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Liste des abréviations

ADN : Acide désoxyribonucléique

ARNmM : Acide désoxyribonucléiqgue messager
CDK : Kinases dépendantes des cyclines
PDB: Potato Dextrose Broth

PI3K: Phosphoinositide 3-kinase.

G1: Gap 1 (intervalle 1).

G2: Gap 2 (intervalle 2).
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Résumé

Les plantes médicinales constituent une sourcearnngsrtante de métabolites bioactifs
naturels a I'origine de plusieurs activités biotpges, a savoir Antioxydante, antiproliférative,
anti-inflammatoire, cytotoxique, antimitotique.C’est dans cette optique que nous nous
sommes intéressées aux deux plantes médicinalésghin méditerranéen tres utilisées en
meédecine traditionnelle\erbascum sinuatum L. et Peganum harmala L.. La présente étude
vise a évaluer l'effet antiprolifératif et cytotaxie des fractions d’alcaloides des feuilles de
Peganum harmala L. et deVerbascum sinuatum L.. Le test antiprolifératif a été réalisé par la
méthode de coloration au bleu de méthyléne ensanti la levure deSaccharomyces
cerevisiae comme modele de cellule eucaryote et la colchicorame standard. La colchicine
et les fractions d’alcaloides des feuillesRiganum harmala L. et deVerbascum sinuatum L.
ont inhibé la croissance cellulaire des levures ales potentiels cytotoxiques différents. Le
pourcentage de cytotoxicité de la fraction d’alédés des feuilles deeganum harmala L. est
estimé a 67.29 %, quant a la fraction d’alcaloide¥erbascum sinuatum L. a exprimé une
activité antiproliférative plus élevée avec un pamtage de cytotoxicité de 76.36%. La
colchicine représente I'effet antiprolifératif léup faible avec un pourcentage de cytotoxicité
estimé a 55.70 %

Mots clés :Alcaloides,Peganum harmala L. Verbascum sinuatum L. Saccharomyces cerevisiae,

Effet anti prolifératif, cytotoxicite.



Summary

Medicinal plants constitute a very important sounaatural bioactive metabolites at
the origin of several biological activities, namebntioxidant, antiproliferative, anti-
inflammatory, cytotoxic, antimitotic... It is in i perspective that we are interested in two
medicinal plants of the Mediterranean basin vergdum traditional medicineVerbascum
sinuatum L. andPeganum harmala L.. The present study aims at evaluating the eolifprative
and cytotoxic effect of alkaloid fractions of treales ofPeganum harmala L. andVerbascum
sinuatum L.. The antiproliferative assay was performed iy methylene blue staining method
using Saccharomyces cerevisiae yeast as a eukaryotic cell model and colchicina agndard.
Colchicine and alkaloid fractions of Peganum haamal and Verbascum sinuatum L. leaves
inhibited yeast cell growth with different cytotexpotentials. The percentage of cytotoxicity of
the alkaloid fraction oPeganum harmala L. leaves is estimated 67.29 to %, while the alkial
fraction of Verbascum sinuatum L. expressed higher antiproliferative activity wé percentage
of cytotoxicity of 76.36%. Colchicine represent® tlowest antiproliferative effect with an

estimated percentage of cytotoxicity of 55.70 %.

Key words: Alkaloids, Peganum harmala L. Verbascum sinuatum L. Saccharomyces cerevisae,

Antiproliferative effect, cytotoxicity.
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I ntroduction

I ntroduction

Les plantes médicinales représentent une sourceriamte d’'une grande variété de
molécules bioactives ayant des propriétés théraped remarquables (activité antioxydant,
activité anti-inflammatoire, anti tumorale...), pouvaraiter et soigner plusieurs maladies
humaines (KUMAREet al., 2015). Ces molécules sont connues sous le hométabolites
secondaires et sont classés selon leur structureplesieurs groupe: les composés

phénoligues, les terpénes et les alcaloides (RHAT, A16).

Selon 'OMS (2006), le cancer présente une desesausjeures de déces dans le
monde. Il existe plusieurs type de traitement datier contre cette maladie, notamment la
chimiothérapie qui est basée sur I'administratiemtédicaments ayant le pouvoir d’entraver
la prolifération des cellules tumorales en induidenr apoptose, mais malheureusement le
colt de ce traitement est tres onéreux, de plpgegdente de nombreux effets secondaires du
fait de leur mode action non spécifique (FAURE, @0Le retour a la phytothérapie ouvre
une voie prometteuse dans le développement de hesivaolécules bioactives d’origine
veégetale afin de proposer des thérapies beaucaospspEcifiques et moins toxiques pour les
cellules saineFARNSWORTH et KASS, 1986).

A ce sujet, on s’est intéressé aux plantes médesn@eganum harmala L. et
Verbascum sinuatum L. considérées parmi les plantes médicinales lles gglébres dans la
médecine traditionnelle (BOULLARD, 2001). Leurs etff thérapeutiqgues sont dus a la

richesse de ces plantes en des composés pharmguoelognt actifs.

L'objectif de notre travail consiste a évaluer vitro I'effet antiproliférative et
cytotoxique des fractions d'alcaloides des feuiliesPeganum harmala L. et Verbascum
sinuatum L. Pour cela, on a présenté en premier temps geglgonnaissances dans la partie
bibliographique sur : Les caractéristiques botagsgdes plantes étudiées et leurs études
photochimiques. Quant a la partie expérimentaleitdiecméthodologie suivie, les résultats
obtenus ainsi que leur discussion et comparaisgas d’autres résultats publiés dans la

littérature scientifique.
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Chapitre | : Présentation des plantes médicinalesédiées

1.1.Peganum harmala L.
1.1.1. Présentation de I'espédeeganum harmala L.

Peganum harmala L. aussi appelé harmel, rue de Syrie ou rue sauves une plante
vivace, buissonnante de la famille de Zygophykacélle est largement distribuée a travers
le monde, généralement dans le nord du contineidaaf jusqu'au nord des indes et en
Mandchourie, au Tibet ou encore en Sibérie (BRUNBTQ009). Cette herbacée pousse
naturellement sur les décombres, les bords de ciseatiles parcours steppiques dégradés
(ISERIN, 2001).Peganum harmala L. peut mesurer jusqu’au 90cm de hauteur. Soronhez
est épais, possédant une odeur forte désagréabdepdtte des feuilles trés divisées en
lanieres de couleur vert —glauque, ses fleurs assez grandes (25 a30 mm), solitaires, a 5
pétales (5 sépales et de 10 al5 étamines) de cduldec-jaunatre veinées de vert (WATSON
et al ., 2011) le fruit est une capsule globuleuse d@gn trois loges renfermant des graines
brunétre de saveur amere (CHOP®&A., 1960 ; NEGRE, 1962).

Figure 2: les différentes parties de la plaReganum harmala L. (WECKESSER, 2013).
A :grains ; B : fruit ; C: fleur

2



Partie bibliographique

1.1.2. Classification botanique

La classification botanique dBeganum Harmala L. est donnée ci-dessous selon
(MOGHADAM et al., 2010).

Regne :Plantes

Embranchement: Spermatophytes
Sous embranchement Angiospermes
Classe: Eudicots

Sous classe Malvides

Ordre : Sapindales

Famille : Zygophyllaceae

Genre : Peganum

Espéce Peganum harmala L.

1.1.3. Répartition géographique

Peganum harmala L. est largement distribuée dans le monde, pdigieument
répondue dans les régions arides méditerranéedaes les sols sableux et nitrés. Son aire de

répartition est :

« En Europe, elle est tres commune dans les zondesdate I'Espagne a Hongrie
jusqu’aux steppes de la Russie méridionale (YOUS$EH., 2009).

« En Asie, elle est répondue dans les steppes @ I8t du Turkestan jusqu’aux Tibet
(BEZANGEREet al., 1980).

< En Afrique, particulierement abondante dans lesegoarides méditerranéennes
(Maroc oriental, Sahara septentrional et hautealat d’Algérie, Tunisie, Steppes de
la Lybie, déserts d’Egypte (OZENDA, 1991 ; CHOPRAle, 1960).
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1.1.4. Usage traditionnelle

Peganum harmala L. présente un intérét en médecine traditionnal@grienne et
maghrébine pour traiter plusieurs maladies. Segr@tés thérapeutiques sont consignées
dans le tableau suivant :

Tableau 1:les propriétés thérapeutiqueskrganum harmala L.

Maladies Effets Référence
Antihypertenseur, (AI-QURAN, 2008)
Maladies cardiovasculaires| hypotenseur, Purificateur dg
sang (SAEEDet al., 1991)
antiagrégants plaquettaires|
Maladies Anti diarrhéique, (Farouket al., 2008 ; GOEL
Gastro-intestinal antispasmodique et al., 2009)

Maladies neurologique | Antiparkinsonien, Narcotiqug (ASHTON., 2012)
Analgésique

Effet cytotoxique sur les (CHEN €t al., 2005)
Néoplasme et tumeurs lignées cellulaires tumorales

agit comme un
bronchodilatateur dans les
Maladies pulmonaires maladies telles que 'asthmg (MAHMOUDIAN et al.,
'emphyséme, Pneumonie et 2002)
bronchite.

Antiparasitaire (Antipaludique
Maladies infectieuse Antibactérien (contre le tétangs (MONSEFet al., 2004)

néonatal), (ASTULLA et al., 2008)
Antifongique (NENAAH, 2010)
Antidiabétique, Antiseptique
Autres maladies cicatrisant, Emménagogue| (JINOUS et FERESHTEH.
utilisé contre le rhumatisme 2012)

(ISERIN, 2001)

1.1.5. Etude phytochimique

Les métabolites secondaires sont des composésqtlemide structures variées, qui
remplissent des fonctions périphériques indirectegrassentielles a la vie des plantes comme
la communication intercellulaire, la défense conge agressions d'origine biotique ou
abiotique, la régulation des cycles catalytiquelkaetélioration de la production (FREIDEL,
1980). Ces composes sont classées en 3 grandegegroles composés phénoliques, les
alcaloides et les terpenes (DERBEL, 2005).
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Des études photochimiques réalisées sur les feulleePeganum harmala L. ont
permis d’identifier plusieurs types de métabolsesondaires comme les alcaloides, présent
en grand quantité suivie par les coumarines, lpsressides, les flavonoides, les anthocyanes,

les stérols, les terpénes et les tannins (AL YAHY886) consignés dans le tableau 2.

Tableau 2: les différents métabolites secondaires des fauileganum harmala L.

Métabolites Molécules Activités Références
Secondaire identifiées biologiques bibliographiques
VitaminiqueP
Antioxydante
. . (FAROUK et al.,
Anti-inflammatoire
Flavonoide _ 2009 ; LINK et al.,
Antitumorale
o 2010)
Anticarcinogene
Poly phénols Antiulcéreuse
Antioxydante (BRUNETON,
Coumarines anticoagulante 2009 ; AKROUM,
anticedémateuse 2011).
Antibactérienne
Quinones Antifongique (NENNAH, 2010
Antivirale
. Cytotoxique et
Saponosides NI ) (BRUNETON, 2009)
Antitumorale
a-caroténe
; _ (PIKARD et al.,
Caroténoides B-caroténe Antitumorale
2009)
Antidiabétique
. _ . ) Activités contre les
Huiles essentiels | Terpenes et stérols _ (ASHTON, 2012)
anuries et
I’hypertension
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1.1.6. Les alcaloides deeganum harmala L.

Les alcaloides sont des composés azotés, basiquiime naturelle, provenant
essentiellement des plantes médicinales, lls sinmiés a partir des acides aminés mais il
existe cependant un grand nombre d'alcaloides tpntrpas forcément un acide aminé
comme précurseur ou l'atome d’azote est incorpond stade avancé de la biosynthése par
réactions d’amination sur des intermédiaires aldébyou cétones (HESSE, 2002). Quelques
structures d’alcaloides sont relativement simplesidis que d'autres sont tout a fait
complexes. lls peuvent étre classés en fonctioeureprécurseur, On distingue trois grandes
classes (alcaloides vrais, proto-alcaloides, psalgiboides) (BRUNETON, 1999).

L’espéce Peganum harmala L. est tres riche en alcaloide indoliques de tfpe

carbolines et en alcaloides quinazolines.

1.1.6.1. Leg-carbolines

L'harmaline, I'hnarmine, I'harmalol, I'harmol ettirahydroharmine sont identifiés et
quantifiés comme étant les principaux alcaloifesarbolines dePeganum harmala L.
(KARTAL et al., 2003). Le taux de ces alcaloides est plus &awé les graines et les racines
(3 & 4 %) que dans la feuille (0,52 %), et sordléshent absents dans les fleurs. L'harmine et
I'harmaline s'accumulent dans les graines secle3 at 5,6%, respectivement, d'’harmalol a
0,6% et de tétrahydroharmine a 0,1%. Les racinaiaament I'harmine et I'harmol avec 2 et
1,4% respectivement (HERRAKE al., 2010).

R6 .
N
R7 . a
|
H R1

Figure 3: structure de base de la molécgdearbolines (MAYADet al., 2013).

Les principaux alcaloidegscarbolines de I'esped@eganum harmala L. : L'harmaline,
I'hnarmine, I'hnarmalol, I'hnarmol et le tétrahydrainame (KARTAL etal., 2003), sont présentés

dans le tableau 3.
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Tableau 3: Les principaux alcaloiddscarbolines de I'espedgeganum harmala L.

, Activité o
Les p-carbolines Structure _ _ Référence
biologique
Analgésique (FAROUK etal., 2008)
Harmaline
Anti nociceptive | (MONSEF etal., 2004)
C13H150N2
Hypoglycémiante| (SINGH etal., 2008)
. A
Harmine |
oo N =N Antifongique (NENAAH, 2010)
C13H120N2 ’ |
H
Antibactérienne | (MOGHADAM et al.,
Harmalol 2010)
C12H120N Antivirale (KIANI et al., 2010)
e S Antiparasitaire | (SOBHANI etal., 2002
Harmol | |
\\/’ e NG ~— N
C12H10N2 | -~ Cytotoxique | NAFISI etal., 2010)
H CHs
Antioxydant FAROUK etal., 2008)
Tétrahydroharmine
H,C \ N-H
C13H16N20 N
}|{ CH,

Les B-carbolines sont des composés hétérocycligues awer structure pyrido
indoliques. En effet le noyau de base est congtitué cycle pyridine fusionné avec un noyau
d’indole par le cycle d’azole.lgscarbolines dérivent de I'acide aminé aromatiqyptophane,
celui-ci subit une décarboxylation par la L-amiridacdécarboxylase aromatique (AADC) et
induit la formation de la tryptamine. Une base ki st formée a partir de la tryptamine et un
aldéhyde ou un cetoacide par la réaction de Pigiengler, le composé obtenu est réorganisé
par la réaction de Manish-Like aboutissant a tenfdion de tétrahydrf-carbolines qui sera

oxydé progressivement en dihydfsearbolines ep-carbolines (DEWICK, 2002).
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Schiff base formation Mannich-like reaction; a-carbon can
usinjf;' aldeii\'df act as nucleophile
\ M ) g? N
OHC_ . :
H \'H
ryplamine lautomerism to restore
. 3 aromaticity
. N2
' 0
NO -— -—
i H
B-carboline

Figure 4: schéma général de biosyntheése des alcaloidésaldolines (DEWICK, 2002).

1.1.6.2. Les quinazolines

Peganum harmala L. contient une autre classe d’alcaloides, lemapolines, dérivés
de l'acide anthranilique et qui sont représentés lpaPéganine, le Vasicinone et la
Desoxypéganine (figure 5) (KHASHIMO#¥ al., 1969 ; ZHAREKEEWt al., 1974).

CO,H
., — A -
NH, N
- OH
Acide anthranilique Noyau quinazoline Péganine

O

LY

OH

Vasicinone

Figure 5 : structure générale des quinazoline$dganum harmala L. (ANISZEWSKI,
2007).
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1.2. Présentation de I'espéc¥erbascum sinuatum L.

1.2.1. Description des différentes parties de laahte

Verbascum sinuatum L. appelé aussi molene a feuilles sinuées, esplarge vivace
ou bisannuelle de la famille des Scrophulariacgesyant atteindre, voir méme dépasser les 1
metre de hauteur. Elle se caractérise par desddelnbsales sinuées aux bords ondulés et tres
poilus. Des fleurs en épi de couleur jaune soufdes étamines a poils violet. Le fruit est une

capsule portant plusieurs graines (MOSSERAY, 1935).

Ce genre de plantes fleurissent généralement & @gartois de juin jusqu’a octobre
((DANE et YILMAZ, 2009 ; REMAL, 2014) ; elles afféionnent tous les terrains chauds,
secs et bien exposés au soleil. On les retrouvéoipaméme parmi les décombres.
(SPERANZAet al., 2010 ; GUY, 2012).

Figure 7 : les différentes parties déerbascum sinuatum L. (JARDAT et al., 2015)

A : Fleur B : Feuille C: Fruits

1.2.2. Classification botanique

La classification botanique deerbascum sinuatum L. est donnée ci-dessous selon
STOODEH (2015).
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Super-embranchement Spermatophyta
Embranchement Angiospermae
Classe Eudicotyledonae
Sous-classe Astridae

Ordre Lamiales

Famille Scrophulariaceae
Tribu Verbasceae

Genre Verbascum

Espece Verbascum sinuatum L.

1.2.3. Répartition géographique de I'especeevbascum sinuatum L.

La plupart des plantes du genre \derbascum L. ont une aire de distribution tres
restreinte. Cependant d’autres especes on lesetmaturellement a large distribution comme
I'especeVerbascum sinuatum L. ; qui est présente en en Turquie, en EuropéAfegue du
nord et dans toute la région méditerranée (Sahgéaien) (REMAL, 2014).

Elles affectionnent tous les terrains chauds, stdsien exposés au soleil. On les
retrouve parfois méme parmi les décombres (SPERABZA, 2010 ; GUY, 2012).

fu’f/v‘) e }[\;}(\)

Figure 8 : aire de répartition du genre mediterran¥erbascum L. (MURBECK, 1933).
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1.2.4. Usage traditionnel

Les especes appartenant au genr&/abascum sont tres utilisées en phytothérapie
(POLLETIE, 1988). Les feuilles, racines et les fiegont de la plante les plus connues par
leurs vertus thérapeutiques comme élucidé darabledu 4.

Tableau 4 :les propriétés thérapeutiques des différentesgsadlVer bascum sinuatum L.

Parties utilisées Traitement Référence

Traitement des problemes
respiratoires comme la toux irritant
Feuilleset fleurs et 'asthme. (SENATOREset al.,
(infusion des 2 partieg Effet Anti-inflammatoire sur le 2007).
systeme urinaire pour traiter les

infections fongiques et la diahrée

Utilisées comme antiseptique,
SENATOREet al.,

2007).

Les feuilles et racines antispasmodiques, émollient,

antioxydant.

Soulager les douleurs rhumatisma

Les feuilles basales o (MEDDOUR R, 2009)
et sciatiques

(WIHELMINA etal.,
1999).

Le bouillon des racines Utilisé contre les maladiedoie

Pour traiter les maladies de la peg

exemple : 'eczéma (TATLI et
Les fleurs e _ .
Utilisée aussi contre les maladiey AKDERMIR, 2006).

oculaires

1.2.5. Etude photochimiques et activité biologique

Les métabolites secondaires est un ensemble deoldéiomes de structures et de
fonctions variées qui interviennent dans lintei@ctdes plantes avec leur environnement
biotique et abiotiquéYARNELL, 2007) Chez le genr&erbascum, ces composés secondaires
regroupent plusieurs molécules, généralement rdddemen superfamilles chimiques : les
alcaloides, les poly phénols et les terpénoideS\(MEN, 2012).

11
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Les différents composés photochimiques de g¥rbascum sont présentés dans les

tableaux 5 et 6 :

Tableau 5 : les différents composés terpéniques et phénoliuegenreVerbascum et leurs

activités biologiques.

Classe s - Activités fex
e Composés isolés| Structures chimiques ; : Référence
chimique biologiques
Les saponoside :
Anti-
Verbascosaponine inflammatoire SENATOREet
) . CHOH "o O 0N . al, 2007 ,
ILwensisaponine Al } % i Cytotoxique TATLI et
8 - T R - AKDEMIR,
g ILwensisaponine B Verbascosaponine Antifongique 2006).
‘O
o Laxative
9
% Iridoides :
2 I'harpagide, Antibactérienne
g— I'aucubine ; OH OH
o le verbascoside A |, % H Anti-
O catalpol ; "o o of inflammatoire | (AKDEMIR et
i - OH H al., 2004 ; TATLI
phlomoidoside ; O ctal. 2007
ajugol ; Cicatrisante a )
sinuatol Aucubine . .
antinocicepetive
Flavonoides Anti-
glycolyses : inflammatoire
(SENATOREet
Apigenine, Antioxydante al., 2006 ;
8 Cercitring l\@; ALIPIEVA etal.,
g d ’ o Anti tumorale 2014 ;
S lutéoléine, rutine, - MOUSAVI et al.,
= OH Antiallergique 2015).
=
= Kaemprephole Rutine
g
m -
el Anti-
S Glucoside de wo, o _on|  INnflammatoire
: henylethanoides: S ol
% phenylethanoides: e Gl Anti nociceptive (KAHRAMAN et
- Verbascoside b T Ay 2002
’ F/’LW Antifongique AHIPIEVES Cielky
Martynoside. Ho St 94 2014)
Martynoside Diurétique

12
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1.2.6. Les alcaloides du gennderbascum

Plusieurs alcaloides ont été isolés a partir deepaaériennes d¥erbascum, la
pluparts sont dérivés de la spermine et compomenisquelette macrocyclique. lls sont
caractérises aussi par la présence d’'un lien ada@ids la plupart des composés, et ils peuvent
comporter un ou plusieurs substituant, soit suatome d’azote, soit sur un atome de carbone
du cycle (BAKKALI, 1997), parmi ces alcaloides, lpkis importants sont: verbacine,
verbasitrine et Verbalocine (KOBLICOV# al., 1983). Ces alcaloides sont regroupés dans le

tableau 6.

Tableau 6: quelques alcaloides du genverbascum et leur activité biologiques

Alcaloides Structure chimique Activités Références
biologique
(GOVINDA
Anticancéreux Netal.,
2019)
Verbacine
(GRIGORE

Anti-inflammatoire | etal., 2013)

Antalgique BEANZ et

NH HN
) al., 2002)
Verbalocine , U N
O

= | Antimicrobienne | ALIPIEVA
L\\,‘/‘\R Antispasmodique | etal., 2014

Hypotensive (JAMSHIDI-
KIA etal.,
2018).

Verbasitrine

2 R = MeO, (-)4S)-Verbasitrine

13
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Chapitre Il : le cycle cellulaire et Les principales cibles des agents
antiprolifératifs et cytotoxiques

2.1. Description du cycle cellulaire

Le cycle cellulaire est une série d’événementslésget organisés, qui conduisent a la
formation de deux cellules filles a partir d’'undlde mere possédant le méme patrimoine
génétique. Ce cycle est divisé en deux phasesymiles :I'interphaseet lamitose (ou phase M)
(KARP, 2004). Les difféerentes phases du cycle lzikisont représentées dans la figure 9.

Interphase (G2) —~%

Télophase @ \ ~ Prophase
\ *e. i SGs
=0 ;

Anaphase ( /
= y.J K
N S /
Prométaphase
¥— —
_Kinétochore
Microtubule
Chromatides soeurs Meta phase

Figure 9: les différentes phases de la mitose (CHEESEMARESAI, 2008).

2.2.Les différentes phases du cycle cellulaire

2.1.1. Interphase

L'interphase est la plus longue étape du cycleledle. C'est le moment ou la cellule
grandit et copie son ADN avant de réaliser la neif@tle recompose trois phases :

» La phaseGl: premiere phase de croissance ; la cellule gratdiés organites sont
copiés (GALASet al., 2008).

14
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» La phase S: phase de synthése ; la cellule sysghéhe copie complete de 'ADN
dans son noyau (FAVRO et NICOLLE, 2011).

» La phase G2 : seconde phase de croissance ; ldecelbit encore plus, produit des
protéines et des organites, et commence a réogyesua contenu en se préparant a la
mitose (NORBURY et NURSE, 1992).

2.1.2. Mitose

Le processus de mitose, ou division cellulaire, éggtlement connu sous le nom de
phase M. C'est au cours de cette phase que ldecgiise son ADN, précédemment copié, et
le cytoplasme pour créer deux nouvelles celluldssfidentiques. Elle se compose de quatre

phases de base : la prophase, la métaphase, beaeagtia télophase
2.1.2.1. Prophase

La chromatine se condense et les chromosomes waépligavec 2 chromatides)

apparaissent. Les microtubules du cytosqueletteosganisent en fuseau mitotique.
2.1.2.2. La métaphase

Les chromosomes sont trés condensés = chromosogtaphrasiques et organisés en

plague équatoriale.
2.1.2.3. L’anaphase

Clivage du centromeére et partage des chromosonm&|dés en 2 lots identiques de

chromosomes simples chromatides qui migrent verpdées opposeés.
2.1.2.4. La télophase

Le fuseau disparait, les chromatides se décondensanmembrane nucléaire se

reforme.

15
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2.2. Les principales cibles des agents antiprolifétifs et cytotoxiques

2.2.1. Action sur le fuseau mitotique

La distribution du matériel génétique en deux Identigues aux cellules filles lors de
chaque division cellulaire est réalisée par unesire constituée essentiellement de microtubules:
le fuseau de division (CARAZO-SALAS et BRUNET, 2002

Les microtubules sont des cylindres creux d’'un @i@ende 25 nm, présents dans toutes
les cellules eucaryotes (MURRA# al., 2011). Elles sont formés de dimeres de tubulines
constitués chacun de deux sous-unités, la tubulieiela tubuline3, liées par des liaisons non
covalentes. Les diméres sont assemblés en pratefilaqui constitue la paroi des microtubules
et ils sont polarisés et orientés de facon égalemaarisée le long de chaque protofilament.
Cet assemblage est extrémement dynamique car lesedérémités des microtubules passent
leur temps a basculer entre deux états : la polgatém (assemblage) et la dépolymérisation
(désassemblage). Les deux extrémités étant chaig&@emment GTP et GDP possedent une
dynamique plus ou moins importante. On parle dé&xiré (+) pour celle chargée en GTP et
donc trés dynamique et d’extrémité (-) pour celargée en GDP donc moins dynamique
(MARY, 2015).

B tubuline ExXtrémité +

o tubuline

-
O I 8 nm
o
o
-

Extrémité -

Figure 10 : structure des microtubules (CAUDRON, 2007).
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Les agents antimitotiques affectent le réseau ntigoalaire et donc la division et le

transport intracellulaire. lls peuvent agir sela@uxl mécanismes opposes : soit en stabilisant

les microtubules (inhibiteur de la polymérisatioa l& tubuline) soit en les déstabilisants

(inhibiteur de la polymérisation de la tubuline).

Les différents agents antimitotiques ainsi quesdenécanismes d’actions sont consignés

dans le tableau suivant.

Tableau 7: les différents agents antimitotiques et leurs rsatiaction.

LPTS agents Structure chimique Mécanisme d’action Références
mitotiques
- Inhibition de la GROSIOSet al.,
S — dépolymérisation des _
g 8| X microtubules, en se fixant 1999
=3 E sur la poche dp tubuline, | BHATTACHARYY
8 bloguant ainsi le mécanisme
@ de la mitose (en phase G2) Aetal., 2008)
fixation de fagon
irréversible sur la sous unit¢  (GARRETT et
o a etP de la tubuline, ce qui
k= empéche la polymérisation| GRISHAM, 2000 ;
% en microtubule et entraine | AMOS, 2004 ;
3 blocage de la division
E cellulaire au stade ROGALSKAetal.,
métaphase et le transport 2015)
intracellulaire des vésicules
5 , et des organites
s Inhibition de la
§ é F\_/ ":N OH polymeérisation de tubuline
3 Tas \={ \ =7 en se liant sur les sous unitt  (CORREIA et
” 3 H '. N a etp induisant la formatior .
S| g MeO;J %, [\H ) des paracristaux de tubulin¢ LOBERT, 2001 ;
2 | 9 [/ NN/ (" quibloguent la mitose en | ROBERT 2007)
o S NeO- \=={ 1 /~pAr  Métaphase et empéchent |3
@ N, 0K formation du fuseau et la
— R COMe  dispersion des
chromosomes
OHH
%) —_—— s _
88| [ I o Leffetinhibiteur est da a la
% o~ ~F""~F"{ formation du complexe (BABA-AISSA
! = podophyllotoxine-tubuline, 2000).
| 2 Q/J\’\;;L\ qui bloque la polymérisatior
I o en microtubules
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2.2.2. Action sur 'ADN

Il existe de nombreuses molécules bioactifs d’'nagivégétal qui ciblent I'ADN
notamment pour bloquer la transcription et empétheéplication. Il s’agit de la plupart des
métabolites cytotoxiques (LENGLET, 2010). lls penivagir par différents mécanismes soit en
se fixant de fagcon covalente, ou induisant desucassnono ou bi caténaires (inhibiteur de topo
isomérase) ou en inhibant la synthese des métholies différents types d’anticancéreux

cytotoxiques et leurs modes action, sont représelaiés le tableau suivant :

Tableau 8: les différents types d’anticancéreux cytotoxigeegurs modes action

Les agents
ciblant Structure chimique Mode d’action Références
I’ADN
O | Composés qui se fixent su
/©/\/Y 2 sites proches situés sur |
% Cl\/\N OH chaines d’ADN. cette
g fixation provoque la
% H formation des ponts intra- ¢ (ESPINOSA et
inter caténaires et a la
1) cl séparation des 2 brins £Lor 2K
o d’ADN et induit l'arrét de
f.:” Chlorambucil la réplit_:at_ion, la
transcription et donc la
synthese protéique
0 Blocage de la synthése de
Q O  COOH , ) o
E - N N/I I ADN solt en |nh|bant'Ia. (LANSIAUX,
IS . )IN\ |  J N coon biosynthese des nucléotides, _
2 N, | Nf(';Hs soit par I'incorporation de 2004 ;
» ‘ ces antis métabolites dans| COUDERT,
% I’ADN comme étant des 2018).
g Méthotrexate analogues structuraux des
- bases nucléiques.
39 Stabilisation du complexe
o 8 ADN-Topo isomérases
g g (enzyme induisant des (GOLDWASSER,
) cassures et relégations lor 2007)
€° de la réplication des brins '
£ o
® fgl d’ADN conduisant a
— I'apoptose.
Topotécan
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2.2.3. Action sur de la tyrosine kinase

Les régulateurs du cycle cellulaire sont consid@@sme des cibles privilégiées
d’inhibiteurs sélectifs et puissants (MEIJER, 2003gction principale de ces inhibiteurs
compétitifs s’effectue au niveau du site de phosghtion des protéines kinases par
l'introduction d’'un composé mimique a I'ATP (POUGEt al.,, 2012). Parmi ceux-ci on

distingue :
» La quercétine

La quercetine est I'un des flavonoides les plugmdps dans les végétaux incluant les
oignons rouge et jaune, les pommes, les brocass,bhies et certaines graines et fruits
oléagineux, c’est un polyphénole fut découvert é&mm temps que la vitamine C par Albert
en 1997, c’est une molécule possédant 5 groupehyidr (OH). Elle est insoluble dans I'eau
froide, peu soluble dans I'eau chaude et tres $oldbns l'alcool et les lipides. L'activité

anticancéreuse de la quercétine a été largematiéétu

Figure 11: structure de Quercetine (COULOUNGA BIANCATELG# al., 2020).

La quercetine inhibe la CDK (la CDK est une enzymportante dans la catalyse des
protéines cibles jouant un réle dans le processugytle cellulaire : fragmentation de
I'enveloppe nucléaire, compaction des chromosonépdication de '’ADN dans l'avancement
du cycle...etc.) en introduisant un composé sembla@blBATP au niveau du site de
phosphorylation de I'enzyme en question (CH&Idl., 2010 ; POUCEt al., 2012).

D’autres propriétés thérapeutigues ont égalementaétibuées a la quercetine, a
savoir les propriétés antioxydants (HALLIWELL, 2Q1anti-inflammatoires et antivirales
(COULOUNGA BIANCATELLI et al., 2020).
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Partie Expérimentale

1. Matériel et méthodes

L’étude expérimentale a été réalisée au niveaalloratoire de biochimie analytique et

biotechnologie (LABAB) de la faculté des scienceddgiques et des sciences agronomiques

de l'université de Mouloud Mammeri Tizi-Ouzou. @eftude porte sur deux especes de plante

médicinales Peganum harmala L. et Verbascum sinuatum L. L’'objectif est d’évaluer I'effet

antiprolifératif et cytotoxique des fractions dali@ides des feuilles d@eganum harmala L. et

Verbascum sinuatum L., sur la levureéSaccharomyces cerevisiae.

1.1. Matériel

1.1.1. Matériel biologique

Des feuilles de plante¥erbascum sinuatum L. et Peganum harmala L ., ont été
récoltées au mois d’avril et Mai 2019 respectiveme@chantillonnage a été effectué
au sud de la wilaya de Laghouat, plus exactemems tarégion de Timizert pour
peganum harmala L. tandis que les feuilles déerbascum sinuatum L. ont été récoltés
dans la région d’Adekar Assif el Hammam a Bejaies [feuilles récoltées, ont été
nettoyées, séchées a une température ambiante’atriade I'humidité et de la
lumiere, puis réduite en poudre fine a l'aide dimoyeur électrique. Les poudres
obtenues sont conservées dans des boites en gefedwi de la lumiére et servent
ensuite a la préparation des fractions.

Levure boulangereSaccharomyces cerevisiae commercialisée est un organisme
modéle étudié dans les laboratoires de biologie ptudier les eucaryotes (SHWETA

et al. , 2012) en raison de sa croissance rapide, facit@anipuler et de faible codt.

1.1.2. Matériels du laboratoire

Les différents appareillages, verrerie et autregr@s utilisés dans notre étude sont

représentés dans le tableau suivant.

20



Partie Expérimentale

Tableau 9 :Appareillage, verreries et autres matériels uslisé

Appareillage Verrerie Autres matériels
_ Becher
Evaporateur rotatif _
Erlenmeyer Filtre
Autoclave _ _
_ _ Entonnoir Papier Wattman
Microscope optique _ o
_ Fiole jaugéee Lamelles et lames
Centrifugeuse
Eprouvette Cellules de Malassez

Micropipette

Ampoule a décanter

» La cellule de Malassez (ou Hématimetre de Malasssizyn hématimetre qui permet
de compter le nombre de cellules en suspension ulasolution. Elle possede un
qguadrillage spécifique, comportant 100 rectanglast @5 rectangles sont divisés en
20 petits carrés afin de faciliter le comptage (Fégl2). Le volume correspondant au

guadrillage total est égal a 1.
10 rectangles

v

Rectangle non quadrillé

Rectangle quadrillé verticalement

Rectangle quadrillé horizontalement 10 rectangles

Rectangle subdivisé
en 20 petits carrés v

Figure 12 : cellules de Malassez.
1.1.3. Réactifs et solvants

Les réactifs et solvants utilisés dans cette ésoté représentés ci-dessous :
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Tableau 10 : Réactifs et solvants.

Composés Concentration Fonction

Ether de pétrole Pur Délipidation

Méthanol 99,7 % Extraction
Chloroforme Pur Extraction

HCL 5%, pH=3 Acidification

Na2Co3 5% Basification
Colchicine Img/ml Témoin positif

Bleu de méthyléne 0.1% Coloratlonceetll\&l;t;allsatlon des
Eau distillée / Témoin négatif

1.1.4. Préparation de milieu de culture PDB (Potat®extrose Broth)

Le PDB est utilisé comme milieu de culture pouctaissance des levures. Dans cette

étude, la levure utilisée eSaccharomyces cerevisiae.

Faire bouillir 100g de pommes de terres tranchés da&au distillée pendant 15
minutes ;

Récupérer le bouillant de pomme de terre, en tiafit & travers un filtre blanc dans
une fiole jaugée (100ml), y rajouter 10 g de glecps

Ajuster le mélange a 100 ml avec de I'eau distilliemogénéiser et chauffer sur une
plaque chauffante ;

Repartir le mélange dans des flacons ;

Stérilisation par autoclave a 120C°, pendant 2Qutes;

Conserver le milieu dans un réfrigérateur a 4 °C.

1.2. Méthodes

1.2.1. Préparation des fractions d’alcaloides desdilles deP.harmala L. et V.sinuatum L.

La préparation des fractions consiste a extraisealealoides a partir des poudres de

feuilles dePeganum harmala L. et Verbascum sinuatum L., par la méthode de HARBONNE

(1998). L'extraction est basée sur la différencesalebilité des alcaloides en milieu acide et

en milieu basique, ils vont ainsi pouvoir étre sépades autres constituants du végétal. Les

principales étapes d’extraction des alcaloides mumeées dans la figure suivante.
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5 g de poudre de feuilles

Verbascum sinuatum L. ou Peganum harmala L.

l

Ajout 20 ml de I'éther de pétrole
Macération pendant 24H a

L’abri de la lumiér

Précipité de marc Solution d’éther de pétrole

«—— Extraction avec 20 ml de méthanol, 48h a T° ambiante

<« Filtration

Extrait methanolique

l._ Evaporation & sec 60 °C

Résidus récupérés par 10
ml de chloroform

Acidification avec du HCI 5%

Décantatio
Phase chloroformique Phase aqueuse

«— 10 ml chloroforme,

«—— Ajout d’'NaCO3 a 5% Evaporation a sec 60°C

v

Fraction d’alcaloides des feuilles Beganum harmala L. ou
de Verbascum sinuatum L.

Figure 13: schéma d’extraction des alcaloides totaux (HARBON®S).
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1.2.2. Evaluationin vitro de Il'activité antiproliférative des fractions d’alcaloides des

plantes étudiées

Le teste anti prolifératif a été effectué suivanplrotocolede SHWETAEet al. (2012)
avec quelgues modifications. La levi8accharomyces cerevisiae est utilisée comme modele
d’étude, en raison de nombreux avantages qu’eBsqute : pouvoir prolifératif rapide, facilité

de manipulation, prix moindre.
1.2.2.1. Préparation de I'inoculum deSaccharomyces cerevisiae

A partir d’'une culture de 1g 8accharomyces cerevisiae dans le milieu PDB, incubé
a 30°C pendant 24h, nous avons préparé une solotiza de densité optique Une solution

mere de 0,1 a une longueur d’'onde 650 nm.
1.2.2.2. Test antiprolifératif

Pour mettre en évidence lactivité prdiiférative des alcaloides extraits de
Verbascum sinuatum L. et Peganum harmala L., on a utilisé la méthode de bleu de méthylene

adoptée par le protocole de SHWE®&#al. (2012), optimisé par nos soins.
1.2.2.2.1. Action de bleu de méthyléne

Le bleu deméthylene est une molécule organique de formuleell2d6H18CIN3S. I
est utilisé comme indicateur de coloration : sarsk oxydé il est bleu, sous forme réduite,
est incolore.ces propriétés sont utilisées pouluévd’activité cytotoxique des alcaloides sur
les cellulesSaccharomyces cerevisiae. Dans une cellule vivante le bleu de méthyléne est
réduit (car les cellules vivantes ont un environaetméducteur) présente des enzymes actives
donc la cellule apparait incolore, en revanchesdame cellule morte, le bleu de méthyléne
est oxydé, donc la cellule apparait en bleu. Lergentage de la viabilité est obtenu par la

formule suivante :

% de cytotoxicité =Nombre de cellules mortes / (Nombre de cellules mortes
+nombre de cellules vivantes)*100.
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La figure suivante récapitule les différentes ésapavies lors de la réalisation du test

antiprolifératif.

0.5 ml d’'inoculum de levure
(DO=0.1)

+ 2.5 ml de PDB

(O

NI

i

L'eau distillée

250 ul

T

/ /

I I

Fraction d’'alcaloide

Colchicine
Verbascum
250 ul sinuatum L.
250 u

Incubation a 28°C / 24 heures

Ajouter 0.5 ml de bleu de méthyléne (0.1)

Observation et comptage des cellules mortes et
vivantes sous microscope optique (X400)

Figure 14 :les différentes étapes du test antiprolifératif.
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1.2.3. Etude statistique

Pour notre étude, des analyses statistiques orgaigees en utilisant le test d’analyse de
variance ANOVA a un facteur avec le logiciel STARXB, ayant pour but de comparer la
moyenne d’'une variable quantitative correspondanipaurcentage de cytotoxicité selon un
facteur qualitatif qui représente nos fractionst&se permet de mettre en évidence I'existence des
différences significatives entre les fractionseegstndard (colchicine). Un test complémentaire de
comparaisons des moyennes a été fait pour classatifférentes fractions testées en groupes

homogeénes.
2. Résultats et discussion

Dans notre étude, on a utilisé la méthode de HARBB. (1998) pour la réalisation
des fractions d’alcaloides a partir des feuillesVdebascum sinuatum L. et de Peganum
harmala L., ceci par la différence de solubilité des kides en milieu acide et en milieu
basique, ils vont ainsi pouvoir étre séparés dégsgonstituants du végétal. L’acidification
entraine les alcaloides sous forme de sels sosldémine ainsi I'impureté solubles dans les
solvants organiques (lipides, résine, chlorophyllBar contre la solution alcaline de
'ammoniac pH=9 permet la libération des alcaloiBRUNETON, 1999).

L’effet antiprolifératif est révélé par la méthode coloration au bleu de méthylene
qui permet I'observation de cellules mortes et Harmene de nécrose cellulaire au niveau
des levures traités par la fraction d’alcaloides tiilles dePeganum harmala L. et de

Verbascum sinuatum L. et du standard (colchicine).

L’action antiproliférative et cytotoxique des difédtes fractions (la fraction d’alcaloide
des feuilles dePeganum harmala L. et la fraction d’alcaloide des feuilles &éerbascum
sinuatum L.) sur la prolifération des levur&accharomyces cerevisiae, est mise en évidence en
la comparant a I'action de I'eau distillée qui eshsidérée comme témoin négatif et un témoin
positif qui est la colchicine (Img/ml). Les réatdt sont exprimés en pourcentage de
cytotoxicité.

Les différents pourcentages de cytotoxicité de eaule en présence la fraction
d’alcaloide des feuilles dBeganum harmala L. et la fraction d’alcaloide des feuilles de

Verbascum sinuatum L. sont présentés dans le tableau suivant :
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Tableau 11: Les différents pourcentages de cytotoxicité : flastions d’alcaloides testées,

le standard et le témoin négatif.

Fraction Moyenne * Erreur standard
Témoin négatif 0.0+ 0.00
Colchicine (1mg /ml) 55.70 £5.170

Fraction d’alcaloide des feuilles de
67.292 + 2.629
Peganum harmala L.

Fraction alcaloide de Verbacum
. 76.359 + 2.056
sinuatum L.

> Action de la colchicine

Le pourcentage de cytotoxicité de la colchicineestimé a 55.70 + 5.170 %. Les
résultats des analyses de variance entre le ténggatif ('eau distillée) et la colchicine ont
donné une p < 0.001, ce qui révele une différenaatdment significative entre les
pourcentages de ces derniers. La colchicine estlcaloide connue pour son activité
antimitotique qui est responsable de son effetpesiifératif, elle a été utilisée dans le
traitement des cancers mais en raison de sa faxieité, on I'a abandonné. La colchicine
cible les microtubules, elle empéche leur polapsatonduisant a I'arrét mitotique et la mort
cellulaire (POUCEt al., 2012).

En comparant le résultat de ce standard a ceuxadtepar les fractions, a savoir la
fraction d’alcaloides des feuilles eganum harmala L. et celles d&/erbascum sinuatum L.,
nous a permis d’évaluer le potentiel antiproliférat cytotoxique de ces derniers.

» Action de la fraction d'alcaloide des feuilles d®eganum harmala L.

La fraction dePeganum harmala L. a montré une action antiprolifératif sur lefiudes
de la levureSaccharomyces cerevisiae traduite par un pourcentage de cytotoxicité est@me
67.292+2.629%. Le test ANOVA entre le témoin positif etffaction a révélé une p value
inférieure a 0.001, ce qui indique leur action tyxique différentes sur la prolifération

cellulaire.
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> Action de la fraction d’alcaloide des feuilles d&erbascum sinuatum L.

Le pourcentage de cytotoxicité de la fraction alite deVerbascum sinuatum L. est
estimé a 76.35% 2.056%.L'analyse ANOVA a montré une différenceteaent significatif
entre les pourcentages de cytotoxicité du témositipet la fraction d’alcaloide des feuilles
de Verbascum sinuatum L. a p<0.001, ce qui prouve qu’ils ont une actiytotoxique
différente sur la prolifération cellulaire.

%0 76.359 % |

80 67.292 %

70 55.70 % T
60

50
40

30

20

10

Pourcentages de cytotoxicité

Temoin - Colchicine FALP FALV

Les différentes farcions testées

Figure 15: pourcentages de cytotoxicité de différentes fomstitestées (Annexe 1).

FALP : fraction d’alcaloides deeganumharmala L. ; FALV : fraction d’alcaloides d¥erbascum

sinuatumL. ; Témoin - : témoin négatif (I'eau distillée).
2.1. Synthese des résultats

Des travaux en paralléle ont été effectués au dabioe de biochimie analytique et
biotechnologie (LABAB) sur I'action anti proliféige des fractions de flavonoides des feuilles
de Verbascum sinuatum L. et Peganum harmala L. (la phase aqueuse et la phase butanolique)
sur la levureSaccharomyces cerevisiae. De ce fait, un test de variance ANOVA a été faityie
d’'un test de comparaison des différentes moyenesspdurcentages de cytotoxicité (teste

Newman-keuls) qui révele la présence de difféergrdapes homogéenes (Annexe 3).

L’ANOVA realisées entre le témoin négatif reprégepar I'eau distillée et les deux
témoins positifs (la colchicine et la querceting¥ gomme standards, ainsi que les différentes

fractions testés, montrent une différence hautersigmificative entre ces mesures (p=0,00)
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(Annexe 2). Ceci confirme que ces derniers possatieneffets antiprolifératif et cytotoxique
différents. Les comparaisons multiples des moyeonésévélé la formation de sept groupes
homogenes (annexe 3). Le groupe A regroupe respant le témoin négatif (I'eau) et la
fraction aqueuse des flavonoides des feuille¥@bascum sinuatum L. . Le groupe B est
représenté par la fraction aqueusédganum harmala L.. Le groupe BC est représenté par la
guercetine. La colchicine appartient au groupe B&baction butanolique des flavonoides
des feuilles deVerbascum sinuatum L. appartient au groupe CDE. Le groupe DE est
représenté par la fraction d’alcaloides des feudiePeganum harmala L.et enfin le groupe E
regroupe respectivement la fractions butanolique fdailles dePeganum harmala L. et la

fraction d'alcaloides des feuilles &erbascum sinuatum L.

D’aprés ces résultats, la fraction aqueuse desril@ides des feuilles déerbascum
sinuatum L. (45.297%) et le témoin négatif (0.00), ont ufiete cytotoxique similaire
correspondant aux effets antiprolifératif les dibles. Contrairement a la phase butanolique
de flavonoides des feuilles d&rbascum sinuatum L. dont I'effet prolifératif est estimé a
63,650%, cela signifie que la phase butanoliqu&abascum sinuatum L. est plus riche en
molécules bioactifs responsables de I'effet cytmfoe et qu’elle est plus cytotoxique que les
deux témoins alcaloide et quercetine qui présengsipiectivement un pourcentage de 55.70%
et 47.026%, mais elle ne dépasse pas celle dadtidin alcaloide d®eganum harmala L.
dont la cytotoxicité est de 67.292%. En outre,rkction butanolique des flavonoides des
feuilles de Peganum harmala L. et de la fraction alcaloide des feuilles derbascum
sinuatum L., ont donné respectivement un pourcentage detaytité de 74.218et de
76.359.lIs présentent un effet antiprolifératiples élevé, cela peut étre justifié par le fait que
ces deux fractions contiennent des meétabolites nsai@s toxiques responsable de la
perturbation de I'activité de '’'ADN polymérase at HADN topo isomérases, ce qui généere
des mutations (GOLDWASSER, 2007).

Des études similaires rapportant sur I'effet aolifgératif des extraits aqueux des
feuilles dePeganum harmala L. et deVerbascum sinuatum L. ont étaient réalisés au niveau
du LABAB par ATTOUCHE et MAHMOUD (2020). Les résats ont révélés que I'extrait
agueux d&/erbascum sinuatum L. et celui dePeganum harmala L. ont donné respectivement
un pourcentage de cytotoxicité de 627B.09 % et de 73.0&12.74%.Cependant leur
association au témoin positif (colchicine) a fdianger I'effet antiprolifératif. L’association
de I'extrait aqueux avec la colchicine a révéléetfet cytotoxique plus élevé présenté par un

pourcentage de 76.08.48%, contrairement a I'association a la quereetin I'effet anti
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prolifératif a diminué jusqu'a 64.475.64%.l'effet chimio protecteur de la quercetinéta
mis en évidence dans des études rapportées parkBWA et KITAMURA (2000) qui ont
démontré l'effet apoptotique de la quercetine sudit¢'induction de l'appoptose par un
traitement au péroxyde d’hydrogéne.

L’association de I'extrait aqueux des feuillesR#|ganum harmala L. avec la colchicine
a révélé un effet synergique ou le pourcentage/doxicité a augmenté jusqu’a 78.02+ 4.72%
or la combinaison avec la quercetine a révélé fet eintagoniste dont le pourcentage de
cytotoxicité a diminué jusqu'a 72.38 +2.62%.

Dans la chimiothérapie anticancéreuse un compranige différentes interactions
peut étre réalisé. Ce compromis vise a utilisercasbinaisons ayant un pourcentage de
cytotoxicité permettant d’'inhiber la prolifératiales cellules tumorales tout en protégeant les

cellules saines.
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Conclusion

La présente étude a concerné ['évaluationvitro de l'effet antiprolifératif et
cytotoxique des fractions d’alcaloides des feuiltiesPeganum harmala L. et Verbascum
sinuatum L. sur des cellules eucaryotes : la lev@secharomyces cerevisiae .La mise en
evidence du pouvoir antiprolifératif et cytotoxiqdes fractions d’alcaloides des feuilles de
Peganum harmala L. et Verbascum sinuatum L., est réalisée par la méthode de coloration de

bleu de méthylene en utilisant la colchicine constaedard.

Les résultats obtenus ont montré que les diffésefngetions d’alcaloides testées, ont
révélé un effet antiprolifératif et cytotoxique,rde développement cellulaire de la levure
avec des pourcentages cytotoxique différents. raetibn d’alcaloidefeganum harmala L.

a entrainé un effet antiprolifératif et cytotoxigaeec un pourcentage de (67.292%) qui est
inferieur comparativement a celui de la fractioralchloides des feuilles deerbascum
sinuatum L. (76,359%), ce qui indique que la fraction da@idesPeganum harmala L. a une
activité antiprolifératif et cytotoxique moins impante . Les analyses de type ANOVA faites
entre la fraction des feuilles dganum harmala L.et la colchicine a révélé une différence
hautement significative (p<0.001), ce qui indique’eties ont un effet antiprolifératif
différent, il en est de méme entre la fraction cBébides des feuilles déerbascum sinuatum

L. et la colchicine (p<0.001).

L’ensemble de ces résultats obtemugitro ne constitue qu’une premiére étape dans la
recherche de substances d'origine végétale beplegient actives. D’autres études doivent
étre reéalisées pour obtenir une vue plus approgorsdir I'activité anti proliférative et
cytotoxigue des différentes fractions des feuikesVerbascum sinuatum L. et Peganum
harmala L., pour cela il est nécessaire de mettre en cediamatres investigations et

perspectives tel que :

> isolement, caractérisation et identification desnposés actifs par des méthodes
spécifigues comme la chromatographie en phasedbgaiihaute performance (HPLC)
et la chromatographie en phase gazeuse (CPG) ;

> réalisation des tests wivo sur les cellules saines et cancéreuses afin deemest
évidence leur mode d’action ;
étude d’autres activités biologiques tel que amjalkgs, anti-inflammatoire ;

> réaliser des combinaisons avec des principes adifdes tester sur des lignées

cellulaires cancéreuses.
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Annexe 1: Tableaux de pourcentage de cytotoxicité obtenue [@sutrois observations des

fractions testées et la colchicine.

Fraction Les essaies Moyenne Ecart type

colchicine 66.190 55.700+5.17
56.600
44 31

Eau 0.00 0.00t 0.00
0.00
0.00

(A): Tableau pourcentage de cytotoxicité obtenue psutrbis observations de la colchicine.

Fraction Les essaies Moyenne Ecart type
Fraction d’alcaloides de 67.021 67.292 2.628
Peganum harmala L. 61.855

73
Eau 0.00 0.0G+ 0.00

0.00

0.00

(B) : Tableau pourcentage de cytotoxicité obtenue pEsutrbis observations de la Fraction

d’alcaloides d€eganum harmala L.

Fraction Les essaies Moyenne Ecart type
Fraction d’alcaloides de 74 76.35% 3.756
Verbascum sinuatum L. 73.684

81.395
Eau 0.00 0.00t 0.00

0.00

0.00

(C) : tableau pourcentage de cytotoxicité obtenue psutrbis observations de la Fraction

d’alcaloides d&/erbascum sinuatum L.
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Annexe 2 : Résultats obtenus de l'analyse des pourcentagesyt¢oxicité par le test
ANOVA a un facteur.

ddl SC CM F | Proba |
Fraction 8,00 18262,1¢ 2282,77 65,84 0,00
Var.résiduelle 18,00 624,08 34,67

Total 26,00 18886,2¢

(A) : comparaison des pourcentages de cytotoxéritée les différentes fractions testés.

Univariate Tests of Significance for activité (Spreadsheet34) Sigma-restricted
arameterization Effective hypothesis decomposition
Eau Degr. of
- SS MS F
colchicine Freedom g
Effect
Intercept 1 4653,735 77,374565 0,000921
fract]
Rt 4653,735 1 4653,735 77,37455 0,000921
Error
240,582 4 60,146

(B) : Comparaison des pourcentages de cytotoxécitée le témoin négatif (I'eau distillée) et

la colchicine.

FAIV [Univariate Tests of Significance for actiyité (Spreadsheet34) Sigma-restricted

et parameterization Effective hypothesis decomposition

Col sSS Degr. of MS F p

Effect Freedom

L’,‘t’erce 26158 44 1 2615844 375,5227 0,000042
fraction 640,05 1 640,05 9,1883 0,038734
Error 278,64 - 69,66

(C) : comparaison des pourcentages de cytotoaaitée le témoin négatif (I'eau distillée) et
la Fraction d’alcaloides déerbascum sinuatum L.

Univariate Tests of Significance for actiyité (Spreadsheet34) Sigma-restricted parameterization
FAIP |Effective hypothesis decomposition
COL Degr. of
Effect SS Freedom MS F P
':;f’c 22689,81 1 22689,81 299,6810 0,000065
rf"a°"° 201,49 1 201,49 2,6613 0,178155
Error 302,85 - 75,71

(D) : comparaison des pourcentages de cytotoxecitee le témoin négatif ('eau distillée) et
la Fraction d’alcaloides deéeganum harmala L.
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Annexe 3: résultat du test de Newman -keuls (classemegt@mpes homogenes).

Fraction Groupe

Eau distillée A
La phase aqueuse de la Fraction des flavonoidgsrascum
sinuatum L. A
La phase aqueuse de la Fraction des flavonoiddedidies
Peganum harmala L. °
Quercetine BC
Colchicine BCD
La phase butanolique de la Fraction des flavonaldsdeuilles de

CDE
Verbascum sinuatum L.
La fraction d'alcaloides des feuilles Beganum harmala L. DE
La phase butanolique de la Fraction des flavonaldsdeuilles de
Peganum harmala L. -
La fraction d’alcaloides des feuilles derbascum sinuatum L. E
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