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INTRODUCTION GENERALE

De I’antiquité a nos jours, I’Homme s’est toujours donnés les moyens de combattre la
douleur ; ces moyens efficaces ou non lui sont souvent fournis par son environnement naturel
et sont essentiellement & base de plantes. Les extraits des plantes étaient, déja, connus et
utilisés par les égyptiens, les romains et les grecs, pour leurs propriétés odorantes et
médicinales (DIALLO et DIOUF, 2000). Face aux limites thérapeutiques des médicaments
chimiques, le développement de la recherche sur les plantes médicinales a été orienté vers

I’obtention de phytomédicaments (MOHAMMEDI, 2013).

Une des originalités majeures des végétaux réside dans leurs capacités a produire des
substances naturelles treés diversifiées. En effet, ils accumulent fréquemment des métabolites
dits secondaires (phénoliques, alcaloides et terpénoides) dont la fonction physiologique n’est
pas toujours évidente mais représente une source importante de molécules utilisables par
I’Homme dans de différents domaines : culinaires, agricole et médicinale ; pour ce dernier il
est principalement utilis¢ comme antibiotique, antioxydant, antimicrobien, antimitotique et

antiprolifératif (AMAS, 1997 ; KRIEF, 2003 et JEAUN et al., 2005).

Les antimitotiques sont des médicaments utilisés pour leurs propriétés anticancéreuses.
Sont utilisés dans le cadre d'une chimiothérapie, ils sont capables de détruire les cellules
cancéreuses et de freiner leur multiplication. Par contre les molécules a effet cytotoxique sont

utilisées dans le but d’inhiber la prolifération cellulaire.

Phlomis bovei, et Verbascum sinuatum qui sont originaires méditerranéennes, ils
représentent une source prometteuse dans la production des substances naturelles d’intérét

thérapeutique antimitotique et antiproliférative.

L’objectif de la présente étude est 1’évaluation de 1’effet antimitotique et
antiprolifératif des deux plantes (extraits aqueux de poudre de feuilles séchées), fourni par le
laboratoire de Recherche de Biochimie Analytique, (LABAB) de 1’universit¢ Mouloud

Mammeri de Tizi Ouzou.
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1. Etude bibliographique sur Phlomis bovei et Verbascum sinuatum
1.1. Phlomis bovei de Néo
1.1. 1. Généralités sur le genre Phlomis

Phlomis est un genre qui appartient a la famille des Lamiaceae. Il renferme plus de
100 especes qui sont répandues principalement dans 1’Asie centrale, la Chine et dans les
régions méditerranéennes (BADER et al., 2015). Trois especes de Phlomis poussent en
Algérie (P. bovei, P. caballeroi et P. crinita) (QUEZEL et SANTA, 1962). Un nombre élevé
des especes de ce genre ont une utilisation a des fins ardmatiques et thérapeutique. Sur le plan
industriel les huiles essentielles isolées de ces plantes sont utilisés comme aromes pour les

aliments, comme parfums ou produits cosmétiques (SARIKURKCU et al., 2013).
1.1.2. Usages traditionnels du genre Phlomis

Les préparations en thé des parties fleuries de certaines especes, ont été utilisées
pendant des décennies dans la médecine traditionnelle comme remede pour les troubles
gastro-intestinaux et pour promouvoir une bonne santé en protégeant les reins, le foie, le
systéme cardiovasculaire, les os, la peau et le cceur (BADER et al,, 2015 ; LIMEM- BEN
AMOR et al., 2009 ; LI et al., 2017). De plus, elles sont utilisées comme stimulants, toniques,
analgésiques et cicatrisants des plaies (LI et al., 2010 ; BADER et al., 2016). Selon
SARIKURKCU et al., (2013), elles sont utilisées aussi comme carminatifs, apéritifs,
andiurétiques et se sont avérées efficaces pour le traitement des ulceres et des hémorroides

(YALCINA et al., 2006).
1.1.3. Etude phytochimique du genre Phlomis

Il est connu que les plantes possedent des métabolites dites « secondaires » par
opposition aux métabolites primaires constitués de protéines, glucides et lipides. Ces
composés, ceux du métabolisme secondaire, différent en fonction des especes. Bien que leurs
roles soient encore mal connus, il est cependant clair qu’ils interviennent dans les relations
qu’entretient la plante avec les organismes vivants qui I’entourent. Ils sont probablement des
¢léments essentiels de la coévolution des plantes avec les organismes vivants. Ces différentes
relations ont donnés lieu a une extréme diversification des composés secondaires (ARIF,

2009).
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A ce sujet, les especes du genre Phlomis ont été étudiées. Il ressort de ces études que
les principaux métabolites secondaires du genre sont constitués des flavonoides, des
phényléthanoides, (CALIS et al, 1988 ; ANDARY, 1993), les iridoides glycosides, les
triterpenoides (STICHER, 1977 ; HOLZEL, 1997).

1.1.4. Activités biologiques du genre Phlomis

Des parties de Phlomis a savoir : les racines, les graines et les fleurs sont utilisées soit
en infusion, en décoction ou en jus et les fleurs douces de certaines especes (Phlomis
purpurea Subsp, Phlomis cephalotes) sont consommées directement ou aspirées (LIMEM-

BEN AMOR et al., 2009).

Divers activités pharmacologique ont été signalées de certaines espéces tel que
I’activité anti-inflammatoire, antioxydantes, antidiabétique, anticancéreuse, antiallergique, et
antimicrobienne, ainsi qu’un effet antinociceptif et immunosuppresseur (SARIKUKCU et al.,
2013; LI et al., 2010). En plus d’une activité antiparasitaire déterminée par 1’espéce Phlomis
brunneogaleata et Phomis kurdica contre Leishmania donavani, Plasmodium falicipaum et

Trypanosoma brucei rhodesiense (LIMEM-BEN AMOR et al., 2009).
1.1.5. Phlomis bovei de Noé
1.1.5.1. Description botanique

Phlomis bovei de Noé est une plante médicinale endémique rare, qui croit dans les
forets de montagnes en Algérie. Elle est communément connue sous le nom de Kayat El
Djarah qui signifie cicatrisation en arabe. Elle est nommée Farseouan, Tareseouane, Iniji,

R’ilefet et Azaref dans le Nord de I’ Afrique (IHOUAL et al., 2017).

Phlomis bovei est une plante vivace herbacée qui croit jusqu’a une hauteur de 0,8m.
Elle développe souvent une solide base ligneuse. Ses feuilles basales sont en forme de cceur,
de couleur verte avec des marges fondues, leur pétiole est de 4 a 18 cm de longueur
(LIOLIOS et al., 2007). Les fleurs sont rosatres de regroupement verticille séré, portant

chacune un pétale supérieur fortement courbée (figure 1) (ANONYME 1).
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<50 i P P

Figure 1 : Espéce Phlomis bovei (ANONYME1).

1.1.5.2. Etude phytochimique de Phlomis bovei

Les iridoides, les flavonoides, les phénylpropanoides, les lignanes, les néolignanes, les
diterpénoides, les alcaloides et les huiles essentielles sont des métabolites secondaires
typiques du genre Phlomis (LI et al., 2010). L’étude phytochimique de 1’espéce Phlomis bovei
a révélée différents métabolites secondaires tels que les tanins (figure 2), les saponines, le

mucilage et les huiles essentielles (KHITRI ez al., 2014).

HO
OH
OH
o
°%. o o °
HO o. O
- S Do
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1o o} OH
o OH
HO OH
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HO

Figure 2 : Structures chimiques de tanin (ANONYME 2).

Les composants de I’huiles essentielles de cette plante ont été analysés par
chromatographie en phase gazeuse-spectrométrie de masse qui a permis d’identifier 75

constituants correspondant a 86.37% du poids totale, dont les plus essentielles sont :
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germacréne D (21%), B-caryophylléne (7%), B-bournonéne (2.9%), thymol(8.3%) et
I’hexahydrofarnesyl acétone (5.8%) (LIOLIOS et al., 2015).

1.1.5.3. Activités biologiques de Phlomis bovei

Phlomis bovei de Néo est traditionnellement utilisée comme cataplasme pour le
traitement des Iésions, des infections cutanées et surtout des brulures (LIMEM-BEN
AMORER et al., 2009) et c’est pour cette raison que divers études expérimentales ont été
menées pour démontrer les activités biologiques et pharmacologiques de cette plante. En
effet, plusieurs études ont approuvés que les huiles essentielles composants la plante sont
doués d’une puissante activité¢ antibactérienne avec un large €éventaille d’inhibition contre
divers types de bactéries (LIOLIOS et al., 2015 ; YAHIAOUI et al,2015). Cela peut étre
attribué a la présence du thymol et le fermacréne D qui sont fréquemment connu pour leur
activité antibactérienne (LIOLIOS et al., 2015). D’ autre part, les oligoéléments de la plante
ont montrées une activité antioxydante et contribuent a la résistance immunitaire. Cette plante
pourrait étre commercialisée en tant qu’agent antiseptique de fort potentiel (YAHIAOUI et
al.,2015). Les tannins et les flavonoides de Phlomis bovei ont montrées eux aussi leurs effets

antifongique et antioxydants (WAFA et al., 2016).

1.2. Verbascum sinuatum
1.2.1. Généralités sur le genre Verbascum

Le genre Verbascum communément appelés « mullein» appartient a la famille
Scrophulariaceae et a I’ordre des Lamiales, il est considéré comme ’un des genres majeurs
comprenant 360 especes et qui est largement répartie entre les régions tropicales et tempérées
(SOTOODASH, 2016). Les plantes Scrophulariaceae sont généralement a fleurs irrégulicres,
a corolle de cinq pétales répartis en deux levres. Etamine postérieure fréquemment avortée et
remplacée par une écaille, parfois deux étamines seulement. Elles sont réparties en deux
types, celles a corolle tubuleuse et celles a corolle évasée. C’est a ce dernier type
qu’appartient le genre Verbascum (OZENDA, 1991). Verbascum est un nom dérivé du latin

« barbascum barbay ou « barbe » se référant aux filaments de la plante (RIAZ et al, 2013).

Les plantes de ce genre sont reconnaissables a leurs fleurs jaunes et aux dimensions de

leur tige florale qui peut atteindre, voire méme dépasser le metre (ZOGRAFIDIS, 2016).
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Quelques unes ont des feuilles trés velues, d’autres presque glabres sur la page inférieure.
Elles affectionnent toutes les terrains chauds, secs et bien exposés au soleil. On les retrouve
parfois méme parmi les décombres. Elles fleurissent généralement a partir de mois de juin.
Ces plantes dicotylédones pour la plupart bisannuelles et par ailleurs facilement hybridables,

sont communément appelées molénes (POLETTI, 1988).
1.2.2. Usages traditionnels de Verbascum

Les différentes parties de plantes on été utilisées dans la médecine traditionnelle, elles
ont des importances pharmacologiques (Ali et al., 2012). Les feuilles et les fleurs sont
utilisées comme mucolytiques, expectorants pour traiter les maladies respiratoires telles que la
toux seche, la tuberculose, la bronchite et I’asthme. Elles sont aussi utilisées comme anti-
inflammatoires sur le systetme urinaire, pour traiter les douleurs rhumatismales, les
hémorroides, la diarrhée, les infections fongiques et aussi comme sédatif doux (KOZAN et
al., 2011 ; NIAZ et al., 2012 et BOGA et al.,, 2016). Les especes de Verbascum ont des
activités inhibitrices contre le virus de la grippe A2 et B, et celui de la leucémie. L’huile
fabriquée a partir des fleurs est utilisée pour aider a apaiser le mal des oreilles et peut méme
étre appliquée a I’extérieur pour 1’eczéma et d’autres types d’infections inflammatoires

(SENER et DULGER, 2009).

Les feuilles et les racines sont utilisées comme antiseptique, antispasmodique,
émollient, antihistaminique et antioxydant (SENATORE et al, 2007). Une activité
antiparasitaire contre les trypanosomes a ét¢ démontrée récemment par 1’espece Verbascum

sinaiticum (MERGIA et al., 2016).
1.2.3. Etude phytochimique du genre Verbascum

Les espeéces du genre Verbascum ont été largement étudiées. plusieurs composés
bioactifs ont été identifiés a savoir les iridoides, les flavonoides (Verbacine, verbasitrine), les
phényléthanoides glycosilés, les triterpéne, les saponosides, les polysaccharides des acides
phénolique, les glycosides de phytostérol , la digiprolactone et les dérivés aucubin et catalpol
(KOZAN et al., 2011 ; DIMITROVA et al, 2012 ; MARCHEV et al,2016) (figure3).
D’autres études antérieurs ont rapportées que aucubin et le verbascoside sont les principaux
composés responsables de 1’activité anti-inflammatoire. Des hypothéses prétendent que
I’activité anti-inflammatoire, antimicrobienne sont directement liés a la teneur en polyphénols

(GRIGORE et al., 2013).
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Figure 3 : Quelles structures biochimiques des métabolites secondaires du genre Verbascum

(ARIF, 2009).

1.2.4. Espece Verbascum sinuatum
1.2.4.1. Description botanique

Communément appeler «moléne a feuilles sinuées». Cette espece est plutot
méditerranéenne, fleurit en mois de juin. Son inflorescence est une grande panicule aux
allures de chandelier, portant de trés nombreuses fleurs en épis laches. Le duvet cotonneux

tombe trés ondulées, surtout celle du rosset basal (figure 4) (ANONYME 3).

Figure 4 : Verbascum sinuatum (ANONYME 3).
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1.2.4.2. Etude phytochimique de I’espece Verbascum sinuatum

L’espéce Verbascum sinuatum contient le plus haut niveau de composés phénoliques,
pouvant contribuer a un balayage de radicaux libre, ce que la qualifie d’un antioxydant naturel
(MOEIN et al., 2012). Bianco (1981), dans sa recherche systématique des iridoides des
plantes Scrophulariaceae, a isol¢ a partir de 1’extrait éthanolique des parties aériennes de
Verbascum sinuatum, outre 1’harpagide et 1’aucubine, deux autres dérivés de ’aucubine

(figure5).

HO o Aucubine RO

HO H H Harpagid o
Me™ Ole e

Figure S : Structure chimique de I’harpagide et de I’aucubine (BIANCO ,1981).

1.2.4.3. Activités biologiques de Verbascum sinuatum

Les feuilles, racines et fleurs de Verbascum sinuatum présentent des activités
antiseptique,  antispasmodique,  analgésique,  antileischmanique,  anticancéreuse,

antibactérienne et allopathique (SENATORE et al., 2007).

Les fleurs de Verbascum sinuatum L., plante bisannuelle tomenteuse, sont utilisées
contre les maladies oculaires. La fleur cueillie le matin avant le lever du soleil ou le soir
quand elle est épanouie, est triturée a travers une gaze propre. Le jus est mis a décanter

pendant 3 jours et le surnageant est employ¢ en instillation dans les yeux (BOUKEF, 1986).
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IT .Rappel sur la mitose, les agents antimitotiques et I’effet cytotoxique
2.1. Mitose
Le cycle cellulaire comprend deux phases (MAILLET, 2002) (figure 6) :
% Interphase qui comprend :

- Une phase de croissance (phase Gapl) durant laquelle la cellule va augmenter en
taille et accroitre son volume cellulaire. C’est aussi durant cette période qu’elle va synthétiser
I’ensemble des protéines spécifiques a son identité ainsi qu’en réponse au milieu dans lequel

elle se trouve.

- Une phase de synthese (phase S) durant laquelle la cellule va répliquer son matériel
génétique, I’ADN. La duplication des chromosomes est une étape cruciale pour le maintien de
la stabilité génétique. En effet chacun des nucléotides (allant de quelques milliers a plusieurs
milliards selon le type d’organisme) doit étre dupliqué avec une grande précision afin que les

deux cellules filles se voient transmettre la méme information génétique.

- Une phase de préparation de la division cellulaire (phase Gap2) durant laquelle la
cellule relance la synthése de protéine et croit rapidement afin de préparer sa division.
Cette phase est importante car il existe a cette étape un systeme de blocage du cycle cellulaire
(aussi appelé « checkpoint » ou « point de contrdle ») qui permet de retarder 1’entrée en
mitose en cas de probleme de réplication de I’ADN apparu en phase S ou encore d’éventuel

dommage a I’ADN.

++ Mitose (phase M) une des phases crucial du cycle cellulaire au cours de laquelle la

cellule se divise pour donner naissance a deux cellules filles strictement semblables.



PARTIE BIBLOIGRAPHIE

1
™~ Gig : la celule | S
i | grandit at réalise | Replhcation
son Mmetabolisme | da I'ADMN at
[} cdupicatomn

INnterphase

La oelhuie grarmoit
el Sa Praganne @
la mitose

Figure 6 : Différentes phases du cycle cellulaire (KARP, 1998).

2.2. Phases de la mitose

Durant la mitose, la cellule mére se divise en deux cellules filles. C’est un processus

relativement bien conservé chez la majorité des cellules eucaryotes. Les grandes phases les

composants peuvent donc étre décrites de maniére commune pour un grand nombre

d’organismes, allant de la cellule humaine aux eucaryotes unicellulaires comme la levure

(MARY, 2015). Les différentes phases de la mitose sont illustrées au niveau de la figure 7.

Prophase : Il s’agit de 1’étape pendant laquelle les chromosomes se condensent sous
forme de 2 brins appelés chromatides. Il y a également formation du centrosome sur
lequel se fixent les microtubules.

Métaphase : A ce stade chaque chromatide possede une région centromérique d’une
longueur variable selon les organismes (BLACK et BASSETT, 2008). Les
chromosomes alors attachés aux poéles par I’intermédiaire des microtubules viennent
se positionner a 1’équateur de la cellule pour former la plaque métaphasique. Cette
¢tape cruciale de la mitose est régulée par des points de contréle qui détectent la
présence de chromosomes mal attachés et retardent le passage a 1’étape suivante.
Anaphase : C’est & ce moment que les deux chromatides se séparent et migrent
chacun vers un pole de la cellule a I’aide des microtubules kinétochoriens qui
rétrécissent tandis que les microtubules polaires s’étirent donnant une forme allongée a

la cellule (COLOMBEL, 2009).

10
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e Télophase :

nucléaires se forment autour des chromosomes fils.

Les microtubules kinétochoriens disparaissent.

Deux enveloppes

Les autres microtubules

s’allongent jusqu’a la formation de deux cellules filles. Les microtubules sont donc

des ¢léments clés de la cellule. La perturbation de leur instabilit¢ dynamique a pour

conséquence de bloquer la division cellulaire en métaphase et ainsi de conduire a

I’apoptose de la cellule. Il est donc intéressant d’un point vue médical de synthétiser

des molécules pouvant agir sur cet équilibre (LUCH, 2002).

Télophase
/ f

Anaphase

_Kinétochore

Microtubule

Chromatides soeurs

Interphase (G2) —%

@\ ~ Prophase
v/ ";%*'

«

" j / Prometaphase
%
Meétaphase

Figure 7 : Différentes étapes de la mitose (CHEESEMAN et DESA, 2008).

En vert : les deux pdles, en bleu : les chromosomes.

2.3. Principaux composants de la mitose

Le microtubule est un polymere formé de tubuline, extrémement dynamique dont les

extrémités passent leur temps a basculer entre deux états : la polymérisation (assemblage) et

la dépolymérisation (désassemblage). Les deux extrémités étant chargées différemment en

GTP et GDP, elles possédent une dynamique plus ou moins importante. On parle d’extrémité

(+) pour celle chargée en GTP et donc trés dynamique (coiffée par la tubuline f) et

d’extrémité (-) pour celle chargée en GDP donc moins dynamique (coiffée par la tubuline «)

(figure8) (MARY, 2015).

11
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Figure 8 : Structure et dynamique du microtubule.

A) Schéma présentant I’organisation d’un microtubule. B) Les microtubules sont des
structures hautement dynamiques qui passent trés souvent d’un état a un autre

(WALCZAK et al., 2010).

Les microtubules sont des protéines du cytosquelette qui participent au maintien de la
forme tridimensionnelle de la cellule (MATA et NURSE, 1997). De plus, elles participent
aussi de maniére active au processus de migration cellulaire ou de transport intra-cellulaire.
C’est ainsi qu’il est possible d’apprécier la grande diversité de formes et d’¢lasticité des

cellules composant I’ensemble des organismes connus (MARY, 2015)

Le kinétochore constitué¢ de multiples complexes protéiques (jusqu’a 80 protéines chez
les cellules humaines) qui s’assemble durant la prométaphase et joue plusieurs roles
importants au cours de la mitose (figure 9). En plus d’étre un acteur essentiel dans le bon
déroulement du point de controle de la transition métaphase/anaphase (le SAC), il joue aussi
un role structurel dans 1’attachement entre le chromosome et les microtubules (MCEWEN et

al., 2007).

12
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Figure 9 : Structure d’un kinétochore.
A) Vue d’un kinétochore humain de co6té par microscopie électronique. B) Schéma des

différentes plaques d’un kinétochore (MCEWEN et al. 2007).

2.4. Agents antimitotiques d’origine végétale

Un certain nombre de composés antimitotiques, qui bloquent la croissance cellulaire au
stade de la mitose, agissent en bloquant I'assemblage de la tubuline (YVES, 1993). Ces agents
peuvent étre des substances végétales, ou des radiations qui a faible concentration sont
capables de perturber la division cellulaire empéchant ainsi la formation des deux cellules

filles. (MAILLET, 2002 et FASLA, 2009).
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2.4.1. Classification et mécanisme d’action des agents antimitotiques
On compte trois grands groupes de molécules qui se fixent sur la tubuline, a savoir :
2.4.1.1. Les taxoides

Les molécules qui se fixent sur la tubuline au site des taxoides sont des composés qui
stabilisent les microtubules et empéchent ainsi leur dépolymérisation, ce qui a pour effet de
stopper le processus de la division cellulaire entre la métaphase et 1’anaphase. Cette action ne
conduit pas obligatoirement a la mort de la cellule. Ces composés se lient sur la sous-unité § a
I’intérieur du tube que forment les microtubules (DABYDEEN et al,.2004 ; ALTMANN,
2007).

Le Taxol est un diterpéne qui a été découvert en 1971 (figure 10). Il s’agit d’un
composant du tronc de I'if du pacifique Taxus brevifolia. Son mode d’action sur les
microtubules a été démontré pour la premicre fois en 1979 par SUAN HORWITZ et ses
collaborateurs. Ce composé a regu 1’accord de la FDA pour étre utilisé¢ contre le cancer du
sein en 1992 puis son utilisation s’est étendue aux traitements pour les cancers des ovaires ou
encore des poumons. Du fait de sa faible abondance naturelle, son hémisynthése est réalisée a

partir de la 10-désacétylbaccatine présente dans les aiguilles d’ifs.

Figurel0 : Structure du Taxol (WANI ef al,.1971).
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2.4.1.2. Les vinca-alcaloides

La pervenche de Madagascar, Catharanthus roseus G.DON, fait partie de la famille
des Apocynaceae. Cette plante produit deux principes actifs qui appartiennent a la famille des
alcaloides (hétérocycles azotés) : la vinblastine et la vincristine. Par ailleurs, il est possible
d’obtenir deux autres principes actifs par hémisyntheése de ces deux molécules : la vindésine

et la vinorélbine (figure 11) (GUERITTE et FAHY, 2005).

La vinblastine et la vincristine sont deux alcaloides bisindoliques tous deux isolés a
partir de Catharanthus roseus .Ce sont deux composés antimitotiques qui ont pour action
d’inhiber la polymérisation de la tubuline en se liant sur la sous unité § au niveau du pole (+).
Afin d’augmenter leur activité de nombreux analogues ont été synthétisés (COLOMBEL,

2009).

D’autres produits naturels se fixent également au méme site sur la tubuline, comme

ladolastatine.

CHy0

Vinorelbine Vindésine

Figure 11 : Structures de quelques vinca-alcaloides (HAIT et al,.20006).
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2.4.1.3. Les alcaloides

Les alcaloides sont des molécules de structures complexes cycliques et azotées,
relativement stables plus ou moins basiques. De facon générale, ces métabolites sont
retrouvés au niveau des plantes médicinales. La synthése des alcaloides a lieu au niveau du
réticulum endoplasmique, puis se concentre dans la vacuole. Les alcaloides sont insolubles
dans I’eau. Généralement, ils sont produits dans les tissus en croissance puis sont véhiculés

dans les différentes parties de la plante (BRUNETON, 1999).

Les alcaloides constituent une classe de produits naturels présentant une grande
diversité structurale. Ils peuvent €tre classés en fonction de leur précurseur. On distingue ainsi
trois grandes classes (alcaloides vrais, proto-alcaloides, pseudo-alcaloides) selon qu’ils
possedent ou non un acide aminé comme précurseur direct et qu’ils comportent un atome

d’azote dans un hétérocycle (BRUNETON, 1999).

L’alcaloide les plus utilisés comme molécules bioactives est la colchicine, qui est le
premier compos¢ antimitotique naturel a avoir été découvert (figure 12). Cette molécule est
extraite des tiges souterraines charnues du colchique Colchicum autumnal L (Liliaceae), qui
en se fixant sur une molécule de tubuline empéche sa polymérisation en microtubules
(FASLA, 2009). Le site d’action de la colchicine est sur la sous-unité  a ’interface avec la
sous-unité a de la tubuline. L’absence ou I’insuffisance des microtubules entraine le blocage
de la division cellulaire au stade métaphase, I’inhibition de la motilité cellulaire et le transport

intracellulaire des vésicules et des organites (GARRETT et GRISHAM, 2000).

Figurel2 : Structure chimique de la colchicine (ALLAIN, 2005).
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Plusieurs familles de composés naturels sont connues pour se lier sur le méme site
que la colchicine (figurel3). La famille des combrétastatines dont la combrétastatine A-4 est
I’une des molécules les plus actives, les allocolchicinoides comme le N-acétylcolchinol B, les
podophyllotoxines ou encore la famille des stéganes dont la stéganacine ont fait I’objet

de plusieurs études in vitro sur 1’aspect antimitotique (COLOMBEL. 2009).

OH

MeO ‘

MeQ O |
MeQ
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combrétastatine A4 |
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‘ NHAc
MeO O
MeQ
OMe
N-acétylcolchinol B

MeQ” Y OMe
OMe

R = OH podophyliotoxine

OMe

(-)-stéganacine

R = H désoxypodophyllotoxine

Figure 13 : Structures de quelques alcaloides. (SACKETT, 1993)

2.5. Effet cytotoxique des molécules d’origine végétale

La mort cellulaire reste une des préoccupations essentielles de la toxicologie moderne.
Elle est particuliérement importante dans les études in vitro, pour comprendre ou prévoir les
effets toxiques observés in vivo. Sur le plan moléculaire, des modifications de la structure des
molécules biologiques, causées par ’interaction directe ou indirecte avec 1’agent toxique,
peuvent étre détectées. Sur le plan biologique, ce sont les altérations fonctionnelles des
cellules et leur retentissement sur I’homéostasie de I’individu qui sont observées

(BENAMAR, 2009).

L’observation du fait que des dommages cellulaires sévéres, provoqués par divers
toxiques, n’entrainent pas obligatoirement la mort de toute la population cellulaire exposée,
montre que d’autres facteurs de protection et de réparation, particuliers a chaque cellule, sont

a prendre en compte. Ce n’est que lorsque ces défenses cellulaires sont débordées qu’un
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processus dégénératif s’installe, aboutissant a la mort cellulaire. La cellule peut mourir par

deux types de processus distincts : La nécrose et ’apoptose (BENAMAR, 2009).
2.5.1. Molécule a effet cytotoxique

Les flavonoides sont des métabolites secondaires des plantes qui appartiennent a la
famille des polyphénols qui compte presque 8000 composés polyphénoliques naturels
(STALIKAS, 2007). Les flavonoides sont présents dans toutes les parties des végétaux
supérieurs : racines, tiges, feuilles, fruits, graines, bois, pollens (VERHOEYEN et al, 2002 ;
LUGASI et al., 2003), ils peuvent aussi étre rencontrés dans certains boissons et chez certains
fourrages (ex: trefle) (URQUIAGA et LEIGHTON, 2000) . Ils sont des phénylbenzo-pyrones
(phénylchromones). Leur structure moléculaire comprend deux noyaux aromatiques, A et B,

liés par un hétérocycle oxygéné C (figure 14).

5 -

Figure 14 : Structure générale d’un flavonoide (HEIM et al., 2002).

Plus de 6500 flavonoides ont été identifiés a partir de sources végétales (HARBORNE
et WILLIAMS, 2000 et BOUMENDIJEL et al., 2002). Structurellement, ils se répartissent en
quinze familles, dont les plus importants sont : les flavonols, les flavones, les flavanones, les

flavannonols, les isoflavones, les isoflavannones, les chalcones et les anthocyanes

(FORMICA et REGELSON, 1995 et BRUNETON, 2009).

Les effets biologiques bénéfiques des flavonoides sur la santé ne dépendent pas
seulement de leurs niveaux de consommation mais aussi de leur biodisponibilité. Une

meilleure connaissance de cette derniére est indispensable pour expliquer leurs effets
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protecteurs contre plusieurs maladies telles que les maladies cardiovasculaires,

neurodégénératives, et les cancers (STOCLET et SCHINI-KERTH, 2011).

La quercétine (figure 15) est un flavonoide, qui se trouve naturellement dans une
grande variété d'aliments incluant les oignons rouges, jaunes, les pommes, des baies, le thé
noir, les brocolis, certaines graines et des fruits oléagineux comme les noix. L’activité
anticancéreuse de la quercétine a été largement étudiée. En 1989, un rapport a constaté qu'elle
inhibait la PI 3-kinases, induit un arrét de cycle cellulaire en G1 par inhibition des activités

des CDK2 et CDK4 (CASAGRANDE et DARBON, 2001).

OH

HO o)

OH

OH O

Figure 15 : Structure chimique de la quercétine (HEIM et al., 2002).
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I. Matériels et méthodes :

Cette ¢étude a été réalisée au niveau du Laboratoire de Biochimie Analytique et
Biotechnologies (LABAB) : Unité de Microbiologie, de 1’universit¢ Mouloud Mammeri de

Tizi-Ouzou.

Notre étude a portée sur deux especes de plante médicinales : Phlomis bovei et

Verbascum sinuatum de 1’ordre des Lamiales.

Nous nous somme intéressés sur ’effet antimitotique et I’effet antiprolifératif des
extraits aqueux obtenus a partir des feuilles de ces plantes. Ces effets ont été évalués
respectivement sur des cellules méristématiques d’Allium cepa en analyse microscopique, et

sur la levure Saccharomyces cerevisiae en analyse spéctrophotométrique.
1.1. Matériel :
1.1.1. Matériel végétal :

Le matériel végétal étudie est constitué¢ de feuilles des deux plantes médicinales
Phlomis bovei et Verbascum sinuatum, récoltées dans la région d’Addekar Asif El Hemmam

de Bejaia en Mai 2017.
1.1.2. Préparation des racines d’Allium cepa

Les bulbes d’oignon (4/lium cepa) ont été mises a croitre dans 1’eau pendant quelques
jours (3 a 5 jours) (figure 16), afin d’avoir une croissance des racines qui vont servir pour

I’activité antimitotique.

Figure 16 : Bulbes d’Allium cepa misent a croitre dans de I’eau.
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1.1.3. Préparation du milieu de culture de Saccharomyces cerevisiae

Le milieu de culture de Saccharomyces cerevisiae est naturellement acide (pH 3.8)
permettant la croissance de celle-ci. Ce milieu est préparé a partir des éléments séparés

énumérés au niveau de ’annexe 1.

Les ¢éléments ont ét¢ mélangés (bactopeptone, glucose, eau distillée stérile, tampon
phosphate pH 3.8, Na,HPO,, acide citrique), ensuite agiter et chauffer pendant quelques
minutes pour les dissoudre et les homogénéiser. Le milieu obtenu a été réparti dans des
flacons et autoclavé pendant 20 min a 120°C afin d’¢éliminer tout les germes intempestifs

susceptibles de contaminer le milieu. Puis conserver au réfrigérateur a +4°C.
1.1.4. Description de la cellule de Malassez

La cellule de Malassez (ou Hématimetre de Malassez) est un hématimétre qui permet
de compter le nombre de cellules en suspension dans une solution. Cette méthode de
dénombrement permet de compter les cellules vivantes et mortes dans une solution. Il s'agit
d'une lame de verre sur laquelle un quadrillage a été¢ gravé de 25 rectangles contenant 20
petits carrés. La totalité de la cellule est composée de 100 rectangles et son volume total est de

I mm3.
1.1.5. Préparation de la suspension de Saccharomyces cerevisiae

Pour la mise en culture de la Saccharomyces cerevisiae, quelques graines de levure
lyophilisée commercialisée ont été ensemencées dans des boites Pétri contenant le milieu de
culture précédemment préparé a pH 3.8, et incuber a 28°C pendant 24h. Apres incubation la
suspension de levure obtenue a été diluée a 1’aide du milieu de culture et standardisée a une

densité optique entre 1.6 a 1.8 a une longueur d’onde de 650nm (Annexe 2).

La densité optique de la suspension de levure déterminée par spectrophotométrie était
de 1.67, on suite on détermine le nombre des cellules correspondant a cette densité optique en
utilisant la cellule de Malassez qui a permit le comptage des cellules de levure a I’aide de

I’équation suivante :
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N=n/VxF

Dont :

v' N : c’est le nombre de cellules formant colonie par ml (UFC /ml)
v n : nombre de cellules comptées
v' 'V : le volume de comptage (ml)

v" F : le facteur de dilution

1.1.6. Description de la plaque stérile

Une plaque stérile en polystyréne transparent contenant 12 puits (alignés en 4 rangées
x 3 colonnes), avec couvercle, et un volume utile de chaque puit est de 2ml a été utilisée pour
mettre en évidence I’activité antiproliférative des extraits aqueux foliaires de deux plantes

médicinales.
1.1.7. Réactifs et solutions

Les réactifs utilisés pendant I’activité antimitotique et antiproliférative sont énumérés

dans le tableau I en dessus :
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Tableau I: Réactifs et solutions utilisés pour D’activité antimitotique et [’activité

antiproliférative.

Img/ml

0.5mg de poudre

de carmin + 45ml
d’acide acétique + Activité
55mL d’eau

distillée

antimitotique

3volume
d’éthanol + 1
volume d’acide

acétique

Img/ 10ml
MTT (10%)

Activité
1g/ 10ml
SDS (10%)

Antiproliférative

10mg+ Sml d’eau

distille stérile
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Empéchent la formation du fuseau

mitotique.

Obtention d’un bon contraste entre

les chromosomes colorés en
magenta et le cytoplasme qu’est

incolore.

A pour but de bloquer toute
évolution de division cellulaire et
de conserver

permet I’intégrité

structurale de chromosome.

Elle consiste a mesurer 1’activité de
la succinate déshydrogénase
mitochondriale des cellules vivantes
actives, qui réduit les sels de
tetrazolium présents dans le MTT en

cristaux de formazon.

Dissocier les cristaux formés pour
pouvoir compter par la suite le
nombre des cellules mortes et

vivantes.

Inhibe la prolifération des cellules.
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1.1.8. Petits matériels

En plus de matériels cités on s’est servie de d’autres matériels de laboratoire pour la
mise en ceuvre de notre travail : flacons en verres, éprouvettes, erlenmeyers, entonnoir, tubes
a vis, lames et lamelles, pinces, coupelles en verre de pyrex, micropipettes et embouts stériles,
papier Whatman, microfiltres a seringues stériles de 0,22um, cotons, agitateurs magnétiques,

vortex, four Pasteur.
1.1.9. Appareillages

Pour la mise en ceuvre de ’activité antimitotique on s’est basé sur 1’utilisation de
microscope optique (figure 17), et pour la mise en ceuvre de ’activité antiproliférative on

utilisés le spectrophotometre (figure 18).

Figure 17 : Microscope optique. Figure 18 : Spectrophotometre.

1.1.10. Analyse statistiques

Afin d'analyser statistiquement les données de cette étude, le programme Excel et la
version 7.1 du logiciel Statistica ont été utilisés, ainsi que des différents tests statistiques (Man

Whitney, ANOVA de Cruskal-Wallis, comparer une moyenne a un standard).
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I1. Méthodes

2.1. Activité antimitotique

Pour la détermination de I’activité antimitotique de nos extraits aqueux végétaux nous
nous sommes basés sur les travaux de KWAN YUET PING et al (2012) avec quelques

modifications.
2.1.1. Préparation des extraits aqueux des feuilles de plantes médicinales

Les feuilles de Phlomis bovei et Verbascum sinuatum sont nettoyées, séchées a
I’ombre et a température ambiante (25°C). Ces feuilles sont broyées pour les réduire en une
sorte de poudre. 5g de poudre de feuilles de chacune des plantes sont macérés dans 50ml
d’eau distillée pendant 24h a température ambiante sous agitation et a I’abri de la lumicre. Les
macéras obtenus sont ensuite filtrés par du coton. On obtient ainsi un extrait aqueux de
feuilles de Phlomis bovei et de Verbascum sinuatum. Ces extraits végétaux obtenus sont

conservés a I’abri de la lumicre et au le réfrigérateur (4°C) pour des usages ultérieurs.
2.1.2. Mise en ceuvre de I’activité antimitotique

De jeunes racines de bulbes d’oignon sont mises en contact pendant 24 h a
température ambiante avec des différentes dilutions (1/2, 1/4 et 1/8) de chaque extrait aqueux
préalablement préparé (figurel9). Un témoin positif (constitué¢ de racines mises en contact
avec la colchicine a 1mg/ml) et un témoin négatif (constitué¢ de racines mises en contact avec

de I’eau distillée) sont également réalisés.

Apres 24h d’incubation les cellules racinaires sont fixées puis colorées avec du carmin
acétique. Enfin, on les observe avec le microscope optique (x400), pour déterminer le nombre

de cellules en division, et calculer I’indice mitotique (IM).

L'indice mitotique (IM) a été calculé a 1'aide de la formule suivante :

\
Nombre de cellules en division

Indice mitotique (%) = X 100

Nombre totale des cellules
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Extrait aqueux de Extrait aqueux de
Phlomis bovei Verbascum sinuatum
10ml d’extrait 10ml d’extrait
10ml 10ml 10ml 10ml
10ml d’eau
distillée
D1 D2 D3 D1 D2 D3

1/2) (1/4) (1/8) 172 (1/4) (1/8)

R .
= — ==

Racines d’A/lium cepa couvertes avec des extraits a différentes dilutions pendant
24h

{

Fixation pendant 2h a 3h w

!
— =

Coloration avec du carmin acétique J

!

Observation et comptage des cellules sous microscopique
optique (X400)

M

!

Calcule des indices mitotiques

Figure 19 : Différentes étapes de la mise en évidence de 1’activité antimitotique.
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2.2. Activité antiproliférative - MTT

Le protocole utilis¢ pour mettre en évidence I’activité antiproliférative est celui de

HOSSEINPOUR et al (2013) avec quelque modification.

Les extraits aqueux de feuilles de Phlomis bovei et Verbascum sinuatum ont été testés
pour leur effet antiprolifératif vis-a-vis d’un organisme eucaryote connu pour son pouvoir

prolifératif rapide : Saccharomyces cerevisiae.

Cette partie consiste a préparer une plaque stérile contenant les témoins (milieu de
culture de la levure et la quercétine), et les extraits aqueux de feuilles des deux plantes. Les
absorbances ont ¢t¢ mesurées par spectrophotométric a 560nm (Annexe 3). Le taux de

viabilité est déterminé ce que nous permit de déduire le taux de mortalité.
2.2.1. Principe de MTT

La technique du MTT [3-(4, 5 dimethylthiazol-2-yl)-2, 5- diphenyl tetrazolium
bromide] est une méthode colorométrique appliquée pour la quantification de la viabilité
cellulaire (MOSMANN, 1983 et CARMICHAEL et al., 1987). Elle consiste a mesurer
I’activité de la succinate déshydrogénase mitochondriale des cellules vivantes actives, qui
réduit les sels de tetrazolium présents dans le MTT en cristaux de formazon (figure 20). Ceci
forme un précipité dans la mitochondrie de couleur violette. La quantité de précipité formée
est proportionnelle a la quantité de cellules vivantes (mais également a 1'activité métabolique
de chaque cellule). Il suffit donc aprés l'incubation des cellules avec du MTT pendant un
certain temps a 37 °C (environ 3h) de dissoudre le précipité dans du SDS. Une simple mesure
de la densité optique a 560 nm par spectrophotométrie permet de déduire le pourcentage de

viabilité cellulaire.

N.‘ mitochandrisl Q
7 N reductase ,N -N

enzymes H

>=H — N=N

s }zN
MTT - yallow tetrazolium
formazan dye - purple

Figure 20 : Réaction chimique de la conversion du MTT en formazan (MOSMANN, 1983).
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2.2.2. Préparation de la plaque stérile

Nos manipulations ont été réalisées dans des conditions stériles afin d’éviter toutes
contaminations bactériennes tout le long du travail (figure 21). Les extraits végétaux ont été
filtrés a 1’aide d’un microfiltre stérile de 0.22pum pour éliminer tout les contaminants
susceptibles d’altérer nos échantillons. La plaque stérile présentée en figure 22 a été préparée
et incubée a température ambiante sous agitation pendant 24h. Apres 24h on rajoute dans tous
les puits 200ul de MTT (10%) et laisser incuber a 37°C pendant 3 h. on rajoute 700 ul de
SDS (10%) et on laisser agir pendant 30min a température ambiante. le contenu de chaque
puit est transvas¢ dans une cuve. Les densités optiques ont ¢ét€é mesurées par
spectrophotométrie a 560nm contre un blanc pour chaque échantillon utilisé. La quercétine
(10%) a été utilisée comme témoin positif et milieu de culture éprouvé de cellules de levure

est utilis¢ comme témoin négatif.

Figure 21 : Préparation de la plaque stérile.
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1800ul de
milieu de
culture

1300u] milieu
de culture +
+500ul

quercétine

500ul milieu de
culture +500pl
quercétine + 800

1000ul de
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culture + 800 pl

de levure pl levure

1300ul milieu
de culture +

500l d’extrait

P.bovei

500ul milieu de
culture +500ul
extrait P.bovei +
800 pl levure
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P [ P [

<d— »

» <« I

Levure et son blanc Quercétine et son
(T-) blanc (T+)

Les extraits et leurs
blancs

Figure 22 : Préparation de la plaque stérile de I’activité antiproliférative- MTT.
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I11. Résultats et discussions
3.1. Activité antimitotique

Nos résultats indiquent les indices mitotiques obtenus pour les différentes dilutions des
deux extraits aqueux (Phlomis bovei et Verbascum sinuatum) ainsi que les indices mitotiques

obtenus pour les deux témoins (Colchicine et eau distillée) (figure 23).

100
- 90
X 380 - . Témoins
-’
w2 70 . T T
= 1 1 Phlomis bovei
g 60 1 I —
S 50 - I |
£ I I Verbascum
E 40 1 | sinuatum
g -
B 20 — D : dilution
L
10 - —
O .
Y v > N 4% >
6‘0 .\(\x z\Q Q.>0 Q.>Q 6‘0 @0 \“Q
& < s 3 3 O O O
A 2 ) A 0 KA RS RS
] ]Q Q ‘9\0 f;,\(\ ;_)\Q
Y N -
Les échantillons testés

Figure 23 : Indices mitotiques des différents extraits testés.

Les indices mitotiques obtenus sont regroupés dans le tableau II. Ces résultats obtenus

révelent que :

- L’IM de Phlomis bovei était de 43.788+2.220% a la dilution 1/2 et qui est le plus
proche du témoin positif (37.310 £ 1.923%). Par ailleurs, a la dilution 1/4 I’IM était de
50.512+4.000%, pour atteindre un pourcentage de 68.2844+1.398 a la dilution 1/8 qui
est proche de témoin négatif (82.720 + 2.320%)).

- L’IM de Verbascum sinuatum était de 42.296 £1.544% a la dilution 1/2 et qui est le
plus proche du témoin positif (37.310 £ 1.923%). Par ailleurs, a la dilution 1/4 IM était
de 56.970 +£1.970%, pour atteindre un pourcentage de 68.274+1.224 a la dilution 1/8
qui est proche de témoin négatif (82.720 + 2.320%).
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Les IM obtenus pour les extraits aqueux de Phlomis bovei et Verbascum sinuatum se
rapprochent entre eux. L’analyse statistique type « ANOVA de Cruskal-Wallis» entre
les indices mitotiques des deux plantes a révélée des différences non significatives (p

> 0,05) (annexe 4).

Tableau II : Différents indices mitotiques des extraits testés.

Indice mitotique (% + ES)

Eau distillé (T-) 82.720 +2.320

Témoin Colchicine (T+) 37.310+1.923
D1/2 43.788+2.220
Phlomis bovei D1/4 50.512 +4.003
Plantes D1/8 68.284 +1.398

D1/2 42296 +1.544
Verbascum sinuatum D1/4 56.970 £ 1.949

D1/8 68.274 £ 1.224

D : dilution
ES : Erreur Standard

Les IM retrouvés pour le témoin négatif indiquent une division normale des cellules
méristématiques d’Allium cepa avec les quatres différentes phases de la mitose a

savoir : prophase, métaphase, anaphase et la télophase (figure 24).
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Figure 24 : Différentes étapes de la division cellulaire observées dans les racines
méristématiques d’Allium cepa

(A) Prophase, (B) Métaphase, (C) Anaphase, (D) Télophase X720).

Les plantes supérieures telles que Allium cepa sont acceptées comme des modéles
génétiques admirables pour évaluer des effets génotoxiques tels que des aberrations
chromosomiques et des perturbations du cycle mitotique. Résultats des courantes études ont
reflétés 1'utilité des extrémités racinaires des cellules d’Allium cepa pour surveiller les effets
génotoxiques des extraits des plantes (KWAN et al,. 2012). Le test d’Allium cepa a permis
I'évaluation des différents parametres génétiques, qui sont les indices mitotiques et 1'aberration
chromosomique. L’IM est considéré comme un parametre d’estimation de la division
cellulaire (MARCANO et al., 2004). Par conséquent, la diminution de l'indice mitotique des
cellules méristématiques d’A/lium cepa pourraient étre interprétées comme la mort cellulaire

(RANK et NIELSEN, 1997).

Par ailleurs les IM retrouvés pour le témoin positif ont été les plus faibles
comparativement au témoin négatif, générant ainsi des anomalies chromosomiques et
cellulaires. La figure 25 indique la présence d’agglutinations, des allongements cellulaires
avec des micronoyaux, qui sont les aberrations les plus observées au niveau des cellules

méristématiques traitées par la colchicine. D’autres anomalies chromosomiques ont été
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observées tel que les ponts chromosomiques et la fragmentation des chromosomes au niveau

des cellules.

Figure 25 : Anomalies chromosomiques et cellulaires observées au niveau des cellules
méristématiques d’Allium cepa traitées par la colchicine.
(A) Agglutination des chromosomes, (B) Allongement des cellules et rétrécissement du

noyau, (C) Désorganisation chromosomique, (D) Pont chromosomique (X400).

La diminution de I’'IM chez les cellules méristématiques racinaire d’A.cepa traitées
avec de la colchicine indique un effet mitodépressif de cette derniére. De pareils effets
mitodépressifs ont été observés chez les cellules méristématiques racinaire d’Allium cepa
traitées avec des différentes concentrations en extraits aqueux de plantes médicinales Phlomis
bovei, et de Verbascum sinuatum. L’analyse statistique type « Mann Whitney» entre les
indices mitotiques du témoin positif et négatif a révélée des différences hautement
significatives (p <0.05), ce que confirme I’effet inhibiteur de la colchicine dans la division
cellulaire (annexe 5).

Ce protocole date de 1938 avec les premiers travaux réalisés sur les cellules racinaires
d’Allium cepa en étudiant I’effet antimitotique de la colchicine (LEVAN, 1938). C’est un
alcaloide extrait des tiges souterraines du colchique ; Colchicum automnale (FASLA, 2009).

Elle est utilisée couramment dans le traitement de différentes tumeurs tissulaires. Son action
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se résume par blocage de la formation du fuseau mitotique (VERDIER-PINARD, 2001). En
se fixant sur une molécule de la tubuline, elle empéche sa polymérisation en microtubules.
L’absence ou I’insuffisance de ces derniéres entraine un blocage de la mitose au stade de
métaphase (GARRETT et GRISHAM, 2000). Cette approche confirme nos résultats de

obtenus dans cette étude par la colchicine.

Pour les cellules méristématiques d’Allium cepa traitées avec les extraits aqueux des
deux plantes médicinales a différentes dilutions, indiquent que leurs IM augmentent en
diminuant la concentration en extrait aqueux. La figure 26 et la figure 27 montrent les
différentes anomalies observées chez les cellules méristématiques d’Allium cepa traitées par
les extraits aqueux de Phlomis bovei et Verbascum sinuatum, regroupant les agglutinations,
fragmentations des chromosomes, cellules gigantesques a petit noyaux, allongement des
cellules et rétrécissement du noyau, et désorganisation des chromosomes au niveau de la

plaque équatoriale a la métaphase.

Figure 26 : Anomalies chromosomiques et cellulaires observées au niveau des cellules
méristématiques d’Allium cepa traitées par 1’extrait aqueux des feuilles de Phlomis bovei.

(A) Agglutination des chromosomes, (B) Cellules gigantesque a petit noyaux, (C)
Allongement des cellules et rétrécissement du noyau, (D) Désorganisations des
chromosomes au niveau de la plaque équatoriale a la métaphase (X400).
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Figure 27 : Anomalies chromosomiques et cellulaires observées dans des cellules
méristématiques d’Allium cepa traitées avec I’extrait aqueux de feuilles de Verbascum

sinuatum.

(A) Allongement des cellules et désorganisation des chromosomes, (B) Désorganisation
chromosomique lors de la métaphase, (C) Agglutination des chromosomes, (D) Agglutination

chromosomique lors de I’anaphase (X400) (X720 pour D).

On pourra suggérer que les extraits aqueux de plantes médicinales qu’on a testés ou
bien leurs composants doivent interférer avec le développement normal de la mitose, en
provenant un nombre de cellules d’entrer en prophase et bloquant ainsi le cycle mitotique
durant I’interphase (EL-GHAMERY et al, 2000) . Des résultats similaires ont été obtenus
pour des infusions de Maytenus ilicifolia Mart. et de Bauhinia candicans Benth
(COMPAPATO et al., 2002), et aussi des méme résultats ont été obtenu pour 1’extrait
Euphorbia hirta (KWAN et al,. 2012). L’analyse statistique type « Comparer une moyenne a
un standard » entre les indices mitotiques des témoins et les extrait aqueux de plantes a
révélée des différences hautement significatives (p <0.05), ce que confirme I’effet inhibiteur

différent des extraits testés dans la division cellulaire (Annexe 6, 7, 8,9).
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La réduction de I’IM pourrait étre due a I’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 phase G2 et S (WEBSTER et DAVIDSON, 1969).

Les effets mitodépressifs de certains extraits de plantes ont la capacité de bloquer la
synthese de I’ADN et des nucléoprotéines (MEREYKETLY et STEPHEN, 1980 ; SCHULZE
et KIRSCHER, 1996). Selon SIDDIQUI et al. (2007), la diminution de 1’indice mitotique est
due probablement a une modification ou une altération dans I’expression de certains genes.

Chaque action survenant séparément dans le noyau interphasique par I’influence
ultime de la structure des chromosomes durant la division cellulaire, doit étre aussi la cause de
la rédaction du nombre des autres stades (AKINBORO et BAKARE, 2007).

D’aprés DEYSSON (1956), les phénomenes de 1’inhibition préprophasique ou
prophasique sont classés par ordre de brutalité croissante :

- Le premier degré est caractérisé par une action qui se manifeste uniquement avant la
prophase ;

- Le second degré est défini par une diminution de I'IM en meme temps que
I’augmentation des proportions des prophases et des télophases, par le fait que la durée
de ces deux stades soit allongée ;

- Le troisieme degré est déterminé par une inhibition de I’entrée en prophase et un
blocage des prophases commencées qui, peu a peu, reviennent a 1’état interphasique.
Ceci expliquerait probablement 1’apparition des vides nucléaires rencontrés chez les
cellules d’Allium cepa L.

De tels phénomenes ont été observés par WADA (1939) et D’AMATO (1949), et sont
particuliérement nets sous I’influence de I’antipyrine ou I’effet se traduit par une disparition
progressive des métaphases, anaphases, et télophases avec une augmentation relative du
nombre de prophases qui, finalement restent seuls puis disparaissent peu a peu, par retour a
I’état interphasique.

D’apres ARNAUD-LAMARDELLE (1955), il ne serait rigoureux de parler
d’inhibiteur préprophsique car les inhibiteurs n’empéchent pas la préprophase mais seulement
le passage de cette dernicre a la prophase vraie.

L’augmentation du nombre de prophases doit probablement étre reliée a une intense
altération de microtubules en empéchant 1’assemblage des chromosomes au stade métaphase

(FUSCONI et al., 2006). HOSHINA (2002) explique que I’augmentation de I’indice
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mitotique des cellules traitées par rapport au témoin est le résultat de 1’accroissement de la
division cellulaire incontrolable voir a des formations tumorales.

Quand I’'IM mitotique diminue en dessous de 22% du témoin il provoque ce qu’on
appel « effet l1étal» sur les organismes test (ANTONSIE-WICZ, 1990). Une diminution de
I’IM de 50% par apport au témoin est habituellement un effet sublétal (PANDA et SAHU,
1985) et est nommée « valeur limite de cytotoxicité» (SHARMA, 1983). Selon ces deux
définitions on pourra déduire que les extraits aqueux de Phlomis bovei et de Verbascum
sinuatum sont considérés comme létaux pour les cellules d’Allium cepa a la dilution 1/2, et
comme sublétaux a la dilution 1/4 et 1/8.

La présence des cellules gigantesque a petit noyaux est observée chez les cellules
méristématiques d’A/lium cepa traitées par les extraits aqueux de Phlomis bovei par apport au
témoin. Ces petits noyaux peuvent étre originaires des fragments acentriques formés suite a
des cassures chromosomiques ou chromatidiques. Ils peuvent étre le résultat de chromosomes
en retard durant I’anaphase, ou encore a partir du cycle cellulaires (MULLER et STREFFER,
1994). Selon TURKOGLU (2008), la formation de petits noyaux implique des pertes dans le
matériel génétique.

La présence des ponts chromosomiques chez les cellules méristématiques d’Allium
cepa traitées par les extraits aqueux de plantes médicinales en anaphase pourraient étre
provoqués durant la translocation d’échange chromatidique inégal ou dus a la présence de
chromosomes dicentriques. Ces ponts causent des mutations chromosomiques structurales
(EL-GHAMERY et al., 2000 et KONUK et al.,2007 ).

La fréquence de I’aspect rétrécis et contracté des noyaux est assez importante chez les
cellules méristématiques traitées par les extrait aqueux de plantes médicinales est du
probablement au changement dans la structure ou la composition de la membrane nucléaire

(GABARA et al., 2006).
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3.2. Activité antiproliférative- MTT

La prolifération cellulaire a été évaluée en utilisant le test MTT modifie par nos soins. On
a observé un effet inhibiteur pour certains extraits aqueux testés. Le tableau III montre les
résultats obtenus lors de la détermination du taux de viabilité et I’estimation du taux de

mortalité des extraits aqueux testés.

Tableau III : Les résultats des taux de mortalité du témoin et des extraits végétaux aqueux.

Taux de Taux de
viabilité (%) mortalité (%)
Témoin Quercétine 85.94 14.06
V. sinuatum 100 00
Echantillons
P. bovei 89.81 10.19

Les résultats obtenus révelent que la quercétine a un effet antiprolifératif qui traduit sa
cytotoxicité a 1’égard des cellules de levure avec un taux de mortalité de 14,06%. Par ailleurs
I’échantillon de levure traité avec Verbascum sinuatum n’avait aucun effet antiprolifératif sur
les cellules de Saccharomyces cerevisiae (00%). Cependant les cellules de levure traitée avec
I’extrait aqueux des feuilles de Phlomis bovei a donné un pourcentage de mortalité proche de

celui du témoin (10.19%).

Nous avons évalués la cytotoxicité et la viabilité cellulaire des extraits aqueux de deux
plantes médicinales vis-a-vis des cellules de levures en utilisant une technique d’évaluation in
vitro (test MTT), qui est connue par sa simplicit¢ de mise en ceuvre, sa spécificité, sa
sensibilité, et qu’est privilégiée par rapport aux technique utilisant ces modele in vivo
(EISEIVBRAND, et al.,2002). Cette technique est la premiére méthodes colorimétriques
appliquée pour la quantification ou de la prolifération cellulaire (DENIZOT et LANG, 1986 ;
CARMICHAEL et al., 1987) .

Nous avons utilisé la levure Saccharomyces cerevisiae lyophilisée pour la mise en
¢vidence de I’activité antiproliférative des extraits aqueux des feuilles de Phlomis bovei et
Verbascum sinuatum. Qui est un modele dans la compréhension des processus biologiques les
plus complexes. Grace a elle, PAUL NURSE, LEE HARTWELL et TIM HUNT ont pu
découvrir les molécules clés de la régulation de la division cellulaire ; ce qui leur a valu le

prix Nobel de médecine en 2001 (SCHWOB, 2001). De plus Saccharomyces cerevisiae a
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I’avantage de se reproduire spontanément ce qui permet d’évaluer sa croissance cellulaire

(MINTON et ADAMSON, 1979 et LAMBERT et al., 1993).

L’effet cytotoxique des extraits aqueux des feuilles de Verbascum sinuatum et de
Phlomis bovei n’est pas trop étudié. Nos résultats indiquent que l'extrait aqueux des feuilles
de Phlomis bovei inhibe la croissance et diminue la survie des cellules de Saccharomyces
cerevisiae a un pourcentage modéré de 10,19 %. Le méme effet a ét¢ démontré par IHOUAL
et al. (2017) avec ces travaux réalisés avec le test MTT qui a révélé une diminution de 18% de
la viabilité des cellules de Saccharomyces cerevisiae exposées a des extrais de feuilles de

Phlomis samia.

De nombreuses études ont été réalisées sur ’effet antiprolifératif et cytotoxique des
extraits de plantes sur la levure Saccharomyces cerevisiae. L'une des plantes utilisées a des
fins thérapeutiques est Matricaria chamomilla qui est riche en flavonoides et en terpénoides.
L'extrait hydroalcolique de cette plante a des concentrations de 3000ug/ml inhibe
significativement la croissance et diminue la survie des cellules de Saccharomyces cerevisiae
jusqu'a 48%( SRIVASTAVA et GUPTA, 2009).Ceci est dii a la présence des molécules
bioactives. Des ¢études antérieures montrent que les saponosides ont une activité
antiproliférative et cytotoxique (DRISSI et al, 2006). Et aussi I’effet antiprolifératif de
Phlomis samia a été évalué en utilisant un test MTT, apres incubation d’extrait de Phlomis
samia pendant 48 h, 72 h. Les effets d'inhibition de MDA (Malondialdéhyde), sur les cellules
HepG2 (cellules hépatocellulaires du foie) ont été observées et comparés avec le groupe
témoin. Le test in vitro a montré que l'extrait d’herbe présente de forts effets antiprolifératifs
sur les deux cellules cancéreuses. Il y avait une diminution de 18% des cellules de viabilité

apres 72 h de traitement par rapport a celles de 48 h.

L’activité antiproliférative des composés extraient a partir de Verbascum thopsus (10-
désoxyeucommiol,  saponines, herbagozide, lutéoline, apigetrine, 3-O-fu-lopyb
ranosylasailogenine F et ningpogénine) ont été évaluées en utilisant des cellules de cancer du
poumon A549 par un test MTT (HE et al.,, 2007). Les résultats indiquent que les composés
lutéoline et 3-O-fucopyranosylsailogénine F présentaient une certaine activité antiproliférative
qui induit a l'apoptose des cellules de cancer du poumon AS549 .par ailleurs les autres
composés testés a savoir 10-désoxyeucommiol, saponines, herbagozide, lutéoline, apigetrine

ne présentaient pas d’effet antiprolifératif évident (ZHAO et al., 2011).
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Dans le cadre de la mise en évidence des nouvelles approches thérapeutiques pour
lutter contre le cancer, nous nous sommes intéressés a 1’étude de I’effet antimitotique et
antiprolifératif des feuilles de deux plantes méditerranéennes utilisées en médecine

traditionnelle : Phlomis bovei et Verbascum sinuatum.

L’¢étude antimitotique réalisée sur les cellules méristématiques d’Allium cepa L.
montre que les extraits aqueux de feuilles de Phlomis bovei de Néo et Verbascum sinuatum
provoquent des troubles de perturbations et d’inhibitions de la mitose par un
dysfonctionnement du fuseau mitotique, induisant ainsi I’accumulation des cellules aux stades
prophasiques. Cette perturbation est accompagnée d’anomalies chromosomiques et cellulaires
a savoir des agglutinations des noyaux, des cellules gigantesques, des allongements cellulaires

avec des petits noyaux, et des fragmentations chromosomiques.

Par ailleurs, 1’é¢tude de D’activité antiproliférative a montrée un effet modéré de
I’extrait aqueux de Phlomis bovei de Néo sur la prolifération des cellules de Saccharomyces
cerevisiae avec un pourcentage de mortalit¢ 10,19. Par contre 1’extrait de Verbascum

sinuatum n’a présenté aucun effet antiprolifératif.

Sachant que notre pays posséde une biodiversité immense dont chaque plante se
caractérise par un réservoir assez important de métabolites secondaires avec des
caractéristiques thérapeutiques et pharmacologiques particuliéres qui demandent d’étre
exploitées par les recherches, de cet effet et pour une meilleure valorisation de ces ressources

naturelles de nombreuses perspectives peuvent étre envisagées :
- Réaliser des autres extractions avec d’autres solvants ;
- Déterminer la composition détaillée des extraits aqueux des plantes étudiées.
- Purifier les molécules bioactives ;
- Déterminer in vivo de I’effet antimitotique et antiprolifératif ;

- Elargir le panel des activités biologiques par d’autres tests : antioxydantes, anti-

inflammatoires, et anticoagulants.
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Annexe 01 : Composition de milieu de culture de S. cerevisiae.

Le milieu de culture de Saccharomyces cerevisiae est préparé a partir des éléments

séparés suivant :

e Bactopeptone 10g
e Glucose 25¢g
e [Eau distillée stérile 700ml
e Tampon phosphate ph 3.8 300ml
e Na,HPO, 26.88¢g
e Acide citrique 17.6g

Annexe 2 : Dénombrement des cellules de levure

Pour dénombrer les cellules de levure contenue dans la suspension, on place une
lamelle de verre sur la cellule de Malassez, sur laquelle on dépose 10 pul de suspension de
levure. Apres sédimentation des cellules, nous procédons a I’observation sous microscopique

optique (X400).

Le comptage a été effectué¢ dans 10 rectangles de la cellule de Malassez. Le nombre de
cellules retrouvé est de 942 cellules, sachant que la cellule de Malassez a 100 rectangles, on

obtient :

Moyenne des cellules comptées = 942/ 10 = 94.2 Cellules/ rectangle
Nombre des cellules totale = 100 X 94.2 / 1 = 9420 cellules/pl

Nombre des cellules totale par mL = 9420 X 10°=9.42 X 10° Cellules/ ml = 10’ cellules/ml
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Figure : Cellule Malassez sous microscope optique (X 400).

Annexe 3 : Résultats de la Densité optique
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Annexe 4 : Test de « ANOVA de Cruskal-Wallisy.

JEenille* (17 var et 41 ohel
Classeur?™ - Test Médiane, Méd. Globale = 55,0000: im (Feuillg)
i Classeur2*
=3 Mon-Paramétri

Test Médiane, Méd. Globale = 55,0000; im (Feuille)
War. indépendante (classement) : con

£ Boite de diz | nanandant - Chi-Deux = 20.00000 di = 2 p = 0000
[ ANOVA flim C1 c2 C3 | Total
~[E] Test Mé [<— Médiane : observ. [10.00000] 5.00000 0.00000 15.00000
[E] ANovA théorique| 5,00000 5.00000 5,00000
[ Test Mé obs.-thé.| 500000 0.00000 -5.00000

> Médiane : observée 0,00000 5,00000 10,00000 15,00000
théorique| 5,00000 5.00000 5.00000
obs.-thé.[ -5.00000 0.000000 5,00000

Total : observé| 1000000 1000000 10,00000

30,00000

Annexe 5: Test de «Mann Whitney».

dition Affichage Insertion Format Statistiques Graphiques Outils Données Classeur Fepétre Aide
| & | =21 | 4 ® <t | Pl | #h Ajouter au Classeur * Ajouter au Rapport ~ 25 | @2 .
slfos]lezrs == 3% |8t ' 0 & | 8] =2 13 Variables - Observations ~ [ -]

Q3 Classeurl” Test U de Mann-Whitney (Feuille) &
Ea Mon-Parameétri Par var. téman
Ela Boite de dia Tests significatifs marqués a p < 05000
| ] TestU d SommeRgs | SommeRgs | U z niv. p Z niv. p [N Actif [N Actif | 2%(1-p)
E variable i T+ ajusté T T+ | pexact
= 1M 40,00000 15,00000 2.611165) 0,009024| 2,611165| 0,009024 ] 0007937
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Annexe 6 : Comparaison des dilutions de Phlomis bovei au témoin positif par le test de

« Comparer une moyenne a un standard».

Classeur3™ - Comparaison de moyennes 3 un standard (constante) (Feuille]

ﬂ éla s:n:rjt - Comparaison de moyennes a un standard (constante) (Feuille)
=Pl et Moyenne | Ec-Type |M |Emeur-T |Valeurde |Valeurt |dl | p
Ea Testde con |y /riahle Référence

-] Compar [C1PH [ 437680014 964541 5 2.220210, 3731000 291774 4 0043341
C2PH | 5051200/ 8,953104| 5 4.003950 37.31000 3.29724 4 0.030011 5
C3PH | 68.28400 3,126257 5 1398104  37.31000) 2215428 4 0,000025 BN
'/ ! | | [ [

Annexe 7 : Comparaison des dilutions de Phlomis bovei au témoin négatif par le test de

« Comparer une moyenne a un standard».

y Classeurl”
EE Statistiques Eléi v ;
; Moyenne | Ec-Type [N |Ereur-T |Valeurde |Valeurt [dl | p
Ea Test de con fyyariap Référence
- Compar [C1py | 437880014 964541 52220210 8272000 -17.5353 4| 0,000062
C2PH | 50512000 8,953104] 5/4,003950) 82720000 -5.0441) 4/ 0,001297

CIPH | 68.28400 3126257 51,398104 82,72000] 10,3254 4 0,000496 1
./ | | || ||

Comparaison de mayennes a un standard (constante) (Feuille)
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Annexe8 : Comparaison des dilutions de Verbascum sinuatum au témoin négatif par le test de
« Comparer une moyenne a un standard».

Classeur2" - Comparaison de moyennes a un standard (constante) (Feulle)

| Classeu,rzf , Comparaison de mayennes 3 un standard (constante) (Feuille)
33 Stiiues Moyenne | Ec-Type [N \Ereur-T | Valeurde |Valeurt |dl p
Eamdm” Variable Référence

Compal v |42 EQEDUIMEAEBTE 1544967 82,72000 -26,1646 4/ 0,000013
- Compan ey | 55 9?[][][] 4 359742 51949?35 8272000 132069, 4 [][][][]19[].
CV | 68.27400 2737440 51,2421 8272000 11,8002 4 0,000295 55
A IS N B N

Annexe9 : Comparaison des dilutions de Verbascum sinuatum au témoin positif par le test de
« Comparer une moyenne a un standard».

a Classeur2®
53 Statistiques Elé
B3 Test de con |y b Rifireice

Comparaisan de moyennes a un standard (constante) (Feuille)
Moyenne | Ec-Type |N |Ereur-T | Valeurde |Valeurt |dl| p

- Compar [y | 42 2960003454697 5/1,544987|  37,31000 3,22721] 4/ 0,032060
C2V 56,97000/ 4,359742| 51,949736] 37.31000 10,08342] 4 UUUUEMI
CV 66,27400 2,737440 51,224221)  37,31000) 25,29283 4 []EIU[]EHEl




Résumé

Les plantes médicinales sont une source de molécules bioactives qui génerent des
activités biologiques. C’est dans cette optique que nous nous sommes intéressés a deux

plantes du bassin méditerranéen : Phlomis bovei de Néo et Verbascum sinuatum.

La mise en évidence de ’effet antimitotique des extraits aqueux foliaires des deux
plantes a été évalue par le test d’Allium cepa, ou des indices mitotiques ont été calculés. Des
anomalies cellulaires, nucléaires et chromosomiques ont ¢té observées. Par ailleurs, I’effet
cytotoxique de nos extraits aqueux sur les cellules de Saccharomyces cerevisiae a été apprécié

par le test antiprolifératif-MTT ou le taux de viabilité cellulaire a été estimé.

Nos résultats ont révélés un effet antimitotique générant des agglutinations
chromosomiques, des allongements cellulaires ainsi que des fragmentations chromosomiques.
Par contre I’étude de D’activité antiproliférative a montrée un effet modéré pour I’extrait
aqueux de Phlomis bovei de Néo sur la prolifération des cellules de Saccharomyces cerevisiae
avec un pourcentage de mortalité de 10,19%. Par contre ’extrait de Verbascum sinuatum n’a

présenté aucun effet antiprolifératif.

Mots clés : Extrait aqueux foliaire, Phlomis bovei de Néo, Verbascum sinuatum, activité

antimitotique, activité antiproliférative.



Abstract

Medicinal plants are a source of bioactive moleculs that generate biological activities.
It is in this perspective that we are interested in two plants of the mediterranean basin:

Phlomis bovei of Neo and Verbascum sinuatum.

Demonstration of the antimitotic effect of the aqueous leaf extracts of both plants was
evaluated by the Allium cepa test, where mitotic indices were calculated. Cellular, nuclear and
chromosomal abnormalities have been observed. Furthermore, the cytotoxic effect of our
aqueous extracts on Saccharomyces cerevisiae cells was assessed by the antiproliferatif-MTT

test where the cell viability rate was estimated.

Our results revealed an antimitotic effect generating chromosomal agglutination, cell
elongation and chromosomal fragmentation. In contrast, the study of antiproliferatif activity
showed a moderate effect for the aqueous extract Phlomis bovei of Neo on the proliferation of
Saccharomyces cerevisiae cells with a mortality percentage of 10.19%. In contrast,

Verbascum sinuatum extract showed no antiproliferatif effect.

Key words: Leaf aqueous extract, Phlomis bovei, Verbascum sinuatum, antimitotic activity,

antiproliferatif activity.
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Résumé

Les plantes médicinales sont une source de molécules bioactives qui génerent des
activités biologiques. C’est dans cette optique que nous nous sommes intéressés a deux
plantes du bassin méditerranéen : Phlomis bovei de Néo et Verbascum sinuatum.

La mise en évidence de I’effet antimitotique des extraits aqueux foliaires des deux
plantes a été évalue par le test d’Allium cepa, ou des indices mitotiques ont été calculés. Des
anomalies cellulaires, nucléaires et chromosomiques ont été observées. Par ailleurs, 1’effet
cytotoxique de nos extraits aqueux sur les cellules de Saccharomyces cerevisiae a été apprécié
par le test antiprolifératif-MTT ou le taux de viabilité cellulaire a été estimé.

Nos résultats ont révélés un effet antimitotique générant des agglutinations
chromosomiques, des allongements cellulaires ainsi que des fragmentations chromosomiques.
Par contre I’étude de D’activité antiproliférative a montrée un effet modéré pour 1’extrait
aqueux de Phlomis bovei de Néo sur la prolifération des cellules de Saccharomyces cerevisiae
avec un pourcentage de mortalité¢ de 10,19%. Par contre ’extrait de Verbascum sinuatum n’a
présenté aucun effet antiprolifératif.

Mots clés : Extrait aqueux foliaire, Phlomis bovei de Néo, Verbascum sinuatum, activité
antimitotique, activité antiproliférative.

Abstract

Medicinal plants are a source of bioactive moleculs that generate biological activities.
It is in this perspective that we are interested in two plants of the mediterranean basin:
Phlomis bovei of Neo and Verbascum sinuatum.

Demonstration of the antimitotic effect of the aqueous leaf extracts of both plants was
evaluated by the Allium cepa test, where mitotic indices were calculated. Cellular, nuclear and
chromosomal abnormalities have been observed. Furthermore, the cytotoxic effect of our
aqueous extracts on Saccharomyces cerevisiae cells was assessed by the antiproliferatif-MTT
test where the cell viability rate was estimated.

Our results revealed an antimitotic effect generating chromosomal agglutination, cell
elongation and chromosomal fragmentation. In contrast, the study of antiproliferatif activity
showed a moderate effect for the aqueous extract of Neo Phlomis bovei on the proliferation of
Saccharomyces cerevisiae cells with a mortality percentage of 10.19%. In contrast,
Verbascum sinuatum extract showed no antiproliferatif effect.

Key words: Leaf aqueous extract, Phlomis bovei, Verbascum sinuatum, antimitotic activity,
antiproliferatif activity.
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