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Résumeé

Les plantes médicinales constituent une source importante de molécules bioactives
ayant des activités biologiques trés intéressantes (anticancéreuse, hémostatique...). Parmi ces
molécules, on compte la famille des alcaloides. C’est pour cela qu’il nous a paru intéressant
d’étudier I’activite antimitotique et cytotoxique de ces métabolites secondaires contenus dans
la fraction et I’extrait aqueux de feuilles de Verbascum sinuatum L.. L activité antimitotique
est évaluée par le test d’Allium cepa sur des cellules méristématiques par le calcule des
parametres mitotiques. La détermination de I’indice mitotique a révélé des perturbations de la
division cellulaire avec une difféerence hautement significative entre le témoin négatif (eau
distillée) et les différents échantillons. Nous avons constaté également que I’exposition des
cellules méristématiques a nos échantillons a engendré un grand nombre d’aberrations
chromosomiques, nucléaires et cellulaires avec un indice d’aberration atteignant
27,09+3,67%. Par I’analyse de la valeur limite de cytotoxicité, on considere nos echantillons
comme composeés sublétaux. Quand au dosage colorimétrique des alcaloides a partir de la
courbe d’étalon de colchicine pris comme standard a confirmé la richesse des feuilles de
Verbascum sinuatum L. en ce composé bioactif. En ce qui concerne I’effet de la fraction
d’alcaloides et d’extrait aqueux sur I’intégrité de la membrane érythrocytaire est évalué par la
détermination du pourcentage d’hemolyse. Ce dernier a montré que la fraction d’alcaloides

présente un effet hémolytique faible comparativement a celui de I’extrait aqueux.

Mots clés: Verbascum sinuatum L., alcaloides, extrait aqueux, Allium cepa, activité

antimitotique, activité cytotoxique.



Summary

Medicinal plants are an important source of bioactive molecules with very interesting
biological activities (anticancer, haemostatic...). Among these molecules is the alkaloid
family. This is why it seemed interesting to us to study the antimitotic and cytotoxic activity
of these secondary metabolites contained in the fraction and agqueous extract of leaves of
Verbascum sinuatum L. The antimitotic activity is evaluated by the Allium cepa test on
meristematic cells by calculating the mitotic parameters. The determination of the mitotic
index revealed disruptions in cell division with a highly significant difference between the
negative control (distilled water) and the different samples. We also found that exposure of
meristematic cells to our samples resulted in a large number of chromosomal, nuclear and
cellular aberrations with an aberration index reaching 27.09+3.67%. By analyzing the
cytotoxicity limit value, our samples are considered as sublethal compounds. As for the
colorimetric determination of alkaloids from the colchicine standard curve taken as standard
confirmed the richness of the leaves of Verbascum sinuatum L. in this bioactive compound.
With regard to the effect of the fraction of alkaloids and aqueous extract on the integrity of the
erythrocyte membrane is assessed by determining the percentage of hemolysis. The latter

showed that the alkaloid fraction has a low hemolytic effect compared to the aqueous extract.

Key words : Verbascum sinuatum L., alkaloid, aqueous extract, Allium cepa, antimitotic

activity, cytotoxic activity.
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Introduction

Les plantes médicinales sont largement utilisées dans le monde entier en médecine
traditionnelle, car elles constituent toujours le principal fournisseur de nouveaux médicaments
et de nouvelles structures chimiques malgré la découverte de nouveaux composés en chimie
de synthése. Nous assistons donc a un regain de la phytothérapie surtout pour les produits
riches en substances bioactives (KUREK-GORECKA et al., 2013). A cet égard, plusieurs
résolutions ont été adoptées afin de répondre au regain d'intérét suscité par I’usage des plantes
médicinales et comprendre ainsi certaines de leurs propriétés phytothérapiques préconisées
par nos ancétres (NOSTRO et al., 2002 ; DJERIDANE et al., 2005).

Une des originalités majeures des végetaux réside dans leur capacité a produire en plus
des metabolites primaires des substances bioactives dites métabolites secondaires. Ces
derniéres sont produites par les plantes pour se protéger contre les prédateurs et les
pathogénes, mais constituent aussi un immense réservoir de composés d’une grande diversité
chimique possédant un large éventail d’activités biologiques. C’est le cas par exemple des
alcaloides qui sont utilisés en thérapie comme antioxydants, antibactériens, antiulcéreux et
anticancéreux (HADDOUCHI et al., 2006). Ces composés conduisent aux développements de
nouveaux produits puissants qui inhibent la progression de plusieurs maladies comme les
tumeurs (AKINBORO et al., 2007). Un criblage des plantes ayant une activité antimitotique
pourrait donc ouvrir des perspectives nouvelles dans la recherche fondamentale sur le cancer

dans le monde.

Afin de contribuer a la valorisation des plantes médicinales réputées pour leurs vertus
thérapeutiques, ce travail vise a étudier I’activite antimitotique de la fraction d’alcaloides ainsi
que I’extrait aqueux des feuilles de Verbascum sinuatum L. sur les cellules méristématiques

d’oignon (Allium cepa) et leurs effets sur I’intégrité de la membrane érythrocytaire.
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Chapitre | : Présentation du genre Verbascum

Mieux connues sous les noms « Moléne » ou « Bouillon », généralement additionnes
d’un adjectif (noire, blanc,...). Les especes du genre Verbascum font partie de la famille
Scrophulariaceae. Ce genre compte plus de 360 espéces et de nombreux hybrides (QUEZEL
et SANTA, 1963). De nombreuses espéces sont originaires de la région méditerranéenne,
certaines sont du nord et du centre de I’Asie. Ce sont des plantes herbacées, géenéralement
robustes, de grande taille, leur hauteur moyenne étant comprise entre 80 et 200 cm. Les fleurs
sont disposées en épis ou en grappes. La corolle, composée de cing pétales presque égaux
entre eux, jaunes ou blanches. Le calice est constitué de cing lobes égaux. Toutes les fleurs
des especes du genre Verbascum possedent cing étamines : trois supérieures courtes et deux
inférieures longues. L’observation des poils laineux présents sur les filets des étamines, est un
critere important dans la détermination des espéces. Le fruit se présente sous forme d’une
capsule, plus ou moins globuleuse selon les especes. Les feuilles du genre Verbascum sont
alternes, généralement dentées irrégulierement (GASTON, 1986).

1.1. Usage traditionnel
Les espéces appartenant au genre Verbascum sont trés utilisées en phytothérapie. Ainsi

les molénes de type bouillon blanc (Verbascum thapsus L. et Verbascum blattaria L.) sont
connues depuis trés longtemps pour leurs effets bénefiques sur le systeme respiratoire (la
toux, les bronchites et les extinctions de voix). On les emploie aussi pour calmer I’irritation
des muqueuses (POLETTI, 1988).

Les feuilles, racines et fleurs de Verbascum sinuatum L. sont utilisées contre les maladies
oculaires. Elles présentent aussi des activités antiseptique, antispasmodique et analgésique.

Verbascum nigrum L. ou moléne noire constitue un remede doté d’une action prononcée
sur I’oreille, sur les voies respiratoires et la vessie en calmant les irritations bronchiques et
urinaires ainsi que la toux. Beaucoup d’autres especes du genre Verbascum sont utilisées
dans la médecine traditionnelle (KOSCH, 1939).
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1.2. Présentation de I’espéce Verbascum sinuatum L.

La Molene a feuilles sinuées (Verbascum sinuatum L.) est une plante caractéristique
surtout par ses feuilles basales énormes, ondulées et souvent tres poilues (plante a rosette)
(Figurel). Cette moléne pousse partout & basse altitude car elle aime la chaleur, c’est une
plante de la région méditerranéenne. Cette plante herbacée vivace peut atteindre 2 m de
hauteur, la tige porte de nombreux rameaux fleuris, couverte de minuscules poils rassemblés
en petits groupes. Les feuilles supérieures sont sessiles. Les fleurs sont jaune soufre avec des
étamines violettes. Le fruit est une capsule portant plusieurs graines (MOSSERAY, 1935)
(Figure 2).

Figure 2 : Fleurs et fruits de Verbascum sinuatum L. (TISON et FOUCAULT, 2014).

3
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La classification de I’espece Verbascum sinuatum L. est donnée ci-dessous selon STOODEH
(2015).

Super-embranchement Spermatophyta
Embranchement Angiospermae

Classe Eudicotyledonae
Sous-classe Asteridae

Ordre Lamiales

Famille Scrophulariaceae
Tribu Verbasceae

Genre Verbascum

Espéce Verbascum sinuatum L.

1.3. Composition phytochimique

Il est connu que les plantes possédent des meétabolites dits « secondaires » par
opposition aux métabolites primaires constitués de protéines, glucides et lipides. Ces
composés interviennent dans I’adaptation de la plante & son environnement ainsi que la
défense contre les prédateurs et les pathogénes. Ces substances ne participent pas directement
au processus de base de la cellule vivante contrairement aux métabolites primaires
(YARNELL, 2007).

Chez le genre Verbascum, ces composés secondaires regroupent plusieurs molécules,
généralement rassemblées en superfamilles chimiques : les alcaloides, les polyphénols et les
terpénoides (NEWMAN, 2012).

1.3.1. Les alcaloides
1.3.1.1. Définition

Les alcaloides sont des substances naturelles et organiques provenant essentiellement
des plantes (mais on les trouve également chez quelques animaux) et qui contiennent au
moins un atome d'azote dans leur structure chimique, avec un degré variable de caractére
basiques (MANN et al., 1994 ; HARBONE et HERBET, 1995). Ce sont des composés

relativement stables qui sont stockés dans les plantes en tant que produits de différentes voies
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biosynthétiques, la plupart du temps a partir des acides aminés (HARBONE et HERBET,
1995 ; DEWICK, 2001).

Les alcaloides sont caractérises par une solubilité faible dans I’eau et forte dans
I’alcool, leur saveur est ameére. lls ont un caractére basique qui dépend de la disponibilité du
doublet d’azote, par conséquence ils forment des sels avec les acides (organiques et minéraux)
(MAURO, 2006).

1.3.1.2. Classification

La plupart des alcaloides sont dérivés d’acides aminés tels que le tryptophane,
L’ornithine, la lysine, I’asparate, I’anthranilate, la phénylalanine et la tyrosine. Ces acides
aminés sont décarboxylés en amines et couplés a d’autres squelettes carbonés (CYRIL, 2001).

On divise les alcaloides en trois genres :

- les alcaloides vrais : Sont toxiques et disposent d’un large spectre d’activités biologiques.
Ils dérivent d’acides aminés et comportent un atome d’azote dans un systéeme hétérocyclique.
Ils sont présents dans les plantes, soit sous forme libre, soit sous forme de sel, soit comme N-
Oxyde (BADIAGA, 2011) ;

- les pseudo-alcaloides : Les pseudo-alcaloides présentent le plus souvent toutes les
caractéristiques des alcaloides vrais, mais ne sont pas des dérivés d’acides aminés. Dans la
majorité des cas connus, ce sont des dérivés d’isoprénoides (alcaloides terpéniques) et du
métabolisme de I’acétate (RAKOTONANAHARY, 2012) ;

- les proto-alcaloides : Sont des amines simples dont I’azote n’est pas inclus dans un
hétérocycle, ils ont un caractere basique et sont élaborés a partir d’acides aminés. Ils sont
souvent appelés « amines biologiques » (RAKOTONANAHARY, 2012).

1.3.1.3. Propriétés pharmacologiques

Les alcaloides présentent des activités pharmacologiques tres intéressantes :

Sur le systeme nerveux

Dépresseur (morphine et scopolamine), stimulant (caféine, strychnine), gonglioplégique
(nicotine).

Au niveau vasculaire

Hypertenseurs (éphédrine, hydrastine), hypotenseur (yohimbine), la vincamine améliore la

circulation cérébrale.
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Autres actions

Curarisant et anesthésiques locaux (cocaine), anti-fibrillants (quinidine), anti-tumoraux

(vinblastine, ellipticine), antipaludique (quinine), amoebicides (émétines).

1.3.1.4. Les alcaloides du genre Verbascum

Les alcaloides dérivant de la spermine sont les plus fréquemment rencontrés dans le
genre Verbascum, ils sont en général des composés présentant un squelette macrocyclique. lls
sont aussi caractérisés par la présence d’un lien amide dans la totalité des composés recenses a
ce jour. lls peuvent aussi comporter un ou plusieurs substituants, soit sur un atome d’azote,
soit sur un atome de carbone du cycle. La verbacine (Figure 3) constitue un exemple de ce
type d’alcaloides (BAKKALLI, 1997).

R1=H, R2=H, R3=H
Figure 3 : Structure de la verbacine (ALIPIEVA et al., 2014).

1.3.2. Les polyphénols

Les polyphénols sont des produits de la condensation de molécules d’acétylcoenzyme
A et de phénylalanine. Cette biosynthese a permis la formation d’une grande diversité de
molécules (NKHILI, 2009). L'éléement structural fondamental qui les caractérise est la
présence d'au moins d’un noyau benzénique auquel est directement lié au moins un
groupement hydroxyle, libre ou engagé dans une autre fonction : éther, ester, hétéroside
(BRUNETON, 2015).
Les principaux composes phénoliques du genre Verbascum sont représentés dans le tableau

suivant :
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Tableau I : Les principaux composes phénoliques de Verbascum.

Composés Structures chimiques Références

Apigénine
9 ¢ y
R_,.,O’"h]‘_[,/\]/\/\op(a (TATLI et AKDEMIR, 2004)
Dehydrodiconiferyl- sz/\ﬁ'r?ol\(
alcohol-9-o0-p-D- " OCH;4
glucopyranoside RlO/J\})
OCH,

R1=H, R2=H, R3=H,
R4=GLc

Verbascoside

1.3.3. Terpénoides
Ce sont des métabolites secondaires résultant de la condensation d’unités isopréniques

a 5 atomes de carbone appelé hydrocarbonés naturels, de structure soit cyclique soit a chaine
ouverte (MANITO, 1981 ; DEY et HARBONE, 1991 ; BRUNETON, 1999).

Le tableau Il englobe les types les plus fréquents de terpénoides chez Verbascum :
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Tableau Il : Les terpénoides les plus fréquents chez Verbascum.

Composés Structures chimiques Références

Verbascosaponine

(TATLI, 2007)

5 a- cholestane

Aucubine @) (SHAHAT EMAM, 2010)
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Chapitre 11 : Le cycle cellulaire

Le cycle cellulaire est I'ensemble des étapes qui constituent et délimitent la vie d'une
cellule (VINCENT, 2007). Avant la division cellulaire, une cellule doit dupliquer son
contenu, notamment son ADN. Ces phénomeénes se produisent au cours de I’interphase.
L alternance de la mitose et de I’interphase est qualifiée de cycle cellulaire (JORDE et al.,
2004).
Le cycle cellulaire comprend :
- L’interphase ;
- La phase M ou mitose au cours de laquelle la cellule se divise pour donner naissance a deux
cellules filles strictement semblables (MAILLET, 2002).

2.1. L’interphase

L'interphase est la période comprise entre la fin d'une division et le début de la division
suivante, elle représente 90% du temps du cycle cellulaire (plus grande partie du cycle).
L'interphase se décompose en une phase G1 (G: initiale de gap, intervalle), une phase S
(synthese) et une phase G2 ou prémitotique qui se succedent dans I’ordre (MAILLET, 2002).
La durée de cette phase non proliférative varie en fonction de la nature et des conditions
physiologiques de la cellule (MAILLET et LEMULLOIS, 2006). La phase G1 vient d'un mot
anglais "GAP™" (intervalle) correspond a I’intervalle qui sépare la fin de mitose et de début de
la synthese de I’ADN. C’est une phase de croissance et de reconstitution des réserves pendant
laquelle la cellule synthétise de I’ARN (transcription) et des protéines (traduction)
(SWYNGHDAU, 2008). Tandis que la phase S est la phase de synthése et de réplication de
I’ADN et des histones (protéines basiques qui protegent I’ADN). Elle aboutit a une
duplication du stock d’ADN de la cellule, qui passe de n chromosomes (haploide) a 2n
chromosomes (diploide). Dans la phase G2 qui précede la mitose, la cellule poursuit une
activité transcriptionnelle pour la synthese des substrats nécessaires a la mitose (VINCENT,
2007). Pendant cette phase, les centrosomes se répliquent, ils permettront le bon déroulement
de la mitose (JORDE et al., 2004).
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2.2. La mitose
La mitose est la division cellulaire, sa durée est inférieure a une heure. Elle correspond

a la mise en place du fuseau mitotique (CHEVRET, 2015). La mitose se déroule en quatre
étapes reconnaissables morphologiquement, a savoir : prophase, métaphase, anaphase et
télophase.

e Prophase

Elle est caractérisée par une condensation des chromosomes dans le noyau dont

I’enveloppe existe en cours. Les chromosomes sont constitués par I’association de deux
chromatides (SWYNGHDAU, 2008). Les microtubules s’organisent en fuseau tendu entre les
deux centrosomes qui migrent vers chacun des péles nucléaires. La prophase prépare la
réplication des chromosomes (durée 15 a 30 min) (MAILLET, 2008).

e Métaphase

Elle est caractérisée par le regroupement des centromeres dans le plan équatorial du
fuseau de division. L’ensemble des chromosomes clivés, ainsi rangés, forme une figure
appelée plaque équatoriale. Le fuseau est alors constitué par un ensemble de microtubules
(MAILLET, 2008).

e L’anaphase

Elle correspond au partage des chromosomes en deux lots identiques. Elle est caractérisée
par I’allongement des microtubules polaires, le raccourcissement des microtubules
kinétochoriens et la migration des chromosomes vers les pdles mitotiques (GHORBAL,
2011).

e Téelophase

Le terme « télophase » dérive du grec «telos» signifiant « fin ». Elle débute par I'arrét de
la migration des chromosomes qui se regroupent en éventail aux poles cellulaires. Le fuseau
mitotique va disparaitre petit a petit, ensuite les deux lots de chromosomes se décondensent et
reviennent a I’état de chromatine. Les fragments de réticulum endoplasmique s‘assemblent
pour former une enveloppe nucléaire. Lors de la télophase, les chromosomes se condensent et
les deux noyaux-fils (chacun avec 2n) du noyau initial vont se former (SWYNGHEDAU,
2008).

10
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Les différentes phases du cycle cellulaire sont représentées dans la figure ci-dessous :

Les chromosomes s'individualisent &
partir de la chromatine, ils se raccourcisssent]

Centrosome
dupliqué et s'épaississent.
- Chaque chromosome est

constitué de deux
chromatines réunies par
un centromeére.

La membrane du nayau
disparait.

Les centrosomes
migrent vers les deux

péles de la cellule.

Noyau contenant la chromatine
(c'est a dire le matériel
génétique de la cellule)

Interphase

Les enveloppes

nucléaires
se reconstituent

Télophase

Anaphase

Tous les chromosomes
s'alignent sur I'équateur
de la cellule.

Les chromosomes migrent
vers les extrémités de la cellule.
La cellule commence & se diviser]

La mitose ou division cellulaire

Figure 4 : Les différentes phases du cycle cellulaire (VERONES, 2011).

2.3. Role des microtubules dans le cycle cellulaire et la mitose
Un microtubule est considéré comme une structure cylindrique de 25 nm de diamétre

résultant d’une association latérale de 13 protofilaments : polymeéres polarisés et paralleles

entre eux (CHRETIEN et FULLER, 2000 ; AMQOS, 2004).
Sa paroi consiste en une suite hélicoidale d’hétérodimeres de tubuline, formés d’une

sous-unité a et d’une sous-unité B, arrangées en téte a queue ce qui confére une polarité
intrinséque aux microtubules, avec I’a tubuline a I’extrémité moins et la B tubuline a

I’extrémité plus (VERONES, 2011) (Figure 5).

11
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Figure 5 : Assemblage des microtubules (AKHMANOVA, 2008).

La dynamique des microtubules est specifiquement importante pour le propre
attachement et le mouvement des chromosomes durant les stades variés de la phase mitotique
(HOWARDHYMAN, 2003 ; BHATTACHARYYA, 2008). Les microtubules jouent un role
essentiel dans la ségrégation des chromosomes durant la mitose. Ils ont de multiples fonctions
lors de I’interphase, notamment dans le transport intracellulaire, la migration cellulaire et la
différenciation (DESAI, 1997 ; VAN DER VAART et al., 2009).

Les microtubules qui interviennent dans le fuseau mitotique sont dans un état de
balance particulierement délicat entre I’assemblage et le désassemblage de leur constituant
tubulaire. La formation du fuseau et le mouvement de chacun des chromosomes vers chaque
p6le du fuseau dépendent de la dynamique des microtubules (AMQOS, 2004).

Au cours de la mitose, le réseau microtubulaire propre & I’interphase disparait pour
faire place au fuseau mitotique, élément indispensable a la répartition des chromosomes aux
futures cellules filles et a la division de la cellule et c’est la tubuline des microtubules de
I”interphase qui sert a construire ce fuseau (JORDAN, 1998).

Les microtubules possedent un réle primordial lors de la mitose grace a la dynamique liée
a la polymérisation de la tubuline. Si une substance interagit avec la tubuline ou les

microtubules, la division cellulaire sera fortement perturbée voire bloguée (LEROUX, 2011).

12
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2.4.Activités biologiques des métabolites secondaires
2.4.1. Les composés antimitotiques

Les substances antimitotiques sont des substances qui a faible concentration, sont capables
d’inhiber la mitose, de la perturber ou de I’arréter. Elles peuvent également perturber et
inhiber un ou plusieurs phénomeénes de la préparation a la mitose et ainsi d’empécher la
cellule d’entrer en cinese (division) (CHEVREMONT, 1979).

2.4.1.1. Les inhibiteurs de la dépolymérisation des microtubules
e Les taxanes

Ce sont des complexes structuraux et semi-synthétiques. Ils présentent une cytotoxicité
par effet unique antimicrotubulaire.

On retrouve parmi les molécules de cette famille le taxol qui se fixe dans une poche de
tubuline (AMOS, 2004). Le taxol va interférer avec la dynamique des microtubules en
promouvant leur formation et en les stabilisant afin d’inhiber leur dépolymérisation. La
stabilisation est accompagnée par des modifications structurales dans les microtubules, qui se
traduisent notamment par une altération de la conformation des sous unités de la tubuline, ce
qui retarde ainsi la dissociation de I’hétérodimeére de tubuline (SCHIFF et HORWITZ, 1981 ;
GROSIOS et al., 1999).

Dans le cas de la mitose, le taxol bloque le cycle cellulaire en phase G2 ou M en inhibant
le transport des chromosomes dans la cellule en division (AMOS, 2004 ;
BHATTACHARYYA et al., 2008).

2.4.1.2. Les inhibiteurs de la polymérisation des microtubules

Contrairement aux taxanes, il existe des agents antimitotiques qui ont la capacité
d’interferer avec les microtubules en inhibant leur polymérisation. C’est le cas des
colchicinoides (colchicine et podophyllotoxine) ou des alcaloides de Vinca, tels que la
vinblastine (1) ou la vincristine (2) (LEROUX, 2011) (Figure 6).

13
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Figure 6 : Structure générale des vinca-alcaloides (GIGANT et al., 2005).

2.4.1.2.1. Les vinca-alcaloides

Les vinca-alcaloides sont des composés dimériques, ils induisent une cytotoxicité par
interaction directe avec la tubuline (JONHSON et al.,, 1963; DUSTIN, 1980) plus
précisément de facon réversible sur la B tubuline, a I’extrémité positive des microtubules (NA
et TIMASHEFF, 1986). Les vinca-alcaloides ont aussi de I’affinité pour I’hétérodimere de
tubuline libre ce qui peut induire la formation de paracristaux de tubuline (agrégats cristallins)
a tres haute concentration (BRYAN, 1972 ; MANFREDI et HORWITZ, 1984 ; CORREIA et
LOBERT, 2001). Les effets de ces procédés induisent le blocage de la polymérisation de la
tubuline en microtubule, qui peut conduire a I’inhibition de processus cellulaires vitaux et la

mort cellulaire.

2.4.1.2.2. La colchicine

La colchicine est un alcaloide extrait des tiges souterraines charnues du colchique
Colchicum autumnale L. (Figure 7). En se fixant sur une molécule de la tubuline, la
colchicine empéche sa polymérisation en microtubules (ALLAIN, 2000). La colchicine
présente une forte affinité a la tubuline soluble et forme un complexe tubuline - colchicine qui
s’ajoute a I’extrémité des microtubules. 1l est a noter que la colchicine seule ne peut pas se
fixer directement aux microtubules (SHI et al., 1998 ; BHATTACHARYYA et al., 2008). Par
cette fixation a la tubuline, la colchicine bloque la division cellulaire par désorganisation des

microtubules.

14
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Figure 7 : Structure de la colchicine (ALLAIN, 2000).

2.4.1.2.3. Les podophyllotoxines

La podophyllotoxine est extraite de Podophyllum peltatum L. qui fait partie de la
famille des Podophyllaceae (CRAGG et al., 2005). L’effet inhibiteur est du a sa fixation a la
tubuline qui se traduit par la modification de la structure de cette protéine en la rendant
impropre a la formation de microtubules (BABA- AISSA, 2000) (Figure 8).
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Figure 8 : Structure de la podophyllotoxine (HAIT et al., 2006).
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Chapitre 111 : Effet des métabolites secondaires sur la membrane érythrocytaire
3.1. Globules rouges

Les globules rouges sont de petites cellules anucléées, de forme biconcave contenant
essentiellement I’hémoglobine qui assure le transport de I’oxygéne et de dioxyde de carbone.
Ces cellules mesurant 7um du diamétre et 2um d’épaisseur baignent dans le sang a une
concentration d’environ 5 millions de cellules par mm3. Ce nombre constant est le résultat
d’un équilibre dynamique entre leur production dans I’os et leur élimination de la circulation
sanguine a la fin de leur cycle de vie qui dure 120 jours. Pour assurer correctement sa
fonction, le globule rouge doit a la fois étre trés résistant et facilement déformable. Ces

propriétés sont données par sa membrane (GIRASOLE et al., 2012).
3.2. La membrane érythrocytaire

La membrane érythrocytaire est constituee d’une bicouche phospholipidique sous
laquelle est encré un réseau bidimensionnel hautement organiseé de protéine : le squelette. Ce
dernier est constitué de longs filaments de spectrine reliés entre eux par des complexes de
jonction qui sont principalement composés d’actine filamenteuse, de protéines 4.1 et de
tropomyosines (Figure 9). Cette bicouche est egalement traversée de part en part par des
protéines transmembranaires, telle que la bande 3 qui présente un antiport pour le passage des
ions du chlore (CI-) et les sialoglycoprotéines qui exposent a I’extérieur de la cellule des
antigenes caracteristiques du groupe sanguin (LENORMAND, 2002).

Structures antigéniques

Protéine 3
Glycophorine

Ext.
Bicouche
lipidigue
It

Spectrine

i
Protéine 4.1

Ankyrine

Figure 9 : Structure de la membrane érythrocytaire JAUREGUIBERRY, 2015).
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3.3. Hémolyse physiologique

L’hémolyse est un phénomeéne physiologique irréversible qui aboutit a la rupture de la

membrane des hématies provoquant la libération des éléments intra-érythrocytaires dans le

plasma notamment 1’hémogl
teinte rose a rouge dans I’éc

du surnageant (hémoglobine)

3.3.1. L'effet de la saponine
Les saponines (Figur

d’induire la formation des pores dans les membranes cellulaires et ainsi entrainer I'némolyse
des globules rouges. Cette activité hémolytique est généralement expliquée par l'interaction

des saponines avec les stérols de la membrane cellulaire des érythrocytes en particulier le

cholestérol, avec lesquelles e

Partie bibliographique

obine. Ce phénomeéne est détecté visuellement en montrant une
hantillon aprés centrifugation ou en mesurant la densité optique
par spectrophotométrie (MEZZOU et al., 2006).

sur I’intégrité de la membrane érythrocytaire
e10) sont des molécules bioactives, connues pour leur capacité

Iles forment des complexes insolubles (DAS et al., 2012).
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Figure 10 : Structure de la saponine (ALIPIEVA et al., 2014).
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1. Matériel et méthodes

L’objectif de cette étude est de tester I’activité antimitotique et I’effet sur la membrane
érythrocytaire de la fraction d’alcaloides et de I’extrait aqueux des feuilles de Verbascum

sinuatum L.

Ce travail a été réalise au Laboratoire de Biochimie Analytique et Biotechnologie
(LABAB) au sein de la faculté des Sciences Biologiques et des Sciences Agronomiques.

Département de Biochimie-Microbiologie. Université Mouloud Mammeri.
1.1. Matériel

1.1.1. Matériel biologique

Le matériel biologique est constitué :

- de feuilles de Verbascum sinuatum L. qui ont été récoltées au mois de mai 2017 de maniere
aléatoire. L’échantillonnage a été effectué a Addekar Asif EI Hemmam, wilaya de Bejaia.
Ces feuilles ont été nettoyées, puis séchées et broyées en une fine poudre. Le produit final est

maintenu a température ambiante pour un usage ultérieur ;

- des racines de bulbes d’oignons (Allium cepa) ont été sélectionnées pour évaluer les
anomalies chromosomiques, nucléaires et cellulaires ainsi que les perturbations dans le cycle

cellulaire ;

- du sang humain a été prélevé dans des tubes héparinés d’un sujet sain. Le culot sanguin
contenant les globules rouges a été recueillit pour tester I’effet de la fraction d’alcaloides ainsi

que I’extrait aqueux des feuilles de Verbascum sinuatum L. sur la membrane érythrocytaire.
1.1.2. Appareillages

Pour notre étude on a fait recours principalement aux appareils suivants :

- un évaporateur rotatif pour éliminer les solvants ;

- un microscope optique pour observer les cellules méristématiques d’oignon ;

- un lyophilisateur qui a permis d’avoir nos lyophilisats ;

- un bain marie, une centrifugeuse et un spectrophotometre utilisé lors des dosages.

18
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Parmi la verrerie utilisée, une ampoule de décantation nous a permis d’obtenir la fraction
d’alcaloides.

1.1.3. Réactifs et solvants

Les réactifs et solvants utilisés lors de notre étude sont cités dans le tableau ci-dessous :

Tableau III : Réactifs et solvants utilisés.

Composés Concentrations Roles Activites
- Carmin acétique Solution de
/ coloration
- Ethanol+acide VIV: 1/3(Alcool/Ac | Solution de fixation Lo
acétique acétique) Lo
L T (alcaloides et
- Eau distillé / Témoin négatif flavonoides)
- Colchicine 1mg/ml Témoin positif
-Carbonate de 5% Basification
sodium
-Saponine 1mg/ml Teémoin positif (agent
hemolytique) Effet sur la
membrane
érythrocytaire
-Eau physiologique 9%o Témoin négatif
- Acide 32% Acidification
chlorhydrique
-Chlorure ferrique 5% Coloration Dosage alcaloides et
-Chlorure 2% Coloration flavonoides
d’aluminium
-Quercétine 1mg/mi Standard
- Ether de pétrole Pur Extraction
- Méthanol 99,7 % Extraction ) -
d’alcaloides
- Chloroforme Pur
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1.2. Méthodes
1.2.1. Extraction de la fraction d’alcaloides

L’extraction des alcaloides totaux a partir de la poudre de feuilles de Verbascum
sinuatum L. est une extraction solide-liquide, basée sur la différence de solubilité des
alcaloides en milieu acide et alcalin selon la figure ci-dessous suivant le protocole de
HARBONE (1998) optimisé par nos soins.

Solution
Filtration d’éther de pétrole
5g de poudre de |

feuilles J T

10 ml d’éther de pétrole : 24 heures a T° ambiante

Précipité de marc J

Maceération pendant 24 h avec 20 ml de méthanol ——

Filtration

Extrait méthanolique J
Evaporation a sec 60 °C ;l

Extrait solubilisé dans 10ml

de chloroforme

Acidification avec du HCI 5% >
\ 4

Décantation J
I

Phase aqueuse Phase
chloroformique

10 ml chloroforme, ajout d’NaCO3a5% —»
Evaporation a sec 60°C . , .
Fraction d’alcaloides J

Figure 11 : Extraction d’alcaloides des feuilles de Verbascum sinuatum L. (HARBONE,
1998).

20



Partie expérimentale

La fraction d’alcaloides a été récupérée avec de I’eau distillée pour étudier I’activité
antimitotique et avec de I’eau physiologique pour étudier I’effet de nos échantillons sur la

membrane érythrocytaire.

1.2.2. Extraction aqueuse de la poudre de feuilles de Verbascum sinuatum L.

L’extrait aqueux des feuilles de Verbascum sinuatum L. a été préparé par macération
de 10 g de poudre de feuilles dans 100 ml d’eau distillée pendant 24 heures. Apres
congélation et lyophilisation, I’extrait aqueux est conservé 4 °C a I’abri de la lumiére.

1.2.3. Dosage des alcaloides

L’estimation de la teneur en alcaloides a été effectuée et déterminée par la méthode
spectrophotométrique suivant le protocole de PATEL et al (2015) ; TABASUM et al (2016)
optimisé par nos soins. Le principe du dosage repose sur la réaction des alcaloides avec le
chlorure ferrique (FeClI3) et leur capacité a former des complexes colorés. L’intensité de la
couleur dont I’absorbance maximale est de 380 nm est proportionnelle a la quantité des
complexes formés dans la fraction végetale d’alcaloides et I’extrait aqueux de Verbascum
sinuatum L.. Le dosage des alcaloides dans nos échantillons est basé sur I’utilisation d’une
courbe étalon (Figure 13). Cette derniére est réalisée en utilisant la colchicine comme

standard a différentes concentrations (10-100 pug/ml) (Annexe 1).
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0 20 40 60 80 100 120
Concentrations de la colchicine (pg/ml)

Figure 13 : Courbe étalon de la colchicine.
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1.2.4. Dosage des flavonoides

Le dosage des flavonoides dans I’extrait aqueux des feuilles de Verbascum sinuatum
L. est effectue suivant le protocole de BAHORUN et al (1996).

Le principe de cette méthode repose sur la capacité des flavonoides a chélater les
métaux (chlorure d’aluminium AICI3) et de former ainsi un complexe de coloration jaunatre.
L’intensité de la couleur dont I’absorbance maximale est de 430 nm est proportionnelle a la
quantité des complexes formeés. La concentration des flavonoides ainsi déduite a partir d’une
courbe d’étalonnage (Figure 14) réalisée par un standard représenté par la quercétine a
différentes concentrations (10-60 ug/ml) (Annexe 1). Les densités optiques obtenues pour le
dosage d’alcaloides ainsi que les flavonoides sont la moyenne de trois essais plus au moins

une erreur standard.
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Concentrations de la quecetine (ug/ml)

Figure 14 : Courbe étalon de la quercétine.

1.2.5. Evaluation de I’effet antimitotique
L’évaluation de I’activité antimitotique des alcaloides et de I’extrait aqueux des
feuilles de Verbascum sinuatum L. a été réalisée par le test d’Allium cepa adopté par

SHWETA et al (2012) optimisé par nos soins est représenté dans la figure suivante :
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Germination

Bulbe d’oignon trompé dans I’eau
pendant 48 a 72 h a T° ambiante . sélection des racines uniformes

Fixation avec une solution de fixation pendant 1 h

-

Ajout 1 ml d’extrait/colchicine(1mg/ml) /eau distillée.
Incuber pendant 24 h

Coloration avec le carmin acétique observation au microscope optique (X400)

Figure 12 : Protocole de I’évaluation de I’effet antimitotique (SHWETA et al., 2012).

Sur la base des observations microscopiques, nous avons déterminé différents parametres
mitotiques (pour chaque échantillon, 5 essais ont été réalisés plus au moins une erreur
standard) a savoir :
¢ Indice mitotique (IM)

Cet indice consiste a comptabiliser le pourcentage des cellules arrétées en mitose sur le

total des cellules examinées (IKEDA et al., 2000).

4 A
Nombre de cellules en division

IM (%) = X100

Nomobre de cellules examinées (350 cellules)
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¢ Indice des phases (IP)
Cet indice est calculé afin de déterminer le pourcentage des cellules dans chaque phase de
la mitose (Prophase, Métaphase, Anaphase, Télophase) (GLINSKA et al., 2007).

Nombre de celluleen (P, M, A, T)

IP (%) = X100

Nombre de cellules examinées (350 cellules)

e Indice des aberrations (1A)
Les aberrations chromosomiques rencontrées sont de différents types :
AG : Agglutinations chromosomiques ; CB: Cellules binucléés; AL : Allongement des
cellules ; PC : Ponts chromosomiques ; FR : Fragmentation des chromosomes ;
DP : Désorganisation de la plaque équatoriale en métaphase ; CG : Cellules gigantesques ;
CS: Cellules sans noyau ; CA: Corps apoptotiques ; AC: Absence de cytodiéréese.
L’indice d’aberrations est calculé selon RACUCIU et CREANGA (2007) comme sulit :

Total des aberrations chromosomiques

IA (%) = X 100

Total des cellules examinées (350cellules)

e Valeur limite de cytotoxicité (VLC)
La Valeur limite de cytotoxicité est calculée selon ANTONSIE et al (1990) a partir de la
formule suivante:

IM des cellules traitées

VLC(%) = X 100

IM des cellules témoins
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1.2.6. Evaluation de I’effet de la fraction d’alcaloides et de I’extrait aqueux des feuilles

de Verbascum sinuatum L. sur la membrane érythrocytaire

Le protocole suivi pour étudier I’effet de nos échantillons sur la membrane
érythrocytaire est celui de DUCHNOWICZ (2012), en utilisant une suspension d’hématie a 2
% préparée a partir du sang frais qui a été préleve d’un volontaire sain dans des tubes
héparinés. Ensuite le sang est centrifugé a 2500 tours pendant 5 min. Aprés élimination du
plasma, le culot est lavé trois fois avec de I’eau physiologique. Pendant chaque lavage, la
suspension est centrifugée a 2500 tours pendant 5 min. A I’issue de la derniére centrifugation
le culot cellulaire des globules rouges est reconstitue sous forme de suspension a 2 % avec

I’eau physiologique.

Aprés la mise en contacte des échantillons et de la saponine (témoin positif), dilués
dans I’eau physiologiques avec la suspension d’hématie a 2 %, nous avons déterminé leurs
effets sur la membrane érythrocytaire par la mesure de la densité optique du surnageant a 560
nm (proportionnelle a la quantité d’hémoglobine libérée) et calculé le pourcentage

d’hémolyse selon la formule suivante :

DOe -DOb
% d’hémolyse = X100
DOt+

- DOe : DO de la suspension de globule rouge en présence de I’échantillon.
- DODb : DO de la suspension de globule rouge en présence de I’eau physiologique.

- DOt+ : DO de la suspension de globule rouge en présence de la saponine (1mg/ml).
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Les principales étapes sont resumées dans la figure suivante :

Figure 15 : Les différentes étapes du test d’évaluation de I’effet des échantillons sur la
membrane érythrocytaire (DUCHNOWICZ, 2012).

1.2.7. Etude statistique

Pour cette étude des analyses statistiques ont été effectuées en utilisant le test d’analyse de
variance (ANOVA) a un facteur avec le logiciel STATISTICA, qui a pour principe de
comparer le pourcentage d’indice mitotique, d’indice de phase, d’indice d’aberration et de la
valeur limite de cytotoxicité entre les témoins, la fraction d’alcaloides et I’extrait aqueux.
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2. Résultats et discussion
2.1. Evaluation de I’activité antimitotique
2.1.1. Parametres mitotiques
2.1.1.1. Indice de phases et indice mitotiques

Aprés I’observation des échantillons sur le microscope optique, nous avons déterminé
I’indice mitotique (IM) des cellules méristématiques d’Allium cepa traitées par le témoin
négatif, le témoin positif (colchicine), la fraction d’alcaloides et I’extrait aqueux (4mg/ml et
10mg/ml) de feuilles de Verbascum sinuatum L.. L’indice de phase qui est I’autre paramétre
calculé pour chaque phase de la mitose a savoir I’indice de prophase (P), I’indice de
métaphase (M), I’indice d’anaphase (A) et I’indice de télophase (T) (Tableau 1V).

Tableau 1V: Indices mitotiques et indices de phases.

IM+ES P+ES M+ES A+ES T+ES
Témoin -

92,20+1,34 | 8291+307 = 0,62+0,39 | 096+035 | 7.98+352
Temoint 1 30 00+1,16 | 3228+173 | 0,11+0,05 0,28+0.13 2 85+0.70
Fraction

d’alcaloides | 33,00+2,33 32,16%2,41 0,05+0,04 0,00+0,00 0,91+0,47

Extrait

aqueux 42,20+2,44 | 40,96£1,93 0,00+0,00 0,00+0,00 1,59+0,76
4mg/ml

Extrait

aqueux 31,00+2,50 32,45+3,43 0,00+0,00 0,00+0,00 1,02+0,40
10mg/ml

Les cellules méristématiques traitées avec le témoin négatif ont I’indice mitotique le
plus élevé (92,20+1,34%), comparativement a ceux calculés pour les cellules traitées avec de
la colchicine (35,00£1,16%), La fraction d’alcaloides (33,00£2,33%) et I’extrait aqueux
(31,00£2,50% et 42,20+2,44%). Des résultats similaires ont été rapportés en utilisant les
extraits fongiques bruts des mycoendophytes foliaires de Peganum harmala (OUZID et al.,
2019). En parallele nos échantillons ont donné des effets comparables pour chaque phase de
la mitose. Il est a noté que I’indice de phases le plus éleve dans cet ensemble est celui qui
correspond a la prophase (32,16+2,41% a 82,91+3,07%), contrairement aux autres stades de
la division cellulaire qui sont minoritairement présents. Plusieurs auteurs ont également
signalé dans leurs études un indice prophasique élevé (MEDJEBER et al., 2018).
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Le taux des anaphases des cellules méristématiques traitées par la fraction d’alcaloides
et I’extrait aqueux est égal au taux des métaphases des cellules traitées par I’extrait aqueux (4
et 10 mg/ml) qui correspond a 0,00+0,00. L’analyse statistique type ANOVA d’indice de
phases n’a révélé aucune différence significative (p> 0,5) entre les témoins (négatif et positif),
la fraction d’alcaloides et I’extrait aqueux (4mg/ml et 10mg/ml) (Annexe 3).

L’indice mitotique est un parametre fiable pour identifier les niveaux de cytotoxicité
d'un agent chimique soit par son augmentation ou sa diminution (FERNANDES, 2007 ;
LIMAN et al., 2015). Nos échantillons ont nettement diminué cet indice par rapport au
contréle négatif. Ceci a été confirmé par I’analyse statistique (ANOVA) qui a montré une
différence hautement significative (p =0,00) entre les indices mitotiques du témoin négatif et
la fraction d’alcaloides ainsi que I’extrait aqueux (Annexe 3). La diminution de l'indice
mitotique indique un effet mitodepressif, qui pourrait étre due a une inhibition de la synthése
de I'ADN et des nucléoprotéines du systeme biologique (CHAUHAN et al., 1998) ou a une
prolongation de la durée des phases G2 et S (WEBSTER et DAVIDSON, 1969). On pourrait
suggérer que les extraits qu’on a testés ou bien leurs composants doivent interférer avec le
développement normal de la mitose, en prévenant un nombre de cellules d’entrer en prophase
et en empéchant I’assemblage des chromosomes au stade métaphase a cause d’une altération
intense de microtubules (FUSCONI et al., 2006).

2.1.1.2.Indice d’aberration et anomalies de la division cellulaire

Les différentes étapes de la division cellulaire sont observées en mettant en contact les
cellules méristématiques avec de I’eau distillée (T-) et sont représentées dans la figure

suivante :

Figure 16 : Phases mitotiques normales observées chez les cellules méristématiques vue sous
microscope optique (X400).

A : prophase ; B : métaphase ; C : anaphase ; D : télophase.
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La colchicine est un alcaloide connu par son action qui se résume par le blocage de la
formation de fuseau mitotique par sa fixation a la tubuline. Les cellules bloquées en mitose
subissent un cycle mitotique anormal (VERDIER-PINARD et al., 2001). Cette approche
confirme nos résultats dans lesquels on a observé les différentes anomalies chromosomiques,
nucléaires et cellulaires notamment des agglutinations chromosomiques (AG), cellules
binucléés (CB), allongement des cellules (AL), fragmentation des chromosomes (FR),
désorganisation de la plaque équatorial en métaphase (DP) (Figure 17).

Figure 17 : Les aberrations chromosomiques, cellulaires et nucléaires rencontrées dans les
cellules méristématiques d’oignon suite au traitement avec la colchicine, vue sous microscope
optique (X400).

AG : Agglutinations chromosomiques ; FR : Fragmentation des chromosomes ; CB : Cellules binucléés ;

AL : Allongement des cellules ; DP : Désorganisation de la plaque équatoriale en métaphase.

En ce qui concerne I’effet de la fraction d’alcaloides sur les cellules méristématiques,
nous avons constaté une inhibition de la division des cellules méristématiques, a différents
stades du cycle cellulaire, comparativement aux phases normales. Les anomalies les plus

fréquentes sont représentées dans la figure 18.
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Figure 18 : Les aberrations observées chez les cellules méristématiques d’Allium cepa traitées
par la fraction d’alcaloides des feuilles de Verbascum sinuatum L., vue sous microscope
optique (X400).

AG : Agglutinations chromosomiques ; CB : Cellules binucléés ;
AL : Allongement des cellules ; FR : Fragmentation des chromosomes ; CS: Cellules sans noyau.

L’observation microscopique des cellules méristématiques exposées a I’extrait aqueux
(4mg/ml et 10mg/ml) des feuilles de Verbascum sinuatum L. a révélé un nombre d’anomalies

chromosomiques, cellulaires et nucléaires représentées dans la figure 19.

Figure 19 : Les aberrations observées chez les cellules méristématiques d’Allium cepa traitées
par I’extrait aqueux des feuilles de Verbascum sinuatum L., vue sous microscope optique
(X400).

AG : Agglutinations chromosomiques ; CB : Cellules binucléés ; AL : Allongement des cellules ;
FR : Fragmentation des chromosomes ; CG : Cellules gigantesques ; CS: Cellules sans noyau.
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Les aberrations chromosomiques sont des changements du nombre et de la structure
des chromosomes résultant d’une rupture ou d’un échange de matériel chromosomique. Ces
dernieres peuvent se produire a la fois spontanément et par suite de I’exposition a des agents
physiques ou chimiques (OLORUNFEMI et EHWRE, 2011). Dans la présente étude, on
remarque que la majorité des anomalies chromosomiques, nucléaires et cellulaires se
rencontrent dans les cellules meristématiques traitées par la colchicine, ceci peut étre expliqué
par son action dans le blocage de la formation de fuseau mitotique (VERDIER-PINARD et
al., 2001). Les agglutinations chromosomiques représentent I’aberration la plus courante chez
les cellules méristématiques traitées par le contrdle positif avec 5,60+1,42%
comparativement aux échantillons avec un pourcentage plus élevé allant de 21,49 £1,05% a
25,14 +2,86% (Tableau V).

Les cellules binucléés et les allongements des cellules quand a elles, sont observees
aussi bien en présence de la colchicine et les échantillons. Ces anomalies se sont retrouveées
avec un faible pourcentage. L’étude de la cytotoxicité de I’extrait des feuilles d’Inula viscosa
faite par ASKIN CELIK et ASLANTURK (2010) a montré aussi la présence de cellules
binucléées. Ces derniéres sont considérées comme le résultat d’une inhibition de la cytokinese

a n’importe quel point de contréle de cycle cellulaire (ATEEQ et al., 2002).

Nous avons observé des cellules sans noyau, des cellules gigantesques et des
fragmentations chromosomiques qui sont dues probablement aux effets clastogénes de nos
échantillons (GRANT, 1978). La présence de corps apoptotiques et de désorganisation de la
plaque équatoriale en métaphase a été seulement remarquée chez les cellules méristématiques
traitées par la colchicine. Par contre les ponts chromosomiques ont été seulement provoqués
par la fraction d’alcaloides, ce qui pourrait étre due a I’échange chromatidique inégal durant
leur translocation en anaphase ou a la présence de chromosomes dicentriques (KONUK et al.,
2007). Cette aberration a été également montrée chez les cellules méristématiques traitées par
I’extrait méthanolique d’Euphorbia hirta (KWAN YUET et al., 2012) (Tableau V).
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Tableau V: Indices d’aberrations rencontrées chez les cellules méristématiques d’Allium

cepa traitées par la colchicine et les differents échantillons.

Indice
deberra- | AGs | CB+ | ALs | PCx | FR: | DP: | CG: | Cst | CAx | AC: | oA
(%) ES ES ES ES ES ES ES ES ES ES £s
Témoin + 1229
560+ | 074+ | 086: | 000+ | 189 023+ 194 086+ 017+ | 000+ | <
142 | 066 | 048 | 000 | 055 | 014 | 113 | 037 | 015 | 000 | , oo

Fraction
alcaloides 21;49 0,05+ | 1,94+ | 0,05+ | 2,06 | 000+ | 000+ | 029+ | 0,00+ | 0,00+ 25;89
Los | 004 | 024 | 004 | 050 | 000 | 000 | 025 | 000 | 000 |,

Extrait
Z‘%”% 22;06 1,09+ | 1,09+ | 000+ | 017+ | 0,00+ | 011+ & 000+ & 0,00+ | 0,00+ 24;52
9 > 053 | 044 | 000 | 009 | 000 @ 010 | 000 | 000 | 0,00 *
2,15 3,31

Extrait
Jauenx | 2514 | 009+ | 126+ | 000+ | 000¢ | 000+ | 000+ | 040+ | 000+ | 000+ | 27,
9 g5 | 032 | 028 | 000 | 000 | 000 | 000 | 021 | 000 | 000 | .

Pour voir I’effet de la concentration sur I’apparition d’aberrations, nous avons varié la
concentration de I’extrait aqueux (4mg/ml et 10mg/ml). Cette variation a donné un total
d’aberrations proportionnel a la concentration de I’extrait aqueux, dont un maximum de
27,09+3,67 % chez les cellules méristématiques traitée par I’extrait aqueux 10mg/ml.

Le test ANOVA entre la colchicine, la fraction d’alcaloides et I’extrait aqueux ne
révele aucune différence significative concernant les indices d’aberrations (Annexe 3). On
peut déduire que tous les extraits de Verbascum sinuatum L. présentent une activité
antimitotique. Cet effet sur la mitose est probablement due a la présence de métabolites
secondaires interférant avec les protéines du cycle cellulaire et la réplication de I’ADN
(EDZIRI et al., 2011 ; PATEL et al., 2012). Des travaux ont montré que les composés actifs
du genre Verbascum, particulierement les alcaloides, les polyphénols et les terpénoides ont
une action antimitotique et se comportent comme des inhibiteurs d’enzymes impliquées dans

le processus du cycle cellulaire (GLINSKA et al., 2007).

2.1.1.3.La valeur limite de cytotoxicité (VLC)

La valeur limite de cytotoxicité de la fraction d’alcaloides et de I’extrait aqueux
(4mg/ml et 10mg/ml) des feuilles de Verbascum sinuatum L. ainsi que la colchicine est

représentée dans le tableau suivant :
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Tableau VI : Valeurs limites de cytotoxicité de la colchicine et des différents extraits de

Verbascum sinuatum L.

Echantillon IM+ES(%) VLC* ES(%)
TR <7 35+1,31 37,95+1,26
Fraction d’alcaloides 33,00+2.33 35,78+2.52
Extrait aqueux 4mg/ml 42.2042.44 45,76+2.64
Extrait aqueux 10mg/ml 31,00£2,50 33,6142.70

La fraction d’alcaloides et I’extrait aqueux (10mg/ml) ont donné respectivement une
valeur limite de cytotoxicité de 35,78+2,52% et 33,61+2,70%. Ces résultats sont proches de
ceux obtenus pour le témoin positif (37,95+1,26%). Pour la VLC de I’extrait aqueux a
4mg/ml, on a constaté une différence hautement significative (p<0,05) par rapport a la
colchicine et les autres echantillons testés (Annexe 3). Contrairement a I’extrait aqueux a
10mg/ml qui n’a pas montré une différence significative.

PANDA et SAHU (1985) ; SHARMA (1983) considérent que la valeur limite de
cytotoxicité est une diminution de I’indice mitotique de 50% par apport au témoin négatif
provoquant un effet sublétal. Pour cela, on constate que le témoin positif, la fraction

d’alcaloides ainsi que I’extrait aqueux (4mg/ml et 10mg/ml) présentent un effet sublétal.

2.2. Dosage des alcaloides

Les concentrations d’alcaloides contenues dans la fraction et dans I’extrait aqueux des
feuilles de Verbascum sinuatum L. ont été déduites a partir de I’équation de la courbe
d’étalonnage de la colchicine (Y=0,007 X). Les résultats sont exprimés en microgrammes
d’équivalent de colchicine par milligramme d’extrait (ug EQ/mg d’extrait) pour I’extrait
aqueux et en microgrammes d’équivalent de colchicine par millilitre de fraction pour la
fraction d’alcaloides (Annexe 2).

La fraction d’alcaloides présente la plus forte teneur qui est de 250,95 pg EQ/mI de fraction.
En ce qui concerne I’extrait aqueux, il présente une plus faible teneur en alcaloides (84,42 ug
EQ/mg d’extrait). L’étude faite par JOHN et al (2014) sur la fraction d’alcaloides de certaines
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espéces de Justicia a montré des résultats similaires. Par contre PATEL et al (2015) dans son

étude sur Tinospora cordifolia a montré des résultats inférieurs (0,652 pg /ml).

2.3. Dosage des flavonoides

En plus des alcaloides, Verbascum sinuatum L. posséde des composés polyphénoliques
bioactifs présentant un grand intérét pharmaceutique, les flavonoides. L’estimation de la
teneur de ces composés dans I’extrait aqueux de notre plante est réalisé a partir de I’équation
de la courbe d’étalonnage de la quercétine (Y= 0,017X). Les résultats sont exprimés en
microgrammes d’équivalent de quercétine par milligramme d’extrait (ug EQ/mg d’extrait)
(Annexe 2). Le dosage de I’extrait aqueux des feuilles de Verbascum sinuatum L. montre la
présence de flavonoides avec un taux faible de 13,58 ug EQ/mg d’extrait. D’apres ce résultat,
on remarque une nette différence dans le taux de flavonoides contenus dans I’extrait aqueux
par rapport a celui d’alcaloides (84,42ug EQ/mg d’extrait). Cette différence pourrait
s’expliquer par la richesse des feuilles de notre plante en alcaloides. 1l faut cependant noter
que les résultats obtenus dans la présente étude en ce qui concerne les flavonoides sont
supérieures a ceux trouvées par d’autres auteurs a savoir BOUZID et al (2011) et de
SAFFIDINE (2015), en utilisant des extraits aqueux d’Aubepine monogyne et de Plantago

major respectivement.

2.4. Effet de la fraction d’alcaloides et de I’extrait aqueux des feuilles de Verbascum

sinuatum L. sur la membrane érythrocytaire

L’action de la fraction d’alcaloides et de I’extrait aqueux (4mg/ml et 10mg/ml), sur
I’intégrité de la membrane érythrocytaire, est évaluée par I’effet hémolytique. Ce paramétre
est proportionnel au taux d’hémoglobine libérée. Le calcule du pourcentage d’hémolyse est
déterminé pour la suspension de globules rouges en contact avec nos échantillons ainsi qu’en

présence de saponine (témoin positif) et d’eau physiologique (témoin négatif) (Tableau VII).
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Tableau VII : Densités optiques et pourcentages d’hémolyse des témoins et des échantillons.

DO % d’hémolyse
Témoin - 0,000+0,000 0,000+0,000
Témoin + 1,800+0,000 100+0,000
Fraction d’alcaloides 0,388+0,043 21,550+2,440
Extrait aqueux 4mg/ml 1,264+0,124 73,885+6,885
Extrait aqueux 10mg/ml 1,797+0,000 99,830+0,000

Les globules rouges sont parmi les cellules les plus utilisées dans I’évaluation de la
cytotoxicité pour leur disponibilité et la facilité de leur surveillance au cours de la lyse
cellulaire grace a la libération de I’hémoglobine (SITU et BOBEK, 2000). L’interaction d’un
composé cytotoxique avec la membrane des globules rouges provoque la perte de leur
intégrité ce qui conduit a leur lyse (TIWARI et al., 2011).

D’aprés notre étude, nous avons noté un pourcentage d’hémolyse de 100% pour notre
contr6le positif représenté par la saponine, et de 0,00% pour notre contréle négatif. Ce résultat
confirme les fortes propriétés héemolytiques de la saponine. On remarque que le pourcentage
d’hémolyse de la fraction d’alcaloides est de 21,55%. Ce pourcentage est relativement faible a
celui retrouvé pour la saponine ainsi que pour I’extrait aqueux. Ce dernier a donné une
activité hémolytique trés élevée pour les deux concentrations (4mg/ml et 10mg/ml).
Contrairement a I’extrait aqueux des feuilles de Pistacia lentiscus qui a présenté une activité
hémolytique tres faible allant de 5,05 £ 1,56 a 8,32 + 3,66% pour des concentration de 62,5 a
1000 pg / ml (AICHE-IRATNI et al., 2015).

On peut déduire donc que I’activité hémolytique de I’extrait aqueux augmente avec
I’élévation de la concentration. L’extrait aqueux a 10mg/ml présente un effet cytotoxique tres
élevé. Cet effet n’est pas di seulement a la présence d’alcaloides, mais aussi a d’autres

composés bioactifs tels que les saponosides (ARRIF, 2009).
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Conclusion et perspectives

La présente étude nous a permis de mettre en évidence I’effet antimitotique de la
fraction d’alcaloides et des extraits aqueux de Verbascum sinuatum L. Cet effet est révélé
sur les cellules meéristématiques d’Allium cepa par I’observation d’un grand nombre
d’anomalies de la division cellulaire. Il est a noter que les agglutinations chromosomiques, les
allongements de cellules et les cellules binucléées sont les anomalies les plus fréquentes. Les
perturbations au niveau des phases mitotiques sont dues probablement a I’effet des alcaloides
contenus dans nos extraits qui interférent avec la division normale, provoquant un
dysfonctionnement du fuseau mitotique conduisant ainsi a des troubles chromosomiques

durant le cycle cellulaire.

L’évaluation de I’effet de la fraction d’alcaloides et de I’extrait aqueux des feuilles de
Verbascum sinuatum L. sur la membrane érythrocytaire, montre que notre fraction
d’alcaloides a entrainé un effet hémolytique relativement faible (21,55%) comparativement a

celui de I’extrait aqueux (99,83%).

Le dosage spectrophotométrique de la fraction d’alcaloides et de I’extrait aqueux des
feuilles de Verbascum sinuatum L. a montré leurs richesses en alcaloides avec une teneur de
250,95 pug EQ/ml de fraction pour la fraction d’alcaloides et de 84,42 ug EQ/mg d’extrait
pour I’extrait aqueux. Cette abondance confére a la plante des propriétés remarquables, ce qui

pourrait justifier ses multiples indications thérapeutiques.

En perspectives, il serait intéressant de réaliser des études complémentaires pour
comprendre le mécanisme moléculaire et cellulaire des métabolites secondaires par des
cultures cellulaires. Ces études viseraient également I’identification de ces molécules
bioactives par des techniques de haute performance notamment la spectrométrie de masse
(SM) et la chromatographie en phase liquide a haute pression (HPLC).
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Annexes

Annexe 1 : La gamme d’étalonnage de colchicine et de quercétine.

1. Gamme d’étalonnage de la colchicine.

Tube Blanc 1 2 3 4 5
Concentration: 0 20 40 60 80 100
pg/ml
Solution mére 0 400 800 1200 1600 2000
(ug/ml)
S (‘jdf')t"'ee 2000 1600 1200 800 400 0
DO 0 0,129 0,291 0,461 0,611 0,677
2. Gamme d’étalonnage de la quercétine.
Tube Blanc 1 2 3 4 5 6
Concentration: 0 10 20 30 40 50 60
pg/ml
Solution mere 0 100 200 300 400 500 600
(Hg/ml)
Methanol (ul) 1000 900 800 700 600 500 400

DO 0 0,136 0,302 0,455 0,683 0,973 1,043
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Annexe 2 : Détermination de la teneur d’alcaloides dans la fraction et I’extrait aqueux des

feuilles de Verbascum sinuatum L. ainsi que la teneur de flavonoides dans I’extrait aqueux.

1. Détermination de la concentration d’alcaloides dans la fraction.

Moyennezx
DO 1 DO 2 DO 3 ]

écart type
0,187 0,208 0,132 0,175+0,027

A partir de I’équation de la courbe d’étalonnage de la colchicine qui est la suivante :
Y =0,007 X.

La concentration d’alcaloides X :

0,175=0,007X ; X= 250,95 pug EC/mg de fraction.

2. Détermination de la concentration d’alcaloides dans I’extrait aqueux.

Moyennezx
DO1 DO 2 DO 3 ]

écart type
0,590 0,566 0,617 0,591+0,020

A partir de I’équation de la courbe d’étalonnage de la colchicine qui est la suivante :
Y =0,007 X.
La concentration d’alcaloides X :

0,591=0,007X ; X= 84,42 ug EC/mg d’extrait.
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3. Détermination de la concentration de flavonoides dans I’extrait aqueux.

Moyenne+
DO1 DO 2 DO 3

écart type
0,223 0,255 0,216 0,231+0,016

A partir de I’equation de la courbe d’étalonnage de la quercétine qui est la suivante :
Y =0,017 X.
La concentration de flavonoides X :

0,231=0,017X ; X= 13,58 pug EC/mg d’extrait.
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Annexe 3 : Résultats obtenues de I’analyse d’indice mitotique, d’indice de phases, d’indices
d’aberrations et des valeurs limites de cytotoxicité par le test ANOVA a un facteur.

1. Indice mitotique

Tests Univariés de Significativité pour IM (Feuille de donnees)
Paramétrisation sigma-restreinte
Décomposition eficace de hypothése

5C  |Degr. de MC F p
Effet Liberté
ord. origine |4U=149,E[]_ 1) 4044960 4106,555 0,000000

Témoins 179,60 1| 8179,60) 830,416/ 0,0000000

Erreur 78.80 8 9,85 [l
'/ /' [ | [ [

Tests Univariés de Significativité pour IM (Feuille de donnéest)
Faramétrisation sigma-restreinte
Décomposition efficace de I'hypothése

5C Degr. de MC F p
Effet Liberté
ord. origine |40449,EU_ 1] 40449 60 4106,558 0,000000

T-, FA §179.60 1| 8179.60) 830,416/ 0,0000000 |

Erreur 78,80 8 §.85
H I R Y Y D R —

Tests Univariés de Significativité pour IM (Feuille de donnéest)
Faramétrisation sigma-restreinte
Décomposition efficace de hypothése

S5C  |Degr. de MC F p
Effet Liberté
ord. origine|45153.4ﬂ_ 1) 45158,40) 1866,050 0,000000

T- Eq4 6250.00 1| 6250.00) 258,264 0.0000000
Erreur 193,60 g8 2420 [ ]
./ ! [/ | [ |

Tests Univariés de Significativité pour IM (Feuille de donnéesi)
Paramétrisation sigma-restreinte
Décomposition efficace de lhypothése

S5C  |Degr. de MC F p
Effet Liberté
ord. originelS?‘BdE.ED_ 1) 3794560 1511,777 0,000000

T-, Eq10 9363.60 1| 9363.60) 373,052 0.,0000000
Erreur 200,80 8 2510 |
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Tests Univariés de Significativité pour IM (Feuille de données)
Paramétrisation sigma-restreinte

Décomposition eficace de Thypothése

5C Degr. de MC F p
Effet Liberté
ord. originelﬁﬁﬁﬂ.ﬂﬂ_ 1] 11660,00] 544,0000| 0,000000

T+ FA 10.00 1 10,00 04706 0512103
Erreur 170,00 8§ 2125 R

Tests Univariés de Significativité pour IM (Feuille de donnéest)
FParamétrisation sigma-restreinte

Décomposition efficace de Ihypothése

5C Degr. de MC F p
Effet Liberté
ord.originelMBBB.EU_ 1] 14899,60 6520613 0,000000

t+Eq4 129,60 1 12960 56718 00444380
Erreur 182,80 8 22 85
[ | [ [

Tests Univariés de Significativité pour IM (Feuille de donnéest)
FParamétrisation sigma-restreinte

Décomposition efficace de Ihypothése

5C  |Degr. de MC F p
Effet Liberté
ord.originelﬂlﬁEiD.UUI 1) 10890,00 458,5263 0,000000

T+ Eq10 40,00 1 40,00 16842 0230532
Erreur 190,00 § 2375 ] ]

Tests Univariés de Significativité pour IM (Feuille de donnéesi)
Parameétrisation sigma-restreinte

Décomposition efficace de I'hypothése

SC  |Degr. de MC F p
Effat Liberté -
ord. origine [14137 601 1] 1413760/ 397,1236/ 0,000000
FA. Egd 211.60 1| 211,60 59438 0.0406920
Erreur 284 80 8 35,60

Tests Univariés de Significativité pour IM (Feuille de donnéest)
Faramétrisation sigma-restreinte

Décomposition efficace de I'hypothése

5C Degr. de MC F p
Effet Libarté
ord. origine|1[]24[].[][]_ 1) 10240,00) 2805479 0,000000

FAEql0 10,00 1 10,00 02740 0614864
Erreur 292,00 g 36,50
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2. Indice de phases

Tests Univariés de Significativité pour IP (ANOWVA calcule des IM)
FParamétrisation sigma-restreinte
Décomposition efficace de I'hypothése

5C Degr. de MC F p
Effet Liberté
ord. origine | 44399.061 1) 4499 056| 8 468334 | 0006332
T-, T+ 851,96 1 851,959 1,603597 0,214002
Erraur 1806352 341 631,280

Tests Univariés de Significativité pour IP (Feuille de données)
Paramétrisation sigma-restreinte
Décomposition eficace de Thypothése

5C Degr. de MC F p
Effet Liberté
ord. origine | 9865.251 1) 9865.253| 1314717 0000842
T-FA 2202 55 112202 553 293529 0094812
Erreur 2851408 38 760,371

Tests Univariés de Significativité pour IP (ANOWVA calcule des IM)
FParamétrisation sigma-restreinte
Décomposition efficace de 'hypothése

SC Degr. de MC F p
Effet Liberté
ord. Drigine|114[ll1.?‘?'_ 1) 11401.77| 14,06474| 0.000588
T-, Eogd 1558,38 1 155838 1,92235) 0,173679
Erreur 30805,19 38 810,66

Tests Univarigs de Significativité pour IP (ANOWVA calcule des IM)
Paramétrisation sigma-restreinte
Décomposition efficace de hypothése

SC Degr. de MC F p
Effet Liberté
ord. origine | 9262.631 1) 9662629 12,96417 0000905
T-, Eq10 234902 12349016 3,18459 0,082321
Erreur 28029 455 38 737,620

Tests Univariés de Significativité pour IP (ANOWVA calcule des IM)
Paramétrisation sigma-restreinte
Décomposition efficace de hypothése

5C Deqgr. de MC F p
Effet Liberté
ord.originelEEJdE.BB?_ 1/ 2946,8587| 14,50586| 0,000495
T+FA 3.582 1 3,682 0,01764| 0,895052

Erreur 718,159 38 203,109
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Tests Univariés de Significativité pour IP (ANOWVA calcule des IM)
Paramétrisation sigma-restreinte
Décomposition efficace de hypothése
5C Degr. de MC F p
Effet Liberté
ord. origine IE?BE.EEB_ 1| 2782, 658| 14 61745 0,000475
T+, Eq 10 11,751 1 11,751 0,06173 0,805122
Erreur 7233628 38 190,359
Tests Univariés de Significativité pour IP (ANOWVA calcule des IM)
Paramétrisation sigma-restreinte
Décomposition efiicace de Thypothése
5C Degr. de MC F p
Effet Liberté
ord. origine | 381 Larl 1| 3811,866| 14, 47167 0,000503
T+, Egd 30,94 1 30,941 011747 0,733688
Erreur 10008,27 Jg 263.402
Tests Univariés de Significativité pour IP (ANOWVA calcule des IM)
Paramétrisation sigma-restreinte
Décomposition efficace de Ihypothése
5C Degr. de MC F p
Effet Liberté
ord. origine |2?EE.558_ 1| 2782,658| 14,61745) 0,000475
FA Egd 11,751 1 11,751 0,06173 0,805122
Erreur 7233628 38 190,359
Tests Univariés de Significatiité pour IP (ANOWVA calcule des IM)
Paramétrisation sigma-restreinte
Décomposition efficace de 'hypothése
5C Degr. de MC F p
Effet Liberté
ord. origine |EEBE.4EB_ 1| 2686,468| 13,23015] 0,000815
FA.Eq10 2,387 1 2357 0,01206 0,913143
Erreur 7428922 38| 195,498
Tests Univariés de Significativité pour IP (ANOWVA calcule des IM)
Faramétrisation sigma-restreinte
Décomposition efficace de hypothése
sSC Degr. de MC F P
Effet Liberté
ord. origine | 3400,3361 1] 3400,336) 13,29345 0,000795
Eg4.Eq10 60,826 11 80,826 0,31539 0577330
Erreur 8720,033 38 255790
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3. Indice d’aberrations

Tests Univariés de Significativité pour 1A (Feuille de données)
Paramétrisation sigma-restreinte
Décomposition eficace de hypothése

5C Deqgr. de MC F p
Effet Liberté
ord. origine 3445 69 1) 3445 690| 14 87497 | 0000206
T+, FA 24[].25! 1 240,250 1,03715) 0,310992
Erreur 22701,06 98 231,643

Tests Univariés de Significatiité pour 1A (Feuille de données1)
FParamétrisation sigma-restreinte
Décomposition efficace de I'hypothése

5C Degr. de MC F p
Effet Liberté
ord. origine | 3260.411 1) 3260.410| 12.07223| 0000764
T+, Eogd 193,21 1 193,210 0,71539 0,399720
Erreur 26467 ,38 98 270,075

Tests Univariés de Significativité pour 1A (Feuille de données)
Paramétrisation sigma-restreinte
Décomposition efficace de hypothése

s5C Degr. de MC F p
Effet Liberté
ord. origine | 4844 161 1) 4844 160| 1193356/ 0.000816
T+, Eq10 696,96 1 696,960 1,71696 0193148
Erreur 39780.88 98 405927

Tests Univariés de Significativité pour IA (Feuille de données1)
Paramétrisation sigma-restreinte
Décomposition efficace de hypothése

5C Deqgr. de MC F p
Effet Liberté
ord. origine | 5270.761 1) 5270, 760| 1193398 0.000816
FA,Eqgd 256 1 2560 0,00580 0,939468
Erreur 4328268 98 441,660

Tests Univariés de Significativité pour 1A (Feuille de données)
Paramétrisation sigma-restreinte
Décomposition eficace de I'hypothése

5C Degr. de MC F p
Effet Liberté
ord. origine | 7242.011 1| 7242010 12,54002| 0,000611
FA.Eql0 118,81 11 118,810 0,20573 0,651140

Erreur 56596,18 88 &77.512



Annexes

Tests Univariés de Significatiité pour 1A (Feuille de données1)
Paramétrisation sigma-restreinte
Décomposition efficace de 'hypothése

4. Valeurs limites de

5C Deqgr. de MC F p
Effet Liberté
ord. origine | 6372.251 1) 6972,250| 11,31962| 0,001096
Egd, Eqi0 166,25 1 156,250 0,25368 0,615629
Erreur 6036250 98 615,944

cytotoxicité.

Tests Univarigs de Significativité pour VLC (Feuille de données)
Paramétrisation sigma-restreinte
Décomposition efficace de I'hypothése

5C Deqgr. de MC F p
Effat Liberté
ord. origine | 13585121 1| 13585,12| 541,9267| 0,000000
T+, FA 11.49 1 11,49 04584 0517458
Erreur 200,55 B 2507
Tests Univariés de Significativité pour VLC (Feuille de données)
Paramétrisation sigma-restreinte
Décomposition eficace de Thypothése
SC Deqgr. de MC F p
Effet Liberté
ord. origine | 17510.88] 1/ 17510,88| 6508244 0,000000
T+.,Eqd 163,35 1| 153,35 56996 0,044036
Erreur 215,25 g 26.91
Tests Univariés de Significativité pour VLC (Feuille de données)
FParamétrisation sigma-restreinte
Décomposition efiicace de lhypothése
5C Degr. de MC F P
Effet Liberté
ord. origine | 12797791 1| 12797,79| 457 3231 0,000000
T+,Eq10 46.48 1 46,48 1,6611 0,233478
Erreur 223,87 g 27,98
Tests Univariés de Significativité pour WLC (Feuille de données1)
Parameétrisation sigma-restreinte
Décomposition efficace de I'hypothéase
s5C Degr. de MC F p
Effet Liberté
ord. origine | 16625191 1| 16625,19| 3970804 0,000000
FA Eqd 24530 1) 24880 59424 0,040710
Erreur 334,95 g 41.87
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Tests Univariés de Significativité pour VLC (Feuille de donnges)
Parameétrisation sigma-restreinte

Décomposition efficace de I'hypothéase

5C Degr. de MC F p
Effet Liberté
ord. origine | 12042291 1 12042,29| 280,3987| 0,000000
FA . Eql0 11.75 1 11,75 0,2736 0,615097
Erreur 34358 B 42,95
Tests Univariés de Significativité pour VLC (Feuille de données1)
FParamétrisation sigma-restreinte
Décomposition eficace de hypothése
5C Degr. de MC F p
Effet Liberté
ord. origine | 15752961 1| 15752,96/| 351,7501| 0,000000
Eqg4, Eg10 368,69 1| 368,69 B8,2326| 0,020853
Erreur 358,28 8 44 75
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