et al., 2001; B. Wang et al., 2021). La consommation des AGPI-n-3 

(EPA et DHA) entraine une augmentation des proportions de ces acides gras dans les 

phospholipides des cellules inflammatoires en remplaçant l’acide arachidonique. 

L’incorporation des EPA/DHA dans les cellules inflammatoires mène à la génération 

d’eicosanoides alternatifs (indicateurs inflammatoires plus faibles) modulant ainsi la génération 

des PGE2 et d’autres médiateurs inflammatoires dérivés d’acide arachidonique. 

Les PGE3 formés à partir des EPA présentent un effet moins puissant que les PGE2 sur 

l’expression du gène COX-2 dans les fibroblastes et sur la production d’IL-6 par les 

macrophages (Rogero et al., 2020). Les AGPI de type ω-3 peuvent exercer une activité anti-

inflammatoire en diminuant l’expression du NF-κB via une diminution de la phosphorylation 

de IκB ce qui conduit à une diminution de la production de cytokines inflammatoires (TNF-α, 

IL-1β, IL-6 et IL-8) (figure 26). En outre, ils peuvent également affecter le mécanisme 
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inflammatoire en réduisant la chimiotaxie des leucocytes par l’inactivation de certains 

récepteurs chimioattractants (Calder, 2006; J. L. Harwood, 2023). 

 

Figure 26 Régulation de la réponse inflammatoire par inactivation de la voie NF-KB par les 

omégas trois (Robertson et al., 2013).  

 

5.3. Maintien du système nerveux 

Le DHA joue un rôle crucial non seulement dans le développement du système nerveux pendant 

la vie fœtale et l’enfance, mais aussi dans le maintien de son bon fonctionnement à l’âge adulte. 

En outre, il est considéré comme l'un des principaux constituants des neurones, en particulier 

au niveau des synapses (Wiktorowska-Owczarek et al., 2015). 

Les AGPI de type ω-3 exercent une fonction protectrice contre les troubles de l’humeur en 

intervenant indirectement dans la synthèse de la sérotonine et de la dopamine (figure 27) (Salem 

et al., 2001). De plus, ces molécules pourraient avoir un effet bénéfique sur la concentration, 

les troubles de comportement, tels que l'hyperréactivité chez les enfants atteints de troubles du 

développement de la coordination, et les troubles psychiques. Elles pourraient également 
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atténuer les effets métaboliques indésirables des médicaments psychotropes ainsi que l'obésité, 

fréquemment rencontrée dans ce type de pathologies (Freeman et al., 2006; Ross et al., 2007). 

Le DHA apparaît également en grande quantité dans la rétine. Il joue un rôle primordial dans 

l’œil en tant que précurseur de certains composés, tels que la neuroprotectine D1 qui présente 

des activités cytoprotctrices et anti-inflammatoires. Par ailleurs, cet AGPI est impliqué 

également dans la structure des membranes plasmatiques des photorécepteurs, et en particulier 

de leurs segments externes (POS). La présence de DHA dans les POS est essentielle afin 

d’assurer un bon fonctionnement des pigments visuels (par exemple, la rhodopsine) 

(Wiktorowska-Owczarek et al., 2015).   

 

 Figure 27 Voies de signalisation influencée par AGPI ω-3 dans le système nerveux (Malau et 

al., 2024). 

5.4. Maintien du système cardiovasculaire 

Les AGPI sont considérés comme des nutriments essentiels pour prévenir certaines maladies 

chroniques telles que les maladies cardiovasculaires (Abdelhamid et al., 2018). Les AGPI de 

type EPA et DHA affectent positivement le métabolisme lipidique par la diminution du taux de 

triglycérides dans le plasma dans le cas d'hyperglycéridémie.  Ils réduisent également le niveau 
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de cholestérol total et de la fraction LDL, tout en augmentant le niveau de la fraction HDL 

(Jump et al., 2012).  

Le DHA et l'EPA contribuent à la régulation de la pression artérielle en augmentant les niveaux 

de prostacyclines et du facteur de relaxation dérivé de l'endothélium (EDRF), deux puissants 

vasodilatateurs. Parallèlement, ils réduisent la concentration de thromboxane A2 (TXA2), un 

vasoconstricteur puissant, ainsi que celle de la prostaglandine E2 (PGE2), impliquée dans la 

stimulation de la production de rénine et la réabsorption du sodium (figure 28). De plus, en 

modifiant la composition lipidique des membranes cellulaires, notamment au niveau des sites 

des récepteurs des hormones vasoactives, les AGPI peuvent induire un effet hypotenseur 

(Wiktorowska-Owczarek et al., 2015; Sokoła-Wysoczańska et al., 2018). 

Les AGPI de type ω-3 possèdent également une activité antithrombotique. Ils prolongent le 

temps de saignement en réduisant l’adhésion et l’agrégation plaquettaires. Cet effet résulte de 

l'inhibition de la synthèse de composés prothrombotiques, tels que le facteur activateur des 

plaquettes, de la diminution de la concentration de fibrinogène, ainsi que de l'augmentation des 

niveaux de prostacycline, de l'activateur tissulaire du plasminogène et de l'angiotensine III 

(Golanski et al., 2021). 

 

Figure 28 Effet antiagrégant des EPA dans le traitement de pathologies cardiovasculaires 

(Monnier & Colette, 2011). 
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5.5. Activités anti-cancéreuse  

De nombreuses études suggèrent que les acides gras polyinsaturés (AGPI) de type ω-3 jouent 

un rôle clé dans l’inhibition du processus de carcinogenèse (figure 29). En particulier, le DHA 

exerce des effets anti-tumoraux marqués en supprimant la transformation néoplasique, 

l'angiogenèse et la prolifération cellulaire, tout en favorisant l'apoptose (Yao et al., 2014; Yin 

et al., 2017). Son effet pro-apoptotique repose sur la modulation de plusieurs mécanismes 

moléculaires, notamment des modifications de l’environnement membranaire. En altérant la 

composition, la fluidité et l’organisation des radeaux lipidiques, le DHA influence la 

localisation et l’activité de récepteurs membranaires essentiels, tels que les récepteurs couplés 

aux protéines G (GPCR), les récepteurs de type Toll (TLR) et le récepteur du facteur de 

croissance épidermique (EGFR). Ces changements impactent directement les voies de 

signalisation impliquées dans la croissance cellulaire et l’apoptose (Serini et al., 2009 ; Im, 

2012 ; Abdolahi et al., 2016). 

Selon le type de cancer, l’effet pro-apoptotique du DHA implique la modulation de plusieurs 

voies de survie moléculaire. Dans les cellules cancéreuses du sein, le DHA inhibe la voie Akt-

mTOR en augmentant l'expression du récepteur nucléaire PPARγ qui joue un rôle clé dans la 

différenciation cellulaire et l'inhibition de la prolifération tumorale. L'activation de PPARγ 

bloque la signalisation pro-survie Akt/mTOR, réduisant ainsi la croissance tumorale (Rovito et 

al., 2013) 

Le DHA active également l’AMPK (AMP-activated protein kinase), une enzyme qui régule le 

métabolisme énergétique cellulaire en agissant comme un "capteur énergétique" inhibant les 

voies pro-survie comme mTOR, favorisant ainsi l'apoptose des cellules cancéreuses (Abdolahi 

et al., 2016). 

Un autre mécanisme clé est la modulation de p53, un suppresseur de tumeur central dans la 

réponse apoptotique. Dans certaines cellules cancéreuses du sein, le DHA favorise l'expression 

de p53 mutant, ce qui peut rétablir certaines fonctions apoptotiques de la protéine (Shin et al., 

2013) 

Le DHA régule à la baisse l’axe Akt/NF-κB, une voie de signalisation pro-survie et anti-

apoptotique régulant des gènes impliqués dans l’inflammation, l’angiogenèse et la prolifération 

cellulaire (Schley et al., 2005).  
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Un autre effet notable du DHA est l’augmentation du rapport AMPc/GMPc, favorisant 

l’activation du récepteur de type Toll 4 (TLR4) via PPARα. Les TLR sont des récepteurs 

impliqués dans l’immunité innée, et leur activation par le DHA peut conduire à l’apoptose des 

cellules tumorales en déclenchant des cascades de signalisation inflammatoires et immunitaires 

(Geng et al., 2018a). 

Dans les cellules cancéreuses du pancréas (PANC-1), la supplémentation en DHA entraîne une 

régulation négative des voies NF-κB/IκBα (Park et al., 2018). NF-κB est normalement 

séquestré dans le cytoplasme par IκBα. Lorsqu'il est activé, il migre vers le noyau et favorise 

l’expression de gènes anti-apoptotiques. L’inhibition de cette voie par le DHA facilite donc 

l’induction de l’apoptose. Enfin, dans les cellules cancéreuses de la prostate humaine DU145, 

le DHA induit l'apoptose par l’activation des voies p53, MAPK, impliquée dans la réponse au 

stress et l’induction de l’apoptose, TNF, PI3K/Akt et NF-κB. TNF (Tumor Necrosis Factor) est 

une cytokine pro-inflammatoire qui active la signalisation apoptotique via les récepteurs TNFR. 

De plus, bien que la voie PI3K/Akt soit souvent associée à la survie cellulaire, son inhibition 

par le DHA contribue à l’induction de l’apoptose (Sun et al., 2017). 

Le potentiel anti-tumoral de l’EPA repose sur la modulation des voies apoptotiques classiques 

et alternatives, ainsi que sur l’altération des mécanismes de survie et des voies de signalisation 

impliquées dans la croissance cellulaire. Les activités d’EPA varient en fonction du type 

cellulaire et du mécanisme impliqué, par exemple, dans la lignée cellulaire du cancer du sein 

BT20, il induit un arrêt du cycle cellulaire en bloquant la transition de la phase S à la phase G2-

M (Nappo et al., 2012). De plus, en combinaison avec le DHA et la vitamine D3, il favorise la 

régulation positive de la voie Raf/MAPK (Yang et al., 2017), la modification des radeaux 

lipidiques , et induit l'activation soutenue de la voie EGFR/p38/MAPK sur les cellules MDA-

MB-231( Schley et al., 2007; Montecillo-Aguado et al., 2023). 
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Figure 29 Activités anticancéreuses des AGPI omégas trois (Fodil et al., 2022) 
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OBJECTIFS DE LA RECHERCHE 

      Cette étude vise à évaluer le potentiel préventif des acides gras polyinsaturés de type AGPI 

ω-3 présents dans l’huile de poisson sur l’induction d’un CSCc dans un modèle animal. Pour 

cela, il a été nécessaire de développer un modèle expérimental adapté à nos conditions de 

recherche. 

Dans un premier volet, nous avons optimisé le protocole expérimental permettant d’induire un 

carcinome spinocellulaire cutané invasif, chez les souris de la souche swiss albinos, en faisant 

varier la dose et la fréquence d’administration de l’agent initiateur, le DMBA. Pour évaluer 

l’efficacité du modèle, nous avons utilisé les méthodes d’investigation suivantes :  

 L’examen macroscopique des papillomes. 

 L’examen histologique des prélèvements cutanés. 

 La numération de la formule sanguine (FNS). 

 Le dosage sérique de la lactate déshydrogénase (LDH). 

 

Dans un second volet, nous avons évalué le potentiel préventif des AG ω-3 (EPA/DHA) 

contenus dans l’huile de poisson sur le modèle de carcinogenèse établi dans la première partie. 

L’effet des ω-3 a été analysé en fonction de la dose et de la voie d’administration (figure 29). 

Dans cette perspective, nous avons exploré l’activité biopréventive des ω-3 en étudiant : 

 Les paramètres morphologiques des papillomes, 

 L’examen anatomopathologique des prélèvements cutanés,  

 Les taux d’expression génique des facteurs nucléaires NF-kB1 et NF-kB2 dans la peau. 

 La numération de la formule sanguine (FNS). 

 Le taux d’expression sérique du facteur de nécrose tumoral (TNF-alpha). 

 Le dosage sérique de la lactate déshydrogénase (LDH). 

 Les paramètres du stress oxydatif, incluant : 

- La peroxydation lipidique via le dosage du malondialdéhyde (MDA). 

- L’oxydation des protéines à travers la mesure des protéines carbonylées (PCO) et 

de l’oxydation avancée des protéines (AOPP). 

- Les paramètres du système antioxydant, enzymatiques (CAT, SOD, GPX) et non 

enzymatique (GSH), au niveau de la peau, organe cible.
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Figure 30 Schéma récapitulatif du protocole expérimental de la mise au point d’un modèle animal de carcinome spinocellulaire chez la souris 

swiss albinos. 
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Figure 31 Schéma récapitulatif du protocole expérimental de l’effet préventif de l’huile de poisson chez un modèle animal de carcinome 

spinocellulaire. 
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Chapitre IV Mise au point du modèle expérimental de carcinome spinocellulaire. 

1. Matériel et méthodes   

1.1. Animaux et conditions d’élevage 

Dans le cadre de notre protocole expérimental, nous avons utilisé 35 souris mâles de souche 

Swiss albinos, âgées de 4 à 6 semaines et pesant entre 25 et 30 grammes. Ces animaux ont été 

fournis par le département d’animalerie de l’Institut Pasteur d’Algérie. 

Avant le début des expérimentations, une phase d’acclimatation de deux semaines a été 

instaurée. Durant cette période, les souris ont été hébergées individuellement dans des cages en 

polypropylène, garnies de litière en copeaux de bois, remplacée et désinfectée toutes les 72 

heures. Les conditions environnementales ont été maintenues aussi constantes que possible, 

avec une température ambiante de 25 ± 5 °C, une humidité relative de 40 ± 5 %, et une 

exposition à une photopériode naturelle. 

Les animaux ont reçu un aliment standard équilibré sur le plan énergétique, fourni par l’ONAB 

(Oued Fragha, Guelma, Algérie), ainsi qu’un accès libre à de l’eau du robinet.  

1.2. Protocole expérimental de carcinogénèse chimique  

Le protocole de la mise au point a été réalisé en collaboration avec Abdellaoui  (2024).  

Compte tenu du fort pouvoir cancérogène du 7,12-diméthylbenz[a]anthracène (DMBA) (Sigma 

Chemicals, USA, Cat. No. D3254), toutes les manipulations ont été réalisées sous une hotte 

chimique aspirante, afin de limiter au maximum l'exposition. Des gants de protection 

spécifiques, ainsi qu’un masque de sécurité adapté, ont été systématiquement portés afin de 

prévenir tout contact cutané ou risque d’inhalation. 

1.2.1. Phase d’initiation  

Les souris ont été réparties équitablement en 5 groupes composé 7 souris chacun. Avant chaque 

application de DMBA, une zone dorsale d’environ 3 cm² a été soigneusement rasée chez chaque 

souris afin de favoriser l’absorption cutanée du composé. Après l’application, les animaux ont 

été exposés à une lumière jaune pendant au moins 24 heures, cette précaution ayant pour but de 

prévenir la photodégradation du DMBA et d’assurer son efficacité maximale : 
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 Groupe 1 (témoin) T : les souris ont reçu une application topique de 100 µl d’acétone 

tout au long de l’expérimentation. 

 Groupe 2 (dose 1) D1 : les souris ont reçu une dose unique d’une solution de 100μg de 

DMBA /100μl d’acétone. 

 Groupe 2 (dose 2) D2 : les souris, ont reçu une dose unique de 200μg de DMBA /100μl 

d’acétone. 

 Groupe 3 (dose 3) D3 : les souris ont reçu une application hebdomadaire d’une solution 

de 100μg de DMBA /100μl d’acétone pendant trois semaines successives. 

 Groupe 4 (dose 4) D 4 : les souris ont reçu une application hebdomadaire d’une solution 

de 100μg DMBA/100μl d’acétone pendant quatre semaines successives. 

1.2.2. Phase de promotion  

Deux semaines après la dernière application du DMBA pour chacun des groupes traités, une 

solution de l’huile de croton (Sigma chemicals, USA. Cat. No. 8001) a été appliquée, par voie 

topique, à une dose de 100μl d’une manière rythmique (1% resuspendu dans de l’acétone) à 

savoir, 3 fois par semaine, jusqu’à la fin du protocole expérimental. 

 

Figure 32 Schéma simplifié des groupes expérimentaux du protocole de mise au point de la 

carcinogénèse chimique par le couple DMBA/huile de croton. 

 

1.2. Etude morphologique  

À la fin du protocole expérimental, une analyse des paramètres morphologiques des papillomes 

a été réalisée afin de mesurer les éléments suivants : le cumul et l’incidence des papillomes, le 
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nombre de papillomes par souris, le volume moyen des papillomes, la charge tumorale ainsi 

que le ratio volume sur nombre (tableau 02). 

Tableau 02 Indicateurs morphométriques de la formation de papillomes 

Le nombre cumulatif de papillomes  
Nombre total de papillomes par groupe. 

La moyenne de papillomes par souris  
Nombre total de papillomes par groupe / nombre 

de souris possédant de papillomes au sein du 

même groupe. 

L’incidence de papillomes 
Nombre de souris présentant des papillomes / 

nombre total des souris dans le groupe x 100 

La moyenne de volumes de papillomes 

par souris 

Calculée par la formule : 4/3 π r3 ; où r est le 

rayon de la sphère en (mm) (Sati et al., 2016). 

La charge tumorale de papillomes par 

groupe  

Somme des volumes de l’ensemble des 

papillomes du groupe. 

Le ratio V/N 
Volume total des papillomes par groupe / 

nombre cumulatif de papillomes. 

 

1.3. Sacrifice et prélèvement des organes   

1.3.1. Prélèvement sanguin   

Après 21 semaines de la première application du DMBA, les souris ont été sacrifiées par 

décapitation et le sang a été immédiatement recueilli dans deux tubes ; un tube sec qui a été 

centrifugé à 3000 tours/min pendant 15 min. le sérum collecté a été stocké à -20°C jusqu’à 

analyse, et un deuxième tube contenant un anticoagulant (EDTA) a servi pour mesurer les 

paramètres hématologiques partielles. 

1.3.2. Prélèvement de fragments cutanés  

Immédiatement après le sacrifice, des biopsies cutanées ont été prélevés à l’aide d’une pince, 

d’un bistouri et de ciseaux chirurgicaux. Une partie des échantillons a été conservée dans le 

formaldéhyde à 10% afin d’effectuer l’étude anatomopathologique. La deuxième partie a été 

conservée pour l’étude de paramètres du stress oxydatif. 
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1.4. Numération cellulaire  

La mesure de numération cellulaire (FNS) a été effectué en utilisant un automate d’hématologie 

(Marque : Blood Cell Center, ERMA INC, PCE-210N, Japan). 

1.5. Dosage de la lactate déshydrogénase (LDH) 

Le dosage du taux sérique de la lactate déshydrogénase a été effectué au niveau du laboratoire 

de biochimie du centre anti-cancer CHU Ibn Rochd-Annaba, à l’aide d’un automate de type 

(COBAS INTEGRA 400). La méthode spectrophotométrique consiste à mesurer l’absorbance (à 

340 nm) du NADH formé, ce qui permet de suivre en temps réel la cinétique de la réaction. 

L’activité enzymatique du LDH est exprimée en unité internationale (UI) par L de sérum. La 

réaction enzymatique catalysée est la suivante : 

 

 

 

1.6. Etude histologique 

Les coupes histologiques ont été réalisées au niveau du service d’anatomie pathologique du 

centre hospitalisé Abd Allah Nouaouria-El-Bouni-Annaba-. La technique utilisée est celle 

décrite par Hould (1984), résumé dans le tableau 03 et illustrée dans la figure (33). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Lactate + NAD                        Pyruvate + NADH + H 
LDH+ +
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Tableau 03 Etapes de réalisation des coupes histologique par la coloration standard 

(Hématoxyline - Eosine). 

Technique  Etapes 

Fixation La mise en cassette et fixation au le formol à 10 %. 

 

 

Enrobage 

et mise en 

bloc 

 

Déshydratation  

(Automatisée) 

Passage progressif dans des bains d’alcools : 

1 bain d’éthanol 70% (24h). 

2 bains d’éthanol à 95% (4 à 5h chacun). 

2 bains d’éthanol absolu (4 à 5h chacun). 

Eclaircissement 2 bains de xylène (45 minutes chacun). 

 

Inclusion 

1 bain rapide de paraffine liquide (56/58°C). 

Enrobage de tissus par inclusion dans un bloc de paraffine fondue. 

 

Confection des coupes 

Réalisation (par microtome) de coupes minces (≈5 μm). 

Fixation (par de l’eau gélatineuse chauffée) des 

coupes sur des lames porte – objet. 

 

 

 

Coloration 

 (Hématéine - Eosine) 

1 Bain de xylène pour le déparaffinage 

3 Bains successifs d’alcool 100%, 95%, 70% pour la réhydratation 

1 Bain d’hématoxyline de Harris (15 minutes). 

1 Bain d’eau du robinet. 

1 Bain d’eau ammoniacale (1 à 2 plongées). 

1 Bain d’eau du robinet. 

1 Bain d’éosine (15 minutes). 

1 Bain d’eau du robinet. 

Observation  Observation des lames au microscope optique. 

 



Mise au point du modèle expérimental de carcinome spinocellulaire 

 

 

63 
 

 

Figure 33 Schéma simplifie des étapes de réalisation de la technique histologique et 

coloration standard (Hématoxyline - Eosine). 
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2. Résultats   

2.1. Etude macroscopique 

La figure (34) illustre des photographies de la face dorsale des souris appartenant aux cinq 

groupes expérimentaux. Le groupe témoin (T) présente une peau saine, d’aspect et de couleur 

normaux. En revanche, les groupes (D1), (D2), (D3) et (D4) affichent des lésions 

bourgeonnantes (papillomes) sur le dos des souris, dont le nombre et les caractéristiques 

morphologiques varient en fonction de la dose et de la fréquence d’application du DMBA. 

Les souris du groupe (D1) développent quelques lésions bourgeonnantes de petite taille, de 

forme circulaire et de couleur rosâtre. Celles du groupe (D2) présentent un plus grand nombre 

de papillomes, avec un volume accru mais un aspect similaire à celui du groupe (D1). Enfin, 

les souris des groupes (D3) et (D4) exhibent des papillomes de volumes importants, de formes 

irrégulières, avec une tendance au noircissement. 

 

Figure 34 Aspect macroscopique du développement de papillomes après 21 semaines 

d’expérimentation. 
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Le tableau (04) montre une incidence de papillomes de 100% chez les souris des groupes (D2) 

et (D4), contrairement aux groupes D1 et D3 qui ont présenté une incidence de 60% et 83% 

respectivement. Les groupes D2, D3 et D4 ont enregistré une augmentation aux nombres 

cumulatifs de papillomes par rapport au groupe (D1). Le groupe D2 a présenté une 

augmentation significative de la moyenne des volumes par souris (p ≤ 0,05), tandis que les 

groupes D3 et D4 ont montré une augmentation hautement significative (p ≤ 0,01) par rapport 

au groupe D1. Une tendance similaire a été observée pour les volumes totaux des papillomes 

par groupe. De plus, une augmentation significative de la moyenne des volumes a été notée 

dans le groupe D4 par rapport au groupe D2 (p ≤ 0,05). Ces résultats sont corroborés par les 

valeurs du ratio V/N, qui augmentent progressivement en fonction de la dose et de la fréquence 

d’application du DMBA (D1 < D2 < D3 < D4). 

 

Tableau 04 Effet de la variation de la dose et de la fréquence d’application de DMBA dans 

l’induction de papillomes cutanés chez des souris swiss albinos. 

Les valeurs sont représentées en moyenne ± SEM (n=5). * p≤0.5 ; ** p≤0.01 ; *** p≤0.001 

vs groupe D1 ; # p≤0.05 vs groupe D2. 

 

2.2. Variation histologiques  

L’étude microscopique des coupes histologiques de fragments cutanés du groupe témoin a 

révélé une architecture tissulaire normale, distinguant clairement les trois couches constitutives 

de la peau : l’épiderme, le derme et l’hypoderme. En revanche, les coupes histologiques du 

groupe D1 ont montré une hyperplasie de bas grade, accompagnée d’une anisokaryose. Les 

résultats histologiques des souris des groupes D2 et D3 ont révélé une hyperplasie associée à 

 Groupe D1 Groupe D2 Groupe D3 Groupe D4 

Nombre cumulatif de 

papillomes 

5 39 34 40 

Moyenne de 

papillome/souris 

1,66 ± 0.31 7,8 ± 1.26** 8,5 ± 2.03** 8 ± 2.54** 

Incidence (%) 60 (3/5) 100 (5/5) 83 (4/5) 100 (5/5) 

Moyenne de V de 

papillomes/souris (mm3) 

5.43 ± 3.49 32,14 ± 19,83* 84,76 ± 23,77** 110,41 ± 49,51**# 

Charge de papillome / 

groupe (mm3) 

12,46 ± 6,73 97.57 ± 28.42** 489.41 ± 30.97*** 527.52 ± 39.15*** 

V/N ratio 2.49 2.50 14.39 13.18 
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une dysplasie de haut grade (carcinome in situ), ainsi que le début d’un processus 

d’angiogenèse, attesté par la présence d’hématies dans les vaisseaux sanguins néoformés. 

Concernant le groupe D4, l’examen microscopique a mis en évidence un carcinome 

spinocellulaire mature, caractérisé par une nécrose tumorale, une désorganisation architecturale 

des tissus, la présence de cellules atypiques et un stroma fibroblastique inflammatoire. De plus, 

une embolisation tumorale a été observée (figure 35). 
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Figure 35 Coupes histologiques cutanées des différents groupes expérimentaux. Légendes (ED : épiderme ; D : derme ; HD : hypoderme ; HYP : 

hyperplasie ; DYP : dysplasie ; ACA : anisockaryose ; HM : hématies ; ANG : angiogenèse ; DO : désorganisation architecturale ; FS : stroma 

fibroinflammatoire ; CA : cellules atypiques ; NT : nécrose tumorale) (Digital microscope optique OX-2000X, 1200X pixels-china. grossissement : 

x10 / x40). 
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2.3. Variations hématologiques 

Le tableau (05) met en évidence une augmentation significative du nombre de globules blancs 

dans le groupe D4 par rapport au groupe témoin (p ≤ 0,05). Une hausse significative du nombre 

de monocytes et de granulocytes a également été observée chez les souris des groupes D3 et 

D4 par rapport aux groupes T et D1 (p ≤ 0,05). 

En ce qui concerne les globules rouges, une réduction significative a été notée dans les groupes 

D2, D3 et D4 (p ≤ 0,05), tandis qu’une diminution hautement significative a été enregistrée 

dans le groupe D1 (p ≤ 0,01) par rapport au groupe témoin. 

Enfin, nos résultats n’ont révélé aucune différence significative dans le nombre de lymphocytes 

entre les différents groupes expérimentaux.  

Tableau 05 Evolution partielle des paramètres hématologiques (numération des GB et GR) 

dans les différents groupes expérimentaux 

Les valeurs sont représentées en moyenne ± SEM (n=5). * p≤0.05, ** p≤ 0.01 vs groupe T ; 

# p≤ 0.05 vs groupe D1.  

 

2.4. Variations de la lactate déshydrogénase sérique 

La figure (36) illustre les résultats du dosage du taux sérique de la LDH. Une augmentation 

hautement significative (p ≤ 0,01) a été observée dans le groupe D3, tandis qu’une augmentation 

très hautement significative (p ≤ 0,001) a été notée dans le groupe D4 par rapport au groupe 

témoin (T). De plus, la concentration sérique de la LDH dans le groupe D4 est significativement 

plus élevée (p ≤ 0,01) que dans le groupe D1. 

COLONNE1 Groupe T Groupe D1 Groupe D2 Groupe D3 Groupe D4 

WBC X 103 /µL 9,77 ± 3,2 12,85 ± 5,9 11,5 ± 0,48 15,18 ± 2,73 19,8 ± 0,62* 

LYM X 103 /µL 7,32 ± 2,59 6,7 ± 5,05 4,25 ± 0,75 6,88 ± 1,01 7,58 ± 1,21 

MONO X 103 /µL 1,42 ± 0,42 1,37 ± 0,18 1,7 ± 0,45 3,24 ± 0,85*# 4,32 ± 0,32*# 

GRANULO X 103 
/µL 

1,05 ± 0,27 1,57 ± 0,68 1,97 ± 0,47 4.9± 1,3* 5,2± 0,57*# 

RBC X 106/µL 18,3 ± 1,08 12,12 ± 2,35** 16,42 ± 1,59* 15,3 ± 0,98* 15,5 ± 1,06* 
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Figure 36 Variations de concentration de la LDH sérique chez les souris des groupes 

expérimentaux. Les valeurs sont exprimées en moyenne ± SEM (n = 5 souris). ** p≤ 0.01, *** 

p≤ 0.001 vs groupe T ; # p≤ 0.05 vs groupe D1. 

 

3. Discussion 

     La carcinogenèse cutanée induite par le DMBA, en association avec l’huile de croton, suit 

classiquement trois étapes : initiation, promotion et progression. Ce modèle reproduit 

fidèlement les mécanismes du développement naturel des tumeurs humaines (Yang et al., 

2014). L’enchaînement de ces étapes implique des altérations des voies moléculaires et 

cellulaires associées à de multiples modifications génétiques. Le gène Hras1 constitue la 

principale cible génétique de la phase d’initiation. Le DMBA provoque principalement une 

mutation caractérisée par une transversion de l’adénine (A) en thymine (T) au niveau du codon 

61 de ce gène (Brown et al., 1990). Lors de la phase de promotion, les cellules mutées se 

multiplient sous forme de clones, qui bénéficient d’un avantage prolifératif sur les cellules 

voisines, favorisant ainsi leur expansion sélective. L’émergence de ces excroissances clonales 

de cellules nucléées entraîne une hyperplasie épidermique, conduisant à la formation de 

papillomes. Ces derniers se caractérisent par la présence d’un noyau stromal entouré d’un 

épiderme hyperplasique. (Abel et al., 2009). L'un des principaux défis rencontrés lors du 

développement du protocole d’induction chimique avec le DMBA réside dans la durée 

prolongée requise pour obtenir une tumeur mature. Pour surmonter cette contrainte, il est 
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impératif d’explorer continuellement de nouveaux protocoles, qui impliquent des ajustements 

tant dans la dose administrée que dans la fréquence d’application du DMBA.  

Dans cette étude, l’induction tumorale par le DMBA a entraîné une incidence élevée et un 

cumulatif important de papillomes chez les souris des groupes D2, D3 et D4, comparativement 

au groupe D1. De plus, une différence hautement significative a été observée dans le volume 

des papillomes des groupes D3 et D4 par rapport au groupe D1. Une augmentation significative 

du volume moyen a également été relevée en comparant les résultats du groupe D4 à ceux du 

groupe D2. Par ailleurs, l’examen histologique des papillomes a révélé une hyperplasie de bas 

grade chez le groupe D1, une hyperplasie associée à une dysplasie de haut grade chez les 

groupes D2 et D3 et un carcinome spinocellulaire mature chez le groupe D4. 

La littérature rapporte que l’accumulation de dommages génétiques induite par des applications 

répétées de DMBA entraîne une fréquence accrue de mutations, augmentant ainsi la probabilité 

de progression du cancer (Manjanatha et al., 2000; Nassar et al., 2015). Il est essentiel de 

souligner qu’au-delà de son rôle initiateur dans la tumorigénèse, le DMBA peut également agir 

comme un puissant agent promoteur, en activant plusieurs voies favorisant la prolifération 

cellulaire, l’invasion tumorale et l’inflammation (Ahn et al., 2014; Kwon et al., 2018). Cela 

pourrait expliquer le taux élevé d’incidence tumorale ainsi que l’évolution avancée des lésions 

cutanées observées chez les souris des groupes D3 et D4, qui ont subi une phase d’initiation 

prolongée par rapport aux groupes D1 et D2. En accord avec ces observations, Rifai et al. (2024) 

ont démontré, dans une étude menée sur des souris, que des applications répétées de 100 µg de 

DMBA induisent le développement d’un carcinome spinocellulaire mature et invasif. 

Le DMBA, un puissant carcinogène, induit une surproduction de cytokines pro-inflammatoires, 

jouant un rôle clé dans le déclenchement et le maintien des réponses inflammatoires (Aggarwal 

et al., 2006). Cet environnement inflammatoire favorise non seulement la prolifération des 

cellules tumorales, mais entraîne également le recrutement de diverses cellules immunitaires 

dans le microenvironnement tumoral, contribuant ainsi au processus de cancérogénèse (Wu & 

Chen, 2013). 

Dans notre protocole expérimental utilisant plusieurs doses de DMBA (100 µg, 200 µg, 300 µg 

et 400 µg), nous avons observé une augmentation significative du nombre de globules blancs 

uniquement chez le groupe D4, comparé au groupe témoin (T) et aux autres groupes ayant reçu 

des doses de DMBA inférieures à 400 µg. En revanche, les monocytes et granulocytes ont 
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montré une élévation significative chez les souris des groupes D3 et D4, par rapport aux groupes 

T et D1. Le recrutement des leucocytes inflammatoires (monocytes, macrophages, neutrophiles 

et éosinophiles) favorise la libération de multiples facteurs solubles, connus pour jouer un rôle 

de médiateur dans le développement tumoral associé à l’inflammation.  Les cellules tumorales 

sécrètent des facteurs de croissance tels que TGF-β, PDGF et FGF, qui recrutent et activent les 

fibroblastes résidant dans le tissu environnant. Ces fibroblastes activés, appelés fibroblastes 

associés au cancer, prolifèrent et déposent une matrice extracellulaire dense, favorisant ainsi la 

fibrose tumorale (Shacter & Weitzman, 2002). Les fibroblastes et cellules immunitaires du 

stroma fibro-inflammatoire libèrent des facteurs angiogéniques (VEGF, FGF), stimulant ainsi 

la formation de nouveaux vaisseaux sanguins. Cette vascularisation est souvent anormale et 

favorise un apport irrégulier en oxygène et nutriments, créant des zones hypoxiques qui 

encouragent l'agressivité tumorale.Il a été démontré que de nombreux cancers émergent de sites 

d’infection, d’irritation chronique ou d’inflammation, cette dernière constitue donc un élément 

clé de la progression tumorale (Pęczek et al., 2023). Ces résultats mettent en évidence une 

corrélation entre l’élévation des leucocytes inflammatoires sanguins et l’intensité des 

dommages tissulaires observés chez les souris des groupes D3 et D4, notamment le stroma 

fibro-inflammatoire et le début de l’angiogénèse, renforçant ainsi l'hypothèse du rôle crucial de 

l'inflammation dans la progression du cancer.  

Concernant les globules rouges, les résultats de la présente étude ont révélé une diminution 

significative chez tous les groupes traités au DMBA. Des études antérieures ont rapporté que le 

DMBA exerce des effets hématotoxiques altérant l'intégrité et la fonction des globules rouges, 

conduisant ainsi à leur hémolyse (Hidayati et al., 2015). Par ailleurs, les cellules cancéreuses 

induisent un stress oxydatif entraînant une accumulation de céramides, ce qui provoque un 

rétrécissement des membranes érythrocytaires et aboutit à leur lyse, un phénomène connu sous 

le nom d’éryptose (Lang et al., 2017). 

Le processus métabolique énergétique cellulaire est assuré par la lactate déshydrogénase (LDH) 

dans des conditions d’oxygène variables (aérobies et anaérobies) en catalysant la conversion 

réversible du pyruvate en lactate (Klein et al., 2020). Dans le métabolisme aérobie, la LDH 

soutient la respiration cellulaire et la production d’énergie par phosphorylation oxydative par 

la conversion du lactate en pyruvate. Lorsque les niveaux d’oxygènes, en glycolyse anaérobie, 

sont faibles, la LDH catalyse la conversion du pyruvate en lactate en régénérant le NAD+, 

permettant la production de l’ATP (Rajala et al., 2023).  
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Au cours de la tumorigénèse, lorsque la masse tumorale dépasse la distance de diffusion de 

l’oxygène à partir des vaisseaux sanguins adjacents, les cellules tumorales évoluent dans un 

environnement hypoxique. Pour compenser ce manque d’oxygène, elles adaptent leur 

métabolisme en privilégiant la glycolyse comme principale source de production d’énergie, 

favorisant ainsi l’entrée de la tumeur dans une phase de croissance exponentielle (Sonveaux et 

al., 2009). Dans notre étude, le dosage des taux sériques de la LDH chez les cinq groupes 

expérimentaux a révélé une augmentation des concentrations de cette enzyme après la 

cancérisation induite par le DMBA. Cette élévation était proportionnelle à la dose administrée, 

avec des augmentations hautement significative et très hautement significative observées 

respectivement chez les groupes D3 et D4 par rapport au groupe témoin (T). De plus, la 

comparaison entre les groupes expérimentaux a montré une augmentation significative du taux 

de LDH chez le groupe D4 en comparaison avec le groupe D1. 

L’origine de cette élévation du taux de la LDH est attribué au métabolisme particulier de 

cellules cancéreuses dans leur microenvironnement tumoral, phénomène bien connu sous le 

nom « effet de Warburg ». Contrairement aux cellules normales, qui utilisent principalement la 

phosphorylation oxydative en présence d’oxygène, les cellules tumorales privilégient la 

glycolyse anaérobie suivie d’une fermentation, même en conditions normoxiques. Ce 

métabolisme altéré permet aux cellules cancéreuses de produire rapidement l’énergie nécessaire 

à leur prolifération et à leur survie. Dans ce processus, la glycolyse génère de grandes quantités 

de pyruvate, qui est ensuite converti en lactate par l’enzyme lactate déshydrogénase (LDH) 

régénérant ainsi le NAD⁺, un cofacteur essentiel au maintien du flux glycolytique (Sonveaux et 

al., 2009). 

 L’accumulation de l’acide lactique produit contribue à l’acidification du microenvironnement 

tumoral inhibant ainsi l’activité des cellules immunitaires et favorisant la survie et la croissance 

tumorale (Icard & Lincet, 2013). Il a également été démontré que la LDH constitue un 

indicateur pronostique clé, son élévation étant étroitement corrélée à la progression tumorale 

(Tini et al., 2024). Toutefois, bien que son augmentation reflète l’agressivité et l’expansion de 

la tumeur, la LDH ne peut être considérée comme un biomarqueur spécifique de la progression 

tumorale. En effet, son taux sérique peut également s’élever en réponse à des lésions tissulaires, 

des maladies cardiovasculaires ou d’autres pathologies non cancéreuses, limitant ainsi son 

utilisation en tant que marqueur exclusif du développement tumoral (Jaleel et al., 2024).  
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4. Conclusion  

    Les modèles animaux expérimentaux restent un outil fondamental pour étudier, in vivo, les 

mécanismes de la cancérogenèse. Dans cette étude, nous avons évalué l’impact de la dose et de 

la fréquence d’administration du DMBA sur le développement du carcinome spinocellulaire 

cutané chez la souris, en combinant une analyse morphologique, histologique, hématologique 

et biochimique. Nous avons démontré que l’augmentation de la dose et de la fréquence 

d’administration du DMBA influence directement la tumorigénèse cutanée chez la souris. En 

effet, des doses et des fréquences élevées ont favorisé une progression tumorale plus rapide et 

plus agressive, avec une transition de lésions bénignes (papillomes) vers un carcinome 

spinocellulaire invasif et une réponse inflammatoire marquée (élévation des globules blancs, 

notamment des monocytes et granulocytes) accompagné d’une augmentation significative du 

taux sérique de LDH, un marqueur du métabolisme tumoral. 

Ces résultats valident le protocole utilisé dans le groupe D4 (100 µg de DMBA/semaine, 

pendant quatre semaines consécutives) comme modèle murin de référence du carcinome 

spinocellulaire. Ce modèle expérimental a été exploité dans la deuxième partie de notre 

recherche qui a visé d’évaluer le potentiel préventif de l’huile de poisson contre le carcinome 

spinocellulaire cutané (CSCc). 
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Chapitre V Evaluation du potentiel préventif de l’huile de poisson dans un modèle 

expérimental de carcinome spinocellulaire. 

1. Matériel et méthodes   

1.1. Protocole expérimental  

1.1.1. Animaux et conditions d’élevage 

Au cours du protocole expérimental, nous avons utilisé 70 souris mâles de la souche swiss 

albinos, âgés de 4 semaines avec un poids corporel ≈ 30 g, obtenues auprès du département 

animalerie de l’institut pasteur d’Algérie.  

Ces animaux ont été soumis à une phase d’adaptation de deux semaines où ils ont été hébergés 

dans des cages individuelles en polypropylène, tapissées d’une litière de copeaux de bois qui a 

été désinfectée tous les 72h. Les rongeurs ont été exposés à une photopériode naturelle, à une 

température ambiante quasiment stable de 25 +5 °C et une humidité relative de 40 +5 %. Ils ont 

été nourris avec un régime alimentaire énergétiquement équilibré (aliment standard fournit par 

l’ONAB d’Oued Fragha, Guelma, Algérie) et avec de l’eau de robinet. 

1.1.2. Choix de la marque et de la dose de l’huile de poisson 

L’huile de poisson (HP) utilisée au cours du protocole expérimental est une huile 

commercialisée de la marque natural Factors (Canada) de grade pharmaceutique. Elle est 

raffinée, purifiée et concentrée en EPA et DHA (1ml d’HP contient 526 mg des AGPI ω). 

 

Figure 37 Huile de poisson utilisée dans le protocole expérimental. 
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Cette étude s’inscrit dans le cadre d’un essai dose-réponse visant à évaluer l’effet de différentes 

doses d’huile de poisson sur la croissance tumorale et l’inflammation. Trois doses ont été 

sélectionnées d’après la littérature préclinique tenant compte à la fois de la toxicité et des effets 

anti-inflammatoires : une dose de départ (50 mg/kg/jour), une dose minimale efficace (250 

mg/kg/jour) et une dose maximale bien tolérée (500 mg/kg/jour). 

Les études antérieures rapportent que si des doses élevées à court terme peuvent provoquer des 

effets indésirables (nausées, ballonnements, diarrhée), les doses recommandées à long terme ne 

sont généralement pas toxiques. Toutefois, une exposition prolongée à des doses excessives 

peut altérer certaines fonctions biologiques, notamment hépatiques, gastro-intestinales, 

lipidiques et plaquettaires. 

Dans notre protocole, la durée de traitement de 16 semaines représente environ 20 % de la durée 

de vie moyenne des rongeurs, ce qui classe cette expérimentation parmi les études à long terme. 

Compte tenu de l’âge juvénile des animaux, un facteur déterminant en cancérogenèse, nous 

avons opté pour des doses largement inférieures aux seuils de toxicité établis chez le rat adulte. 

Cette précaution visait à garantir la sécurité des animaux, leur métabolisme étant 

potentiellement plus vulnérable, et à limiter les biais liés aux effets toxiques pour préserver la 

fiabilité des résultats (Godea et al., 2020; Khadke et al., 2020).  

En ce qui concerne l’application topique, contrairement à l’administration orale, où les 

substances ingérées sont progressivement absorbées par le tractus gastro-intestinal, l’absorption 

cutanée de substances appliquées localement est limitée par la surface de la peau. Dans notre 

expérience, cette surface était restreinte à 3 cm² sur le dos de la souris. Ainsi, l’application 

topique a été optimisée afin d’administrer une dose standardisée, adaptée aux conditions 

expérimentales. 

1.1.3. Carcinogénèse chimique  

Les souris ont été équitablement réparties en 10 groupes (figure 38).  Durant les 16 semaines 

d’expérimentation, les souris ont reçu l’HP par gavage ou par application topique. 

▪ Groupe 1 (Témoin) T : les souris ont reçu une application topique de 100 µl d’acétone 

à la place du DMBA et de l’eau physiologique à la place d’HP tout au long de 

l’expérimentation. 
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▪ Groupe 2 (HP/G1) : les souris ont reçu 150 mg/kg d’AG ω3 par gavage à intervalle de 

trois jours. Cette dose correspond à une dose moyenne quotidienne de 50 mg/kg/j. 

▪ Groupe 3 (HP/G2) : les souris ont reçu 750 mg/kg d’AG ω3 par gavage à intervalle de 

trois jours. Cette dose correspond à une dose moyenne quotidienne de 250 mg/kg/j.  

▪ Groupe 4 (HP/G3) : les souris ont reçu 1500 mg/kg d’AG ω3 par gavage à intervalle 

de trois jours. Cette dose correspond à une dose moyenne quotidienne de 500 mg/kg/j.  

▪ Groupe 5 (HP/C) : les souris ont reçu une 100 µl de l’huile de poisson par application 

topique à intervalle de trois jours. Cette dose correspond à une dose moyenne 

quotidienne de 584 mg/kg/j.  

▪ Groupe 6 (DMBA) : les souris ont reçu une application hebdomadaire de 100μg de 

DMBA/100μl d’acétone pendant 4 semaines consécutives et 100 µl HC à 1% pendant 

la durée de la promotion. 

▪ Groupe 7 (DHP/G1) : les souris ont reçu le DMBA /HC/ HP (50 mg/kg/J) par gavage.  

▪ Groupe 8 (DHP/G2) : les souris ont reçu le DMBA /HC/ HP (250 mg/kg/J) par gavage.  

▪ Groupe 9 (DHP/G3) : les souris ont reçu le DMBA /HC/ HP (500 mg/kg/J) par gavage.  

▪ Groupe 10 (DHP/C) : les souris ont reçu le DMBA /HC/ HP (100 µl) par application 

topique.  
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Figure 38 Schéma récapitulatif du protocole expérimental d’évaluation du potentiel préventif 

de l’huile de poisson contre le CSCc 

 

1.1.4. Etude morphologique des papillomes 

A la fin de la période du protocole expérimental, une analyse des paramètres morphologiques 

de papillomes a été effectuée selon les équations définies précédemment dans le tableau (02). 

 

1.2. Sacrifice et prélèvement de fragments cutanés   

1.2.1. Prélèvement sanguin :  

Après 16 semaines suivant la première application du DMBA, les souris ont été sacrifiées par 

décapitation. Le sang total a été immédiatement prélevé et réparti dans deux tubes : un tube sec, 

centrifugé à 3000 tours/min pendant 15 minutes, dont le sérum a été collecté et conservé à -

20°C jusqu’à analyse, et un tube contenant un anticoagulant (EDTA) destiné à l’évaluation des 

paramètres hématologiques. 
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1.2.2. Prélèvement de la peau : 

Après le sacrifice des souris, des fragments de peau ont été prélevés à l’aide d’une pince, d’un 

bistouri et de ciseaux chirurgicaux. Les échantillons ont ensuite été conservés soit dans du 

formaldéhyde à 10 % pour l’analyse anatomopathologique, soit à -20 °C en vue de la 

préparation d’un homogénat destiné au dosage des marqueurs du stress oxydatif et à l’étude de 

l’expression génique. 

1.2.3. Préparation des homogénats de tissus cutanés :  

Deux grammes de fragments cutanés ont été broyés à l’aide d’un broyeur mécanique dans 4 mL 

de TBS (Tris 50 mM, NaCl 150 mM, pH 7.4). La suspension obtenue a ensuite subi une seconde 

homogénéisation par sonication avant d’être centrifugée à 9000 g à 4 °C pendant 15 minutes. 

Le surnageant ainsi obtenu a été aliquoté dans des tubes Eppendorf et conservé à -20 °C jusqu’à 

son utilisation. 

1.3. Numération cellulaire  

Protocole précédemment décrit (page 61). 

1.4. Dosage de la lactate déshydrogénase (LDH)  

Protocole précédemment décrit (page 61). 

1.5. Dosage des protéines totales  

La concentration des protéines au sein de chaque échantillon a été quantifiée selon la méthode 

de Bradford (1976) une technique spectrophotométrique basée sur une réaction colorimétrique 

entre le bleu de Coomassie (G-250)et les groupements cationiques des protéines. Cette 

interaction forme un complexe bleu dont l’intensité de coloration est proportionnelle à la 

concentration en protéines, permettant ainsi une quantification précise. 

La procédure expérimentale s’est déroulée comme suit : 

● Un volume de 50 µL de solution standard d’albumine sérique bovine (BSA) ou 

d’échantillon a été prélevé. 

● Ce volume a été mélangé avec 2,5 mL de réactif au bleu de Coomassie. 

● Après agitation et incubation pendant 5 minutes, la densité optique a été mesurée à 595 

nm contre un blanc. 

● La concentration en protéines a été déterminée par comparaison avec une courbe 

d’étalonnage établie à partir de (BSA) (figure 39). 



Potentiel préventif de l’huile de poisson contre un carcinome spinocellulaire 

 

80 
 

 

Figure 39 Courbe d’étalonnage de la BSA. 

 

1.6. Etude histologique 

Les coupes histologiques ont été réalisées au service d’anatomie pathologique et cytologie du 

centre de recherche en biotechnologie (C.R.B.T) Ali Mendjli - Constantine-. Les étapes de la 

technique utilisée sont décrites dans le tableau (03) et figure (33).   

 

1.7. Etude des paramètres du stress oxydants 

1.7.1. Evaluation du taux de la peroxydation lipidique  

Le taux de peroxydation lipidique a été déterminé en mesurant le malondialdéhyde (MDA) 

selon la méthode de Buege & Aust (1978). Les résultats sont exprimés en nmol/mg de protéines.  

1.7.2. Evaluation du taux des produits protéiques d'oxydation avancée  

Le taux tissulaire en AOPP a été déterminé selon la méthode de Kayali et al. (2006). Les 

résultats sont exprimés en nmol AOPP/mg de protéines. 

1.7.3. Evaluation du taux des protéines carbonylées  

Le taux des PCO a été mesuré selon la méthode de Levine  (1990). Les résultats sont exprimés 

en nmol of PCO/mg de protéines. 
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1.8. Etude des paramètres antioxydants 

1.8.1. Détermination du taux de glutathion réduit (GSH) 

Le taux du GSH réduit a été mesuré selon la méthode d’Ellman et al. (1961). Les résultats sont 

exprimés en nmole de GSH/mg protéines. 

1.8.2. Détermination de l’activité enzymatique de la glutathion peroxydase  

La mesure de l’activité enzymatique de la GPx a été effectuée par la méthode de Flohé et 

Günzler (1984). Les résultats sont exprimés en µM de glutathione réduit consumé par minute 

par mg of protéines (µM GSH/min/mg protéines). 

1.8.3. Détermination de l’activité enzymatique de la catalase  

L’activité enzymatique de la CAT a été mesuré selon la méthode d’ Aebi (1984). Les résultats 

sont exprimés en µM d’H2O2 consommé par minute par mg of protéines (µM H2O2/min/mg 

protéines). 

1.8.4. Détermination de l’activité enzymatique du superoxyde dismutase  

L’activité de la SOD a été déterminée par la méthode de Beyer et Fridovich (1987). Les results 

sont exprimés en unité internationale par mg de protéines (IU/mg protéines). 

 

1.9. Etude de l’expression sérique du TNFα 

Un test ELISA sandwich visant à quantifier le TNF-α murin a été réalisé à l’aide d’un kit (Cat 

number : 88-7324-Invitrogen) (figure 40). La préparation des réactifs inclut la dilution des 

tampons, des anticorps de capture et de détection, ainsi que la reconstitution du standard TNFα 

conformément aux indications du kit. La plaque ELISA 96 puits Costar TM 9018 (corning) a 

tout d’abord été revêtue avec l’anticorps de capture et incubée à 4°C sous agitation pendant 

toute la nuit. Après une série de lavages avec un tampon PBS-Tween 20 (0,05%), les puits ont 

été bloqués avec un diluant spécifique pendant 1h avant l’ajout des standards et des 

échantillons. Une incubation toute la nuit à 4°C sous agitation a été réalisée pour une sensibilité 

optimale. Ensuite, l’anticorps de détection a été ajouté et incubé pendant 1 heure, suivi du 

streptavidine-HRP marqué, avec de nouveaux lavages entre chaque étape. La révélation a été 

effectuée avec un substrat TMB, et la réaction a été stoppée après 10 minutes avec 100µl de 

H2SO4 2N. Enfin, la densité optique a été mesurée à 450 nm. Les concertations de TNF- ont 

été calculées à partir de l’équation de régression linéaire obtenue par la courbe d’étalonnage 

(figure 41). 
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Figure 40 Etapes de réalisation du dosage du TNF-α par la technique ELISA sandwich 

 

Figure 41 Courbe d’étalonnage du TNF- 
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1.10. Etude de l’expression génique des gènes NF-kB1 et NF-kB2 

La technique de RT-PCR a été effectuée au niveau de l’unité des Organismes Génétiquement 

Modifiés (OGM) du Centre de Recherche en Biotechnologie (C.R.B.T) Ali Mendjli - 

Constantine. 

1.10.1. Extraction des ARN totaux 

L'extraction des ARN totaux a été réalisée selon la méthode monophasique classique, avec 

quelques modifications du protocole (figure 41). 

Tout d'abord, 100 mg d’échantillon tissulaire cutané, préalablement conservé à -20 °C, ont été 

broyés finement dans de l’azote liquide à l’aide d’un mortier et d’un pilon. La poudre obtenue 

a été immédiatement transférée dans un tube de microcentrifugeuse contenant 1 mL de 

NucleoZOL (MACHEREY-NAGEL). Après agitation, 200 µL de chloroforme ont été ajoutés, 

et le mélange a été incubé à température ambiante pendant 5 minutes. Enfin, une centrifugation 

à 12 000 g à 4 °C pendant 15 minutes a permis la séparation des phases. Un volume de 500 µL 

de surnageant a été transféré dans un nouveau tube contenant 499 µL d’isopropanol à 100 % et 

1 µL de glyco-bleu. Le mélange a été incubé à température ambiante pendant 10 minutes, puis 

centrifugé à 12 000 g à 4 °C pendant 10 minutes. Après élimination du surnageant, 500 µL 

d’éthanol à 75 % ont été ajoutés au culot, suivi d’une centrifugation à 8 000 g à 4 °C pendant 3 

minutes. Cette étape de lavage a été répétée après une nouvelle élimination du surnageant. Pour 

éliminer l’ADN génomique, un volume de 25 µL de DNase I a été ajouté au culot, suivi d'un 

vortexage. Après une incubation de 10 minutes à 37 °C, 0,1 volume d’acétate de sodium 3 M 

(pH 5,2) et 2,5 volumes d’éthanol absolu ont été ajoutés. Le mélange a été homogénéisé 

délicatement, puis incubé pendant 20 minutes à -20 °C. Après une centrifugation à vitesse 

maximale (16 000 g) à 4 °C pendant 10 minutes, le surnageant a été éliminé, suivi d’un rinçage 

à l’éthanol 70 %, puis d’une nouvelle centrifugation à 8 000 g à 4 °C pendant 3 minutes. Après 

élimination du surnageant et séchage, le culot a été resuspendu dans 30 µL de nuclease-free 

water. 

La concentration, l’intégrité et la pureté des ARN totaux ont été évaluées à l’aide du NanoDrop, 

où les ratios d’absorbance A260/A280 et A260/A230 devaient être supérieurs ou égaux à 2. 

L’intégrité des ARN a été vérifiée par électrophorèse sur gel d’agarose à 0,8 % en conditions 

dénaturantes. 
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Figure 42 Etapes d’extraction des ARN totaux, par le NucleoZOL, à partir de fragments 

cutanés. 
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1.10.2. Synthèse de l’ADN complémentaire par transcription inverse  

La transcription inverse est une réaction enzymatique permettant la synthèse d'ADN 

complémentaire (ADNc) à partir d'ARN totaux (ARNt). Cette étape est essentielle pour les 

analyses basées sur l’expression génique, telles que la RT-qPCR (figure 42). 

Dans cette étude, la synthèse d’ADNc a été réalisée à l’aide du kit de transcription inverse 

(Invitrogen). Une quantité de 1 µg d’ARNt a été utilisée après une étape de dénaturation à 65 

°C pendant 5 minutes dans un thermocycleur, afin d’éliminer d’éventuelles structures 

secondaires. La réaction a ensuite été préparée conformément aux recommandations du 

fabricant, selon la composition détaillée dans le tableau (06) :  

Tableau 06 Composants du mix réactionnel pour la synthèse du premier brin d’ADNc à partir 

de 1000 ng d’ARNt (volume final de 20 μl). 

Composant Volume 

Eau sans nucléases 7 µl 

50 µM random d'hexamère 1 µl 

10 mM de dNTP 1 µl 

Tampon réactionnel 5x 4 µl 

100 mM DTT 1 µl 

Inhibiteur de RNase RNaseOUT™ (40 U/μL) 1 µl 

Transcriptase inverse SuperScript® IV (200 U/μL) 1 µl 

Echantillon d’ARNt 4 µl 

 

Le mélange réactionnel préparé est soumis à un programme d'incubation en thermocycleur 

selon les étapes suivantes : 

1. Stabilisation thermique et hybridation des amorces : incubation à 23 °C pendant 10 

minutes pour permettre l’hybridation des amorces random hexamers. 

2. Transcription inverse et synthèse de l’ADNc : augmentation de la température à 50-

55 °C pendant 10 minutes afin d'activer l'enzyme de transcription inverse et permettre 

la conversion de l’ARN en ADNc. 
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3. Inactivation de l'enzyme et destruction de l’ARN résiduel : la réaction est arrêtée par 

une dénaturation thermique à 80 °C pendant 10 minutes. 

4. Stockage : l’ADNc est ensuite incubé à 0 °C pendant 5 minutes, puis conservé à -20 °C 

jusqu'à son utilisation. 

 

Figure 43 Synthèse de l’ADNc à partir des ARN totaux extraits à partir de fragments 

cutanés. 
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1.10.3. Amplification par q-PCR en temps réel 

Lors de la réaction de PCR quantitative en temps réel, le thermocycleur (Applied Biosystems 

QuantStudio™ 5 Real-Time PCR) mesure en continu le signal de fluorescence émis par le 

SYBR™ Green PCR Master Mix (Applied Biosystems). Ce colorant fluorescent possède une 

affinité spécifique pour l’ADN double brin (ADNdb) et s’y lie immédiatement. Le tableau (07) 

récapitule les composants du SYBR Green master mix. 

Tableau 07 Composants du SYBR Green Master Mix pour qRT-PCR. 

 

 

 

 

 

Afin d’assurer une amplification efficace et spécifique, les paires d’amorces doivent être 

conçues de manière optimale. Elles doivent cibler exclusivement les gènes d’intérêt, avec un 

pourcentage de GC compris entre 30 et 70 % et une longueur variant de 20 à 25 bases. Le 

tableau (08) présente les séquences des paires d’amorces utilisées pour l’amplification des 

gènes cibles. 

Tableau 08 Séquences et températures de fusion (Tm°) de paires d’amorces codant pour les 

gènes de β-actin, NF-kB1 et NF-kB2. 

 

 

Composants 

du SYBR 

Green 

master mix 

Colorant SYBR Green 

ADN polymérase (Taq polymérase) 

Uracile ADN glycosylase (UDG) 

Référence passive du colorant ROX 

Mélange dNTP contenant du dUTP/dTTP 

Composants tampons optimisés 

Amorces Sens/Anti-sens Séquences Tm 

β-actin Sens GTAAAGACCTCTATGCCAACA 56.1 °C 

Anti-sens GGACTCATCGTACTCCTGCT 61° C 

NF-kB1 Sens GAAATTCCTGATCCAGACAAAAAC 56.8° C 

Anti-sens ATCACTTCAATGGCCTCTGTGTAG 60.8° C 

NF-kB2 Sens CTGGTGGACACATACAGGAAGAC, 62.5° C 

Anti-sens ATAGGCACTGTCTTCTTTCACCTC. 60.7° C 
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Tableau 09 Composition du mix réactionnel pour une amplification Q-rt PCR d’un 

échantillon d’ADNc en système SybrGreen, volume final de 10 μL. 

Composant Volume 

Nuclease free water 3,4 µl 

Amorce sens (0,3 µM) 0,3 µl 

Amorce anti-sens (0,3 µM) 0,3 µl 

SYBR Green master mix (2x) 5 µl 

ADNc (10 ng) 1 µl 

 

L’amplification de l’ADNc est réalisée selon un programme thermique spécifique aux paires 

d’amorces ayant une température de fusion (Tm) inférieure à 60°C selon le tableau (10) :   

Tableau 10 Programme thermique spécifique aux paires d’amorces. 

Etape Température Durée Cycles 

Activation de l’enzyme UDG 50°C 2 Minutes 1 

Fixation de l’ADN polymérase 95°C 2 Minutes 1 

Dénaturation 95°C 15 secondes  

40 Hybridation 56°C 15 secondes 

polymérisation 72°C 1 Minute 

 

● Analyse de la courbe de fusion  

À la fin de l’amplification, une analyse des courbes de fusion (multi-curve) est réalisée en un 

cycle afin d’évaluer la spécificité de la réaction PCR et détecter d’éventuelles amplifications 

non spécifiques ou la formation de dimères d’amorces selon le tableau (11) : 

Tableau 11 Cycle réalisé pour l’analyse des courbes de fusion. 

Etape Vitesse de changement de T°  Température  Durée 

Dénaturation 1,6° C/seconde 95°C 15 secondes 

Hybridation 1,6° C/seconde 60°C 1 Minute 

Fusion 0,15° C/seconde 95°C 15 secondes 
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Au fil des cycles d’amplification, la quantité de produits PCR d’ADNdb augmente, entraînant 

une intensification proportionnelle du signal fluorescent. Cette augmentation est enregistrée en 

temps réel, permettant ainsi la quantification précise des produits amplifiés et l’analyse de 

l’expression des gènes d’intérêt (figure 43). 

 

Figure 44 Etapes de la qRT-PCR en temps réel quantitative utilisant de SYBR Green. 
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● Méthode de quantification relative de l’expression génique  

La quantification relative de l’expression génique a été calculée à partir des valeurs Ct (cycle 

seuil), qui correspondent au nombre de cycles nécessaires pour que la fluorescence dépasse un 

seuil prédéfini. L’analyse a été réalisée automatiquement selon la méthode comparative ∆∆Ct. 

Pour chaque échantillon, le ∆Ct est obtenu en soustrayant le Ct du gène de référence (β-actine) 

de celui du gène cible (NF-kB1 ou NF-kB2). Le ∆Ct du groupe traité est ensuite comparé à 

celui du groupe témoin, ce qui permet de calculer le ∆∆Ct. 

L’expression relative du gène d’intérêt est alors exprimée sous la forme 2-∆∆Ct, ce qui permet 

d’évaluer les variations d’expression entre les différentes conditions expérimentales. Le niveau 

d’expression du groupe témoin est fixé arbitrairement à 1 et sert de calibrateur. 

 

1.11. Analyses statistiques  

Les résultats des expérimentations effectuées sont exprimés sous forme de moyenne plus ou 

moins l’erreur standard de la moyenne (Moy ± SEM). Les valeurs de volumes de papillomes 

ont été analysées par le test t-student non apparié (Excel 2013). Tandis qu’une analyse de 

variance unidirectionnelle (ANOVA) suivie par le post-test Sidak pour les comparaisons 

multiples a été effectuée pour le reste des résultats présentés en utilisant le GraphPad PRISM 

version 7 (GraphPad Software, Inc., La Jolla, CA, USA). La signification statistique a été 

déterminée à p≤ 0,05 pour tous les tests. 
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2. Résultats  

2.1. Etude morphologique 

2.1.1. Aspect qualitatif  

Les souris du groupe DMBA ont développé de nombreux papillomes aux contours irréguliers 

et bien définis (Figure 44). La majorité de ces lésions présentaient une teinte rosée, avec 

certaines zones de pigmentation noire. Les papillomes observés chez les souris du groupe 

DHP/G1 avaient une apparence similaire à ceux du groupe DMBA. En revanche, les souris des 

groupes DHP/G2, DHP/G3 et DHP/C ont présenté un nombre réduit de papillomes, caractérisés 

par des contours plus réguliers et une coloration principalement rosée. À l’inverse, les souris 

des groupes témoins ainsi que celles des groupes HP/G1, HP/G2, HP/G3 et HP/C présentaient 

une peau saine, avec une couleur et une texture normale. 

 

 

Figure 45 Description macroscopique des papillomes et de l’aspect cutané après 16 semaines 

d’expérimentation. 

 

 

HP/G1TEMOIN HP/CHP/G3HP/G2
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2.1.2. Aspect quantitatif 

Les résultats de l'application topique de DMBA/HC ont montré une incidence tumorale de 100 

%, accompagnée d'un nombre cumulé important de papillomes et d'une charge tumorale 

conséquente (Tableau 12). L'administration, aussi bien topique qu’orale, d'huile de poisson 

(HP) aux doses de 250 et 500 mg/kg/j a significativement réduit le nombre moyen (*p≤0,05) et 

le volume (***p≤0,001) des papillomes, ainsi que la charge tumorale globale (***p≤0,001) par 

rapport au groupe DMBA, tout en diminuant également l'incidence tumorale. En revanche, 

l’administration orale de HP à la dose de 50 mg/kg/jour a montré un impact moindre. 

Par ailleurs, une diminution du ratio V/N a été observée dans tous les groupes traités avec FO 

par rapport au groupe DMBA seul (12,02). Cette réduction était plus marquée avec l'application 

topique de HP qu’avec son administration orale, selon la tendance suivante : V/N (DMBA) > 

V/N (DHP/G1) > V/N (DHP/G2) > V/N (DHP/G3) > V/N (DHP/C). 

Tableau 12 Effet de l’administration orale et cutanée de l’huile de poisson sur le 

développement de papillomes induits par le couple DMBA/HC chez des souris swiss albinos. 

 

Colonne1 DMBA DHP/G1 DHP/G2 DHP/G3 DHP/C 

Nombre cumulatif 

de papillomes (N) 

dans chaque groupe 

62 42 21 20 24 

Moyenne de 

papillomes/souris 
8,8 ± 2.29 7 ± 1.49 4.8 ± 0.87* 2,8 ± 0.55* 4.2 ± 1.28* 

Incidence (%) 100 (7/7) 100 (7/7) 85,7 (6/7) 100 (7/7) 71,4 (5/7) 

Moyenne. des 

volumes de 

papillomes/souris 

(mm3) 

92,60 ± 10,25 66,05 ± 66,05 34,87 ± 5,92*** 28.65 ± 4.83*** 15,87 ± 5.22*** 

Charge totale des 

Volumes (V) des 

papillomes/groupe 

(mm3) 

745,8 ± 25,40 355,4 ± 47,69 109 ± 5,48*** 68.18 ± 7.94*** 50,85± 5,47*** 

V/N ratio 
12.02 8.46 5.19 3.4 2.11 

Les valeurs sont représentées en moyenne ± SEM (n=7). *p≤0.05, *** p≤0.01 vs DMBA. 
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2.2. Etude hématologique et biochimique  

2.2.1. Variation des paramètres hématologiques  

Le groupe DMBA a présenté, par rapport au groupe témoin, une augmentation significative du 

taux de globules blancs (GB) et de lymphocytes (LYM) (*p≤0,05), ainsi qu’une élévation très 

hautement significative des monocytes (MONO) (***p≤0,001). En revanche, une diminution 

hautement significative des globules rouges (GR) (**p≤0,01) a été observée. 

De plus, une augmentation persistante des taux de GB, de LYM (*p≤0,05) et de MONO 

(**p≤0,01) a été notée chez les souris du groupe DHP/G1 par rapport au témoin. Toutefois, 

cette différence n’était plus observable dans les groupes DHP/G2, DHP/G3 et DHP/C. Fait 

intéressant, une diminution significative des populations leucocytaires a été observée dans ces 

groupes (DHP/G2, DHP/G3 et DHP/C) par rapport au groupe DMBA, selon la tendance 

suivante : 

● Réduction des MONO dans le groupe DHP/G2 (#p≤0,05), 

● Réduction des GB et des MONO dans le groupe DHP/G3 (##p≤0,01), 

● Réduction des GB (**p≤0,01), des LYM (*p≤0,05) et des MONO (###p≤0,001) dans 

le groupe DHP/C. 

Par ailleurs, une augmentation significative du taux de GR a été observée dans ces mêmes 

groupes par rapport au groupe DMBA (#p≤0,05). 

Enfin, aucune différence significative n’a été observée entre les valeurs des groupes témoins et 

celles des groupes traités uniquement avec l’HP. 
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Tableau 13 Variation des paramètres hématologiques des groupes témoins et traités. 

 

Les valeurs sont représentées en moyenne ± SEM (n=6). *p≤0.05, **p≤0.01, ***p≤0.001 vs 

Témoin ; #p≤0.05, ##p≤0.01, ###p≤0.001 vs DMBA. 

 

2.2.2. Variation du taux de la LDH sérique : 

Les résultats du dosage de la concentration sérique de la LDH (Figure 45) ont révélé une 

élévation très hautement significative (***p≤0.0001) dans le groupe DMBA par rapport au 

groupe témoin. 

L’administration de l’HP à une dose de 50 mg/kg/j (DHP/G1) n’a montré aucune différence 

significative par rapport au groupe DMBA. En revanche, l’administration de l’HP à des doses 

de 250 mg/kg/j (DHP/G2), 500 mg/kg/j (DHP/G3) et en application topique (DHP/C) a entraîné 

une réduction hautement significative (##p≤0.01) à très hautement significative (###p≤0.0001) 

du taux sérique de LDH par rapport au groupe DMBA. 

   TEMOIN HP/G1 HP/G2 HP/G3 HP/C 

G
ro

u
p

es
 t

ém
o

in
s 

 G.B. X 103 /µl  10.7±1.12 11±0.65 10.4±1.15 8±0.66 10.4±1.89 

LYM.  X 103 /µl 10.4±0.89 9.4±0.62 9.5±0.95 7.08±0.64 8.5±1.49 

MONO. X 103 /µl 0.65±0.08 0.716±0.1 0.65±0.06 0.66±0.08 0.65±0.04 

GRANULO. X 103 /µl 1.03±0.12 0.8±0.05 0.83±0.12 0.76±0.09 0.85±0.04 

G.R. X 106/µl 10.2±0.39 9.1±0.29 8.5±0.35 10.8±0.42 8.8±0.34 

G
ro

u
p

es
 t

ra
it

és
 

   DMBA DHP/G1 DHP/G2 DHP/G3 DHP/C 

G.B. X 103 /µl 15.1±0,49 * 15.25±0.59 * 13.86±0.47 9.71±0.57## 9.55±0.98## 

LYM.  X 103 /µl 14.9±1,0 * 14.74±0.94 * 11.25±0,83 11.8±0.61 10.95±0.56# 

MONO. X 103 /µl 1.41±0.12 *** 1.33±0.08 ** 0.96±0.13# 0.91±0.08## 0.72±0.07### 

GRANULO. X 103 /µl 0.9±0.08 0.98±0.1 1.11±0.1 1.05±0.1 0.69±0.1 

G.R. X 106/µl 5.8±0.55 ** 8.7±0.77 8.3±0.99# 8.2±0.5# 8.4±0.34# 
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De plus, les groupes DHP/G2, DHP/G3 et DHP/T ont présenté une diminution hautement (§§ 

P≤0.01) à très hautement significative (§§§§ P≤0.0001) du taux sérique de LDH 

comparativement au groupe D/HP G1. 

Enfin, aucune différence significative n’a été observée entre les groupes témoins et ceux traités 

uniquement par l’HP. 

 

Figure 46 Variations des concentrations de la LDH sérique chez les souris des groupes témoins 

et traitées. Les valeurs sont exprimées en moyenne ± SEM (n = 5 souris). ****p≤ 0.0001 vs 

Témoin ; ##p≤ 0.01, ####p≤ 0.0001 vs DMBA ; § p≤ 0.05, §§§§ p≤ 0.0001 vs DHP/G1.  

  

2.3. Etude anatomopathologique 

L'examen microscopique des sections histologiques de la peau du groupe DMBA a révélé un 

carcinome spinocellulaire cutané (CSCc) mature et invasif, kératinisé et bien différencié, 

présentant des zones de nécrose (figure 47). De plus, nous avons observé une anisocariose, une 

anisocytose et une basophilie en raison de la présence de noyaux hyperchromatiques. En outre, 

la tumeur présentait un boyau tumoral kératinisé et un stroma fibro-inflammatoire, 

accompagnée d'une désorganisation de l'architecture tissulaire et d'une apparence nécrotico-

hémorragique. 

L'administration de 50 mg/kg/j de HP (groupe DHP/G1) n'a eu aucun impact discernable par 

rapport au groupe DMBA. Un CSCc in situ a été observé, caractérisé par la présence d'un boyau 
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tumorale intra-épidermique. Les coupes histologiques ont montré un polymorphisme nucléaire, 

ainsi qu'une anisocariose, une anisocytose, une basophilie et une désorganisation de 

l'architecture tissulaire. 

Les coupes histologiques des souris traitées avec 250 mg/kg/j de HP en concomitance avec la 

carcinogenèse (DHP/G2) ont montré des signes de malignité de bas grade. Les caractéristiques 

comprenaient une anisocytose, une anisocaryose, des noyaux pycnotiques et caryorrhétiques, 

indicatifs de l'apoptose cellulaire. Les sections histologiques du groupe traité avec 500 mg/kg 

de HP (DHP/G3) ont révélé une apparence presque normale, avec quelques signes 

d'anisokaryose et aucune indication de malignité. Les sections des souris ayant reçu 

simultanément l’HP en application cutanée avec la carcinogenèse (DHP/C) ont montré des 

tissus avec une apparence normale et une absence totale des signes de malignité. Toutes les 

souris des groupes témoin, HP/G1, HP/G2, HP/G3 et HP/C ont présenté une architecture 

tissulaire normale (figure 46).
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Figure 47    Images microscopiques d’échantillons cutanés des cinq lots témoins. Légendes (HD : hypoderme ; D : derme ; ED : épiderme ; 

MC : cellules musculaires ; AD : adipocytes ; C : collagène ; PS : complexes pilosébacés).  (Microscope Optique Leica ICC50 HD x40/x60
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Figure 48 Images microscopiques de coupes d’échantillons cutanés des cinq lots DMBA et traités à l’huile de poisson. Légendes (H : hémorragie ;   HK 

: hyperkératose ; TC : capsule tumorale ; FS : stroma fibro-inflammatoire ; ACA : anisocaryose ; ACY : anisocytose ; BS : basophilie ; DO : 

désorganisation architecturale ; BM : membrane basale ; TCS : capsule tumorale in situ ; MN : noyau mitotique ; NK : noyau apoptotique ; NN : noyau 

pycnotique ; NH : aspect néctrotico-hémorragique ; PN : nucléole proéminant). (Microscope Optique Leica ICC50HD ; grossissement : x40/x60/x100).
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2.4. Etude de variations des paramètres du stress oxydant 

Pour évaluer l'étendue des dommages oxydatifs et cytotoxiques carcinogènes, cette étude a 

utilisé des marqueurs de peroxydation lipidique, à savoir le MDA, et des indicateurs d'oxydation 

des protéines, y compris le PCO et l'AOPP. Les résultats ont démontré une augmentation 

significative des niveaux de MDA (**p≤ 0.001), AOPP (****p≤ 0.0001) et PCO (*p≤0.05) 

chez les souris appartenant au groupe DMBA par rapport au contrôle (figure 48). Dans tous les 

groupes soumis au protocole de carcinogenèse, le traitement par HP a significativement réduit 

les niveaux tissulaires d'AOPP lorsqu'il était administré soit par voie orale (##p≤ 0.01, ###p≤ 

0.001), soit par voie topique (####p≤ 0.0001) par rapport au groupe DMBA. Cependant, les 

niveaux de PCO ont diminué de manière significative uniquement avec l'application topique de 

HP (##p≤ 0.01) et le gavage oral avec 500 mg/kg (D/FO G3) (#p≤ 0,05). Les niveaux de MDA 

n'ont pas montré de différences significatives, que le HP soit administré par voie orale ou 

topique. Aucune différence significative n'a été observée entre les souris traitées uniquement 

avec HP et le groupe témoin. 
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Figure 49 Variations de concentration des biomarqueurs de stress oxydatif (oxydation avancée des protéines (AOPP), protéines carbonylées (PCO) 

et malondialdéhyde (MDA) dans l’homogénat des échantillons cutanés chez les souris des groupes témoins et traitées. Les valeurs sont exprimées en 

moyenne ± SEM (n = 5 souris). *p≤ 0.05, **p≤ 0.01, ****p≤ 0.0001 vs Témoin ; #p≤0.05, ##p≤ 0.01, ####p≤ 0.001, ####p≤ 0.0001 vs DMBA. 
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2.5. Etude de variations des paramètres antioxydants  

Les résultats ont mis en évidence une diminution significative de l'activité de la CAT 

(***p≤0,001) et de la GPx (*p≤0,05) chez les souris du groupe DMBA par rapport au groupe 

témoin (figure 49). 

L'administration concomitante de l’HP avec le protocole de cancérogenèse a significativement 

augmenté l'activité des enzymes antioxydantes SOD, CAT et GPx comparativement au groupe 

DMBA. Cette augmentation était d'autant plus marquée avec l'augmentation de la dose d’HP 

ou son application topique. En effet, l’administration de 500 mg/kg/j de HP (DHP/G3) ainsi 

que son application topique (DHP/C) ont entraîné une augmentation significative de l'activité 

de la GPx et de la CAT, respectivement, par rapport à l'administration orale de HP à faible dose 

(DHP/G1) (£P≤0,05). 

Par ailleurs, les souris du groupe DMBA ont présenté des niveaux élevés de GSH par rapport 

au groupe témoin (***p≤0,001), avec une diminution significative après la supplémentation 

orale en HP. 

Enfin, aucune différence significative n’a été observée entre les souris traitées uniquement avec 

de l’HP et celles du groupe témoin. 
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Figure 50 Variations de concentration des antioxydants enzymatiques (SOD, CAT et GPx) et 

non enzymatiques (GSH) dans l’homogénat des échantillons cutanés chez les souris des 

groupes témoins et traitées. Les valeurs sont exprimées en moyenne ± SEM (n = 5 souris). 

*p≤0.05, **p≤ 0.01, ***p≤ 0.001 vs Témoin ; #p≤ 0.05, ##p≤ 0.01, ###p≤ 0.0001, ####p≤ 

0.0001 vs DMBA ; § P≤ 0.05 ; £ P≤0.05, £££ P≤0.01 vs DHP/G2.  
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2.6. Etude de variations de l’expression sérique TNFα  

Les résultats du dosage de la concentration sérique de TNFα (Figure 50) ont révélé une 

élévation très hautement significative (****p≤0.001) chez le groupe DMBA par rapport au 

groupe témoin. 

L’administration de l’HP à une dose de 50 mg/kg/j (DHP/G1) a montré diminution très 

hautement significative (####p≤0.001) par rapport au groupe DMBA. Quant à l’administration 

de l’HP à des doses de 250 mg/kg/j (DHP/G2), 500 mg/kg/j (DHP/G3) et en application topique 

(DHP/C) a entraîné une élévation hautement significative (##p≤0.01) à très hautement 

significative (####p≤0.0001) du taux sérique du TNFα par rapport au groupe DMBA .De plus, 

le groupe DHP/C a présenté une augmentation très hautement significative ( $$$ p≤0.001) du 

taux sérique de TNFα comparativement au groupe D/HP G3. 

 La supplémentation à l’HP en l’absence de cancérogénèse n’a montré aucune influence sur la 

concentration sérique en TNFα. 

 

Figure 51 Variations des concentrations du TNFα sérique chez les souris des groupes témoins 

et traitées. Les valeurs sont exprimées en moyenne ± SEM (n = 4 souris) en duplicatat. ****p≤ 

0.0001 vs Témoin ; ####p≤ 0.0001 vs DMBA ; $$$ p≤ 0.0001 vs DHP/G3. 

 



Potentiel préventif de l’huile de poisson contre un carcinome spinocellulaire 

 

104 
 

2.7. Etude de variations de l’expression génique des NF-kB1 et NF-kB2 

Les résultats ont révélé une régulation positive hautement significative de la sous-unité du gène 

NF-kB1 dans les échantillons de peau des souris du groupe DMBA par rapport au groupe 

témoin (****p≤ 0.0001) (figure 51). Cette expression a diminué de manière significative dans 

les groupes DHP/G2 (###p≤ 0.001), DHP/G3 et DHP/C (####p≤ 0.0001) par rapport au groupe 

DMBA. De plus, l'expression du gène NF-kB1 était significativement plus faible dans les 

groupes DHP/G2, DHP/G3 et DHP/C par rapport au groupe DHP/G1 (££ p≤ 0,01). Par ailleurs, 

aucune différence significative n'a été observée dans l'expression du gène NF-kB1 entre les 

souris des groupes HP/G1, HP/G2, HP/G3 et HP/C par rapport au groupe témoin. Ni 

l'administration de DMBA ni celle de HP n'ont eu d'impact sur l'expression des gènes NF-kB2 

dans aucun des groupes traités. 

 

 

Figure 52 Variations des taux d’expression génique des sous unités NF-KB1 et NF-KB2 par 

qRT-PCR sont calculés par la méthode 2-∆∆Ct dans des échantillons cutanés chez les souris des 

groupes témoin (valeur fixée à 1 UA) et traitées. Les valeurs sont exprimées en moyenne ± 

SEM (n = 3 souris) en triplicata. ****p≤ 0.0001 vs Témoin ; ####p≤ 0.0001, ####p≤ 0.0001 

vs DMBA, ££ P≤0.01 vs DHP/G1
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3. Discussion 

Le cancer cutané non mélanocytaire constitue une cause croissante de morbidité à l’échelle 

mondiale (Khadge et al., 2020 ; OMS, 2024). Afin de mieux comprendre les mécanismes 

impliqués dans la cancérogenèse cutanée et d’identifier des stratégies de prévention efficaces, 

le modèle murin induit par le DMBA associé à l’huile de croton (DMBA/HC) est largement 

utilisé dans la recherche expérimentale (Subramanian et al., 2014). C’est dans ce cadre que 

s’inscrit notre étude, dont l’objectif est d’évaluer l’impact de l’huile de poisson, riche en acides 

gras oméga-3, administrée selon différentes voies et à diverses doses, sur les étapes clés du 

processus carcinogène cutané. 

Dans un premier temps, nous avons analysé les effets macroscopiques et histopathologiques de 

la cancérogenèse induite, en portant une attention particulière aux altérations morphologiques 

des lésions tumorales et aux modifications tissulaires associées. 

 Dans un second temps, nous avons évalué des paramètres biochimiques représentatifs du stress 

oxydatif et de l’inflammation, afin de mieux comprendre les mécanismes moléculaires sous-

jacents aux effets observés. 

Nos résultats montrent que l'application topique de DMBA/HC induit une incidence tumorale 

de 100 %, avec un nombre élevé de papillomes et une charge tumorale importante. L’efficacité 

de l’HP dépend à la fois de la dose et de la voie d’administration. Une supplémentation orale à 

50 mg/kg/j a peu d’effet, tandis que des doses de 250 et 500 mg/kg/j, ainsi qu’une application 

topique, réduisent significativement le nombre et le volume des papillomes. Ces observations 

sont corroborées par l’analyse histologique : le groupe DMBA présente des signes 

caractéristiques d’un CSCc invasif, tandis que l’HP à 250 mg/kg/j atténue les lésions et limite 

la malignité. À 500 mg/kg/j ou par application topique, le processus de cancérogenèse est 

complètement inhibé, aucune transformation maligne n’étant observée. 

Il a été démontré dans la littérature que le DMBA, en tant que xénobiotique mutagène, favorise 

la croissance tumorale in situ. L'inflammation et le stress oxydatif induits par la tumorigenèse 

accélèrent la promotion et la progression de ces tumeurs (Kong & Xu, 2018). Des études 

antérieures ont déjà rapporté qu'une période de traitement de 16 semaines peut favoriser la 

croissance du CSCc ( Subramanian et al., 2014; Sharma et al., 2016)  

Lorsque l'huile de poisson est administrée, la proportion de DHA et d'EPA augmente dans la 

membrane phospholipidique, remplaçant partiellement l'acide arachidonique et ses métabolites, 
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tels que les prostaglandines. Ces métabolites jouent des rôles cruciaux dans les voies de 

signalisation intracellulaires associées à la prolifération cellulaire et à la surveillance 

immunitaire (Reddy, 2004). L'efficacité préventive des AG ω-3 contenus dans l’HP a été déjà 

validée par leur capacité à réduire à la fois la multiplicité et le volume des tumeurs mammaires 

chez les souris (Liu et al., 2018). De plus, en ce qui concerne l'efficacité de la voie 

d'administration, il est important de noter que les médicaments topiques sont souvent 

recommandés pour les maladies de la peau, car ils peuvent cibler directement la zone affectée, 

minimisant ainsi les effets systémiques (Cullen et al., 2020). 

Le devenir métabolique des acides gras de l’HP après application topique reste moins 

documenté que leur ingestion orale. Les études rapportent que, lorsqu'ils sont appliqués 

localement, les AG ω-3 diffusent passivement à travers les membranes lipidiques de la couche 

cornée (Puglia et al., 2005). Ils peuvent alors atteindre les couches les plus profondes de 

l'épiderme et du derme, interagissant avec les fibroblastes et les vaisseaux sanguins impliqués 

dans les processus inflammatoires et de réparation de la peau, ce qui pourrait expliquer 

l'efficacité de l'application topique dans le traitement des troubles cutanés. En effet, l’HP 

appliqué localement a déjà montré des propriétés anti-inflammatoires. Dans une étude utilisant 

un modèle d'inflammation cutanée avec l’HC, l'HP a réduit l'œdème et l'activité des 

myéloperoxydases, qui sont des marqueurs de l'inflammation (Ames et al., 2017). Localement, 

les AG ω-3 peuvent subir des transformations enzymatiques aboutissant à la formation de 

médiateurs lipidiques bioactifs, tels que les résolvines et les protectines. Ces composés jouent 

un rôle clé dans la résolution de l'inflammation en inhibant la migration des cellules 

inflammatoires, en réduisant la production de cytokines pro-inflammatoires et en favorisant la 

régénération tissulaire (Escobar et al., 1992). Dans le contexte de la carcinogenèse cutanée, 

cette action est particulièrement pertinente. En effet, l’inflammation chronique est un facteur 

majeur favorisant la transformation maligne des cellules cutanées exposées à des agents 

cancérogènes comme le DMBA. En limitant cette inflammation, les médiateurs dérivés des AG 

ω-3 contribuent à un environnement cutané moins propice à l’initiation et à la progression 

tumorale (Khadge et al., 2020). Un autre mécanisme clé repose sur l’interaction compétitive 

entre les AG ω-3 et l’acide arachidonique au niveau des phospholipides membranaires. L’acide 

arachidonique est le précurseur de nombreux eicosanoïdes pro-inflammatoires qui favorisent la 

prolifération cellulaire, l’angiogenèse et la suppression des réponses immunitaires anti-

tumorales. En remplaçant l’acide arachidonique dans les membranes lipidiques et en servant de 

substrat préférentiel pour les enzymes lipoxygénases (LOX) et cyclooxygénases (COX), les AG 
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ω-3 réduisent la production de ces eicosanoïdes pro-inflammatoires tout en favorisant la 

synthèse de médiateurs pro-résolutifs. Ainsi, en agissant à la fois sur la résolution de 

l’inflammation et sur la modulation des voies métaboliques des eicosanoïdes, les AG ω-3 

appliqués localement pourraient jouer un rôle préventif essentiel contre la carcinogenèse 

cutanée induite par le DMBA (Black, 2012; Brücher & Jamall, 2019).  

Bien que de nombreuses études aient exploré les effets de l'administration orale et topique de 

l’HP, les comparaisons directes entre ces deux modes d’application restent limitées. 

L’application topique présente toutefois l’avantage d’un ciblage plus précis. Contrairement à 

l’administration orale, où les AG ω-3 doivent être absorbés au niveau intestinal, transportés par 

la circulation sanguine et métabolisés avant d’atteindre les tissus cutanés, l’application locale 

permet une diffusion directe à travers l’épiderme. Cette approche optimise la biodisponibilité 

des AG ω-3 dans les cellules de la peau, influençant potentiellement les voies inflammatoires 

et anti-tumorales de manière plus immédiate et efficace dans la zone traitée. 

Au cours de la cancérogénèse, les cellules transformées en cellules malignes sont considérées 

comme étrangères induisant ainsi une réponse à la fois immunitaire et inflammatoire 

(Grivennikov et al., 2010). Les cellules tumorales ont la capacité de sécréter une panoplie de 

cytokines, tels que le TNF-α, et les interleukines. Ces derniers font appel au recrutement de 

monocytes et de lymphocytes dans le microenvironnement tumoral via la circulation sanguine 

(Li et al., 2020).  

Les résultats de la présente étude ont montré une élévation significative du taux de globules 

blancs et de lymphocytes ainsi qu’une augmentation très hautement significative de nombre de 

monocytes chez le groupe DMBA. Ces résultats confirment les observations rapportées dans la 

littérature, où il a été expliqué que la leucocytose, ou bien l’augmentation de taux de globules 

blancs, est une réponse systémique aux signaux inflammatoires lors d’une réponse immunitaire 

au cours du développement de carcinome spinocellulaire (Nishimura, 1990). 

Les monocytes jouent un rôle clé dans la réponse immunitaire anti-tumorale. Ces cellules ont 

la capacité de se différencier en macrophages et en cellules dendritiques qui sont spécialisées, 

non seulement dans la phagocytose et la présentation d’antigènes aux lymphocytes T, mais 

aussi dans la sécrétion des cytokines modulant ainsi la réponse immunitaire de l’organisme 

(Klauber et al., 2017 ; Boyette et al., 2017). 

La prolifération des lymphocytes T est une réponse directe à la présence d’antigènes tumoraux. 

Les CD4+ auxiliaires et les CD8+ cytotoxiques sont capables d’identifier et de neutraliser les 
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cellules cancéreuses (Durgeau et al., 2018). Dans ce contexte, Sakai et ses collaborateurs ont 

noté une élévation du taux de lymphocytes du sang périphérique dans un modèle animal de 

carcinome spinocellulaire induit par le DMBA au stade de promotion (Sakai et al., 2004). 

Par ailleurs, nos résultats ont signalé une diminution très hautement significative de taux de 

globules rouges. Cela pourrait être élucidé par le fait que l’inflammation chronique peut 

entrainer une anémie inflammatoire où les cytokines libérées peuvent interférer avec le 

métabolisme du fer et l’érythropoïèse réduisant forcement la production des globules rouges 

(Anees Ahmed et al., 2014). De plus , les cellules cancéreuses peuvent libérer des substances 

qui affectent l’intégrité de globules rouges et stimulent leur destruction immunitaire 

(Manoharan et al., 2008). La stabilité du nombre de granulocytes observée dans le groupe 

DMBA suggère que le microenvironnement tumoral maintient un certain équilibre 

homéostatique. Cette régulation pourrait refléter une réponse immunitaire compensatoire, dans 

laquelle les granulocytes sont continuellement recrutés et utilisés au niveau tumoral, empêchant 

ainsi une augmentation significative de leur concentration dans le sang périphérique. (Nirschl 

et al., 2017).   

Les ω-3 contenus dans l’HP, notamment l’EPA et le DHA, possèdent des propriétés anti-

inflammatoires et améliorent la réponse immunitaire anti-tumorale par plusieurs mécanismes. 

L’équilibre de la balance entre la réponse pro/anti inflammatoire est l’un des mécanismes clés 

ciblés par les ω3 dans la prévention contre la progression tumorale (Rehman et al., 2016). La 

réduction de production des cytokines pro-inflammatoires telles que le TNF-alpha et IL-6 

entraine une diminution des cellules immunitaires circulantes, notamment les monocytes 

(Minokawa et al., 2021 ; Poggioli et al., 2023). L’immuno-modulation par la production de 

cytokines anti-inflammatoires telles que l’IL-10 améliore la réponse anti-inflammatoire exercée 

par les omégas trois (Rehman et al., 2016). Par ailleurs, plusieurs études concordent sur l’effet 

des ω-3 dans la régulation de la prolifération cellulaire des macrophages et des lymphocytes 

(Gutiérrez et al., 2019) 

Nos résultats indiquent que le traitement à l’HP induit une modulation des populations de 

cellules immunitaires sanguines. Cette modulation se traduit par une réduction significative à 

très hautement significative du nombre de lymphocytes, de globules blancs et de monocytes, 

selon la voie et la dose administrées. Par ailleurs, une augmentation significative du nombre de 

globules rouges a été observée chez les groupes traités par l-HP par rapport au groupe DMBA. 

Dans ce contexte, une étude menée sur des patientes atteintes d’un cancer du sein a montré que 

la supplémentation en DHA exerce un effet systémique sur les populations de cellules 
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immunitaires sanguines (Molfino et al., 2017). Cette même étude a également révélé que les ω3 

peuvent s’incorporer dans les membranes des globules rouges, améliorant leur fluidité ainsi que 

leur capacité de transport de l’oxygène.  

La LDH est une enzyme ubiquitaire qui joue un rôle essentiel dans le métabolisme cellulaire 

énergétique (Lin et al., 2022). Il a été démontré dans plusieurs études une augmentation des 

taux sériques de LDH chez les patients atteints de formes orales et œsophagien de carcinome 

spinocellulaire (Gholizadeh et al., 2020; Vardhan, 2018). Dans la présente étude, les résultats 

ont montré une élévation très hautement significative de la concentration du LDH sérique chez 

les souris du groupe soumis à la cancérogénèse (DMBA). Cela est en accord avec l’étude menée 

par Subramanian et ses collaborateurs sur une carcinogénèse cutanée induite par le DMBA, où 

les résultats ont montré une augmentation du taux de LDH sérique chez les souris qui ont reçu 

le DMBA (Subramanian et al., 2014). 

Il est important de souligner que les ω-3 n’exercent pas un effet direct sur la LDH elle-même ; 

en revanche, ils peuvent influencer les mécanismes énergétiques cellulaires. D’après des études 

récentes s’intéressants au métabolisme des cellules cancéreuses, il a été prouvé que leur 

développement est accompagné par une acidose qui est due à l’accumulation du lactate résultant 

de la glycolyse anaérobie entrainant ainsi un déséquilibre acido-basique (Bogdanov et al., 

2022). Dans ce cas, l'hypoxie inhibe la phosphorylation oxydative et l’acidose inhibe le 

métabolisme glycolytique. De ce fait, les cellules cancéreuses développent un degré élevé de 

plasticité métabolique pour répondre à leurs besoins énergétiques et biosynthétiques en 

augmentant l’absorption, le stockage et l’utilisation des lipides (Rolver et al., 2024). Dans les 

mitochondries, la production d’énergie à partir de lipides se fait via la bêta-oxydation qui est 

un processus par lequel les acides gras sont dégradés en unités d’acétyl-CoA, qui entrent ensuite 

dans le cycle de Krebs pour la production d’ATP (Pougovkina et al., 2014). 

Nos résultats ont montré une diminution significative du taux de LDH chez les groupes ayant 

reçu 250 mg/kg/j d’HP et 500 mg/kg/j par voie orale, ainsi que chez le groupe traité par voie 

topique. La littérature rapporte que l’absorption d’acides gras exogènes favorise l’accumulation 

de triglycérides dans des gouttelettes lipidiques. Ces dernières servent ensuite de réservoirs 

d’acides gras pouvant être mobilisés et oxydés par la bêta-oxydation, contournant ainsi 

l’implication de la LDH dans le métabolisme énergétique (Corbet et al., 2020). Par ailleurs, les 

ω-3 peuvent freiner la progression tumorale en régulant la survie cellulaire. Il a été démontré 

que le DHA, lorsqu’il est présent en grande quantité, induit un effet cytotoxique sur les cellules 

cancéreuses en activant sélectivement la ferroptose. Ce processus repose sur une peroxydation 
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excessive des lipides membranaires due à un stress oxydatif incontrôlé des phospholipides 

polyinsaturés, entraînant la destruction des membranes cellulaires et la mort des cellules 

tumorales (Dierge et al., 2021). 

Il est important de souligner que les cellules tumorales génèrent en permanence des espèces 

réactives de l'oxygène (ERO) et de l'azote (ERN) tout au long de leur progression. Ces 

molécules comprennent des espèces non radicalaires, comme l’oxygène singulet (¹O₂), le 

peroxyde d’hydrogène (H₂O₂), le peroxynitrite (ONOO⁻) et l’acide hypochloreux (HOCl), ainsi 

que des radicaux libres tels que l’anion superoxyde (O₂•⁻), le radical hydroxyle (OH•), le 

monoxyde d’azote (NO•) et le dioxyde d’azote (NO₂•) (Di Meo et al., 2016). 

Dans le cancer de la peau, notamment le carcinome spinocellulaire (CSCc), les espèces 

réactives de l’oxygène et de l’azote (ROS/RNS) jouent un rôle ambivalent. D’une part, une 

production excessive dépassant les capacités de défense antioxydante de l’organisme favorise 

l’initiation et la progression des tumeurs cutanées via des mécanismes génotoxiques et non 

génotoxiques. D’autre part, une accumulation excessive de ces espèces peut induire l’apoptose 

des cellules tumorales, faisant ainsi des ROS/RNS une cible potentielle pour des approches 

thérapeutiques (Xian et al., 2019; Emanuelli et al., 2022). Dans cette étude, les produits de la 

peroxydation lipidique (MDA), de l’oxydation protéique (protéines carbonylées) et les produits 

avancés de l’oxydation protéique (AOPP) ont été utilisés comme biomarqueurs pour évaluer 

l’ampleur des dommages oxydatifs et de la cytotoxicité induits par la carcinogenèse. 

L’interaction des ROS avec les protéines peut entraîner la rupture des liaisons peptidiques et 

induire des réactions d’oxydation au niveau des chaînes latérales des acides aminés soufrés et 

aromatiques. Cette oxydation peut conduire à la formation de groupements hydroxyles, 

favorisant ainsi la création de réticulations intra- ou intermoléculaires. L’ensemble des 

composés résultant de ces altérations oxydatives des protéines est regroupé sous le terme de « 

produits avancés de l’oxydation des protéines » (AOPP) (Höhn et al., 2013).  

Le malondialdéhyde (MDA), un composé mutagène et cancérigène, est un produit naturel de la 

peroxydation des lipides ainsi que de la biosynthèse des prostaglandines. Il résulte de 

l’oxydation des phospholipides membranaires, notamment des acides gras polyinsaturés, par 

les ROS et RNS (Marnett, 1999; Grimsrud et al., 2008). La formation de composés carbonylés 

réactifs lors de la peroxydation des lipides et de la glycoxydation des glucides induit un 

phénomène appelé « stress carbonyle ». Ce dernier se caractérise par la formation d'adduits et 

de liaisons croisées entre les composés carbonylés réactifs (RCC) et certains acides aminés des 
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protéines tissulaires, en particulier la lysine, la cystéine et l'histidine, entraînant ainsi la 

formation de protéines carbonylées (PCO). Cette accumulation conduit progressivement à une 

altération des fonctions protéiques, un dysfonctionnement cellulaire, une réponse inflammatoire 

et à l’apoptose (Grimsrud et al., 2008; Negre-Salvayre et al., 2008). 

Nos résultats ont montré une élévation significative du taux de PCO, ainsi qu’une augmentation 

très hautement significative des concentrations de MDA et d’AOPP chez les souris du groupe 

DMBA. Ces observations sont en accord avec les travaux de Kundaktepe et al. (2021), qui ont 

rapporté une augmentation similaire de ces biomarqueurs de stress oxydatif lors de l’induction 

du cancer mammaire par le DMBA. Le traitement à HP a entraîné une réduction des niveaux 

tissulaires de PCO et d’AOPP dans tous les groupes traités, ce qui corrobore les résultats de 

Méndez et ses collaborateurs, ayant démontré que la consommation combinée d’HP et de D-

fagomine prévient la carbonylation des protéines et la lipotoxicité chez les rats (Méndez et al., 

2023). 

Les niveaux de MDA ont diminué après l’administration d’HP, mais sans atteindre un seuil de 

significativité, indépendamment de la voie ou de la dose administrée. Il a été précédemment 

démontré que la supplémentation en DHA pouvait augmenter la production de MDA dans des 

lignées cellulaires cancéreuses dans un milieu acide (Dierge et al., 2021). Nous suggérons que 

cette modulation des taux de MDA après supplémentation en HP est liée à la présence d’acides 

gras polyinsaturés (AGPI) de type ω-3, qui peuvent agir comme cibles préférentielles des ROS, 

détournant ainsi l’attaque oxydative des lipides membranaires et protégeant la structure 

cellulaire contre la peroxydation lipidique. 

Les antioxydants enzymatiques (CAT, SOD et GPx) jouent un rôle clé dans la neutralisation 

des O₂•⁻ et H2O2, contribuant ainsi à la prévention de la cancérogenèse (Valavanidis et al., 2013; 

Xiao et al., 2021). Nos résultats ont révélé une diminution significative des taux de GPx et une 

réduction très hautement significative de la CAT dans le groupe DMBA. Il est bien établi que 

l’induction chimique du CSCc par le DMBA entraîne une diminution des concentrations des 

enzymes antioxydantes (Sagar et al., 2014; Subramanian et al., 2014). Les AGPI ω-3 présents 

dans l’HP jouent un double rôle : d’une part, ils activent les enzymes antioxydantes 

cytoprotectrices, et d’autre part, ils protègent l’intégrité cellulaire en servant de cibles aux 

attaques radicalaires ( Rhodes et al., 1994; Meital et al., 2019). Dans notre étude, les groupes 

traités par l’HP ont présenté des niveaux accrus des enzymes SOD, CAT et GPx. Ces résultats 

sont en accord avec ceux de Pedroza et son équipe qui ont montré que la supplémentation en 

HP améliore les capacités antioxydantes des enzymes SOD, GPx et CAT chez les rats (da Silva 
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Pedroza et al., 2015) ; De plus, il a été démontré que le DHA entraîne une augmentation des 

enzymes antioxydantes (SOD, CAT et GPx) dans les tissus du cancer du sein (Geng et al., 

2018).  

En tant qu'antioxydant biologique endogène non enzymatique, le GSH joue un rôle essentiel 

dans la protection contre les dommages oxydatifs et la détoxification des composés réactifs 

induits par le DMBA ( Suhail et al., 2015; Dasari et al., 2018).  Nos résultats ont montré une 

augmentation hautement significative des niveaux de GSH dans le groupe traité par DMBA. 

Sharma et ses collaborateurs ont démontré qu'au cours de l'induction tumorale par le DMBA, 

la concentration des métabolites du DMBA augmente dans les cellules tumorales, entraînant 

une élévation des niveaux de ROS, ce qui conduit à une consommation accrue de GSH (Sharma 

et al., 2016). En réponse à cette accumulation de ROS, les cellules tumorales peuvent activer 

des voies de signalisation redox, stimulant ainsi la synthèse de GSH pour maintenir des niveaux 

élevés et favoriser la survie et la progression tumorale (Kennedy et al., 2020).  

La supplémentation en HP a modifié les niveaux de GSH dans tous les groupes traités, avec des 

différences de signification légères selon la dose et la voie d'administration. Ces résultats sont 

cohérents avec des études menées sur des cellules tumorales de myélome, où il a été observé 

que les ω-3 régulent l'expression des enzymes clés de la synthèse du GSH, telles que GCLM et 

GSR (Chen et al., 2021). De plus, l'EPA et le DHA possèdent un potentiel antioxydant, grâce à 

leur capacité à réduire les niveaux de ROS endogènes, à améliorer le statut redox cellulaire et 

à moduler la signalisation des cytokines pro-inflammatoires tout en régulant les enzymes 

antioxydantes cytoprotectrices (Meital et al., 2019). 

Le NF-κB est un facteur de transcription central impliqué dans l'initiation et la progression des 

tumeurs. Il joue également un rôle clé dans la promotion de l'angiogenèse et de la métastase 

tumorale, tout en protégeant les cellules des signaux apoptotiques et nécrotiques (Tago et al., 

2019). Dans des conditions cytoplasmiques normales, les complexes NF-κB1 (RelA/p50, 

cRel/p50) et NF-κB2 (RelB/p100, RelB/p52) sont maintenus inactifs grâce à leur association 

avec des protéines inhibitrices, telles que IκBα pour RelA et p100 pour RelB. Lors de la 

stimulation de la voie classique (canonique) ou alternative (non canonique), ces inhibiteurs 

subissent une phosphorylation et une dégradation, ce qui libère les sous-unités NF-κB actives. 

Ces sous-unités se transloquent alors dans le noyau, où elles activent la transcription de gènes 

anti-apoptotiques (figure 51) (Baud & Jacque, 2008). La voie canonique de NF-κB cible des 

gènes impliqués dans des processus essentiels tels que la réponse immunitaire, la prolifération 

cellulaire, l'apoptose et la survie cellulaire. En revanche, la voie alternative induit la 
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transcription de gènes associés à la lymphogenèse et à la maturation des cellules B (Ben-Neriah 

& Karin, 2011; Yu et al., 2020). Lorsqu'une réponse immunitaire innée est déclenchée par le 

stress oxydatif, la voie de signalisation canonique de NF-κB est souvent activée (Ben-Neriah & 

Karin, 2011). Cette activation peut avoir un effet ambivalent sur le développement tumoral : 

d'une part, lors d'une inflammation aiguë, elle stimule l'activité des cellules immunitaires 

cytotoxiques, facilitant l'élimination des cellules altérées ; d'autre part, une inflammation 

chronique, souvent causée par l'activité tumorale, entraîne l'activation continue de NF-κB, ce 

qui peut soutenir divers processus pro-tumoraux (Dunn et al., 2004; Smyth et al., 2006). 

L'expression élevée des gènes NF-κB1 est souvent associée à la progression des tumeurs 

solides, où la signalisation dépend principalement de la voie canonique via RelA/p50 

(Kaltschmidt et al., 2018). En revanche, les tumeurs hématopoïétiques sont généralement liées 

à la signalisation NF-κB2, qui repose sur la voie non canonique impliquant RelB (Dos Santos 

et al., 2008). En effet, Kong et al. ont démontré que l'induction du cancer de la peau (CSCc) par 

le couple DMBA/TPA active la voie IκB/NF-κB1(Kong & Xu, 2018). Le DMBA est un 

puissant agent génotoxique capable d'induire des mutations dans l'oncogène H-ras-1, un 

événement initiateur fréquent dans la tumorigenèse (Mao et al., 2004). La GTPase-Ras mutante 

augmente l'activation transcriptionnelle des gènes cibles de NF-κB en phosphorylant la sous-

unité RelA, ce qui entraîne une hyperactivation de la voie canonique de NF-κB (Tago et al., 

2019). Une étude menée sur la lignée cellulaire murine CSC PAM 212 a révélé que 

l'augmentation de l'expression des gènes NF-κB1 est essentielle à la formation tumorale, 

agissant comme un commutateur moléculaire central qui induit des changements génotypiques 

et phénotypiques au cours de la progression maligne de ce type de cancer (Loercher et al., 

2004). De plus, dans un modèle murin de mélanome, il a été démontré que l'activation de la 

voie canonique NF-κB par IKK2 est essentielle pour initier la tumorigenèse médiée par H-ras 

(Yang et al., 2010). 

Des études antérieures ont mis en évidence une accumulation nucléaire des dimères RelB/p52 

dans les tumeurs mammaires murines expérimentales ( Romieu-Mourez et al., 2003; Demicco 

et al., 2005) , Il a également été démontré que l'inhibition de RelB entraînait une réduction de 

la prolifération des cellules tumorales, suggérant ainsi son implication dans la carcinogenèse 

mammaire (Demicco et al., 2005). De manière similaire, Wang et son équipe ont détecté une 

accumulation de RelB dans les cellules de cancer du sein invasif, indépendamment de la 

signalisation des œstrogènes. Dans ces cellules, RelB favorise l'expression du gène anti-

apoptotique Bcl2 (Wang et al., 2007). Par ailleurs, une forte expression de RelB a été observée 
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dans les noyaux des tissus atteints de cancer de la prostate, suggérant une implication de la voie 

alternative NF-κB dans les cancers solides (Baud & Jacque, 2008). De même, des mutations 

somatiques dans le gène IKK1 ont été identifiées dans le CSC, indiquant une corrélation inverse 

potentielle entre l'expression d’IKK1 et l’agressivité de ce cancer (Hu et al., 1999). En 

complément, l’équipe de Liu a souligné le rôle central d’IKK1 dans le développement du CSC 

humain. En analysant 114 échantillons de CSC humains par immunohistochimie, ils ont mis en 

évidence une corrélation inverse entre les niveaux d'expression d’IKK1 et l'agressivité du CSC 

(Liu et al., 2006). Ces observations corroborent les résultats de notre étude, qui montrent, chez 

les souris du groupe DMBA, une élévation très hautement significative de l’expression du gène 

NF-κB1, tandis que la sous-unité NF-κB2 conserve un niveau d’expression stable. Ces résultats 

suggèrent que le SCC invasif induit dans le groupe DMBA repose principalement sur la voie 

canonique NF-κB. En tenant compte de l’ensemble de ces données, nous proposons que 

l’activation de la voie NF-κB dans la carcinogenèse ne varie pas uniquement entre les tumeurs 

solides et hématopoïétiques, mais qu’elle dépend également du degré d’agressivité tumorale.  

Selon des recherches déjà publiées, les AG ω-3, en particulier l'EPA et le DHA, réduisent 

l'activation de NF-κB par plusieurs mécanismes. Ils activent les récepteurs PPAR, qui 

interfèrent avec la signalisation NF-κB. Ils réduisent également l'expression nucléaire de RalA 

et inhibent la dégradation de l'IκBα, retenant ainsi le NF-κB dans le cytoplasme (Mullen et al., 

2010; Bazan et al., 2011; Serhan, 2014). En raison de sa structure chimique hautement 

insaturée, le DHA s'intègre dans la membrane phospholipidique, où il augmente la fluidité, 

perturbe les microdomaines lipidiques. Cette intégration permet la modification des voies de 

transduction du signal intracellulaire impliquées dans la production de cytokines pro-

inflammatoires et l'expression des molécules d'adhésion (De Caterina et al., 2000). En modifiant 

l'environnement membranaire, le DHA réduit l'activation du récepteur de type Toll (TLR4), un 

récepteur pour les lipopolysaccharides (LPS), qui est l'un des signaux déclencheurs de NF-κB 

(Lee et al., 2001). De plus, des recherches antérieures ont démontré que, plus de ses propriétés 

inhibtrices de la voie NF-κB, l'EPA et le DHA induisent l'apoptose dans les cellules de myélome 

humain en activant la caspase-3. Cela se produit à la suite de modifications de la membrane 

mitochondriale, entraînant la perméabilisation de la membrane externe mitochondriale et la 

libération de facteurs pro-apoptotiques (Abdi et al., 2014). Ces résultats sont cohérents avec 

nos résultats histologiques après traitement avec 250 et 500 mg/kg/j d’HP. Nos résultats ont 

montré un effet inhibiteur de l’HP sur l'expression du gène NF-kB1, qui a augmenté 

significativement en fonction de doses. De plus, l'administration topique s'est révélée plus 
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efficace que le gavage. Dans deux expériences consécutives, Allam-Ndoul et ses collègues ont 

évalué les effets anti-inflammatoires de l'EPA et du DHA sur la lignée cellulaire de 

macrophages THP-1. Les résultats ont indiqué que la supplémentation en EPA et DHA, soit 

séparément, soit en combinaison, présentait un effet anti-inflammatoire dose-dépendant en 

inhibant l'expression génique et les niveaux de cytokines inflammatoires telles que TNFα, IL-

1B et IL-6, conduisant ainsi à la baisse la signalisation NF-κB (Allam-Ndoul et al., 2016, 2017). 

Nos résultats ont montré des taux très faibles de TNF-α chez tous les groupes témoins, ce qui 

est attendu chez une souris en bonne santé, en l'absence de réponse inflammatoire systémique 

ou de stress biologique. Une augmentation significative du TNF-α a été observée chez les souris 

soumises à la cancérogenèse chimique, indiquant que ce processus a bien induit une réponse 

inflammatoire. Cela est cohérent avec la littérature, qui rapporte que le TNF-α joue un rôle pro-

cancérogène en favorisant l’inflammation chronique, l’angiogenèse, et l’expression de 

marqueurs métastatiques, contribuant ainsi à la progression tumorale (Nenu et al., 2015). Il a 

également été démontré que l’exposition prolongée à de faibles niveaux de TNF-α favorise un 

phénotype pro-malignant, en stimulant la prolifération, l’invasion et la métastase des cellules 

tumorales (Szlosarek et al., 2006). Cette exposition est également associée à une augmentation 

du stress oxydatif, pouvant induire des dommages à l’ADN et favoriser la transformation 

maligne (Wheelhouse et al., 2003). Ces observations corroborent nos résultats histologiques et 

biochimiques qui montrent un aspect invasif de la tumeur et une augmentation des marqueurs 

de stress oxydatif chez les souris soumises à la cancérogenèse. 

Une approche intuitive serait de bloquer le TNF-α afin d’améliorer l’efficacité des thérapies 

anticancéreuses. Cependant, ce blocage pourrait également inhiber les réponses immunitaires 

anti-tumorales (Mercogliano et al., 2021). En effet, plusieurs études ont démontré que le TNF-

α peut induire l’apoptose des cellules tumorales. Il a notamment été observé que le TNF-α 

renforce l’apoptose des cellules de CSCc humain (SCC-13) et des kératinocytes immortalisés 

(HaCaT), tout en protégeant les kératinocytes humains normaux primaires (PNHK) de cette 

même apoptose, ce qui pourrait avoir des implications cliniques importantes (Kokolakis et al., 

2021). Ces résultats suggèrent que le TNF-α peut avoir un double effet, apoptotique dans les 

cellules tumorales et protecteur pour les cellules normales. 

Dans ce contexte, nos résultats sont particulièrement intéressants : nous avons observé une 

augmentation marquée du TNF-α chez les souris recevant les ω-3 en parallèle de la 

cancérogenèse, ce qui indique une modulation significative de la réponse inflammatoire. Ce 

résultat est d’autant plus intrigant que nous nous attendions initialement à une diminution du 
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TNF-α chez les souris traitées aux ω-3. Cependant, en nous appuyant sur la littérature, nous 

suggérons que cette augmentation pourrait en réalité jouer un rôle clé dans la régression 

tumorale, en favorisant l’apoptose des cellules cancéreuses, ce qui est confirmé par nos 

observations morphologiques et histologiques. 

Il est généralement admis que le TNF-α active la voie NF-κB, favorisant ainsi la prolifération 

tumorale. Cela correspond aux observations faites chez les souris soumises à la cancérogenèse 

chimique. Toutefois, chez les souris traitées aux ω-3, l’augmentation du TNF-α s’est 

accompagnée d’une diminution de l’expression génique du NF-κB. Ce paradoxe peut être 

expliqué par un mécanisme de rétroaction négative bien documenté entre le TNF-α et NF-κB. 

En effet, le TNF-α active la kinase IKK, qui phosphoryle l’inhibiteur IκBα, entraînant sa 

dégradation et la libération de NF-κB vers le noyau. Cependant, NF-κB induit également la 

transcription de IκBα, qui, une fois synthétisé, inhibe à nouveau NF-κB, aboutissant ainsi à une 

diminution progressive de son activité (Moss et al., 2012). Une étude a également montré que 

chez des souris déficientes en IκBα, la signalisation NF-κB est prolongée en réponse au TNF-

α, mettant en évidence le rôle essentiel de cette boucle de rétroaction (Shih et al., 2009). 

Le rôle des ω-3 dans la sécrétion de TNF-α reste controversé, car il varie selon le contexte 

expérimental, le type cellulaire étudié et les conditions de stimulation. Certains travaux 

rapportent une diminution du TNF-α, attribuée aux effets anti-inflammatoires des ω-3, 

notamment via la polarisation des macrophages vers un phénotype M2, connu pour ses 

propriétés immunosuppressives (Gutiérrez et al., 2019). À l’inverse, d’autres études montrent 

une augmentation du TNF-α dans des contextes spécifiques, en particulier en présence de 

stimuli immunitaires ou tumoraux. En effet, il a été rapporté que l’huile de poisson alimentaire 

augmente le nombre de macrophages spléniques sécrétant TNF-α et IL-10 (Petursdottir & 

Hardardottir, 2007). De plus, une autre étude a observé que les oméga-3 stimulent la sécrétion 

de TNF-α par les macrophages péritonéaux résidents murins en réponse à une stimulation par 

le lipopolysaccharide (LPS) (Skuladottir et al., 2007). Ces observations suggèrent que 

l’augmentation du TNF-α observée dans notre étude pourrait traduire une activation 

immunitaire bénéfique, jouant un rôle dans la réponse anti-tumorale. Or, nos résultats de la 

formulation sanguine ont indiqué que le traitement à l’HP induit une réduction significative du 

nombre de monocytes circulant. Ainsi, l’augmentation marquée du TNF-α observée chez les 

souris traitées suggère l’intervention d’autres sources, telles que les kératinocytes tumoraux 

(Köck et al., 1990). Dans ce contexte, la production de TNF-α pourrait refléter une réponse 

inflammatoire anti-tumorale, contribuant à la régression observée des lésions cutanées.  
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Pour récapituler, nos résultats suggèrent que le TNF-α joue un rôle ambivalent, à la fois pro-

inflammatoire et pro-apoptotique dans les cellules tumorales. L’administration d’ω-3 aux souris 

soumises à la cancérogenèse a entraîné une augmentation très marquée du TNF-α, ce qui, loin 

d’être délétère, semble stimuler la réponse immunitaire anti-tumorale. L’exposition prolongée 

à des niveaux élevés de TNF-α pourrait avoir déclenché une boucle de rétro-régulation de NF-

κB, réduisant ainsi son activité transcriptionnelle et favorisant l’apoptose des cellules 

tumorales. Ces observations suggèrent que, dans ce contexte précis, le TNF-α a activé la voie 

apoptotique plutôt que la voie pro-survie, ce qui pourrait avoir des implications thérapeutiques 

intéressantes. 
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Conclusion et perspectives  

   Sur la base de l’ensemble de nos résultats, nous concluons que l’huile de poisson possède des 

propriétés chimiopréventives significatives, inhibant le développement du carcinome 

spinocellulaire cutané (CSCc) chimiquement induit par le couple DMBA/HC chez les souris 

Swiss albinos. Bien que les acides gras ω-3 subissent des transformations métaboliques au 

niveau du tractus gastro-intestinal, l’administration orale de l’HP exerce néanmoins un effet 

inhibiteur sur la carcinogenèse chimique cutanée. 

Nos résultats suggèrent que l’effet anticancérogène des ω-3 passe par une régulation négative 

du signal NF-κB1, probablement en lien avec une augmentation du taux de TNF-α. La 

diminution du nombre de leucocytes inflammatoires circulants suggère que d’autres 

populations cellulaires pourraient être impliquées dans la production de TNF-α détecté, 

notamment les kératinocytes ou les cellules tumorales elles-mêmes. 

Par ailleurs, les ω-3 participent à la restauration de l’équilibre du système antioxydant en 

renforçant les défenses enzymatiques (SOD, CAT, GPx) et non enzymatiques (GSH), tout en 

réduisant les marqueurs du stress oxydatif, notamment la carbonylation des protéines (PCO) et 

l’oxydation avancée des protéines (AOPP). Enfin, la diminution du taux sérique de LDH 

indique une inhibition du métabolisme anaérobie, caractéristique des cellules cancéreuses, 

renforçant ainsi l’hypothèse d’un effet métabolique des ω-3 dans la suppression de la 

progression tumorale. 

Ces effets protecteurs sont plus marqués avec l’application topique qu’avec l’administration 

orale. Toutefois, l’efficacité de la voie orale dépend de la dose administrée. À cet égard, la dose 

maximale de 500 mg/kg/j d’ω-3 a entraîné une inhibition significative du processus de 

carcinogenèse, confirmée tant morphologiquement qu’histologiquement. Cela suggère que, 

sous un dosage approprié, la voie orale peut être aussi efficace que la voie topique. 

En perspective… Cette étude présente certaines limitations. Premièrement, une évaluation plus 

approfondie des espèces réactives de l'oxygène (ERO) et des cytokines pro-inflammatoires 

telles que TGF-β, IL-1 et IL-6 aurait permis de mieux caractériser les mécanismes impliqués 

dans l'effet préventif observé. Deuxièmement, une analyse des formes phosphorylées des 

Mitogen-Activated Protein Kinases (MAPK), impliquées dans la signalisation de NF-κB, aurait 

pu révéler d’éventuelles anomalies associées à la surexpression de NF-κB1. 
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Dans cette perspective, nous envisageons d’approfondir nos recherches en explorant, sur des 

lignées cellulaires en culture, l’effet distinct des deux principaux oméga-3, la DHA et l’EPA. 

Nous évaluerons notamment l’activation des formes phosphorylées des MAPK (ERK1/2, 

JNK1/2, p38) par Western blot, ainsi que l’implication des récepteurs associés à la transduction 

des signaux apoptotiques et prolifératifs. Compte tenu de la complexité du cancer, la durée de 

l’étude reste un facteur limitant, ne permettant pas d’évaluer pleinement l’effet préventif de 

l’huile de poisson (HP) à long terme. Des investigations prolongées seront donc nécessaires 

pour confirmer la durabilité et l’ampleur de son impact. 

Au vu des résultats, nous avons également formulé l'hypothèse que le mode d'action des ω-3 

contre la cancérogenèse repose sur une expression importante et chronique de TNFα. ceci 

induirait une diminution du signal NFκB, levant ainsi l'inhibition des mécanismes apoptotiques. 

Cependant, ces suppositions nécessitent d’être consolidées par des analyses complémentaires. 

Dans cette perspective, une approche in vitro permettrait de confirmer le rôle clé du TNFα en 

le neutralisant à l’aide d’un inhibiteur spécifique tel que l’Etanercept. Si l’effet anticancéreux 

des ω-3 était atténué ou supprimé, cela renforcerait l'idée que le TNFα est un médiateur essentiel 

de leur action. Dans le cas contraire, d’autres voies moléculaires pourraient être impliquées. 

De même, l’utilisation d’un inhibiteur spécifique de NFκB, tel que le Bay 11-7082 (inhibiteur 

de IKK), permettrait d’évaluer si son inhibition potentialise l'effet des ω-3, apportant ainsi des 

preuves supplémentaires du lien entre ces deux acteurs. 

Par ailleurs, une analyse de la translocation des sous-unités de NFκB par immunofluorescence 

serait essentielle pour démontrer que la diminution du signal NFκB induite par le TNFα se 

produit à l’échelle cellulaire et non uniquement au niveau de l’expression génique. 

Afin d’établir plus fermement le lien entre TNFα et NFκB, une analyse des gènes régulés par 

NFκB en présence de TNFα, tels que Cyclin D1, Bcl-2 et COX-2, permettrait de préciser les 

mécanismes sous-jacents. 

Enfin, il serait souhaitable de confirmer le rôle pro-apoptotique du TNFα par des analyses 

complémentaires, telles qu’un Western blot ciblant la caspase-3 clivée et le rapport Bax/Bcl-2, 

ainsi qu’un test TUNEL pour détecter l’apoptose in situ. 
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ABSTRACT
This study investigated the chemopreventive mechanisms of fish oil (FO) at different doses and administration routes in skin
carcinogenesis induced by 7,12-dimethylbenz[a]anthracene (DMBA) and croton oil (CO) in Swiss albino mice. Seventy mice were
divided into 10 groups, including controls and those receiving FO either orally or topically, with or without the carcinogenesis
protocol. Warts were morphologically analyzed. Anatomopathological analysis, qRT-PCR of nuclear factor kappa B (NF-қB)
subunits’ gene expression, and evaluation of oxidative parameters were conducted. Anatomopathological analysis revealed a
presence of invasive squamous cell carcinoma (SCC) in DMBA group. Both oral (500mg/kg/day) and topical FO treatment showed
no signs of cancer, while oral administration at 50 mg/kg/day had no therapeutic effect, and 250 mg/kg/day resulted in low-
grade malignancy. Both oral (250 and 500 mg/kg/day) and topical FO significantly reduced NF-кB1 gene expression, alleviated
oxidative stress markers, and restored antioxidant enzyme activities compared to the DMBA group. FO shows dose-dependent
chemopreventive effects, with oral administration potentially as effective as topical application when using an appropriate
dosage. The development of SCC is linked to the stress status and the upregulation of the canonical NF-κB pathway, while FO’s
chemoprotective effects likely result from its downregulation.

1 Introduction

The skin is a part of the tissue system and is the biggest organ in
the humanbody [1]. Several factors contribute to the development

of skin cancers, including atopy, exposure to ultraviolet radiation,
aging, stress, pollution, and in some cases chemical substances.
7,12-Dimethylbenz[a]anthracene (DMBA), a polycyclic aromatic
hydrocarbon classified as an organ-specific carcinogen, is notably

Abbreviations: AOPP, advanced oxidation protein products; CAT, catalase; CO, croton oil; DHA, docosahexaenoic acid; DMBA, 7,12-dimethylbenz[a]anthracene; EPA, eicosapentaenoic acid; FO, fish
oil; GPx, glutathione peroxidase; GSH, reduced glutathione; H2O2, hydrogen peroxide; IKK1/IKK2, inhibitor NF-қB kinase; IқB, NF-қB inhibitor; LC-PUFAs, long-chain polyunsaturated fatty acids;
LPO, lipid peroxidation; MDA, malondialdehyde; NF-қB, nuclear factor kappa B; NIK, NF-қB-inducing kinase; PCO, protein carbonyl; RNS, reactive nitrogenated species; ROS, reactive oxygenated
species; SCC, squamous cell carcinoma; SOD, superoxide dismutase; TNF, tumor necrosis factor; TRAF3, TNF receptor-associated factor 3; ω-3 FAs, omega-3 fatty acids.
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prevalent in skin tumor induction protocols [2]. Skin carcinogen-
esis induced by DMBA and croton oil (CO) is often characterized
by stages of initiation, promotion, and progression, closely resem-
bling the natural development of human tumors [3]. Progression
through these phases involves numerous genetic mutations as
well as alterations in molecular and cellular mechanisms. The
Hras1 gene is identified as a pivotal target during the initiation
phase, with DMBA primarily inducing a mutation by converting
the purine base (A) to the pyrimidine base (T) at codon 61 of
the Hras1 gene [4]. During the promotion phase, mutant cells
form clones that possess a proliferative advantage over neigh-
boring cells, enabling selective expansion. This clonal growth
of nucleated cells leads to epidermal hyperplasia, culminating
in the formation of papillomas characterized by a stromal core
surrounded by hyperplastic epidermis [5].

This specific type of cancer arises from a culmination of various
cellular and molecular changes. Oxidative stress, particularly
during initiation, plays a pivotal role in the onset and progression
of the disease [6]. The overproduction of oxygenated (ROS) and
nitrogenated (RNS) reactive species creates an imbalance due to
antioxidants’ inability to neutralize these destabilizingmolecules.
Structural and functional damage induced by increased oxidative
stress triggers various apoptotic signals that eliminate the dam-
aged cells. During tumorigenesis, cancerous cells emit multiple
anti-apoptotic and proliferative signals, including nuclear factor
kappa B (NF-қB), which promote survival, angiogenesis, and
tumor development [7, 8].

The NF-қB family consists of five subunits: RelA (p65), c-
Rel, RelB, p50, and p52 (Figure 1). There are two pathways of
NF-қB signaling: the canonical and noncanonical (alternative)
pathways. In the canonical pathway,NF-қBdimers (RelA/p50 and
c-Rel/p50) are bound to IқBα in the cytoplasm. Stimulation by
cytokines, growth factors, and cellular stresses such as oxidative
stress, radiation, or genotoxic agents induces phosphorylation of
IKK2, which subsequently phosphorylates IқBα. Upon degrada-
tion of IκBα via polyubiquitination, NF-κB dimers translocate
to the nucleus, where they bind to specific DNA target sites,
inducing the transcription of antiapoptotic genes and promoting
tumor growth. In the noncanonical pathway, NF-қB-inducing
kinase (NIK) interacts with TNF receptor-associated factor 3
(TRAF3) in the cytoplasm. Stimulation by members of the
tumor necrosis factor (TNF) family, such as lymphotoxin β,
induces membrane translocation of this dimer, leading to degra-
dation of TRAF3, phosphorylation of NIK, and subsequently,
phosphorylation of IKK1 via NIK. In the cytoplasm, RelB is
associated with P100 (the precursor of p52) as an inhibitor,
or with both P100 and p50. IKK1 phosphorylates p100, trig-
gering proteasomal processing that either fully degrades p100
and releases the RelB/p50 dimer, or partially degrades p100 to
release the RelB/p52 dimer. Finally, the nuclear translocation
of these released NF-қB dimers (RelB/p50, RelB/p52) leads to
transcription of target genes [9]. Fish oil (FO) is rich in long-chain
polyunsaturated fatty acids (LC-PUFAs), particularly omega-3
fatty acids (ω-3 FAs), which have at least one double bond
between the third and fourth carbons from the omega end. The
primary ω-3 FAs in FO are eicosapentaenoic acid (EPA) and
docosahexaenoic acid (DHA) [10, 11]. The dietary precursor α-
linolenic acid is essential in mammals for synthesizing ω-3 FAs.
However, direct absorption from food sources offers a more

efficient assimilation pathway compared to the synthesis process,
which involves multiple elongation and desaturation phases
[11]. ω-3 FAs are predominantly found in chloroplasts of green
plants, plankton, and algae. Their concentration significantly
increases up the food chain, leading to comparatively high
levels in seafood and marine fish, particularly in their flesh
[12]. Studies have demonstrated the beneficial health effects of
ω-3 FAs, specifically EPA and DHA, which act as modulators
of membrane protein function, precursors to lipid mediators,
and regulators of transcription [12]. After intestinal absorption,
EPA and DHA are transported via chylomicrons to the liver.
There, ω-3 FAs are incorporated into the phospholipid and
triglyceride components of very low-density lipoproteins (VLDL)
and secreted into the bloodstream, where they are delivered
to peripheral tissues for various metabolic functions. These
include the synthesis of cellular membranes by integrating into
glycerophospholipids, thereby modulating membrane fluidity,
flexibility, and structural integrity. Additionally, ω-3 FAs serve as
precursors for pro-resolving lipid mediators (such as resolvins,
protectins, and maresins), which facilitate the resolution of
inflammation and mitigate oxidative stress. Furthermore, they
influence key signaling pathways involved in cell growth, dif-
ferentiation, and the maintenance of tissue homeostasis [10,
13–15]. ω-3 FAs reduce circulating triglycerides and VLDL lev-
els primarily by acting as ligands for nuclear receptors such
as peroxisome proliferator-activated receptor alpha (PPAR-α).
Activation of PPAR-α stimulates β-oxidation of FAs in the mito-
chondria and peroxisomes, thereby decreasing the availability
of FAs for triglyceride synthesis and reducing hepatic VLDL
secretion, which helps prevent cardiovascular diseases [16].
Moreover, by acting as ligands for the nuclear receptors PPAR-
γ and modulating signaling pathways downstream of cytokine
receptors like Interleukin 1 and 6 (IL-1, IL-6) and TNF, EPA,
and DHA influence the expression of NF-κB genes, which are
closely associated with inflammation [17, 18]. In recent decades,
researchers have extensively studied the effects of EPA and DHA
on a range of syndromes and diseases, including inflammation,
cardiovascular disease, and cancers like colon, breast, and brain
cancer [19–22].

The objective of this study was to assess the preventive effect of
FO on DMBA/CO-induced two-stage squamous cell carcinoma
(SCC) in Swiss albino mice. We compared, for the first time,
the impact of FO dose and delivery method, and examined the
expression of NF-kB 1 and NF-kB 2 genes to understand the
molecular mechanisms involved in EPA and DHA’s preventive
actions in skin carcinogenesis. The morphological assessment
included determining the incidence, number, and volume of
papillomas per mouse and per group, as well as calculating the
V/N ratio. The potential chemopreventive effect of FO was eval-
uated through histopathological analysis. Additionally, oxidative
stress parameters were measured.

2 Experimental Section

2.1 Animals

Male Swiss albino mice, aged 4 weeks and weighing approxi-
mately 30 g, were procured from the animal care department
of the Pasteur Institute of Algiers, Algeria. The mice were
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FIGURE 1 Diagram of canonical and noncanonical signaling pathways of NF-қB. (This figure was designed based on data available in the existing
literature on the canonical and non-canonical signaling pathways of NF-қB. It is intended to illustrate the molecular mechanisms discussed in the work
and does not represent the experimental results obtained in this study).

individually housed in polypropylene cages, which were dis-
infected every 72 h. They were maintained under a natural
photoperiod, with ambient temperature kept stable at 25 ± 5◦C
and relative humidity at 40 ± 5%. The mice were fed a standard
diet (supplied by the National Livestock Feed Office of Oued
Fragha, Guelma, Algeria) and provided with tap water ad libi-
tum. A 1-week acclimatization period was allowed prior to the
commencement of the experiment.

2.2 Chemicals

The FO ω-3 FAs were obtained from Natural Factors (Canada).
Each 5mL of this FO provides 2630mg of totalω-3 FAs, including
1500 mg of EPA and 750 mg of DHA. DMBA, CO, and all other
chemicals used for histopathological and oxidative stress analyses
were purchased from Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO), and
were of analytical grade.

2.3 Experimental Protocol

Seventy mice were allocated into 10 groups (n = 7) (Figure 2):

Given that 1 mL of FO contains 526 mg ofω-3 FAs, the 30 gmouse
was administered ω-3 FAs either by gavage or topically for 16
weeks as follows:

∙ Group (C): control, Mice were treated with acetone instead of
DMBA and CO, and with physiological water instead of FO.

∙ Group (FO G1): Mice received 150 mg/kg of ω-3 FAs by oral
gavage every 3 days, which corresponds to an average daily
dose of 50 mg/kg/day (human equivalent dose « HED »:
4.05 mg/kg/day).

∙ Group (FO G2): Mice received 750 mg/kg of ω-3 FAs by oral
gavage every 3 days, which corresponds to an average daily
dose of 250 mg/kg/day (human equivalent dose « HED » :
20.27 mg/kg/day).

∙ Group (FO G3): Mice received 1500 mg/kg of ω-3 FAs by oral
gavage every 3 days, which corresponds to an average daily
dose of 500 mg/kg/day (human equivalent dose « HED » :
40.54 mg/kg/day).

∙ Group (FO T): mice received 100 µL of FO by topical applica-
tion every 3 days, which corresponds to an average daily dose
of 584 mg/kg/day.
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FIGURE 2 The experimental design procedure.
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∙ Group (DMBA): mice received 100 µg DMBA/100 µL acetone
and 100 µL CO at 1%.

∙ Group (D/FO G1): mice received DMBA/CO/FO
(50 mg/kg/day) by oral gavage.

∙ Group (D/FO G2): mice received DMBA/CO/FO
(250 mg/kg/day) by oral gavage.

∙ Group (D/FO G3): mice received DMBA/CO/FO
(500 mg/kg/day) by oral gavage.

∙ Group (D/FO T): mice received DMBA/CO/FO, 100 µL
(584 mg/kg/day) by topical application.

The highest human equivalent dose of 40.54 mg/kg/day, calcu-
lated using standard conversion factor, could be achieved through
a regular diet, by consuming adequate amounts of fatty fish daily.
However, it is more easily attained through dietary supplements,
depending on the context of potential therapeutic application.

The oral doses were selected based on preclinical studies reported
in the literature [23, 24]. Considering that the mice used in
this study were 4 weeks old and weighed only 30 g, placing
them in the juvenile development stage, a critical factor for
carcinogenesis, we selected a maximum dose well below the
known toxicity threshold, as determined in an acute toxicity study
conducted on adult rats (2820 mg/kg/day) [25]. In a subchronic
study, the same team reported that adult rats can tolerate doses
of up to 976 mg/kg/day [26]. Since our study is chronic, this
precaution was taken to ensure safety, as the metabolic capacity
of young mice may differ from that of adults, making them more
susceptible to higher doses.

A single dose was used for topical application due to method-
ological and biological constraints. Indeed, topical application is
limited by the available surface area, which restricts the amount
of product that can be applied in a uniformand reproducibleman-
ner. Therefore, the topical application was optimized to deliver
a standardized dose that was practical within the experimental
conditions.

The chemical carcinogenesis protocol for mice involved weekly
application of a DMBA solution (100 mg/100 µL acetone) for 4
consecutive weeks. Two weeks after the final DMBA application,
a CO solution (1% in acetone) was applied three times weekly to
approximately 3 cm2 of the shaved dorsal surface. After 16 weeks,
papilloma volumes weremeasured. All animals were euthanized,
and skin tissues were harvested for analysis.

2.4 Morphological Assessment

After completing the protocol period, skin tumorsweremeasured
using a caliper, and the following analyses were conducted:

∙ Tumor incidence: [(number of mice with papillomas/total
number of mice in the group) × 100].

∙ Mean number of papillomas per mouse (N).

∙ Cumulative number of papillomas in the group.

∙ Mean tumor volume per mouse (V) (mm3).

∙ Tumor burden per group (mm3).

The volumes of papillomas were calculated using the formula: V
(mm3)= 4/3πr3, where, r is themean tumor radius inmillimeters
[27].

The ratio of the total volume of papillomas (V) to the number of
papillomas per group (N), known as theV/N ratio, was calculated.

2.5 Preparation of Homogenates

The minced skin tissue samples were homogenized in Tris-
buffered saline (TBS, 50 mM, pH 7.4) and centrifuged at
10 000 rpm for 15 min at 4◦C. The resulting supernatant was used
for oxidative stress assays. Protein content in the homogenates
was determined using the Bradford method [28], with bovine
serum albumin as the standard.

2.6 Histopathological Analysis

The collected skin tissues were fixed in 10% formaldehyde
for hematoxylin and eosin staining. After fixation, samples
were dehydrated through a series of increasing alcohol con-
centrations and embedded in low-melting-point paraffin wax.
Sections of 2–5 µm thickness were prepared and stained with
hematoxylin and eosin. Finally, these sections were examined
under a digital microscope for evaluation (OX-2000X, 1200 W
pixels—China).

2.7 Determination of Lipid Peroxidation (LPO)

The quantitative measurement of LPO was conducted using the
thiobarbituric acid reactive substances (TBARS) assay, which
determines the condensation rate of malondialdehyde (MDA). A
volume of tissue homogenate was added to a reaction mixture
containing 150 µL of TBS buffer and 375 µL of Trichloroacetic
Acid-ButylatedHydroxytoluene (TCA-BHT).After centrifugation
at 1000× g for 10min at 4◦C, 400 µL of the supernatant wasmixed
with 80 µL of 0.6MHCl and 320 µL of TBS buffer. Themixturewas
then incubated at 80◦C for 10min. The absorbance of the resulting
complex was measured spectrophotometrically at 530 nm, and
the concentration of TBARS was calculated using an extinction
coefficient of 1.56 × 105/(M cm).

2.8 Determination of Advanced Oxidation
Protein Products (AOPP)

The sample volume was mixed with four volumes of phosphate-
buffered saline (PBS, pH 7.5). Subsequently, 60 µL of potassium
iodide (KI) and 120 µL of acetic acid were added to the mixture.
The absorbance of the resulting reaction was measured immedi-
ately. The concentration of AOPP for each sample was calculated
using an extinction coefficient of 261/(cmmM), and the results
were expressed as nmol AOPP/mg of protein.
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2.9 Determination of Protein Carbonyl (PCO)
Content

Tissue levels of PCO were determined spectrophotometri-
cally. Samples were incubated with 2,4-dinitrophenylhydrazine
(DNPH). After protein precipitation with trichloroacetic acid
(TCA) and washing with ethyl acetate (v/v), the pellets were
dissolved in guanidine andmeasured at 370 nm. PCO content was
calculated using themolar extinction coefficient of DNPH (ε= 2.2
× 104/(cmM) and expressed as nmol of PCO/mg of protein.

2.10 Determination of Superoxide Dismutase
(SOD) Activity

SOD activity in the skin homogenate was assessed based on its
ability to inhibit the reduction of nitroblue tetrazolium (NBT),
resulting in a blue color formation. A mixture containing 50 µL
of homogenate, 1830 µL of PBS (pH 7.8), 1 mL of ethylenedi-
aminetetraacetic acid (EDTA)/methionine (0.3 mM), 85 µL of
NBT (2.6 mM), and 22 µL of riboflavin (0.26 mM) was prepared.
The results were expressed as International Units per mg of
protein (IU/mg protein), representing the amount of enzyme
required to inhibit the NBT reduction rate by 50%.

2.11 Determination of Catalase (CAT) Activity

CAT activity was determined by measuring the decomposition
rate of hydrogen peroxide (H2O2) through changes in absorbance
at 240 nm over a period of 1 min. For the assay, 780 µL of PBS (pH
7.5), 200 µL ofH2O2 (500mM), and 20 µL of the tissue supernatant
were mixed to a final volume of 1 mL. Enzyme activity was
calculated using an extinction coefficient of 0.043/(mM cm).
Results were expressed as µmol of H2O2 decomposed per minute
per mg of protein (µmol H2O2/min/mg protein).

2.12 Determination of Glutathione Peroxidase
(GPx) Activity

The measurement of GPx enzyme activity involved the reduction
of H2O2 using reduced glutathione (GSH), which is converted
to glutathione disulfide (GSSG). Initially, 0.2 mL of homogenate
was combined with 0.4 mL of GSH (0.1 mM) and 0.2 mL of TBS
buffer. After incubation in 25◦C water bath for 5 min, 0.2 mL of
H2O2 (1.3 mM) was added. The reaction was halted after 10 min
by adding 1 mL TCA (1%). Following centrifugation at 3000 rpm
for 10 min, 0.48 mL of supernatant was mixed with 2.2 mL of
Na2HPO4 (0.32 M) and 0.32 mL of 5,5′-dithiobis (2-nitrobenzoic
acid) (DTNB) (1 M). The absorbance was measured at 412 nm.
Results were expressed as µmol of reduced glutathione con-
sumed per minute per milligrams of protein (µmol GSH/min/mg
protein).

2.13 Determination of Reduced Glutathione
(GSH) Content

GSH levels were determined by measuring the formation of
a yellow color upon reaction with DTNB, which reacts with

sulfhydryl groups. Briefly, tubes containing 800 µL of homogenate
supernatant and 200 µL of 0.25% sulfosalicylic acid were cen-
trifuged at 1000 rpm for 15 min. Next, 500 µL of the resulting
supernatant was mixed with 10 mM DTNB, 25 µL of phosphate
buffer (0.1 M, pH 7.4), and 500 µL of phosphate. The absorbance
was then measured at 412 nm.

Total glutathione (GSH) content was expressed as nmol of GSH
per mg of protein (nmol GSH/mg protein).

2.14 Extraction and Quantification of RNA for
NF-қB Gene Expression

2.14.1 Extraction of Total RNA

The tissue fragments were pulverized with liquid nitrogen, and
total RNA was extracted using NucleoZOL (Macherey-Nagel,
CA, USA). RNA purity and concentration were assessed using a
Nanodrop spectrophotometer (Thermo Scientific 8000) with an
A260/280 ratio approximately equal to 2, confirming high purity
and efficiency of the extracted RNA.

2.14.2 Reverse Transcription and PCR

Total RNA was incubated at 65◦C for 5 min using random
hexamers in a thermocycler (Applied Biosystems SimpliAmp).
Subsequently, cDNA was synthesized using reverse transcriptase
(Invitrogen, SuperScriptTM IV Reverse Transcriptase, catalog
number 18090050) following the manufacturer’s protocol.

2.14.3 Quantitative Real-Time PCR (qRT-PCR)

The qRT-PCR reaction was conducted using the Applied
Biosystems QuantStudio 5 system, with triplicate reactions
performed for each sample. Each reaction had a total volume
of 10 µL, containing 5 µL of SYBR Green PCR Master Mix
(Power SYBR), 0.3 µM of each forward and reverse primer,
and 10 ng of cDNA. Amplification was detected over 40 cycles
at 95◦C for 15 s, 56◦C for 15 s, and 72◦C for 1 min. Relative
quantification was determined using the 2−∆∆Ct analysis method,
using β-actin as the reference gene. Primer sequences were
synthesized by Macrogen Singapore and validated using Primer-
BLAST. β-actin: Forward: GTAAAGACCTCTATGCCAACA
Reverse: GGACTCATCGTACTCCTGCT, NF-kB1:
Forward: GAAATTCCTGATCCAGACAAAAAC
Reverse: ATCACTTCAATGGCCTCTGTGTAG, NF-kB2
Forward: CTGGTGGACACATACAGGAAGAC, Reverse:
ATAGGCACTGTCTTCTTTCACCTC.

3 Statistical Analysis

All data are presented as mean ± standard error of the mean
(SEM). Tumor volumes were analyzed using Student’s t-test,
while other experiments were assessed by one-way analysis of
variance (ANOVA) followed by Sidak test multiple comparisons
using GraphPad PRISM version 7 (GraphPad software, Inc., La
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TABLE 1 Effect of oral and topical administration of FO on DMBA/CO induced papillomas in Swiss albino mice.

DMBA D FO/G1 D FO/G2 D FO/G3 D FO/T

Incidence (%) 100 (7/7) 100 (7/7) 85.7 (6/7) 100 (6/7) 71.4 (5/7)
Mean number (N) of papillomas
per mouse

8.8 ± 2.29 7 ± 1.49 4.8 ± 0.87* 2.8 ± 0.55* 4.2 ± 1.28*

Cumulative number (N) of
papillomas

62 42 21 20 24

Mean tumor volume (V) per
mouse (mm3)

92.60 ± 10.25 66.05 ± 25.77 34.87 ± 5.92*** 28.65 ± 4.83*** 15.87 ± 5.22***

Tumor burden per group (mm3) 745.8 ± 25.40 355.4 ± 47.69 109 ± 5.48*** 68.18 ± 7.94*** 50.85 ± 5.74***

V/N ratio 12.02 8.46 5.19 3.4 2.11

Note: Data are presented as mean ± SEM (n = 7).
*p ≤ 0.05.
***p ≤ 0.001 compared to the DMBA group, as analyzed using Student’s t-test unpaired.

Jolla, CA, USA). Statistical significance was determined at p ≤

0.05 for all tests.

4 Results and Discussion

4.1 Morphological Analysis

The results from topical application of DMBA/CO demonstrated
a 100% tumor incidence with a substantial cumulative number
of papillomas and tumor burden (Table 1). Both topical and
oral administration of FO at a doses of 250 and 500 mg/kg/day
significantly reduced the mean number (*p ≤ 0.05) and vol-
umes (***p ≤ 0.001) of papillomas as well as overall tumor
burden (***p ≤ 0.001) compared with DMBA group, and also
decreased tumor incidence. Oral administration of FO at a dose
of 50mg/kg/day showed less impact. Furthermore, we observed a
decrease in theV/N ratio in all FO-treated groups compared to the
DMBA-only group (12.02). This reduction was more pronounced
with topical application of FO compared to oral administration
V/N (DMBA) > V/N (D FO/G1) > V/N (D FO/G2) > V/N (D FO/G3) > V/N
(D FO/T).

Mice in the DMBA group exhibited numerous papillomas with
clearly defined irregular outlines (Figure 3). Most papillomas
appeared pink, with some areas showing black pigmentation.
Papillomas in mice from the D/FO G1 group exhibited a similar
appearance to those in the DMBA group. However, mice in the
D/FOG2, D/FOG3, andD/FOT groups showed fewer papillomas
with regular outlines and a predominantly pink coloration. In
contrast, mice in the control groups, FO G1, FO G2, FO G3, and
FO T displayed healthy skin with normal color and texture.

4.2 Histopathological Analysis

Microscopic examination of histological skin sections from the
DMBA group revealed mature and invasive SCC that was ker-
atinized and well-differentiated, exhibiting areas of necrosis
(Figure 4). Additionally, we observed anisocariosis, anisocytosis,
and basophilia due to the presence of hyperchromatic nuclei.
Furthermore, the tumor exhibited a capsule with keratinized

pearls and a fibro-inflammatory stroma, accompanied by dis-
organization of tissue architecture and a necrotic-hemorrhagic
appearance.

The administration of 50 mg/kg/day of ω-3 FAs (D/FO G1 group)
had no discernible impact compared to the DMBA group. A
noninvasive SCC was observed, characterized by the presence of
an intraepidermal tumor capsule. Histological sections exhibited
nuclear polymorphism, along with anisocariosis, anisocytosis,
basophilia, and disorganization of tissue architecture.

Histological sections from mice treated with 250 mg/kg/day of
ω-3 FAs concurrent with carcinogenesis (D/FO G2) exhibited
signs of low-grade malignancy. Features included anisocytosis,
anisokaryosis, pyknotic, and karyorrhectic nuclei, indicative of
cell apoptosis. The histological sections from the group treated
with 500 mg/kg of ω-3 FAs (D/FO G3) revealed a near-normal
appearance, with some evidence of anisokaryosis and no signs
of malignancy. Sections from mice treated topically with FO
concurrent with carcinogenesis (D/FO T) showed tissues with a
normal appearance and absence of malignancy signs. All mice in
the control, FO G1, FO G2, FO G3, and FO T groups exhibited
normal tissue architecture.

These results underscore the dose- and route-dependent anticar-
cinogenic effects of FO.DMBAhas been shown to promote in-situ
tumor growth. The inflammation and oxidative stress induced
by tumorigenesis accelerate the initiation and progression of
these tumors [2]. The anomalies resulting from the DMBA-
induced cancer protocol vary depending on the time interval
between the noninvasive lesion stage and themetastatic stage [29,
30]. Studies have reported that a 16-week treatment period can
enhance the growth of SCC [6, 31]. When FO is administered,
the levels of DHA and EPA increase in the phospholipid mem-
brane, partially replacing arachidonic acid and its metabolites,
such as prostaglandins, which play key roles in intracellular
signaling pathways involved in cell proliferation and immune
surveillance [32]. The preventive efficacy of ω-3 FAs in FO has
been demonstrated by their ability to reduce both the multi-
plicity and volume of breast tumors in mice [33]. Furthermore,
concerning the route of administration, it is worth noting that
topical treatments are often preferred for skin diseases, as they
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FIGURE 3 Photographs of mice displaying papillomas in all experimental groups after 16 weeks.
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FIGURE 4 Histopathological analysis of skin sections of control and experimental groups of animals.HD: Hypodermis;D: Dermis;ED: Epidermis;
PS: pilosebaceous unit; C: collagen; AD: adipocytes;MC: muscle cells; BM: basal membrane; NK: nuclei in karyorrhexis; ACA: anisocaryosis; ACY:
anisocytosis; BS: basophilia; TC: tumor caspule; H: hemorrhage; HK: hyperkeratosis; MN: mitotic nuclei; DO: architectural disorganization; TCS:
tumor capsule in situ; NN: Pyknotic nuclei; FS: fibro-inflammatory stromal cell. (Optical Microscope Leica ICC50 HD x40/x60; scale bar = 25, 35, 40,
and 50 µm).
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FIGURE 4 (Continued)
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directly target the affected area whileminimizing systemic effects
[34]. The metabolic fate of FO’s FAs when applied topically is
less documented compared to oral ingestion. Data reported that
when applied topically, ω-3 FAs dissolve and passively diffuse
through the lipid membranes of the stratum corneum [35].
They can then reach the deeper layers of the epidermis and
dermis, interacting with fibroblasts and blood vessels involved
in the skin’s inflammatory and repair processes, which may
explain the effectiveness of topical application in treating skin
disorders. Indeed, topically applied FO have been shown to
exhibit anti-inflammatory properties. In a studyusing aCOmodel
of skin inflammation, FO reduced edema and myeloperoxidase
activity, which aremarkers of inflammation [36]. Locally,ω-3 FAs
can also be converted into bioactive lipid mediators that exert
anti-inflammatory effects, which are crucial in preventing skin
carcinogenesis and compete with arachidonic acid, reducing the
production of pro-inflammatory eicosanoids [37]. Although the
metabolic transformation of these FAs post-absorption is not fully
understood, their ability to reduce inflammation and promote
skin health is well-supported by current research. While studies
exist on both oral and topical administration of FO, there is a
lack of direct comparative studies between these twomethods.We
suggest that topical application, however, offers a more targeted
effect. Unlike oral absorption, whereω-3 FAsmust be transported
throughout the body and undergomultiplemetabolic steps before
reaching the skin, local application maximizes the direct delivery
of ω-3 FAs to skin cells, potentially altering cellular responses in
the treated area.

4.3 NF-қB Gene Expression

The results revealed a highly significant upregulation of the NF-
kB1 gene subunit in skin samples from mice in the DMBA group
compared to the control group (####p ≤ 0.0001) (Figure 5).
This expression significantly decreased in the D/FO G2 (***p ≤

0.001), D/FO G3 and D/FO T (****p ≤ 0.0001) groups compared
to the DMBA group. Additionally, NF-kB1 gene expression was
significantly lower in the D/FOG2, D/FOG3, and D/FO T groups
compared to the D/FO G1 group (££p ≤ 0.01). No significant
difference was observed in NF-kB1 gene expression betweenmice
in the FO G1, FO G2, D/FO G3, and FO T groups compared to
the control group. Neither DMBA nor FO administration had any
impact on the expression of NF-kB2 genes in any of the treated
groups.

One of the key transcription factors involved in the initiation
and progression of tumors is NF-κB. It also plays a critical
role in promoting angiogenesis and tumor metastasis, and
it protects cells from apoptotic and necrotic signals [38]. As
previously described, under normal cytoplasmic conditions, NF-
κB1 (RelA/p50, cRel/p50) and NF-κB2 (RelB/p100, RelB/p52)
are sequestered by inhibitory proteins: IκBα for RelA and
p100 for RelB. Upon stimulation of the classical (canonical) or
alternative pathways, these inhibitors (IκB and p100) undergo
phosphorylation and degradation, releasing active NF-κB sub-
units that translocate into the nucleus. This translocation led
to the transcription of antiapoptotic genes [9]. The canonical
pathway targets genes involved in various processes such as
immune response, cell proliferation, apoptosis, and cell survival.
In contrast, the alternative pathway induces the transcription

FIGURE 5 Effect of oral and topical administration of FO on the
expression of NF-kB1 and NF-kB2 genes in skin tissue of control and
experimental groups of mice. RT-qPCR analysis was employed to assess
NF-kB1 and NF-kB2 mRNA levels. Data are expressed as mean ± SEM,
n = 3 samples as a biological replicate with 3 technical replicate for each
sample. ####p≤ 0.0001 versus control; ***p≤ 0.001, ****p≤ 0.0001 versus
DMBA; ££p ≤ 0.01 versus D/FO G1, as analyzed with one-way ANOVA
followed by Sidak’s multiple comparisons test.

of genes associated with lymphogenesis and B-cell maturation
[39]. When innate immunity triggers inflammation in response
to oxidative stress, the canonical NF-κB signaling pathway is
frequently activated [40]. This activation has a dual effect on
tumor development. On one hand, during acute inflammation,
full activation of NF-κB stimulates cytotoxic immune cells, aiding
in the elimination of altered cells. On the other hand, chronic
inflammation, often induced by tumor activity, leads to NF-κB
activation that can support various pro-tumor functions [41, 42].

The elevated expression of NF-κB1 genes may be associated with
the solid tumor process, which primarily depends on canonical
signaling via RelA/p50 [43]. While hematopoietic tumors are
predominantly associated with NF-kB2 signaling, which relies
on non-canonical signaling through RelB [44]. Indeed, Kong and
his research team found that SCC induction by the DMBA/TPA
pair activates the IκB/NF-κB1 signaling pathway [2]. DMBA is
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recognized as a genotoxic agent capable of inducing activating
mutations in the H-ras-1 oncogene, which is the most com-
mon initiating event in tumorigenesis [45]. Mutant Ras GTPase
enhances the transcriptional activation of NF-κB target genes
by phosphorylating the RelA subunit, thereby hyperactivating
the canonical NF-κB pathway [38]. A study using the murine
SCC cell line (PAM 212) confirmed that increased expression
of NF-κB1 genes is crucial for tumor formation, serving as a
pivotal molecular switch driving both genotypic and phenotypic
changes during themalignant progression of this cancer type [46].
Additionally, in a murine model of melanoma, it was demon-
strated that activation of the canonical NF-κB pathway through
IKK2 is essential for initiating H-ras-mediated tumorigenesis
[47].

Interestingly, other studies have noted nuclear accumulation of
RelB/p52 dimers in experimental murine mammary tumors [48,
49]. They also demonstrated that inhibiting RelB led to decreased
tumor cell proliferation, implicating RelB in the process of
mammary carcinogenesis [48]. Similarly, Wang et al. reported
RelB accumulation in invasive breast cancer cells that was
independent of estrogen signaling. In these cells, RelB promotes
the expression of the anti-apoptotic gene Bcl2 [50]. Furthermore,
high RelB expression has been observed in the nuclei of prostate
cancer tissues, suggesting the involvement of the alternative
NF-κB pathway in solid cancers [9]. Likewise, studies have
demonstrated that IKK1, which is involved in the alternative
pathway, plays a significant role in keratinocyte proliferation.
Somatic mutations in the IKK1 gene have been identified in
SCC, indicating a potential inverse correlation between IKK1
expression and the aggressiveness of this cancer [51]. Finally, Liu’s
team underscored the pivotal role of IKK1 in human SCC devel-
opment. They assessed IKK1 expression levels in 114 human SCC
samples using immunohistochemical staining. Their findings
revealed an inverse correlation between IKK1 expression levels
and the aggressiveness of SCC [52]. All these reports corroborate
our findings, demonstrating that the invasive SCC induced in
the DMBA group predominantly relies on the canonical NF-
қB pathway. Considering this collective evidence, we propose
that the NF-қB pathway implicated in carcinogenesis not only
varies between solid and hematopoietic tumors but also exhibits
significant dependence on tumor aggressiveness.

According to published research, ω-3 FAs particularly EPA
and DHA, reduce NF-κB activation through multiple mech-
anisms. They activate PPAR receptors, which interfere with
NF-κB signaling. They also reduce the nuclear expression of
RalA and inhibit the degradation of IκBα, thereby sequester-
ing NF-κB in the cytoplasm [17, 18, 53]. Due to its highly
unsaturated chemical structure, DHA integrates into the phos-
pholipid membrane, where it increases fluidity, disrupts lipid
rafts, and thereby alter intracellular signal transduction path-
ways involved in pro-inflammatory cytokines production and
adhesion molecules expression [54]. By altering the membrane
environment, DHA reduces the activation of the Toll like receptor
(TLR4), a receptor for lipopolysaccharides (LPS), which is one
of the signals triggering NF-κB [55]. Moreover, previous research
has demonstrated that, in addition to inhibiting the NF-κB
pathway, EPA and DHA induce apoptosis in human multiple
myeloma cells by activating caspase-3. This occurs as a result
of changes in the mitochondrial membrane potential, leading to

mitochondrial outer membrane permeabilization and the release
of proapoptotic factors [56]. These findings are consistent with
our histological results, which revealed karyorrhectic nuclei
following treatment with 250 and 500 mg/kg of ω-3 FAs, a clear
indicator of cell apoptosis. Our findings demonstrated that the
inhibitory effect of FO on NF-kB1 gene expression increased
significantly according the doses. Furthermore, topical admin-
istration proved more effective than gavage. In two consecutive
experiments, Allam-Ndoul and colleagues assessed the anti-
inflammatory effects of EPA and DHA on the THP-1 macrophage
cell line. The results indicated that supplementation with EPA
andDHA, either individually or in combination, exhibited a dose-
dependent anti-inflammatory effect by inhibiting gene expression
and levels of inflammatory cytokines such as TNFα, IL-1B,
and IL-6, consequently downregulating NF-κB signaling [20,
57].

4.4 Expression of Oxidative Stress Biomarkers
AOPP, MDA, and PCO

In assessing the extent of carcinogenic oxidative and cytotoxic
damage, this study employed lipid peroxidation markers, namely
MDA, and protein oxidation indicators including PCO andAOPP.
The results demonstrated a significant increase in MDA (###p ≤

0.001), AOPP (####p ≤ 0.0001), and PCO (#p ≤ 0.05) levels in
mice of the DMBA group compared to the control (Figure 6). In
all groups subjected to the carcinogenesis protocol, FO treatment
significantly reduced tissue levels of AOPP when administered
either orally (**p≤ 0.01, ***p≤ 0.001) or topically (****p≤ 0.0001)
compared to the DMBA group. However, PCO levels decreased
significantly only with topical application of FO and oral gavage
with 500 mg/kg/day (D/FO G3) (*p ≤ 0.05). MDA levels did not
show significant differences, whether FO administered orally or
topically. There were no significant differences observed between
mice treated only with FO and the control group.

It should be noted that tumor cells continuously produce reactive
ROS and RNS throughout their progression. These include
nonradicals, such as singlet oxygen (O), peroxides like hydrogen
peroxide (H2O2), peroxynitrite (ONOO−), hypochlorous acid
(HOCl), and free radical species such as superoxide anion radicals
(O2

∙−), hydroxyl radicals (OH∙), as well as nitrogen monoxide
(NO∙) and nitrogen dioxide (NO2

∙) [58]. In skin cancer, especially
in SCC, these byproducts serve a dual role: first, they overwhelm
antioxidant defenses, fostering the initiation and promotion of
skin tumors via both genotoxic and non-genotoxic pathways.
Second, their accumulation can induce apoptosis, potentially
serving as an effective therapeutic approach [59, 60]. When ROS
interact with proteins, they can disrupt peptide bonds or initiate
oxidation of aromatic and sulfur-containing amino acid side
chains. This process can generate OH∙ that lead to intra- or
intermolecular crosslinking. Collectively, compounds resulting
from ROS-protein interactions are categorized as AOPP [61].
MDA is a naturally occurring product of lipid peroxidation and
prostaglandin biosynthesis. It is a mutagenic and potentially
carcinogenic molecule formed when phospholipids in cell mem-
branes, especially PUFAs, undergo oxidation in the presence
of ROS and RNS [62, 63]. We suggest that ω-3 FAs can act
as alternative targets to membrane lipids, safeguarding cellular
structures against lipid peroxidation and ROS. Therefore, the
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FIGURE 6 Effect of oral and topical administration of FO on various oxidative stress biomarkers in mouse skin tissue of control and experimental
groups. Values are expressed as mean ± SEM, n = 5 samples as a biological replicate. #p ≤ 0.05, ###p ≤ 0.001, ####p ≤ 0.0001 versus control; *p ≤ 0.05,
**p ≤ 0.01, ***p ≤ 0.001, ****p ≤ 0.0001 versus DMBA, as analyzed with one-way ANOVA followed by Sidak’s multiple comparisons test.

stability in MDA levels with FO supplementation underscores
its protective role. Carbonyl stress results from the interaction
of reactive carbonylated compounds (RCCs) with amino acids in
tissue proteins, notably lysine, cysteine, and histidine residues.
RCCs are generated during lipid peroxidation and carbohydrate
oxidation processes. This stress progressively impairs protein
function, leading to cellular dysfunction, triggering inflammatory
responses, and potentially culminating in apoptosis [63, 64].
The notable elevation observed in AOPP, MDA, and PCO levels
in the DMBA group are consistent with observations made by
Kundaktepe and colleagues during DMBA-induced breast cancer
[65]. Finally, the decreased tissue levels of PCO and AOPP,
aligning with the results reported by Méndez, who found that
combining FO with D-fagomine reduced protein carbonylation
and lipotoxicity in rats [66].

4.5 Enzymatic and Nonenzymatic Antioxidants
Activities

The results revealed a significant decrease in both CAT ### (p ≤

0.001) and GPx (#p ≤ 0.05) activities in mice from the DMBA
group compared to the control (Figure 7). Simultaneous admin-
istration of FO with DMBA significantly restored the activities of
SOD, CAT, and GPx enzymes. Interestingly, the administration of
500 mg/kg of FO (D/FO G3) and topical application of FO (D/FO
T) resulted in a significant increase in GPx and CAT activity,
respectively, compared to oral administration (D/FO G1) (£p ≤

0.05).

Mice in theDMBAgroup exhibited elevatedGSH levels compared
to the control group (##p ≤ 0.01), which significantly decreased
upon orally FO supplementation in the D/FO G1 and D/FO G2)
groups (****p≤0.0001 and **p≤0.01, respectively).No significant
differenceswere observed betweenmice treated onlywith FO and
the control group.

Enzymatic antioxidants like SOD, CAT, and GPx play a crucial
role in neutralizing O2

∙− and H2O2, offering potential preventive
effects against carcinogenesis [8, 67]. According to our results,
previous studies have shown that DMBA-induced chemical
induction of SCC leads to reduced antioxidant enzyme activities
[6, 68]. The ω-3 FAs in FO serve a dual role: they act as targets for
radical assaults and activate cytoprotective antioxidant enzymes,
thereby safeguarding the essential structural integrity of cells [69,
70]. Pedroza and colleagues have reported that administering
FO supplements to rats enhances the antioxidant capacity of
SOD, GPx, and CAT enzymes [71]. Additionally, research has
demonstrated that DHA elevates the levels of these antioxidant
enzymes in breast cancer tissues [21].

GSH is a natural, nonenzymatic biological antioxidant that plays
a crucial role in cellular redox balance, protecting cells from dam-
age caused by lipid peroxides, ROS, RNS, and xenobiotics such as
DMBA [72, 73]. Sharma et al. demonstrated that DMBA-induced
tumorigenesis increases metabolite concentrations within tumor
cells, leading to elevated ROS levels and subsequent depletion of
GSH [31]. Disruption in GSH homeostasis has been implicated
in both the onset and treatment of tumorigenesis, highlighting
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FIGURE 7 Effect of oral and topical administration of FO on enzymatic and nonenzymatic antioxidant activity in skin tissue of control and
experimental groups. Values are expressed as mean ± SEM, n = 5 samples as a biological replicate. #p ≤ 0.05, ##p ≤ 0.01, ###p ≤ 0.001 versus control;
*p ≤ 0.05, **p ≤ 0.01, ***p ≤ 0.001, ****p ≤ 0.0001 versus DMBA; £p ≤ 0.05 versus D/FO G1, as analyzed with one-way ANOVA followed by Sidak’s
multiple comparisons test.

its dual protective and pathogenic roles. Indeed, elevated GSH
levels in tumor cells are associated with tumor progression [74].
Supplementation with FO in mice undergoing carcinogenesis
resulted in decreased GSH levels across all groups, with slight
variations in significance depending on dosage and mode of
administration. This reduction can be attributed to the increased
activity of GPx observed in these groups. These findings align
with studies conducted on multiple myeloma cells, which have
demonstrated that pretreatment with DHA/EPA significantly
reduces cellular GSH levels and alters the expression of related
metabolites and key enzymes in GSH metabolism [75]. EPA and
DHA exhibit antioxidant potential by lowering endogenous ROS
levels and improving cellular redox balance through the inhibi-
tion of pro-inflammatory cytokine signaling, and modulation of
cytoprotective antioxidant enzymes [69].

5 Concluding Remarks

Our findings highlight that FO possesses chemopreventive prop-
erties capable of reducing and inhibiting the development of
induced SCC. Although ω-3 FAs undergo biochemical modi-
fications as they pass through the gastrointestinal tract, oral
administration of FO still exerts an inhibitory effect on skin
chemical carcinogenesis, with this effect becoming more pro-
nounced as the dose increases. FO’s protective effects include the
downregulation of NF-κB1 gene expression and the enhancement

of the antioxidant system. These benefits are more pronounced
with topical application than with oral administration. However,
given the dose-dependent effects of FO via oral administration,
the maximum dose of 500mg/kg/day of ω-3 FAs led to significant
inhibition of carcinogenesis, both morphologically and histologi-
cally. This suggests that the oral route could be as effective as the
topical route, provided an appropriate dosage is used. However,
further research is needed to fully elucidate the mechanisms by
which ω-3 FAs influence the NF-κB signaling pathway. In this
context, studying the phosphorylated forms of MAPK pathways
is crucial for understanding the regulation of NF-κB and related
processes such as inflammation and carcinogenesis, which could
inform the development of more effective preventive strategies
against skin cancer.
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