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Introduction générale

L’histoire de la phytothérapie remonte aux origines de 1’humanité. Depuis longtemps,
les hommes récoltent les plantes, non seulement pour se nourrir, mais aussi pour soulager
leurs maux. De nos jours, on rejette certains médicaments modernes a causes de leurs effets
secondaires puissants, et on les remplaces par la médecine traditionnelle par I’utilisation des
plantes médicinales (SABIN, 2012).

Le cancer est classé selon ’OMS comme 1’un des problémes majeur de santé
publique, il constitue la premiére cause de mortalité dans le monde. La chimiothérapie
anticancéreuse est basée sur I’administration des medicaments ayant le pouvoir d’entraver la
prolifération des cellules tumorales, ils sont tres toxiques pour les cellules saines et ils sont
souvent associés a des effets indésirables. Le retour de la phytothérapie ouvre une voie
prometteuse dans le développement des nouvelles formules médicamenteuse naturelles, sans
effet indésirables et dotées d’une activité anticancéreuse (FARNSWORTH et KASS ,1986).

L’ Algérie posséde une richesse floristique considérable : Méditerranéenne, saharienne
et une flore paléo tropicale, estimée a plus de 3000 especes appartenant a plusieurs familles
botaniques dont 15% sont endémiques (QUEZEL et al., 1963) . Peganum harmala L. est une
espece endemique de la famille de Zygophyllaceae ,elle se développe dans des zones semi-
arides ,sur des sols sableux , pierreux et nitres .Elle a des propriétés antifongiques, antivirales
et antidiabétiques (ISERIN,2001). Cette plante est connus par sa richesse en divers
métabolites secondaires principalement les alcaloides, les coumarines et les flavonoides (Al
YAHYA, 1986) .

Ce travail s’inscrit dans le cadre d’une contribution a une meilleure connaissance et
valorisation de Peganum harmala L. par I’évaluation de 1’effet antimitotique des fractions
flavonoiques des feuilles de cette essence sur les cellules méristématiques d’4/lium cepa et de

I’effet de ces fractions sur la membrane érythrocytaire.
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I. Généralités sur Peganum harmala L.

Peganum harmala L. appartien & la famille des Zygophyllacées, dicotylédones, et
angiospermes et rudérales (LAVERGNE,2013) .Le genre Peganum tient son nom du grec et
attribué aux especes de la rue, alors que le nom de 1’espéce harmala dérivé de celui de la
ville Libanaise Hermel (MARS ,2009). Cette plante développe surtout dans les zones arides,
sur les sols sableux et pierreux, légérement nitrés (ISERIN ,2001). Leur croissance et leur
efficacité dépend du stade de développement, la période de la récolte et les climats chauds
(PSYCHONAUT, 2006), elle exige des lieux ouverts, ensoleillés et des endroits secs
(BOUZIANE, 2012). Elle est largement utilisée dans la médecine traditionnelle a travers le
monde , en particulier en Algérie et en Maghreb comme traitement contre la stérilité
féminine, les maladies de 1’utérus et les troubles digestifs (GOEL et al., 2009) . Elle peut
traitée aussi les hémorroides, le diabéte, I’hypertension artérielle et I’empoisonnement par le
venin des serpents (HAMMICHE et MERAD, 1997). Elle est trés connue par ces propriétés

hallucinogenes, antalgiques, antiseptiques, cicatrisantes et dépuratives (CLAUDE, 1967).
1.1. Classification botanique de Peganum harmala L.
Selon OZENDA (1977), la classification taxonomique de cette espéce est comme suit :
Regne : Plantes

Embranchement : Spermaphytes
Sous Embranchement : Angiosperme
Classe : Dicotylédones
Sous classe : Rosidae
Ordre : Sapindales
Famille : Zygophyllaceae
Genre : Peganum

Espéce : Peganum harmala L.
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1.2. Description botanique de Peganum harmala L.

Peganum harmala L. est une plante herbacée, vivace, glabre et buissonnante de 30 a
90 cm de hauteur a rhizome épais (figure 1 A) (ISERIN, 2001). Elle est constituée d’une tige
dressée, tres rameuse sur lequel on trouve des feuilles alternes, découpées en lanieres
(WATSON et al ., 2011) et d’une racine oblongue, dure et garnie des fibres ,repartie en deux
branches : racine principale et des racines secondaires (DOUMI, 1993) et par des fleurs
actinomorphes, hermaphrodites et dialypétales (BOULLARD, 1997) . Elles sont caractérisées
par une corolle qui forme de 5 pétales elliptiques, oblongs, sub-symétriques et un calice a
cing sépales verts, linéaires et persistants (CHOPRA et al ., 1960 et QUEZEL et SANTA
,1963) et par le fruit d’un forme en capsule , s'ouvrant par trois valves (HAMMICHE et
MERAD ,1997 et OZENDA,1977) , contenant de nombreuses graines anguleuses et noires
(NEGRE, 1962) . Il est de couleur verte lorsqu’il est mir et brun orangé a maturité coriace
(PARSONS et CUTHBERTSON , 1992) et par de nombreuses graines, petites, anguleuses et
sub-triangulaires. Elles sont de couleur marron foncé, récolte en été (CHOPRA et al 1960 ;
QUEZEL et SANTA, 1963 et OZENDA , 1977) et en fin par des feuilles alternes, charnues
d’un vert vif, divisées en multiples laniéres tres fines (figure 1B) (BOUZIANE, 2012).

Figure 1 : Les différents parties de Peganum harmala L .; (A) : Arbust de Peganum harmala L.;

(B) :Grains,fruit et fleurs (PREEDY et al ., 2011).

1.3. Les métabolites secondaires de Peganum harmala L.

Ce sont des composés biosynthétisés naturellement par les végeétaux, mais qui ne
participent pas directement a leurs metabolismes ( GEILLAUME et CHARROUF,
2005).Elles ce caractérisent par des différents fonctions, certains protégent les plantes et
favorise leurs développements (FREIDEL,1980) et certains jouent un réle de toxicité lors de
contacte entre la plante hote et les parasite (RASCOL, 1980 et MORTIER, 1994)
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Généralement, ces métabolites secondaires classées en trois groupes majores tels que les
composés phénoliques, les alcaloides et les terpenes (DERBEL,2005). De nombreuses études
photochimiques des feuilles de  Peganum harmala L. montrant sa richesse en métabolites
secondaires, tels que les alcaloides qui présentent en grande quantité suivis par les
coumarines, les saponosides, les flavonoides, les anthocyanes, les stérols, les triterpénes et les
tannins catéchétiques (Al YAHYA, 1986).
1.3.1. Les polyphénols

Les composés phénoliques divisés en dizaine classes chimiques, a une structure
commun, former moins d’un cycle aromatique a 6 carbones avec des fonctions hydroxyles
(VERMERRIS et NICHOLSON, 2006). Ces composeés présentent le groupe photochimique le
plus important pour les plantes (BETA et al., 2005) a savoir :

1.3.1.1. Les saponosides

Les saponosides sont des hétérosides de poids moléculaire élevé, Leur hydrolyse
permet 1’obtention d’un ou de plusieurs oses et d’une sapogénine. Ces composés possedent
des activités dépuratives, diurétiques et expectorantes et toxique lors d’une contacte irritante
sur les cellules. En industrie, les saponosides utilisées comme agents moussants et
émulsionnants (MASSON et al., 1992 et ONNING et AS P ,1993).

1.3.1.2. Les Anthocyanines

Les anthocyanines sont des pigments hydrosolubles, responsables de la plupart des
couleurs rouges, bleues et aussi des pourpres des tissus végétales. Ils ont la capacité de formés
des structures de résonance par changement de PH. Ce sont des dérives glycosylés
polyhydroxylés ou polyméthoxylés des sels de 2- phénylbenzopyrylium ou de flavylium
(Figure 3) (LANHERS, 1988).

Ry

OH
HO * O
o
ZN0H
OH

Figure 2 : Structure générale des anthocyanines (RIBEREAU et GAYON, 1968).
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1.3.1.3. Les tannins condensés

Les proanthocyanidines sont des composés phénoliques hétérogénes formés par la
condensation des unités flavan-3-ols et flavan-3-4-diols (figure2) (KAUR et al ., 2000) .Les
deux groupes majeurs des proanthocyanidines sont les procyanidines et les prodelphinidines ,
les monomeéres constitutifs des procyanidines sont la catéchine et 1’épicatéchine qui
substituées par I’acide gallique ,en position 3 ou plus rarement en position 7. Ces monomeres
de prodelphinidines sont lagallocatéchine et 1’épigallocatéchine, mais on distingue également

des monomeres de quercétine et de myricétine (ANDERSEN et MARKHAM, 2006).

Figure 3 : Structure générale des tannins condensés (GILBERT et NORRIS, 1968).

1.3.1.4. Les coumarines

Les coumarines sont des dérivés d’acides cinnamiques ortho-hydroxylés (DEAN,
1963), leur squelette de base est constitué de deux cycle accolés avec neuf atomes de carbone
(figure 4) (FORD et al., 2001) . Les acides P-coumariques et caléique sont parmi les
composées phénoliques les plus répandus (RIBEREAU et GAYON, 1968).

Figure 4 : Squelette de base des coumarines (VENUGOPALA et al., 2013).
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1.3.1.5. Les flavonoides

Les flavonoides tirent leurs origines du mot latin « flavus = jaune » (JOVANOVIC et
al, 1997).Ce sont des produits quasi universels des végétaux, I’une de ces fonctions majeures
est la coloration des fleurs, ces couleurs exercent un effet attracteur sur les insectes dans les
feuilles (MIDDLETON et al.,1993), ces composés sont associés a de nombreux processus
physiologiques et survivales des plantes ; ainsi, les flavonoides protegent la plante vis-a-vis
les radiations UV-B et les pathogenes fongiques (LOWRY et al ., 1980).De plus les
flavonoides sont impliqués dans la photosensibilisation, le transfert d’énergie et le
développement des plantes en interagissant avec les diverses hormones et régulateurs de
croissance. On peut également noter que les flavonoides ont un réle dans le contrdle de la
respiration, la photosynthese et la détermination du sexe (HARBORNE et al.,1999).Parmi les
composés flavoniques les plus abondantes dans I’especes de Peganum harmala L. sont :
Acacetine-7-O-rhamnoside,Acacetine-7-O-[6 “-0-glucosyl-2”-0O-(3""-acetylrhamnosyl)]
glucoside et Acacetine-7-O-(2"”-O-rhamnosyl-2 Oglucosylglucoside) (HALIM et al ., 1995 et
SHARAF et al ., 1997).

1.3.1.5.1. Structure chimique, classification des flavonoides

La structure chimique des flavonoides est ubiquitaire dans les cellules
photosynthétiques, basé principalement sur un squelette de quinze (15) atomes de carbones :
le 2- phenyl-benzo [a] pyrane, ou le noyau flavane, constitué de deux cycles benzéniques (A
et B) reliés par un hétérocycle et le noyau pyrane (C) (figure5) (HELLER et FORKMAN,
1993 et BROWN ,1980).

Figure 5: Structure de base des flavonoides (VERMERRIS et NICHOLSON ,2006).

Structuralement, les flavonoides se répartissent en plusieurs classes selon le degré

d’oxydation et la nature des substituants portés sur le cycle C (PIETTA , 2000) . Quatorze
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(14) groupes différentes ont été identifiés, dont six groupes sont particulierement les plus

répandus et les mieux caractérisés (Tableau ).

Tableau | : Structures chimiques des différentes classes des flavonoides.

Classes

Flavanol

Flavone

Flavonole

Flavanone
(dihydroflavone)

Isoflavone

Anthocyanidines

1.3. 2.Les alcaloides

Structure générale = Flavonoide

Catéchine
Epicatéchine

Chrysine
apigenine
rutine

luteoline

Kaempferole
quercétine
myricetine
tamarixetine

Naringene
naringenine
taxifoline

Genistine
genisteine
daidzine

daidzeine

Apigenidine
Cyanidine

Substituant

5,7-OH
5,7,4-0OH
5,7,3,4-0OH, 3-
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7,4°-OH

5,7,4-OH
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Les alcaloides représentent un groupe tres vaste des métabolites secondaires avec structures,

distributions et activités biologiques diverses (MILCENT et al.,2003). lls sont extraits en

majorités des plantes a fleurs (KAPOOR,1995). En effet, environ 10.000 alcaloides
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de structures différentes ont été isolés a partir de plusieurs plantes regroupés en ~300 familles
(RAFFAUF,1996) a savoir : on peut trouver 40 alcaloides dans la méme plante. Concernant
la famille des Hallucinogéneae , la production d’alcaloide est signalée chez I’espece de
Peganum harmala L. (FARNSWORTH, 1968) avec des quantités importantes en typp-
carbolinine (figure 6)tel que: harmine, harmaline, harmalol et harmane et de type
quinazolinique tels que : la péganine, le péganol, la vasicine, I’oxyvasicine et désoxyvasicine

(KAMEL et al.,1970).

T 1) 1)

o X N Heo” NNy N

H,CC :/\,; 1CO H/\‘;/H_,

Harmine Harmaline
/\|_|/\ N
N

Hc/\/\N/\( NI /:N
H CH, H CHy

Harmalol Harmane

Figure 6 : Structure chimique des alcaloides - carbolinines rencontrés chez les graines de Pganum
harmala L. (MOHMOUDIAN et al ., 2002).

1.3.3. Les triterpénes

Les triterpenes forment un groupe de produit naturel ,contenant dans leur squelette une
trentaine d’atomes de carbone et dérivant du squaléne par une variété de cyclisation
(QURISSON et GRABBE, 1961) .Leur structure de base commune est le noyau stérane
(figure 7) (RAPHEL , 1966) .IIs peuvent étre classés en trois groupes : acyclique, tétracycique
et pentacycliqgue (RAPHEL , 1966).Ces métabolites sont isolés de nombreuses plantes
appartenant a la famille Zygophyllaceae (SMATI et al ., 2004 et XUE et al ., 1988).
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-3B-(3,4-Dihydroxycinnamoyl)- erythrodiol- -3B-(3-hydroxycinnamoyl)- erythrodiol-

Figure 7 : Les triterpénes isolés d’espéces de la famille Zygophyllaceae (SMATI et al., 2004 et XUE
etal ., 1988).

Il. La mitose
2.1. Description du cycle cellulaire

Le cycle cellulaire correspond & I’ensemble des modifications qu’une cellule subit
entre sa formation, par division de la cellule mere et le moment ou cette cellule a fini de se
diviser en deux cellules filles grace a la mitose. Ce dernier est composé de deux étapes

principales : I’interphase | et la mitose (figure 9) (MAILLET, 2002).

i

Croissance et
réplication de ’ADN

Croissance et
Derniers préparatifs
en vue de la division
Point de

restrictio

Phase Go

Figure 8 : Evénement observable durant les phases du cycle cellulaire (GALAS et al ., 2008).
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2.1.1. L’interphase

L'interphase correspond, en générale a la plus grande partie du cycle, elle se devise en
trois parties : la phase G1, la phase S et la phase G2 (MAILLET, 2002).

v" La Phase G1

La Phase G1 correspond a I’intervalle qui sépare la fin de la mitose et le début de la
synthese de ’ADN. Au cours de cette étape, la cellule synthétise des molécules d’ARN et

assure la production des protéines a I’accroissement de la cellule (MAILLET, 2002).

v' Laphase S
C’est la phase de la synthése et de réplication de I’ADN et des histones, qui rentrent
dans le noyau par les pores nucléaires et se combinent a I’ADN pour former les nucléosomes.
Elle aboutit a une duplication qui passe de n chromosomes a 2n chromosomes (MAILLET ,
2002).

v' Laphase G2

C’est la phase de post-synthése qui sépare la fin de la synthése de I’ADN et le début de
la mitose M. Durant cette période, le taux d’ADN des cellules diploides est de 4C, il se
caracterise essentiellement par la synthése d’ARN et des protéines (REMBUR, 1978).

2.1.2. Les différentes phases de la mitose

La mitose est une étape clé du cycle cellulaire qui s’effectue de fagon rapide (environ
1 heure), tres préservée chez toutes les cellules eucaryotes, durant laquelle le matériel
génétique de la cellule (les chromosomes) réparti de maniere égale dans les deux cellules
filles. Elle se déroule en quatre étapes, reconnaissables morphologiquement, a savoir :
prophase, métaphase, anaphase et télophase (figure 10) (ESSAD, 1977; BRUNORI, 1967 :
BENBADIS et al., 1971 et HALLET, 1983).

2.1.2.1. La prophase
La prophase est caractérisée par une réorganisation de la chromatine qui se condense en
chromosome compacts. Chaque chromosome est constitué de deux chromatides sceurs réunies

au niveau du centromére (DOXSY et al., 2005). Elle correspond aussi a la maturation des
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centrosomes riches en tubuline vy, elle constituée des centres organisateurs de microtubules
(MTOC) qui s’écartent et migrent de fagon opposé. Les filaments d’actines se réorganisent et
se répartissent de fagon homogene au cortex cellulaire, ce qui concourt a 1’arrondissement qui

caractérise les cellules a 1’entrées en mitose (DOXSY et al ., 2005).

2.1.2.2. La métaphase

La métaphase est caractérisée par le rassemblement de tous les chromosomes sur la
plaque équatoriale (KARP, 1998). Le fuseau mitotique est constitué de deux réseaux
symétriques et antiparalleles de microtubules, qualifiés de kinétochoriens ou d’astraux. De
part I’équilibre des tensions exercées par les microtubules kinétochoriens provenant de chaque
centrosome, les chromosomes vont s’alignées sur le plan équatorial pour constituer la plaque
métaphasique. Cette relocalisation des chromosomes s’effectue grace au remaniement

dynamique des microtubules (DOXSEY et al ., 2005).

2.1.2.3. L’anaphase

L’anaphase caractérisé par deux événements distincts (BERKALOFF et al., 1981),
appelées anaphase A et anaphase B. L’anaphase A est caractérisé par La ségrégation des deux
chromatides sceurs de chaque chromosome, elles vont migrées en sens inverse, en direction
des pbles cellulairess, grace a un raccourcissement des microtubules kinétochoriens.
L’anaphase B est caractérisée par allongement du fuseau mitotique, induit par au moins deux
types de forces, d’une part des forces répulsives au contre du fuseau, qui tendent a éloigner les
microtubules polaires provenant de chacune de deux poles, et d’autre part des forces externes

au fuseau exercent une tension microtubules astraux (DOXSEY , 2009).

2.1.2.4. La télophase

Durant cette phase les microtubules kinétochoriens se détachent, les chromosomes se
décondensent et retournent a leur état initial de brins d’ADN (MARY, 2015). Deux
enveloppes nucléaires se forment autour des chromosomes fils. Les autres microtubules
s’allongent jusqu’a la formation de deux cellules filles (COLOMBEL, 2009).

11
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Interphase (G2) S
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Chromatides soeurs Meéeta phase

Figure 9 : Les différentes phases de la mitose (CHEESEMAN et DESAI, 2008).

I11. Activités biologiques des métabolites secondaires

3.1. Les antimitotiques d’origines végétales

Les agents antimitotiques sont des substances capables d’inhiber ou de modifier le
déroulement de la mitose (MAILLET, 2002), ainsi de perturber le cycle cellulaire d’une

cellule. Selon CHEVERMONT, 1979, ces agents antimitotiques sont classés en trois groupes :

3.1.1. Les poisons du fuseau mitotique

Les poisons du fuseau mitotique agissent précisément au niveau de la tubuline
(MULLINS et MSINTOSH , 1982) par action sur les microtubules ,en inhibant la formation
de fuseau ( HIBERT — HABART et al ., 1987et BENARD , 1990).

Dans un cycle mitotique il y a deux moments favorables a 1’action des poisons du
fuseau (MAUSSANG , 2005).Au cours de la polymérisation des tubulines en microtubules et
au moment de la dépolymérisation des microtubules en tubuline. Dans les deux cas ces
poisons bloguent le cycle cellulaire , ce qui se traduit par leur accumulation en phase G2/M
et l'augmentation du nombre des cellules &8 ADN chromosomique. Selon VERDIER- PINARD

et al., 2001, on distingue deux groupes :
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3.1.1.1 Les Inhibiteurs d’assemblage de la tubuline en microtubules

v" Lacolchicine

La colchicine est un alcaloide extrait principalement de deux plantes de la famille des
Liliacées Gloriosa Superba et Colchicum automnale .Sur le plan chimique la colchicine est
caractérisée par une structure tricycliquebenzo-cyclohéptanotropolonique(figurell), sa
formule brute est C22H25NO6 (GARRETT et GRISHAM , 2000 ).

Figure 10:Structure de la colchicine (ALLAIN , 2005).

La colchicine interfere avec la division cellulaire par liaison a la tubuline, par la
fixation sur la sous-unité 3 de la tubuline, induit ensuite un changement de conformation au
niveau de la terminaison carboxyle de la sous unité et des acides aminés (Phe389 Lys392).
Le complexe tubuline-colchicine peut donc se lier a I’extrémité d’un microtubule ainsi il
empéche la fixation d’une autre molécule de tubuline, car la présence de colchicine sur la -
tubuline engendre un encombrement spatial empéchant tout allongement ultérieur du
microtubule, cela va se traduire par un blocage de la mise en place du fuseau mitotique
(JORDAN, 2002 ; BECKERS et MAHBOOBI, 2003 ; HADFIELD et al., 2003).

v" Les vinca-alcaloides
Les vinca-alcaloides sont issus de la pervenche de Madagascar Catharanthus roseus ,
fait partie de la famille des Apocynaceae . Cette plante produit deux principes actifs qui
appartiennent a la famille des alcaloides : la vinblastine et vincristine. Par ailleurs, il est
possible d’obtenir deux autres principes actifs par de ces deux molécules : la vindésine et la
vinorélbine( figure 12) (GUERITTEHY et FAHY , 2005).
Les vinca-alcaloides exercent leurs activités apres liaison a la forme dimerique de la

tubuline, ainsi ils inhibent la formation des microtubules, puis ils s’interférent dans ses
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principales fonctions telle que la formation du fuseau mitotique et 1’établissement du

cytosquelette (EPSIE et al ., 1998). Ceci conduit a un blocage de la mitose en métaphase, en

empéchant la formation du fuseau et la dispersion des chromosome au hasard a travers le

cytoplasme (GORIN et al.,1999) .

7__YOCOCH,
| *OCOCH;
CHO OH

Vincristine

Vinorélbine

Vinblastine

. /\(orq
' | "CHs

Vindésine

Figure 11 : Structure des alcaloides de Vinca (HAIT et al ., 2006).

v" Les podophyllotoxines

Les podophyllotoxine sont extraits de Podophllum peltatum , fait partie de la famille des

Podophllaceae ,leur effet inhibiteur est du a sa fixation a la tubuline qui ce traduit par la

modification de la structure de cette protéine ,en rendent impropre a la formation des

microtubules (figure 13) . lls inhibent également la synthése de I’ADN par réduction du
transport intracellulaire des nucléosides ( LEE et XIAO , 2005).

14
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Fugure 12: Structure de la podophyllotoxine (HAIT et al ., 2006).

3.1.1.2. Les Inhibiteurs de désassemblage des microtubules en tubuline

v Le Taxol

Le taxol est extrait du Taxus baccata L ou du Taxus brevifolia qui appartiennent a la
famille des Taxaceae ( HARTWELL , 1982).Parmi ses dérivé on distingue les taxoides qui
correspendent aux docétaxel et paciltaxel (fugure 14) ,qui favorisent la transition
dépolymérisation / polymérisation ,en se fixant sur la tubuline B et stopper la progression des
cellules en prométaphase avec un fuseau mitotique anormal . L’organisation dynamique de la
cellule lors de la mitose est interrompue (SYNDER et al., 2001).

Les taxoides sont des composeés qui stabilisent les microtubules et empéchent ains leurs
dépolymérisations, ce qui a pour effet de stopper le prcessus de 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 B a I’intérieure du tube que forment les
microtubules ( DABYDEEN et al ., 2004) .
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Paciltaxel Docétaxel

Figure 13 : Structures des taxanes (HAIT et al ., 2006).
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3.1.1.3. Les inhibiteurs des protéines motrices des microtubules
La nouvelle génération d’agent antitubiline , n’entre pas en interaction directe avec la
tubuline ou microtubule , il interfére avec les fonctions des microtubules a travers I’inhibition
des protéines qui les relient (BERGNES et al ., 2005). Ces agents induisant ’arrét du cycle
mitotique, ce qui induit a la mort cellulaire (MARCUS et al., 2005). Parmi ces agents on
distingue : L’estramustine qui se fixe sur les protéines associées aux microtubules, leur
dissociation conduisant ainsi a 1’inhibition de 1’assemblage des microtubules et leur

dépolymérisation (figure 15)( STEARNS et TEW , 1985) .

O oM
7
o—P,_

OH

Figure 14 : Structure de I’estramustine phosphate (HAIT et al., 2006).

3.1.1.4. Les inhibiteurs des kinases cyclines déependantes

Les régulateurs du cycle cellulaire sont considéres comme des cibles privilégiées
d’inhibiteurs sélectifs et puissants (MEIJER, 2003). L’action principale de ces inhibiteurs
compétitifs s’effectue au niveau du site de phosphorylation des protéines kinases par
I’introduction d’un composé mimique a I’ATP (GORDON et al ., 2005) . Parmi ceux-ci on

distingue :
v La quercétine

La quercétine est un flavonoide (figurel6) qui se trouve naturellement dans une grande
variété d’aliments, incluant les oignons rouge et jaune, les pommes, les brocolis, les baies et
certaines graines et fruits oléagineux. L’activité anticancéreuse de la quercétine a été
largement étudiée. En 1989, un rapport a constaté qu’elle inhibe la phosphatidylinositol 3-
kinase (Pl 3-kinase) et induit un arrét de cycle cellulaire en G1 , par inhibition des activités
des Cyclin —Dépendent Kinases 2 (CDK-2) et Cyclin —Dépendent Kinases 3 (CDK-3)
(CASAGRANDE et DARBON , 2001).
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Figure 15 : Structure moléculaire de la quercétine (BOOTS et al., 2008).

3.2. Activité sur la membrane érythrocytaire

3.2.1. Le globule rouge

Le globule rouge (GR) est une cellule mature formée dans la moelle osseuse, anucléée,
représenté comme un sac contenant des enzymes et de 1’hémoglobine. Il posséde la forme
d’une lentille biconcave. C’est la cellule sanguine la plus abondante (STEVENS et LOWE,
1997 et VALENSI, 2005), chargé de transporté les gaz a travers 1’organisme, le dioxygene
vers les cellules et une partie du dioxyde de carbone vers les poumons (SCHMID-
SCHONBEIN et al ., 1979).

3.2.2. Membrane du globule rouge

La structure de la membrane érythrocytaire est celle d’'une membrane cellulaire
classique, elle donne des propriétés élastiques aux globules rouge humains, ainsi elle lui
permet de se déformer et de s’intégrer pour progresser dans le capillaire et assuré un bon
fonctionnement de la cellule, elle compose principalement de trois éléments majeurs : lipides,

protéines et les glucides.

Les lipides sont organisés en bicouche lipidique de caractere amphiphile, délimite
I’intérieur et I’extérieur des globules rouge .Cette bicouche permet de contrdlé la résistance a
I’extension de la membrane, elles composent de 55 % de phospholipides, 25 % de
cholestérols18 % de sphingoglycolipides et de 2 % d’acides gras. Ces glycolipides sont

essentiellement localisés dans les feuilles externe de la bicouche (DODGE et al.,1963).

Les protéeines se caractérisent par leurs positions au sein de la bicouche lipidique se

forme d’un réseau bidimensionnel hautement organisé, certaines ce sont des protéines
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Transmembranaires. Un groupe important de ce type est les protéines sialoglycoprotéines a,
B,y etd, qui exposental’extérieur de la cellule et porte des fonctions antigeniques du globule
rouge et des groupes sanguins érythrocytaires (SEBAHOUM, 2005). Ces protéines jouent des
roles dans les échanges avec le milieu extérieur ,tel que les pompes d’ATPase Na+/K+ etCaz+,
les protéines de transport des ions, de 1’eau et du glucose. Elles jouent aussi un réle dans la
stabilité et ’ancrage des hématies avec le cytosquelette cellulaire grace a la protéine bande 3,
glycophorine A et la glycophorine C qui formant les interactions avec des protéines
intrinseques (ELGSAETER et al., 1986).

3.2.3. L’hémolyse

L'hémolyse c’est un phénomeéne physiologique irréversible due a une libération des
composants intracellulaires des érythrocytes notamment 1’hémoglobine, suite a une
perturbation de la membrane cellulaire du globule rouge par des agents hemolytiques
(saponine) (THOMAS, 2013).

3.2.3.1. L’effet de 1a saponine sur la membrane érythrocytaire

Les saponines sont des glycosides d’actifs de surface naturels, composées d’un
triterpene acide quillaique (partie hydrophobe) et d’une partie hydrophile constituée d’oses
Jles plus fréquents sont le D-glucose, le | hamnose,D-galactose, acide D-glucuronique, L-
arabinose, D-xylose et Dfucose en position 3 et 28 du triterpene (figurel7) (NORD et al .,
2000 et HIGUCHI et al . , 1987).
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Figurel7: Structure commune des saponines (NORD et al., 2000 et HIGUCHI et al . , 1987).
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Les saponines sont connues par leurs activités biologiques, exerces une action lytique
sur la membrane érythrocytaire suite d'une affinité de leur fragment aglycone au cholestérol
membranaire (KEUKENS et al ., 1995).

Pour élucider les changements morphologiques des GR, la saponine incorpore dans la
membrane du GR, elle s’accumule dans la feuillet externe induisant une différence d’aire
entre les deux feuilles de la membrane lipidique .Ce qui provoque la dissociation des
domaines spécifiques de la membrane avec le cytosquelette , la fragilisation de ce dernier
créant un bourgeonnement a la surface de la membrane traduit par vésiculation spontanée
positive de la membrane conduisant a la formation d’echinocyte . Un gonflement est ensuite
observé par I’inhibition des canaux ioniques spécifiques de la membrane érythrocytaire
traduisant par ’entrée rapide d’cau dans la cellule en milieu hypotonique. Le GR devien un
spherocyte jusqu’a rupture de la membrane permettant ainsi la libération de 1’hemoglobine
(LEITMANNOVA et al., 2009).
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Matériel et méthode

Dans le but d’évaluer I’activité antimitotique et 1’effet des fractions flavonoiques sur
la membrane érythrocytaire de notre plante, nous avons extrait les deux phases aqueuse et
butanolique du flavonoide des feuilles de Peganum harmala par la méthode liquide-liquide
(BEKKARA et al., 1998).Ce travaille est réalisé dans Laboratoire de Recherche de Biochimie
Analytique et Biotechnologies (LABAB) , au niveau de la faculté de biologie, université

Mouloud Mammeri de Tizi-Ouzou.
I. Matériel et méthodes

1.1. Matériel

1.1. 1. Matériel biologique

Notre travail a porté sur les feuilles de Peganum harmala récolté au sud de la wilaya

de Laghouat, plus exactement dans la région de Timzerth au moisd’ avril 2015.

Figure 17: Situation géographique de la zone d’étude (Laghouat, Timzerth, Algérie).

Nous avons utilisés des racines d’Allium cepa pour [’évaluation de I’effet
antimitotique des flavonoides et un prélévement sanguin d’un sujet sain pour 1’étude de

I’action de nos extraits sur la membrane de globule rouge.
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1.1.2. Réactifs et solvants

Tableau 11 : Solvants et réactifs utilisés

Composeés Concentration Role Activite
Meéthanol 99.7% Extraction
Acétate d’éthyle Solvant a polarité croissante De la fraction
N-butanol flavonoique
Carmin acétique / Coloration
Ethanol+Acide VIV :1/3(alcool/A Fixation

acétique acétique) Antimitotique
Eau distillée / Teémoin négative
Quercetine Img/ml Témoin positive
Hcl 5% Acidification
Alcl3 2% Coloration Dosage des

flavonoides

Eau physiologique 9% Diluant Heémolytique
Saponine 1mg/ml Témoin positive

1.1.3. Appareillage, verrerie et autre matériel

Tableau 11 : Appareillages et verreries utilisés
Appareillage Verrerie
Béchers
Microscope Entonnoir
L’étuve Erlenmeyer
Spectrophotometre Fiole
Centrifugeuse Eprouvettes
Bain Mari Pipette
Rota vapeur Ampoule & décanter

Autres matériel

Filtre
Micropipettes

Lame et lamelles.
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1. Méthodes utilisées

2. 1.Préparation de la poudre végétale

Les feuilles de Peganum harmala ont été collectées et conservées dans une glaciére,
puis au réfrigérateur jusqu'a leur utilisation au laboratoire. Par la suite, elles ont été séchées a
I’abri de la lumiére, de 1’humidité et a température ambiante, ensuite broyées en une fine

poudre pour nos utilisations ultérieures.
2.2. Extraction des flavonoides

Pour I’extraction des flavonoides, nous avons utilisés la méthode liquide- liquide de
BEKKARA et al., 1998 ou 1g de poudre végeétale est mis en contacte avec 20ml de méthanol
a température ambiante. Aprés 24h d’incubation, la solution est filtrée avec un papier
wattman N°1, le filtrat obtenu est evaporé a 60°C, le résidu obtenu est solubilisé avec un
mélange d’eau distillée et d’acétate d’éthyle puis décanter. On récupére la phase aqueuse et
on ajoute 10ml de n-butanol. Apres décantation, on obtient deux phases distinctes : la phase
butanolique et la phase aqueuse. On procéde a 1’évaporation des solvants, les résidus ainsi

obtenus sont solubilisés et conservés a basse température et a 1’abri de la lumiére (Figure 2).
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Figure 18: Protocole de I’extraction des flavonoides (BEKKARA et al ., 1998).
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2.3. Evaluation de ’effet antimitotique des flavonoides

L’étude de D’activité antimitotique des deux fractions flavonoiques: aqueuse et
butanolique est réalisée par le test Allium cepa suivant le protocole de SHWETA et al ., 2012

,optimisée par laboratoire.

Apres germination et sélection des racines, on met en contacte les cellules
méristématiques avec nos échantillons. Aprés 24h d’incubation, nous avons procédés a la
fixation suivie d’une coloration. Parallelement, un témoin positif et un témoin négatif ont été
réalisés pour lesquels 1’échantillon est remplacé respectivement par la quercétine (1mg/ml)
et ’eau distillée. Des observations microscopiques ont éte réalisees et les différentes phases
de la mitose ont été détectées, ainsi que les anomalies et aberrations cellulaires, nucléaires et

chromosomiques (Figure 3).
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Bulbe d’ognons + eau |

| 48h - 72h a température

'y | ambiante '

Germination |

N
Sélection des racines uniformes | \/

)

Racine sélectionnée + (fraction, quercétine
ou I’eau distillée) pendant 24h

v

Fixation avec solution de fixation
composée : acide acétique - alcool (1 :3)

~

Coloration aves du carmin acétique |

N

Observation sous microscope G(x40) |

N

Comptage des cellules des différentes phases de la mitose et détermination des différents indices |

Figure 19 : Protocole de I’activité antimitotique (SHWETA et al ., 2012) .
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2.3.1. Indices et paramétres a calculer

Apres observation sous microscopique optique , différents indices ont été calculés :

v Indice mitotique (IM) (IKEDA et al., 2000) :

Nombre de cellule en division

IM(%)= x100

Nombre des cellules examinées (350cellules)

v Indice de phase (IP) (GLINSKA etal., 2007)

Nombre de cellule en (P, M, A, T)

IP%) = x100

Nombre des cellules examinées (350cellules)

v Valeur limite de cytotoxicité (VLC) ( ANTONSIE et al., 1990)

IM de cellule traitée

VLC(%) = x100

IM des cellules témoins

v Indice d’aberrations (1A) (RACUCIN et GEANGA , 2007)

Total des aberrations

IA%) = x100

Total des cellules examinées

2.4. Dosage des flavonoides

La méthode du trichlorure d’aluminium selon BAHORUN et al., 1996 ,est utilisée
pour quantifier les flavonoides dans les deux fractions flavonoiques, solubilisées dans du
méthanol. A 1ml de ce mélange est ajouté 1ml de la solution d’AlCl3 a (2%), aprés 10 min

d’incubation
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a température ambiante, I’absorbance est lue a 430 nm par un spectrophotométre UV -visible

selon le protocole suivant (figure4) :

1ml de standard (quercétine : 1mg/ml) dilué dans le méthanol |
N\
Iml (solution d’AlICI3 :2%) dilué dans méthanol |
N
10 min d’incubation a température ambiante |
N
Lecture des absorbances a 430 nm |

Figure 20 : protocole de dosage des flavonoides (BAHORUN et al., 1996 ).

Les concentrations des flavonoides sont déduites a partir de la gamme d’étalonnage (10 a 60
ug/ml), établie avec la quercétine comme standard, sont exprimés en microgrammes

équivalent de quercétine par millilitre de fraction (ug EQ / ml de fraction).
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2.5. Evaluation de I’effet des fractions flavanoiques sur la membrane érythrocytaire

2.5.1. Préparation de la suspension érythrocytaire

Le sang a été prelevé sur des donneurs consentants en bonne santé par ponction
veineuse et recueilli dans des tubes contenant de I'héparine comme anticoagulant. Les
échantillons sont immédiatement centrifugés a 2500 tours / min pendant 5 min, puis le plasma
est éliminé avec précaution. Le culot érythrocytaire a été lavé trois fois avec 1’eau
physiologique. On recentrifuge le mélange et on garde le culot pour obtenir I'hématocrite
souhaitee a 2% (KOGA etal., 1998).

2.5.2. Traitement de globule rouge avec les fractions flavonoiques

Afin de déterminer l'effet des extraits aqueux et butanolique de feuille de peganum
harmala solubilisé dans I’eau physiologique sur les globules rouges. 1ml de globule rouge
mis en contacte avec 1ml de nos fractions, la saponine a été utilisée comme contrdle positif et
de I’eau physiologique comme controle négatif. Les mélanges ont été placés sous agitation
modérée pendant 20 min. Apres centrifugation & 2 500 tours / min pendant 5 min. les
absorbances ont été lues a 540 nm par un spectrophotométre UV-visible et les pourcentages
d’hémolyses ont été calculées a l'aide de la formule décrite par DUCHNOWICZ et al., 2012 :

DO de I’échantillon —DO de témoin négatif

Taux d’hémolyse(%)= %100

DO obtenue par la saponine

28



T —

|
%
|




Résultats et discussion

I11. Résultats et discussions
3.1. Dosage des flavonoides

A partir de la courbe d’étalonnage établie avec la quercétine (figure 5), nous avons
déterminé les teneurs en flavonoides des différentes fractions aqueuse et butanolique des
feuilles de Peganum harmala a partir de 1’équation y=0,0175x. Les résultats sont exprimés en

microgrammes équivalent de quercétine par millilitre de fraction (ug EQ / ml de fraction).

1,2
y =0,0175x

R% = 0,9809 * A

e

[

k%)

S

les abserbanses a430 nm
(@)}

;

T T T T T 1

20 30 40 50 60 70

o
[EnY
o

Concentrations de la quecetine (ug/ml)

Figure 21 : Courbe d’étalonnage de la quercétine.

Une couleur jaunatre est formée dans les deux fractions aqueuse et butanolique des
feuilles de Peganum harmala apreés addition de la solution de chlorure d’ Aluminium (AICls3),
cette coloration a révélé la présence des flavonoides et leur teneur est résumée dans le

tableau suivant :
Tableau 1V : Teneur en flavonoides des différentes fractions.

Fraction butanolique Fraction aqueuse

Concentration des flavonoides 138,82+ 0,89 208,23 + 2,00
(1g EQ / ml de fraction)
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L’utilisation des solvants spécifiques de polarité croissante : méthanol, acétate
d’¢éthyle et n-butanol a permis la séparation des flavonoides selon leur degré de solubilité dans
ces solvants d’extraction et leur complexité structurale ( TREKI et al., 2009). Le méthanol
permet d’éliminer les composés non phénoliques tel que les caroténoides, les pigments
chlorophylliens et les graisses. Par ailleurs, I’acétate d’éthyle permet 1’extraction des mono-
glycosides. Quant au n-butanol, il permet I’extraction des diglycosides et triglycosides
(RIHANE et BENLAHRECHE, 2013).

Selon HALIM et al., 1995 et SHARAF et al ., 1997 ,les principaux flavonoides des
feuilles de Peganum harmala sont représentés par : Acacetine-7-O-rhamnoside,Acacetine-7-O-

[6 “-O-glucosyl-2”-O-(3"’-acetylrhamnosyl)] glucoside et Acacetine-7-O-(2’-O-rhamnosyl-2 O-

glucosylglucoside).

La teneur en flavonoides au niveau de la fraction aqueuse flavonoique des feuilles de
Peganum harmala est estimé a 208,23 +2,00 (ug EQ / ml de fraction), comparativement a
celle enregistré dans la fraction butanolique leur teneur est de 138.82 + 0.89 (g EQ / ml de
fraction).Ceci dit, la phase aqueuse est plus riche en flavonoides que la phase butanolique. Ce
Ia peut étre expliqué par la diversité structurelles et les propriétés physico-chimiques des
flavonoides(VERYKOKIDO et VOYO , 1986).Contrairement aux résultats qui sont rapportés
par HUNG et al(2009) sur les feuilles de Zygophyllum cornutum, une plante médicinale de la
méme famille que Peganum harmala (Zygophyllacee) ; le taux le plus élevée en flavonoides
est retrouvé au niveau de la phase butanolique avec une valeur de 5.85 (ug EQ/ml de

fraction) comparativement aux autres phases testées (chloroformique et acétate d’éthyle).

3.2. Activité antimitotique
3.2.1. Détermination des indices

L’indice mitotique est considéré comme un parameétre fiable, qui permet d’estimer la
fréquence de la division cellulaire au niveau des cellules méristématiques racinaires d’ Allium

cepa (MARCANO et al.,2004).

L’activité antimitotique des fractions flavonoiques (aqueuse et butanolique) des
feuilles de Peganum harmala, testée sur les cellules méristématiques racinaires d’Allium cepa
est déterminée par le calcul de I’indice mitotique (IM).Ce paramétre définit le rapport des

cellules en division sur le total des cellules comptées (350 cellules) .Cet indice est également
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déterminé pour un témoin négatif et un témoin positif, représenté respectivement par 1’eau
distillée et la quercétine. Nous avons également déterminé I’indice de phase (IP), qui
représente le nombre de cellules en division aux différentes phases sur le nombre des

cellules totales comme le montre le tableau | ci -dessous.

TableauV : Indices mitotiques et indices de phases des cellules méristématiques
d’Allium cepa traitées par les fractions butanolique et aqueuse des flavonoides des feuilles de

Peganum harmala.

Indices(%)/

Témoin IM+ ES P £ES M + ES A+ ES T+ES
Témoin (-) 92,20+ 1,34 82,91+ 3,08 0,63+ 0,39 0,97+ 0,35 8,00 + 3,54
Quercitrine

Img /ml 44 40+ 0,72 39,08+ 1.23 0,06+ 0.04 0,57+ 0.39 5,14+ 1,00
Phase

butanolique | 44,00+ 0.40 30,28+ 2,04 0,28+ 0,11 0,16+ 0,05 13,93+ 1,60
Phase

aqueuse 62,60+ 0,82 48,56 + 2,45 0,34+0,12 0,16+0,05 11,08+ 2,24

IM : Indice mitotique ; ES : Erreur standard ; p : prophase ; M : Métaphase ; A : Anaphase ;
T : Télophase.

A partir du tableau V, on remarque que I’indice mitotique des cellules méristématiques
racinaires d’Allium cepa augmente considérablement chez les cellules non traitées, c’est-a-
dire mises dans I’eau distillée (témoin négatif) avec une valeur de 92,20+ 1,34%. En ce qui
concerne les cellules en contacte de la quercétine (le témoin positif), I'IM diminue jusqu’a
44,40 £ 0,72%, proche de celui obtenu en présence de la fraction butanolique qui atteint une
valeur de 44,00+ 0,40%. D’autre part, pour le contact des cellules méristématiques avec la

fraction aqueuse la valeur de I’IM est de 62,60+0,82%.

Le test statistique type ANOVA a révelé des différences hautement significative
(p=0,00) entre I’indice mitotique du témoin négatif, celui du témoin positif (Quercétine) et
celui de la fraction flavonoique aqueuse et butanolique. De méme, des différences hautement

significatives ont été observées entre 1‘indice mitotique du témoin positif et celui de la
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fraction flavonoique aqueuse. Par ailleurs, aucune différente significative 0,677615 a été
observée entre 1’indice mitotique du témoin positif et celui de la fraction flavonoique

butanolique.

L’évaluation de I’effet antimitotique réalisé par OUZID et al. (2019) sur les différents
extraits fongiques bruts des mycoendophytes foliaires de Peganum harmala testées sur les
cellules méristématiques d’Allium cepa , les IM obtenus par 1’extraits fongiques brut du genre
Penicillium et d’Aspergillus respectivement de 42,50 + 1,04% et 43,80 £ 1,76 % est similaire
a celle qu’on a obtenue par la fraction butanolique des flavonoides des feuilles de Peganum

harmala.

La diminution de 1’activit¢ mitotique chez les cellules méristématiques racinaires
d’Allium cepa ,indique un effet mitodépressif de la fraction aqueuse et butanolique des
flavonoides des feuilles de Peganum harmala .On pourrait suggérer que les fractions qu’on a
testés ou bien leurs composants doivent interférer avec le développement normal de la mitose,
en prévenant un nombre de cellules d’entrer en prophase et bloguant ainsi le cycle mitotique
durant I’interphase, ce qui provoque un effet antimitotique ( EL GHAMERY et al ., 2000).
Le méme effet a été observé par les extraits fongiques bruts des mycoendophytes foliaires de
Peganum harmala (OUZID et al., 2019).

Selon MERCYKETLY et STEPHEN (1980) ; SCHULZE et KIRSCHER (1996), les
effets mitodépressifs de certains extraits de plantes ont la capacité de bloquer la synthese de
I’ADN et des nucléoprotéines. Les mémes effets ont été observés chez des cellules
méristématiques d’Allium cepa traitées par des extraits aqueux de quatre plantes médicinales
utilisées en pharmacopée Nigérienne : Azadirachtaindica ,Morindaludica
,Cymbopogoncitratus, et Caricapapaya (AKINBORO et BAKARE , 2007).

Plusieurs études in vitro ont montrés I’effet anticancéreux des flavonoides vis-a-vis de
nombreuses lignées cellulaires cancéreuses ainsi qu’in vivo. BOSETT]I et al .( 2005) et FINK
et al.(2007) ont démontré que la consommation des flavonoides diminue le risque et

I’incidence de plusieurs types de cancers a savoir le cancer du sein, le cancer du poumon ( LE
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I’estomac ( GARIA et al., 1999) et le cancer du rectum (ARTS et al., 2001). Ces études ont
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montré que les composés polyphénoliques peuvent inhiber les différents stades du cancer
(initiation, promotion et progression) en déclenchant la cascade proapoptotique par
augmentation de 1’expression de certains composants apoptotiques. D’autres travaux sont
faits par JEONG PIETTA 2000 et TOMOFUJI et al. (2009) ont démontré que la quercétine
jouait le role d’un antagoniste des topoisomérases I et II produites par les cellules tumorales.
Selon les travaux de DADI et ses collaborateurs (2009), la quercétine serait capable
d’inhiber I’ADN gyrase d’Escherichia coli par deux mécanismes ;
& elle se fixe sur ’ADN au niveau des sites d’insertion de 1I’enzyme bloquant ainsi son
activité ;
& elle bloque le site de fixation de I’ATP se trouvant sur I’ADN gyrase. Dans les deux cas
I’action du flavonoide se manifeste par le clivage de I’ADN bactérien, désormais incapable de

subir les modifications topologiques nécessaires a son bon fonctionnement.

Les cellules méristématiques traitée aussi bien avec les témoins négatifs (eau distillé)
et positifs (quercétine ), ainsi que nos échantillons ( phase aqueuse et butanolique ) sont
bloqué majoritairement en prophase . Ceci est indiqué par les indices de phases (IP) qui sont
de 82,91+ 3,08% et 39,08+ 1,23 % respectivement pour le témoin négatif et positif , et de
méme pour les fraction butanolique (30,28+ 2,04 %) et aqueuse (48,56 + 2,45%) . Par
contre, on distingue une diminution remarquable dans le pourcentage des autres phases

(métaphase, anaphase et télophase) pour toutes les cellules testées avec nos échantillons.

Le test statistique type ANOVA a révélé des différences hautement significative
(p=0,00) entre 1’indice de phase du témoin négatif, celui du témoin positif (Quercétine) et
celui de la fraction flavonoique aqueuse et butanolique. De méme, des différences hautement
significatives ont été observées entre 1‘indice de phase du témoin positif et celui de la fraction

flavonoique aqueuse .

D’AMATO (1954) a démontré que 1’augmentation du nombre de prophases chez des
cellules méristématiques racinaires d’Alluim cepa traitées par 1’extrait aqueux des feuilles de
Tetraclini sarticulata pourrait étre dd, soit a une durée de traitement trop longue, soit a

I’utilisation de doses trop élevées. Ce-ci induirait un ralentissement de 1’entrée des cellules
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aux autres stades de la mitose, notamment : la métaphase, 1’anaphase et la télophase. Par
ailleurs, selon FUSCONI et al.(2006) ,I’augmentation du nombre de prophase doit
probablement étre reliée a une intense altération des microtubules en empéchant 1’assemblage
des chromosomes au stade métaphase .

D’aprés DEYSSON (1956), le phénoméne de I’inhibition prophasique est classés en
trois degres ;

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

- le second degré est défini par une diminution progressive de I’indice mitotique en
méme temps que I’augmentation des proportions des prophases et de télophases, par le fait
que la durée de ces deux stades soit allongees ;

- Le troisieme degré est déterminé par une inhibition de I’entrée en prophase et un
blocage des prophases commencées qui, peu a peu, subissent la catachromase et reviennent a
I’état interphasique . Ceci expliquerait probablement 1’apparition des agglutinations des
chromosomes chez les cellules d’Allium cepa . De tels phénomenes ont été observés par
WADA(1939) et D’AMATO(1954), et sont particulierement nets sous l’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
seules puis disparaissent peu a peu, par retour a 1’état inter phasique . Le blocage de la mitose
en prophase a été observe également chez des cellules meristématiques de Pisum sativum
traitées par le cadmium (FUSCONI et al.,2006).

3.2.2. Détermination des différentes anomalies de la mitose

Les cellules méristématiques se divisent naturellement et rapidement, ce qui justifie les
indices mitotiques élevées obtenus pour les échantillons de témoins négatifs . Tout les stades
de la mitose ont été nettement observés sans anomalies de division remarquable a savoir :

Prophase, Métaphase, Anaphase et Télophase (figure 2).
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Figure 22 : Les différentes phases de la mitose observées chez les cellules méristématiques

des racines d’Allium cepa , vues sous microscope optique (x400).

(P) Prophase , (M) Metaphase , (A) Anaphase , (T) Télophase .

Par ailleurs , ’exposition des cellules méristématiques racinaires d’A/ium cepa a la
quercétine induit des anomalies chromosomiques , cellulaires et nucléaires illustrées dans la

figure 3

Fugure23: Anomalies rencontrées chez les cellules méristématiques d’Allium cepa traitées

avec la quercétine, vues sous microscope optique (x400).

-AG- : Agglutination chromosomique ; - AL- : Allongement des cellules ;-FR- : Fragmentation

chromosomiques ; -DP- : Désorganisations de la plaque équatoriale en

métaphase ; -CG- : Cellules gigantesques ; -AC- : Absence de cytodiérese.
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v' Anomalies de la mitose en présence de fraction butanolique des flavonoides des
feuilles de Peganum harmala

L’observation microscopique a permis la mise en évidence de nombreuses aberrations
chromosomiques, nucléaires et cellulaires qui pourraient expliquer les effets de la fraction

butanolique sur la division cellulaire, tel que la montre la figure4

Figure24: Anomalies rencontrés chez les cellules méristématiques d’Allium cepa traitées
avec la fraction butanolique des flavonoides des feuilles de Peganum harmala , vues sous

microscope optique (x400).

AG- : Agglutination chromosomique ; -CB- : Cellules binucléées ; - AL- : Allongement des cellules ; -FR-
: Fragmentation chromosomiques ; -DP- : Désorganisations de la plaque équatoriale en métaphase : -CG- :

Cellules gigantesques ; -CS- : Cellules sans noyaux ; -CA- : Corps apoptotiques .

> Anomalies de la mitose en présence de la fraction aqueuse des flavonoides des
feuilles de Peganum harmala

L’observation microscopique des cellules méristématiques des racines d’Allium cepa

traitées avec la fraction aqueuse montre que les anomalies de la division cellulaire sont moins
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fréquentes par rapports a ceux traitées avec la fraction butanolique. Les anomalies nucléaires,

chromosomiques et cellulaires observées sont présentées au niveau de la figureb

Figure25: Anomalies rencontrés chez les cellules méristématiques d’Allium cepa traitées
avec la fraction aqueuse des flavonoides des feuilles de Peganum harmala ,vues sous

microscope optique (x400).

-AG- : Agglutination chromosomique ; - AL- : Allongement des cellules ;-PC- : Ponts chromosomiques -
FR- : Fragmentation chromosomiques ; -CS- : Cellules sans noyaux. ; -CA- : Corps apoptotiques .

A partir de ces observations microscopiques nous avons établi le tableau ci-dessous, qui
regroupe les différentes anomalies de la mitose enregistrées en présence des deux fractions : aqueuse

et butanolique, ainsi qu’en présence de la quercétine (témoins positif).
b
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Tableau VI: Différentes anomalies et aberrations cellulaires, nucléaires et chromosomiques
des cellules méristématiques d 'Allium cepa traitées par les fractions aqueuse et butanolique

des flavonoides des feuilles de Peganum harmala.

Aberration/

Fraction AG CB AL PC FR DP CG CS CA AC

Quercétine | 8,97+1,76 | 0,00+ | 1,71+ | 0,00+ | 6,74+ | 0,17+ | 1,08+ | 0,00+ | 0,00+ | 3,54+

0,00 |0,56 0,00 2,54 0,10 059 0,00 |0,00 1,71

Phase

butanolique @ 10,57+ 0,51+ | 4,4+ 0,00+ |394+ | 0,17+ | 0,34+ | 0,68+ | 0,057+ | 7,31+
0,67 0,25 2,16 0,00 1,75 0,10 0,30 | 0,61 | 0,05 1,39

phase

aqueuse 4,14+ 0,00+ | 0,8+ 0,057+ | 0,85+ | 0,00+ | 0,00+ 0,62+ | 0,11+ | 0,00+
0,60 0,00 |054 0,04 0,37 0,00 0,00 | 0,56 | 0,09 0,00

Les différentes anomalies de la division cellulaire des cellules méristématiques
d’Alluim cepa est évaluée par le calcule des indices d’aberrations (IA), qui représente le
rapport des totales d’aberrations sur le nombre des cellules examinées. Notre étude a montré
que la phase butanolique a donnée IA le plus élevé (27.97+ 7.28%), comparativement a celui
obtenu en présence de la quercétine et la phase aqueuse respectivement de 22.21 +7.26% et
6.58+ 2.2%.

Le test statistique type ANOVA a révélé aucune différente significative de 1’indice
d’aberration (1A) du témoin positif, celui de la fraction flavonoique butanolique et aqueuse
avec des p values respectivement de 0.170343, 0.713803 et 0.100150.

La présence de ponts chromosomique chez les cellules méristématiques d’Allium cepa
traitées par la fraction butanolique des flavonoides des feuilles de Peganum harmala , doit
étre attribuée aux cassures chromosomiques, au retard de la réplication d’ADN et de
I’hétérochromatine au moment ou le noyau est prét a se diviser et a la présence aussi des
chromosomes dicentriques . D’aprés YUET et al. (2012), ces ponts sont observés chez des
cellules d’Allium cepa traitées par I’extrait aqueux des feuilles d’Euphorbiahirta et semblent

étre liés a la présence de quelques terpenes.

(%)
Total

22,21
+7.26

27,97+
7,28

6.58+
2.2
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Les cellules binucléés observées chez les cellules méristématiques d’Allium cepa
traitées par la fraction butanolique des flavonoides des feuilles de Peganum harmala sont
considérées comme le résultat d’une inhibition de la cytokinase a différents points de controle
du cycle cellulaire (ATEEQ et al .,2002). D’aprés ROGER (2007) , les microtubules
pourraient étre la cible de certains flavonoides et tritrepénes , leur action empécherait la
formation de la plaque équatoriale. Ces phénomeénes ont été observés en présence d’extrait de
fleurs de Peganum harmala (TURKUGLO, 2008).

D’autre part , les cellules traitées par la fraction aqueuse et butanolique des
flavonoides des feuilles de Peganum harmala présentant une partie épaissie de la chromatine (
coloration intense) et I’autre partie tend a disparaitre ( coloration trés clair ou presque absente
) menant probablement a 1’apparition de ce qu’on a appelé cellules sans noyaux , résultat
d’une caryolyse , celle-ci est définie comme une dissolution du noyau avec perte de ses
affinites tinetoriales (ROGER , 2007).

Les agglutinations chromosomiques correspondent a des chromosomes ayant un
aspect collants (phénomeéne dit de stickines). Cette tendance a ’agglutination pourrait étre le
résultat d’une diminution de la viscosité transformant les molécules allongées en molécules
globulaires (MEDJEBER et al., 2018) . Elle est probablement causés par une liaison
subchromatidique entre les chromosomes , ces derniers perdent la capacité de mouvement et
deviennent incapable de parvenir a leur destination finale. Cet aspect collant pourrait aussi
résulter de la dépolymérisation d’ADN et la dissolution des nucléoprotéines suite a un stress,
il refléte un état toxique, de type habituellement irréversible et qui mene probablement a une
mort cellulaire (BASSet al., 2000).

Les fragmentations chromosomiques correspondent a une destruction des
chromosomes. Elle sont probablement dues aux effets clastogénes de 1’extrait .Ces 1ésions
pourraient résulter , soit directement d’une action sur les bases nucléotidiques , Soit par
altération du processus de réparation des sites d’ADN endommagés durant la réplication
(GRANT, 1978). Un tel phénomene a été rencontré chez les cellules méristématiques
d’Allium cepa traitées par I’extrait aqueux des feuilles de Thymus vulgaris (MOREAU |,
2006).
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Selon OUZIDE et al . ( 2019) ,les extraits de Cladosporium , d’Alternaria,
d’Aspergillus et Penicillium de mycoendophytes foliaires de Peganum harmala génerent des
modifications a différents niveaux du cycle cellulaire notamment les cellules interphasiques
rétrécies, distribution chromosomique anormale apres métaphase, ponts chromosomiques
modifiés a l'anaphase, adhérence chromosomique, agglutination en télophase, dégénérescence
chromosomique, gros nucléole et des cellules gigantesques ont été observés. Ceci est en
accord avec les résultats obtenus avec les fractions butanolique et aqueuse des flavonoides des

feuilles Peganum harmala.
La valeur limite de cytotoxicité

La valeur limite de cytotoxicité de la quercétine ainsi que les fractions butanolique et
aqueuse des flavonoides des feuilles de Peganum harmala testée sur les cellules
méristématiques racinaires d’Allium cepa est définit par le rapport de I’indice mitotique des

cellules traitées sur 1’indice mitotique de témoins négatif, comme I’indique le tableau 5 ci-

dessous.
Tableau VII: Indice mitotique et valeur limite de cytotoxicité des fractions
flavonoiques aqueuse et butanolique ainsi que la quercétine

IM (% £ ES) VLC(%)

La quercétine 44,4+0,72 48,16+0,79

Fraction butanolique
44,00+ 0,40 47,72+0,43

Fraction aqueux
62,60+ 0,82 67,89£3,79

A partir du tableau VII, le pourcentage de la valeur limite de cytotoxicité (VLC %) et
de I’indice mitotique de la fraction aqueuse des flavonoides des feuilles de Peganum harmala
est estimé respectivement de 67,89+3,79% et 62,60+ 0,82%, comparativementa celle enregistré
dans la fraction butanolique (47,72+0,43%) et (44,00 0,40%) et pour celle de la quercétine
est de48,16+0,79% et 44,4+0,72%.Ceci dit, le pourcentage de la VLC de la phase aqueuse
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est plus élevé que celui de la phase butanolique et la quercétine.

Le test statistique type ANOVA a réveélé des différences hautement significative
(p=0,00) entre de La valeur limite de cytotoxicité (VLC) de témoin positif et la fraction
aqueuse et cette dernier avec la fraction butanolique avec des p-values 0,000001 inférieure a
0,05 . Par ailleurs, aucune différente significative 0,677615 a été observée entre la VLC de la

quercétine et la fraction butanolique avec un p-values de 0,764036 .

Selon ANTONSIEWICZ (1990) quand I’indice mitotique diminue en dessous de 22%
de témoin négatif, il provoque ce qu’on appelle un effet 1étal sur les cellules en division. Une
diminution de I’indice mitotique de 50 % par rapport au témoin négatif, 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 la qurcétine et la fraction
butanolique de flavonoides de feuille de Peganum harmala ont un effet sublétal sur les

cellules méristématiques d’Allium cepa.

3.3. Evaluation de I’intégrité de la membrane érythrocytaire

Le test de cytotoxicité, in vitro, a été réalisé en utilisant de globule rouge humain
(GRh). Differentes concentrations des fractions aqueuse et butanolique des flavonoides des
feuilles de Peganume harmala ont été testées. Le pourcentage de 1’hémolyse est évalué pour
chaque fraction par rapport a un témoin négatif et un autre positif qui contient respectivement
de (le globule rouge+ I'eau physiologie) (le globule rouge +la saponine) .Les résultats obtenus

sont résumées dans le tableau VIII suivant :
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Tableau VIII : Le taux d’hémolyse (%) des GR induit par les différentes

Fractions flavonoiques des feuilles de peganum harmala ainsi que la saponine

DO Hémolyse
T 0.031 0,00+0,00
Saponine 1.900 100 £ 0,00
Phase aqueuse 0.187 08.211 £2, 01
Phase butanolique 1.702 87.947 + 0,16

A partir du tableau VIII, on constate que le taux d’hémolyse de la phase aqueuse est
trés bas avec une valeur de 8.211 (%), comparativement a celui de la saponine de 100 (%).
De ce fait, la fraction aqueuse des flavonoides des feuilles de Peganum harmala a n’a pas un
effet cytotoxique sur la membrane de globule rouge. Alors que, le taux d’hémolyse de laphase
butanolique présente une valeur importante 87.947 (%) proche de celle de la saponine
(100%), ceci indique que cette fraction a un effet cytotoxique sur la membrane
érythrocytaire.

L’¢étude de I’activité cytotoxique nous a clairement démontré que la fraction aqueuse
de feuilles de Peganum harmala n’a pratiquement aucun effet sur la membrane érythrocytaire
malgré sa teneur en flavonoides. Ceci pourrait s’expliquer par la glycosylation des
flavonoides qui bloquerait leur entrée dans les cellules. En effet, les flavonoides sont
généralement cytotoxiques, mais cette efficacit¢ dépend d’une part de leur glycolisation
éventuelle et d’autre part de leur degré de méthoxylation. La structure des flavonoides
présents dans les extraits de feuilles ne correspondrait pas a celle des flavonoides a activité
cytotoxique (NADOUR , 2015).Ces résultats sont en accord avec ceux de VERSTRAETEN
et al .(2003) et RAMCHOUN et al .(2015),qui ont montrés que les flavanols et les
procyanidines interagissent avec les groupements polaires des phospholipides membranaires
par des liaison hydrogénes et s’accumulent ainsi a la surface , ce qui permet de réduire

1I’acces des molécules radicalaires a la bicouche lipidique. Par ce mécanisme, les flavonoides
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pourraient maintenir 1’intégrité membranaire.

Par ailleurs, la fraction butanolique des flavonoides des feuilles de Peganum harmala
a pratiqguement un effet cytotoxique sur la membrane de globule rouge. L’observation du
profil d’HPLC de I’extrait butanolique des parties aériennes de Fagonia microphylla
(Zygophyllaceae) , qui est une espéce endémique du Sahara septentrional ,récoltée dans la
région de Ghardaia, montre bien la richesse de ce dernier en saponosides (ABDEL et al .,
2000). Vu que Peganum harmala appartient a la famille des Zygophyllaceae , on peut
déduire que I’effet cytotoxique de la fraction butanolique peut étre expliqué par la présence
des saponines, qui ont la capacité d’induire la formation des pores a travers les membranes
cellulaires, entrainant I’hémolyse et la libération de I’hémoglobine dans le plasma (MAKKAR

et BECKER , 1997).

L’évaluation de I’effet cytotoxique de la fraction butanolique des flavonoides des
feuilles de Peganum harmala réalisé par nos soins est en accord avec les travaux de
SCANDORIEIRO et al .(2016) , qui ont montré que le taux d’hémolyse des huiles
essentielles d’Origanum vulgare est de 85% . Cette étude vient confirmer 1’effet cytotoxique
de I’huile d’Origanum vulgare qui expliquée par la présence de thymol et de carvacrol dans
leur composition chimique. Ces composes interagissent avec les acides gras polyinsatures
provoquant une perturbation de la membrane cellulaire de globule rouge et une fuite des

composants intra cytoplasmiques (GONG et al., 2014).
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Conclusion

La présente étude a concerné 1’évaluation de I’effet antimitotique des fractions
flavonoiques : aqueuse et butanolique sur les cellules méristématiques d’Allium cepa. Ces
derniéres affectent la mitose, en induisant une diminution significative de 1’indice mitotique
et I’indice de phase (IM) et (IP) . Cette diminution est plus importante dans la fraction
butanolique qui est similaire a celle de la quercétine traduisant des aberrations nucléaires,
chromosomiques et cellulaires a savoir les fragmentations chromosomiques et les

allongements cellulaires.

Pour I’effet cytotoxique de nos fractions sur la membrane érythrocytaire a été évalué
par le taux d’hémolyse .Par ailleurs, cette étude a montré que la fraction aqueuse induit un
taux d’hémolyse moins important que la fraction butanolique. Ces effets pourraient étre
probablement dus a la richesse de nos fractions en flavonoides estimée a 208,23+2,00 et

138.82+ 0.89 (ug EQ / ml de fraction) respectivement a la fraction aqueuse et butanolique.

A D’issu de ces résultats, nos perspectives s’inscrivent dans le but de mieux cerner
I’effet antimitotique et cytotoxique des fractions aqueuse et butanolique des flavonoides des

feuilles de Peganum harmala L. Pour cela il serait intéressant ;

v d’identifier les différents métabolites secondaires de ces fractions responsables de ces
effets par des techniques de haute performance a savoir la chromatographie en phase
liquide a haute performance (HPLC) et la chromatographie en phase gazeuse (CPG) ;
purifier ces molécules bioactives ;

comprendre leurs mode d’action ;

tester I’effet de ces fraction sur des lignées tumorales in vitro et in vivo ;

S X X

¢largir le panel des activités biologiques par d’autres tests: anti-inflammatoire et

anticoagulant.
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Annexe

Annexe

Annexe 01 : Résultats des tests statistiques

5C Degr. de MC F p
Effet Liberté
ord. origine |4I3I348.L-'JEI_ 1) 46648 90| 6434 331 0000000
T-et T+ 571210 1) 6712 10| 7&7 876 0.000000
Erreur 58.00 8 7,25

Figure 1 : Table ANOVA pour les résultats de comparaison des IM entre le témoin négatif au
témoin positif.

5C Degr. de MC F p
Effet Liberté
ord. origine IEEJEJD?.ED_ 1) 59907 60| 7730,013| 0,000000
T- et fraction (&) | 219040 1) 219040 282,632| 0,000000
Erreur 62,00 8 7,75

Figure 2 : Table de ANOVA pour les résultats de comparaison des IM entre le témoin négatif
a la fraction aqueuse.

SC Degr. de MC F p
Effet Liberté
ord. origine |4B441.ED_ 1) 48441 60| 3769774 | 0,000000
T- et Fraction (B) G553 60 1) 6553600 510,008| 0,000000
Erreur 102,80 8 12,85

Figure 3 : Table de ANOVA pour les résultats de comparaison des IM entre le témoin
négatif a la fraction butanolique.

SC Degr. de MC F p
Effet Liberté
ord. origine |28I322.5El_ 1| 28622 50| 7532 237 0,000000
T{+) et Fraction (A) 828,10 1 82810 217.921 0,000000
Erreur 30,40 8 3,80




Figure 4 : Table de ANOVA pour les résultats de comparaison des IM entre le témoin
positive et la fraction aqueuse.

Annexe
5C Deqgr. de MC F p (
Effet Liberte
ord. origine | 19535.4[)_ 1) 19536.40| 9086,698| 0000000
(T+) et Fraction (B) 0.40 1 0.40 0,186 0,677615
Erreur 17,20 8 214 |

Figure 5 : Table de ANOVA pour les résultats de comparaison des IM entre le témoin positif
et la fraction butanolique

s5C

Degr. de MC F p
Effet Liberté
ord. origine |2Ei4DEi.EJD_ 1) 26408.90| 1072034 0,000000
fraction (A) et (B) 864,90 1 864900 326,38 0,000000
Erreur 21,20 g8 2,65

Figure 6: Table de ANOVA pour les resultats de comparaison des IM entre la fraction

aqueuse et la fraction butanolique.

sC

Degr. de MC F p
Effet Liberte
ord. origine | 14448[).4_ 1) 144480 4| 14,99829  0,000411
T-et T+ 17388.9 1) 173889 1,80512 0187064
Erreur 366058, 7 38 96331
Figure 7: Table de ANOVA pour les résultats de comparaison des IP entre le témoin négatif
au témoin positif.
5C Deqgr. de MC F p
Effat Liberté
ord. origine | 1?8489.5_ 1) 178489.6| 16,92167| 0,000201
T- et fraction{A)} 8008.9 1 8008,9 075928 0,389025
Erreur 400823.5 36 10548.0
Figure 8: Table de ANOVA pour les résultats de comparaison des IP entre le témoin négatif

et la fraction aqueuse.



5C Degr. de MC F p
Effet Liberté
ord. origine |14412[ZI.D_ 1) 144120.0| 1608781 0000273
T-et fraction (B) 175142 1 17514,2 195508 0170149
Erreur 3404167 38 8958,3

Figure 9: Table de ANOVA pour les résultats de comparaison des IP entre le témoin négatif
et la fraction butanolique

5C Degr. de MC F p
Effet Liberté
ord. origine | 8445611 1) 84456 10| 19 42550 0000083
T+et fraction (A) 17956 1 179560 041300 0524309
Erreur 165212 3 38 4347 69

Figure 10: Table de ANOVA pour les résultats de comparaison des IP entre le témoin positif
et la fraction aqueuse.

s5C

Deqgr. de MC F p
Effet Liberté
ord. origine | 61387.21 1| 61387, 23| 22 26754 0,000032
T+et fraction (B) 0.2 1 0,23 0,00008 0,992841
Erreur 104805,5 38 2758.04

Figure 11: Table de ANOVA pour les résultats de comparaison des IP entre le témoin positif
et la fraction butanolique

s5C Degr. de MC F p
Effet Libarté
ord. origine | 84180.6] 1) 84180 63| 22 91936 0000026
fraction (A)et (B) 1836.0 1) 1836,03) 0,49988 0483865
Erreur 139570,3 38 367290

Figure 12: Table de ANOVA pour les résultats de comparaison des IP entre la fraction

aqueuse et la fraction butanolique




Annexe

5C Degr. de MC F p
Effet Libarté
ord. origine | 41.44321 1) 41.44321| 6 921065 0016963
(T+) et fraction (A} 12,2148 112,21484 | 2,039894  0,170343
Erreur 107,7837 18, 598793

Figure 13: Table de ANOVA pour les résultats de comparaison des IA entre le témoin positif

et la fraction aqueuse.

5C Degr. de MC F p
Effet Liberté
ord. origine |125.951B_ 1) 125,9518| 10 50385 0004535
(T+) et fraction (B) 1.6646 1 1.6646 013882 0,713803
Erreur 215 8383 18 11,9910

Figure 14: Table de ANOVA pour les résultats de comparaison des IA entre le témoin positif

et la fraction butanolique.

5C Deqgr. de MC F p
Effet Liberté
ord. origine | 53.71971 169 71968| 7 834959 0011860
Fraction (A) et (B) | 22,8980 1 22,89800 3,004117 0,100150
Erreur 137,1997 18 7,62221

Figure 15: Table de ANOVA pour les résultats de comparaison des 1A entre la fraction

aqueuse et la fraction butanolique.

SC Degr. de

MC

F P
Effet Liberte
ord. origine |33?‘1I3_I3[2|_ 1/ 33716.60| 5800.4581 0.000000
T+ et fraction (A) 97474 1) 97575 167.864 0.000001
Erreur 46,50 8 581




Figure 16: Table de ANOVA pour les résultats de comparaison des VLC entre le témoin

positif et la fraction aqueuse.

5C Degr. de MC F p
Effet Liberté
ord. origine IESDED.BD_ 1/ 23020,80| 5133.593 0,000000
T+ et fraction (B) 0,43 1 0,43 0,096 0,764036
Erreur 35,87 G 4 43

Figure 17: Table de ANOVA pour les résultats de comparaison des VLC entre le témoin

positif et la fraction butanolique.

SC Degr. de MC F p
Effet Liberté
ord. origine |334?5.4B_ 1) 33475 48| 5863171 0,000000
fraction (A)et (B) 1017 .27 1 1017 27| 178174 0,000001
Erreur 45 ba G 571

Figure 17: Table de ANOVA pour les résultats de comparaison des VLC entre la fraction

aqueuse et la fraction butanolique.







Résumé

Peganum harmala L. est une plante de la famille de Zygophyllaceae , largement
utilisé en médicine traditionnelle. Dans le présent travail deux fractions sont préparées a
partir des feuilles de cette plante : butanolique et aqueuse. L’estimation quantitative par la
méthode colorimétrique des flavonoides, a montré que la fraction aqueuse est plus riche en
flavonoides avec une valeur de 208,23 +2,00 (ug EQ/ml de fraction). L’évaluation du
pouvoir antimitotique réalisé en utilisant des racines d’Allium cepa comme modele
expérimental, a indiqué que les deux fractions inhibe la mitose .Le plus faible indice
mitotique est obtenue par la fraction butanolique qui est proche a celle de la quercétine
(témoins positif), sont respectivement de 44,00+ 0.40% et 44,40 + 0,72%. L’estimation de
I’indice de phase a montré que la mitose est bloquée en prophase. De nombreuses anomalies
nucléaires, chromosomiques et cellulaires ont été observées notamment des agglutinations
chromosomiques, des allongements des cellules, des fragmentations chromosomiques et des
cellules gigantesques. L’évaluation de I’effet de nos fractions flavonoiques sur 1’intégrité de
la membrane érythrocytaire est réalisée par la mise en contacte du globule rouge humain avec
les deux fractions aqueuse et butanolique . Le pourcentage d’hémolyse est estimé et comparé
au témoin positif représenté par la saponine. Le taux d’hémolyse le plus élevé est représenté
par la phase butanolique (87,94+ES %).

Mots clés : Peganum harmala L. , effet antimitotique , effet cytotixique ,Allium cepa

Jfractions flavonoiques.



Résumé

Abstract:

Peganum harmala L. is a plant of the family Zygophyllaceae, widely used in
traditional medicine. In the present work two fractions are prepared from the leaves of this
plant: butanolic and aqueous. Quantitative colorimetric estimation of flavonoids has shown
that the aqueous fraction is richer in flavonoids with a value of 208.23 + 2.00 (ug EQ / ml
fraction). The evaluation of the antimitotic power performed using Allium cepa roots as an
experimental model, indicated that both fractions inhibit mitosis. The lowest mitotic index is
obtained by the butanolic fraction which is close to that of quercetin (controls positive), are
respectively 44.00 £ 0.40% and 44.40 £ 0.72%. The estimate of the phase index showed that
the mitosis is blocked in prophase. Numerous nuclear,chromosomal and cellular abnormalities
have been observed including chromosomal agglutination, cell elongation, chromosomal
fragmentation and gigantic cells. The evaluation of the effect of our flavonoic fractions on the
integrity of the erythrocyte membrane is achieved by contacting the human red blood cell
with the two aqueous and butanolic fractions. The percentage of hemolysis is estimated and
compared to the positive control represented by saponin. The highest hemolysis rate is
represented by the butanolic phase (87.94 £ ES%).

Key words: Peganum harmala L., antimitotic effect, cytotix effect, Allium cepa, flavonoic

fractions.
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