REPUBLIQUE ALGERIENNE DEMOCRATIQUE ET POPULAIRE

MINISTERE DE L’ENSEIGNEMENT SUPERIEURE ET DE LA RECHERCHE
SCIENTIFIQUE

UNIVERSITE MOULOUD MAMMERI DE TI1Z1 OUZOU

FACULTE DES SCIENCES BIOLOGIQUES ET DES
SCIENCES AGRONOMIQUES

DEPARTEMENT DE BIOCHIMIE-MICROBIOLOGIE

Mémoire de fin d’étude
En vue de I’obtention du diplome
De MASTER
En sciences biologiques

Option : Biochimie Appliquée

Theme

Effet antimitotique et cytotoxique des flavonoides

des feuilles de Verbascum sinuatum L.

Présenté par :
Mele DAHMANI Messilva et M™ BOUAZIZ-MENOUER Tassadit

Soutenue le : 14 juillet 2019

Devant le jury compose de :

HOUALI Karim Professeur UMMTO Président
AICHE-IRATNI Ghenima  Maitre de conféerence B  UMMTO Promotrice
OUZID Yasmina Docteur UMMTO Co-promotrice
BARIZ Karim Maitre assistant A UMMTO Examinateur

Année universitaire : 2018/2019




Remerciement

La réalisation de ce mémoire a été possible grace au concours de plusieurs personnes a qui

nous voudrions témoigner toute notre gratitude.

Dans un premier temps, nous tenons a témoigner toute notre reconnaissance a Mr. HOUALI
K., professeur en microbiologie a I’'Université de Mouloud Mammeri de Tizi Ouzou, pour
nous avoir accueillies au sein de son laboratoire, de nous avoir fais découvrir ce sujet et

d’avoir pu bénéficier de ses qualités pédagogiques.

Nous tenons également remercier M M IRATNI GHNIMA, maitre de conférence a I"'UMMTO

qui nous a guidées durant la réalisation de ce travail, d’avoir pu bénéficier de ses précieux

conseils et d’avoir acceptée de présider le jury.

Nous désirons aussi exprimé toute notre gratitude a Dr OUZID YASMINA, pour sa
gentillesse, sa patience, sa disponibilité a tout moment et surtout ses judicieux conseils, qui

ont contribué a alimenter notre réflexion.

Nous tenons également a remercier Mr BARIZ KARIM pour avoir accepté d’examiner notre

mémoire.

En guise de reconnaissance, nous tenons a témoigner nos sincéres remerciements a toutes les
personnes qui ont contribués de pres ou de loin au bon déroulement de ce mémoire de fin

d’étude et a I’élaboration de ce modeste travail.




—

=

Dédicace

Je dédie ce travail :

A mes parents, pour tous leurs sacrifices et leur soutien
inconditionnel ;

A mes grands parents.

Messilva

7\3



i

Je dédie ce travalil

A mes chers parents ;

A mon mari ;

A mon fils Amayas.

Tassadit

i



PLAN

Liste des abréviations
Liste des figures

Liste des tableaux
Résumeé

Summary

Introduction
Partie bibliographique
Chapitre I : Verbascum sinuatum L.

1.1. Description botanique

1.2. Métabolites secondaire de Verbascum sinuatum L.

1.2.1. Les polyphenols
1.2.1.1. Les flavonoides
1.2.2. Les composés terpéniques
1.2.2.1. Les saponines
1.2.2.2. Les iridoides
1.2.3. Les alcaloides
Chapitre 11 : Le cycle cellulaire
2.1. Les différentes phases du cycle cellulaire
2.1.1. L’interphase
2.1.2. La mitose
2.1.2.1. La prophase
2.1.2.2.La prométaphase
2.1.2.3.La métaphase
2.1.2.4.L’anaphase
2.1.2.5.La télophase

Chapitre 111: Activités biologiques des métabolites secondaires

3.1. Les antimitotiques d’origine végétale

3.1.1. Les inhibiteurs d’assemblage de la tubuline

3.1.1.1. La colchicine

© © ©O© © © 0 0 N o o B~ BB B 0O L0 DD

el
o o

10
12
12




3.1.1.2. Les vinca-alcaloides

3.1.2. Les inhibiteurs de désassemblage des microtubules
3.1.2.1. Les taxoides

3.1.3. Les inhibiteurs de kinases cyclines-dépendantes
3.1.3.1. La quercétine

3.2. L’effet sur la membrane érythrocytaire

3.2.1. L’érythrocyte

3.2.2. L’hémolyse

3.2.3. Effet des polyphénols sur la stabilité membranaire
3.2.4. Effet des saponines sur la membrane érythrocytaire

Partie expérimentale

1. Matériel et méthodes

1.1. Materiel

1.1.1. Matériel biologique

1.1.2. Reéactifs et solvants

1.1.3. Matériel de laboratoire

1.2. Méthodes

1.2.1. Preparation du materiel végétal

1.2.2. Extraction des fractions flavonoiques

1.2.3. Dosage des fractions flavonoiques

1.2.4. Evaluation in vitro de I’activité antimitotique
1.2.5. Evaluation in vitro de I’action des fractions sur la membrane érythrocytaire
1.2.6. Etude statistiques

2. Résultats et discussions

2.1. Composition des fractions flavonoigues

2.2. Evaluation de I’effet antimitotique

2.2.1. Détermination des différents indices

2.2.2. Principales anomalies de la division cellulaire

2.2.3. lllustration des principales aberrations

2.2.4. La valeur limite de cytotoxicité

2.3. Evaluation de I’effet des fractions flavonoiques sur la membrane érythrocytaire

Conclusion

13
13
13
14
14
15
15
16
16
17

19
19
19
19
19
20
20
20
22
22

25
26
27
27
28

28

31
32
36
38
40




Reéférences bibliographiques
Annexes

41




Abréviation

\Y

MSA

GDP

GTP

ATP

ATPase

ATPase Ca 2" -Mg %
Na * -K * ATPase
AMPc

GMP

HPLC

SM

RMN

Liste des abréviations

Désignation

Verbascum

Microtubule Stabilizing Agent

Guanosine Di Phosphate

Guanosine Tri Phosphate

Adénosine Tri Phosphate

Adénosine Tri phosphatase

Adénosine Tri Phosphatase calcium — magnésium
Adénosine Tri Phosphatase sodium — potassium
Adénosine Monophosphate Cyclique
Guanosine Mono Phosphatase
High-Performance Liquid Chromatography
Spectroscopie de masse

Reésonance magnétique nucleaire



Liste des figures

N° | Intitulé de la figure Page
1 | Vue d’ensemble de la plante Verbascum sinutum L. 3
2 | Structures des principaux flavonoides isolés dans le genre Verbascum 4
3 | Constituants terpéniques majeurs du genre Verbascum sinuatum L. 5
4 | Structure de deux alcaloides isolés chez le genre Verbascum 6
5 | Les différentes étapes du cycle cellulaire 8
6 | Les différentes étapes de la mitose 10
7 | Structure des microtubules 11
8 | Structure et domaine de liaison de la colchicine sur la tubuline 12
9 | Structure et domaine de liaison de la vinblastine sur la tubuline 13
10 | Structure et domaine de liaison du paclitaxel sur la tubuline 14
11 | Mécanisme d’action des inhibiteurs de kinases cyclines-dépendantes 15
12 | Image de globules rouges humains 16
13 |Inhibition de I’ATPase membranaire par les flavonoides 17
14 | Modeles schématiques des mécanismes moléculaires de l'activité de la 18

saponine vis-a-vis des membranes

15 | Extraction des fractions flavonoiques 21

16 |Principales étapes de ’évaluation de I’activité antimitotique 24

17 |Préparation de la suspension et évaluation de I’activité sur la membrane 26
érythrocytaire

18 | Courbe d’¢talonnage de la quercétine 27

19 | Les différentes phases de la mitose vues sous microscope optique (X 40) 32

20 | Aberrations chromosomiques observées sous microscope optique (X40) chez 33
les cellules méristématiques d’Allium cepa traitées par la quercétine (témoin
positif)

21 | Aberrations chromosomiques vues sous microscope optique (X400) chez les 34
cellules méristématiques d’Allium cepa traitées par la fraction butanolique des
feuilles de Verbascum sinuatum L.

22 | Aberrations chromosomiques observées sous microscope optique (X 40) chez 35

les cellules méristématiques d’Allium cepa traitées par la fraction aqueuse des
feuilles de Verbascum sinuatum L.




Liste des tableaux

N° | Intitulé Page
I | Activités biologiques des métabolites secondaires isolés dans le genre 7
Verbascum

Il | Reactifs et solvants utilisés 19

11 | Indices mitotiques et indices de phases des différentes fractions étudiées 29
IV | Indices d’aberrations des différents extraits flavonoigques 31
V | Valeurs limites de cytotoxicité 36

VI | Pourcentage d’hémolyse des extraits flavonoiques 38




Résumé

Les plantes médicinales sont une source tres importante de metabolites bioactifs
naturels a 1’origine de plusieurs activités biologiques, a savoir antioxydante, antiproliférative,
anti-inflammatoire, hémolytique, antimitotique... C’est dans cette optique que nous nous
sommes intéressées a une plante du bassin méditerranéen trés utilisée en médecine
traditionnelle : Verbascum sinuatum L. La présente étude vise a quantifier la teneur en
flavonoides et a évaluer les effets antimitotiques des deux fractions aqueuse et butanolique
des feuilles de Verbascum sinuatum L. (Scrophulariaceae) sur les cellules méristématiques, en
utilisant le test Allium cepa et a déterminer I’impact de ces fractions sur I’intégrité
membranaire par le test d’hémolyse. Aprés une extraction avec différents solvants a polarité
variable, les teneurs des flavonoides estimés par dosage colorimétrique sont de 95,43+0,01 g
EQ/ml de fraction et 97,70+0.02 pug EQ/ml de fraction, respectivement pour la fraction
butanolique et aqueuse. Les resultats obtenus indiquent que la fraction butanolique et la
fraction aqueuse inhibent la mitose par diminution des indices mitotiques des cellules
méristématiques d’Allium cepa (47,20+1,03% pour la fraction butanolique et 70,00+0,75%
pour la fraction aqueuse) comparativement au témoin négatif (92,20+1,34%). Ainsi, nous
avons constaté que I’indice de phase est représenté majoritairement par des prophases et que
la fraction butanolique engendre le plus d’aberrations avec un total de 26,51+8,06%. Nous
avons aussi déterminé la valeur limite de cytotoxicité. Celle de la fraction butanolique qui est
de 51,19 + 1,29% confirme que cette derniére est sublétale. Quant au résultat du pourcentage
d’hémolyse, il est de 87.84+0,00% ce qui indique que ces fractions induisent également un
effet hémolytique sur la membrane érythrocytaire di a I’action des flavonoides qu’eclles
contiennent. Cela justifie certaines des propriétés médicinales de cette plante ainsi que son

utilisation dans le traitement contre le cancer.

Mots clés: Verbascum sinuatum L., fractions flavonoiques, effet antimitotique, Allium cepa,

effet cytotoxique.



Summary

Medicinal plants are a very important source of natural bioactive metabolites that are
the source of several biological activities, such as antioxidant, antiproliferative, anti-
inflammatory, hemolytic, antimitotic ... It is in this perspective that we are interested in a
plant of Mediterranean basin widely used in traditional medicine: Verbascum sinuatum L. The
present study aims to quantify the flavonoid content and to evaluate the antimitotic effects of
the aqueous and butanolic fractions of the leaves of Verbascum sinuatum L.
(Scrophulariaceae) on the meristematic cells using the Allium cepa test and determined the
impact of these fractions on membrane integrity by the haemolysis test. After extraction with
various solvents with variable polarity, the flavonoid contents estimated by colorimetric assay
are 95.43 £ 0.01 ug EQ / ml and 97.70 + 0.02 ug EQ / ml of fraction, respectively for the
butanolic fraction and aqueous. The results obtained indicate that the butanolic and aqueous
fractions inhibit mitosis by decreasing the mitotic indices of the meristematic cells of Allium
cepa (47.20 = 1.03% for the butanolic fraction and 70.00 + 0.75% for the aqueous fraction).
compared to the negative control (92.20 + 1.34%). so, we found that the phase index is
represented mainly by prophases and that the butanolic fraction generates the most aberrations
with a total of 26.51 + 8.06%. We also determined the limit value of cytotoxicity. That of the
butanolic fraction, which is 51.19 + 1.29%, confirms that the latter is sublethal. When the
result of the percentage of hemolysis, it is 87.84 = 0.00% which indicates that these fractions
also induce a haemolytic effect on the erythrocyte membrane due to the action of flavonoids
they contain. This justifies some of the medicinal properties of this plant as well as its use in

the treatment against cancer.

Key words: Verbascum sinuatum L., flavonoid fractions, antimitotic effect, Allium cepa,

cytotoxic effect.



Introduction

Les plantes médicinales constituent une source inépuisable de molécules présentant un
grand intérét thérapeutique (GURIB-FAKIM, 2006). Au cour de ces dernieres années,
I’intérét pour la phytothérapie a considérablement augmenté. C’est pour cela que la recherche
actuelle s’intéresse a I’étude des métabolites secondaires qui constituent le principale
réservoir des nouveaux médicaments (AVIGNON et al., 2010).

Selon I’Organisation Mondiale de la Santé (OMS, 2006), le cancer représente une
cause majeure de déces dans le monde, plus que le nombre de déces causes par le VIH/SIDA,
la tuberculose et le paludisme réunis. Dans les pays industrialisés, le cancer constitue la
deuxieme cause de mortalité aprés les maladies cardiovasculaires. Néanmoins, différents
types de traitements sont possibles comme la chimiothérapie. Malheureusement le co(t de
cette thérapie est trés onéreux. De plus, elle présente de nombreux effets indésirables du fait
de son mécanisme d’action peu sélectif. Ce qui doit motiver la recherche et le développement
de nouvelles molécules afin de proposer des therapies beaucoup plus spéecifiques des maladies
cancéreuses (OMS, 2006).

A ce sujet, nous nous sommes intéresses a une espece vegétale Algérienne :
Verbascum sinuatum L. appartenant a la famille des Scrophulariacées pour ces nombreux
effets et vertus thérapeutiques. Cette plante représente une mine de composés bioactifs trés
intéressants (ZHANG et WANG, 2008). Cependant les flavonoides font partis des métabolites
secondaires les plus étudiés en raison de leur utilisation particulierement dans les domaines
pharmaceutiques pour leurs effets bénéfiques pour la santé (AVIGNON et al., 2010). lls
suscitent actuellement beaucoup d’intérét en raison du bénéfice qu’ils pourraient apporter en
termes de prévention des maladies liées au vieillissement dont le cancer (HENNEBELLE et
al., 2004).

Notre travail ¢’est basé sur I’extraction et la détermination de la teneur en flavonoides
de la fraction aqueuse et butanolique des feuilles de Verbascum sinuatum L. Nous avons jugé
intéressant d’évaluer I’effet antimitotique de ces extraits sur les cellules méristematiques des
racines de bulbes d’oignons (Allium cepa), ainsi que leur effet sur I’intégrité de la membrane

érythrocytaire humaine.
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Chapitre I : Verbascum sinuatum L.

Verbascum sinuatum L. appelé aussi moléne a feuilles sinuées ou molene ondulé, est
une plante méditerranéenne trés commune dans le Tell Algérien (REMAL, 2014). Elle est
employée en médecine traditionnelle pour ses nombreuses vertus thérapeutiques (TATLI et
AKDEMIR, 2006 ; DEMNATI et ALLACHE, 2014). Elle se développe dans les champs et
les pelouses, sur les terres en friche, au bord des chemins, dans les jardins et sur les sols arides
(SPERANZA et al., 2010).

La classification systématique de cette espéce est résumeée ci-dessous (STOODEH,

2015).

Super-embranchement Spermatophytae
Embranchement Angiospermae

Classe Eudicotyledonae
Sous-classe Asteridae

Ordre Lamiales

Famille Scrophulariaceae
Tribu Verbasceae

Genre Verbascum

Espeéce Verbascum sinuatum L.

1.1. Description botanique

Verbascum sinuatum L. est une plante herbacée bisannuelle qui appartient a la famille
des Scrophulariacées (REMAL, 2014), connue sous le nom de Bou cira et Mougcaleh el andar
(DJERROUMI et NACEF, 2016). Le terme « Verbascum » vient de Barbascum et signifie
barbu en référence au fait que la plante est couverte d’un duvet cotonneux et que les étamines
soit barbues (ALIPIEVA et al., 2014). « Sinuatum » décrit les feuilles de la rosette qui sont
dentées et ondulées (REMAL, 2014). Les fleurs de couleur jaune, sont groupées par 2 a 5 en
glomérules espaces, elles sont solitaires, apicales avec un pédoncule court. Les 5 étamines
sont munies au sommet de poils violets qui colorent le centre de la fleur (Figure 1). La
floraison se fait en Mai et en Aot (DANE et YILMAZ, 2009 ; REMAL, 2014).
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Figure 1: Vue d’ensemble de la plante Verbascum sinutum L. (DANE et YILMAZ, 2009 ;
JARADAT et al., 2015).
A : Tige et fleures B: Fleurs C: Feuilles

1.2. Métabolites secondaires de Verbascum sinuatum L.

Les métabolites primaires sont constitués de protéines, glucides et lipides, ce sont des
composés universels qui participent aux fonctions cellulaires (KRIEF, 2004). Par opposition
aux métabolites secondaires qui sont des composés qui différent d’une espece a une autre. Ils
interviennent dans les relations qu’entretient la plante avec tout ce qui I’entour, notamment
pour faire face a de multiples agressions de I’environnement dans lequel elle vit (prédateurs et
microorganismes pathogenes) (KANSOLE, 2009). Ces multiples relations ont engendré une
diversification des métabolites secondaires. A ce sujet Verbascum sinuatum L. a été largement
étudiée. Ces études ont démontré que cette espece contient une large gamme de différents
métabolites secondaires (DRANDAROV et HAIS, 1997). Ces derniers sont classés en trois
groupes principaux : les polyphénols, les terpénes et les alcaloides (MACHEIX et al., 2005 ;
VERMERRIS et NICHOLSON, 2006).

1.2.1. Les polyphénols

Les polyphénols sont une vaste famille regroupant plus de 8000 composés non azotés
présentant des cycles aromatiques, le plus souvent solubles dans I’eau et sous forme
glycoconjugués. Ils sont synthétisés a partir de deux voies biosynthétiques : celle de I’acide
shikimique, et celle issue de I’acétate (MARTIN et ANDRIANTSITOHAINA, 2002). Les
polyphénols sont divisés en plusieurs catégories selon la base d’éléments structuraux, a savoir
les acides phénoliques, les stilbénes, les lignanes, les coumarines, les tannins et les
flavonoides (MARTIN et ANDRIANTSITOHAINA, 2002 ; MACHEIX et al., 2005).
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1.2.1.1. Les flavonoides

Ce sont des pigments naturels hydrosolubles, qui se retrouvent souvent sous forme
d’hétérosides, mais on peut les retrouver non liés a une partie glucidique dans ce cas ils sont
dits « aglycones ou génines ». A ce jour de nombreux flavonoides ont été détectés chez les
différentes espéces de Verbascum (TATLI et AKDEMIR, 2004), d’ou la grande variété de
flavones et flavonols comme I’apigénine, la lutéoline, la quércetine et kaemphérol
(ALIPIEVA et al., 2014). En plus de ces composés, les feuilles et les graines de V. sinuatum
sont riches en flavonoides glycosylés comme la lutéoline 7-O-D glucoside, 1’acacétine 7-O-D-
glucoside, et la rutine (SENATORE et al., 2007 ; DANCHUL et al., 2007) (Figure 2).

Lutéoline Lutéoline 7- O-glucoside Rutine

Figure 2 : Structures des principaux flavonoides isolés dans le genre Verbascum
(SENATORE etal., 2007 ; ALIPIEVA et al., 2014).

1.2.2. Les composés terpéniques

Les terpenoides constituent la plus large classe des composés secondaires. Ils sont
issus de la condensation d’unités d’isoprénes a 5 atomes de carbone (HERNANDEZ-
OCHOA, 2005). Plusieurs investigations ont démontré que les composés terpéniques dont les
iridoides et les saponisides sont les principaux métabolites secondaires du genre Verbascum
(BIANCO et al., 1980).

1.2.2.1. Les saponines
Les saponosides tri terpéniques sont des composants majoritaires des plantes

Scrophulariacées en général et le genre Verbascum en particulier (XU et al., 2004). Ce sont
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des glycosides a poids moléculaire éleve, regroupant un ensemble complexe trés diversifié de
molécules tri terpéniques ou stéroides (WALLACE, 2004). Des études phytochimiques
portant sur les parties aériennes de Verbascum sinuatum L. ont abouti a I’isolement de

quelques saponosides dont verbascosaponine (BRADLEY, 2006).

1.2.2.2. Les iridoides

Les iridoides sont des composés mono terpéniques caractérisés par un squelette
cyclopenta pyranique nommeé iridane. lls ont une fonction énol-éther tres caractéristique qui
s’ouvre facilement s’il n’y a pas de sucre lié (EVAN, 2002). Plusieurs iridoides des plantes
Scrophulariacées ont été isolés a partir des parties aériennes de Verbascum sinuatum dont
I’harpagide et I’aucubine (BIANCO et al., 1981). On retrouve eégalement le verbascoside A,
catalpol, phlomoidoside, ajugol, sinuatol (BRADLEY, 2006). La figure 3 illustre les

composes terpeniques les plus retrouvés chez Verbascum sinuatum L.
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Figure 3 : Constituants terpéniques majeurs du genre Verbascum sinuatum
(BRADLEY, 2006).

1.2.3. Les alcaloides

Les alcaloides sont des composés azotés basiques tres peu volatils, de structure
complexe et cyclique. lls se retrouvent essentiellement chez les Angiospermes dans toutes les
parties de la plante (EDZIRI et al., 2010 ; PATEL et al., 2013). Ils existent rarement a 1’état
libre dans la plante, mais le plus souvent ils sont combinés a des acides organiques ou a des
tanins (ZIEGLER et FACCHINI, 2008). Les alcaloides sont insolubles ou fort peu solubles

dans l'eau; ils sont solubles dans I'alcool plus a chaud qu'a froid, I'éther, les acides et dans
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I'ammoniaque (COWAN, 1999). Plusieurs alcaloides ont été isolés a partir des parties
aeriennes de Verbascum, parmi ces derniers on retrouve : verbacine, verbasitrine et
verballoscenine (KOBLICOVA et al., 1983) (Figure 4).

i ww—N N
H' LY Fa

\IH ‘*T CcO
NH N

o Uy

R;=0OCH; R>=0CH; Verbasitrine Verballoscenine

Ri=H.R:=H Verbacine

Figure 4 : Structure de trois alcaloides isolés chez le genre Verbascum
(MUNIZ, 2006).

Les espéces du genre Verbascum possedent diverses activités biologiques qui sont
dues aux composés bioactifs qu’ils contiennent (ALIPIEVA al., 2014). Certaines des
meilleures propriétés thérapeutiques enregistrées chez les molénes, sont mentionnées dans

le tableau I.
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Tableau I: Activités biologiques des métabolites secondaires isolés dans le genre

Verbascum.
Les composes Partie dela Activité biologique Référence bibliographique
plante
Les saponines | Feuilles, racines Anti bactérienne, (SENATORE et al., 2007)
et les iridoides et fleurs antiseptique, antispasmodique, | (TATLI et AKDEMIR, 2006)
analgésique, anticancéreuse et (ZHANG et al., 2012)
anti leischmanique (KOZLOWSKA et
SZOSTAK-WEGIEREK,
2014)
Flavonoides Feuilles et Anti-inflammatoire, (BRUNETON, 1999)
fleurs antiallergique, hépato
protecteur, diurétique,
antivirale, anti- cedémateuse
et vasoprotectrice
Les alcaloides | La plante entiere Antihelminthique (KOZAN et al., 2011)
Acides Feuilles et fleurs Neuroprotectrice (TATLI etal., 2015)
phénoliques

Chapitre 11 : Le cycle cellulaire

Le cycle cellulaire est défini comme I’ensemble des étapes ayant lieu entre deux
divisions cellulaires successives. C’est un processus fondamental et commun a toutes les
cellules eucaryotes. Il est composé de deux grands événements : la réplication des
chromosomes d'une part et la division de la cellule d'autre part (Figure 5) (HACHED et al.,
2011).


https://link.springer.com/article/10.1007/s11101-014-9361-5#CR120
https://link.springer.com/article/10.1007/s11101-014-9361-5#CR76
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Métabolisme normal :
croissance de la celfule

Préparation de 1a
divison cellulaire

Préparalion de la
duplication du
qénome

Duplication du génome :
réplication de I'ADN

Figure 5 : Les différentes étapes du cycle cellulaire (CHEESMAN et DESAI, 2008).

2.1. Les différentes phases du cycle cellulaire
2.1.1. L’interphase

L’interphase comporte chez la plupart des cellules eucaryotes trois phases distinctes
appelées G1, S, et G2. La premiére phase dite G1, (G pour Gap, "intervalle™ en anglais) est
une phase de croissance de la cellule, qui correspond a I’intervalle entre la division cellulaire
précédente et la phase de synthése de ’ADN (NORBURY et NURSE, 1992). En phase S (S
pour "synthése"), il s’agit de 1’évenement central de la réplication de I’ADN. Cette synthése
commence au niveau des origines de réplication, dont I’accessibilit¢ a la machinerie de
réplication est finement régulée pour ne permettre qu’un seul tour de réplication (HANAOKA
et SUGASAWA, 2016). A l'issue de la phase S, chaque chromosome dupliqué sera constitué
de deux chromatides sceurs. Les centrosomes, structures autour desquelles s'organise le réseau
de microtubules sont dupliqués en phase S. Lorsque la réplication de I’ADN est terminée, la
cellule entre dans une nouvelle phase intermédiaire appelé G2, pendant laquelle la cellule
vérifie l'intégrité de I'ADN génomique apres réplication et prépare l'entrée en mitose
(TANENBAUM et MEDEMA, 2010).
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2.1.2. La mitose

La division cellulaire ou mitose, est 1’étape du cycle cellulaire au cours de laquelle les
chromosomes sont visibles et ségrégent équitablement au sein de deux cellules filles
(HERBERT et al., 2015). Elle comporte les étapes suivantes :

2.1.2.1. La prophase

En prophase, la condensation des chromosomes est réalisée grace aux condensines et
aux histones (KALITSIS et al., 2017). Le second évenement majeur de la prophase est la
séparation des centres organisateurs des microtubules qui sont les centrosomes. A la fin de la
prophase, le noyau disparait lors de la rupture de I’enveloppe nucléaire, cette rupture marque
généralement le début de I’entrée en mitose. Cet évenement permet de rendre accessible les
chromosomes a la machinerie de séparation des chromosomes. Enfin, les deux péles appelés
centrosomes chez les eucaryotes supeérieurs, se separent pour former le fuseau mitotique
(SAZER et al., 2014).

2.1.2.2. La prométaphase

Au cours de la prométaphase, les microtubules s’assemblent pour former un fuseau
bipolaire dont les deux pdles s’organisent autour de chaque centrosome, dupliqué en phase S.
Des attachements s’établissent entre les microtubules du fuseau et les chromosomes par

l'intermédiaire de structures protéiques, appelées kinétochores, qui s’associent au niveau des

centromeres (JORDAN M.A et al., 1993).

2.1.2.3. La métaphase
Le fuseau mitotique de microtubules lié aux chromosomes par une protéine appelée

kinétochore, les positionne sur le pan équatorial de la cellule (MAYER et al., 1999).

2.1.2.4. L’anaphase

L’anaphase est I’étape décisive au cours de laquelle a lieu la séparation des
chromatides sceurs. La séparation des chromosomes fait intervenir dans un premier temps, la
migration des chromosomes vers les poles, sous I’effet du fuseau mitotique a I’aide des
microtubules kinétochoriens qui rétrécissent (Anaphase A), et dans un deuxiéme temps
I’allongement du fuseau de division (Anaphase B) (OLIVEIRA et al., 2010).
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2.1.2.5. La télophase

En télophase, une fois les chromosomes séparés, le processus de sortie de mitose est
enclenché. Les chromosomes se décondensent, I’enveloppe nucléaire se réassemble autour
des chromosomes et le fuseau de mitose se désorganise. Finalement le cytoplasme se divise en
deux lors de la cytodierése pour former deux cellules filles génétiquement identiques
(KAPOOR et al., 2000). La figure 6 résume les différentes phases de mitose.

Interphase (Gz\&é

— g

Télophase

il \ Prophase

s

v

Prométaphase

_Kineétochore

|
Microtubule

Chromatides soeurs Méta phase

Figure 6 : Les différentes étapes de la mitose (CHEESMAN et DESAI, 2008).
Chapitre 111: Activités biologiques des métabolites secondaires

3.1. Les antimitotiques d’origine végétale

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

Les microtubules sont des cylindres creux d’un diamétre de 25 nm, présents dans
toutes les cellules eucaryotes (MURRAY et al., 2011). Chaque microtubule est un simple tube
constitué généralement de 13 protofilaments (NEGI et al., 2015), chacun étant formé de

dimeres d’a-tubuline et de pB-tubuline, qui sont des protéines globulaires étroitement
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apparentées, d’une masse moléculaire de 50 kDa (NOGALES et al., 1999 ; CAUDRON,
2007 ; MURRAY et al., 2011 ) (Figure 7).

B tubuline EXtrémité +

o tubuline

-
I
-
-
-

Extrémité -

Figure 7: Structure des microtubules (CAUDRON, 2007).

Au sein du fuseau mitotique mature, il existe 3 types de populations de microtubules
différentes: les microtubules kinétochoriens qui sont ancrés aux centrosomes et sont
directement impliques dans la ségrégation des chromosomes. Les microtubules inter polaires
qui émanent des centrosomes, ils participent a I’établissement et au maintien du fuseau
bipolaire ainsi qu’au déplacement des chromosomes a distance égale entre les deux pdles
mitotiques. Les microtubules astraux, ils jouent un réle dans la séparation des centrosomes en
prophase et le positionnement du fuseau mitotique (ROSENBLATT, 2005).

Les microtubules et leur dynamique sont les cibles de divers groupes de produits
chimiques appelés agents antimitotiques. Ces derniers sont trés hétérogénes en
terme d’origine, de structure chimique, de domaine de liaison a la tubuline et de mode
d’action (JORDAN A. et al., 1998). lls peuvent avoir un impact significatif sur la division
cellulaire, ce qui peut non seulement conduire a des défauts génétiques, mais également
provoquer la mort des cellules (WU et al., 2012). Ces poisons agissent sur le fuseau a
différents moments (ROBERT, 2007) :

- Au cours de la polymérisation des tubulines en microtubules, ce qui correspond a I’action
des inhibiteurs d’assemblage de la tubuline en microtubules (alcaloides de vinca, colchicine).
- Au moment de la dépolymérisation des microtubules en tubulines, ce qui correspond a

I’action des inhibiteurs de désassemblage des microtubules en tubuline (taxanes).
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Cependant le cycle cellulaire peut également étre bloqué par des inhibiteurs des
kinases cyclines-dépendantes induisant 1’apoptose (la quercétine) (EPSIE et al., 1998 ; WOO
et al., 2005).

3.1.1. Les inhibiteurs d’assemblage de la tubuline
3.1.1.1. La colchicine
La colchicine est un alcaloide extrait des tiges souterraines charnues du colchigue

« colchicum autumnale », c’est le premier métabolite antimitotique identifi¢ (GARRETT et
GRISHAM, 2000). Malgré son activité antimitotique et antiangiogénique importante, la
colchicine n’est pas utilisée dans le traitement contre les cancers due a sa toxicité cellulaire
élevée (KINGSTON, 2009). Le domaine de liaison de la colchicine, se situe entre les deux
sous-unités d’un méme dimere (RAVELLI et al., 2004) (Figure 8).

Figure 8: Structure et domaine de liaison de la colchicine sur la tubuline (FIELD et al.,
2013).

(a) : Structure chimique de la colchicine ; (b) : Diagramme Ribbon montrant la structure cristalline du dimere
d’a/p tubuline déstabilisée par la colchicine. Les structures secondaires des sous-unités o et § tubuline sont
représentées en bleu et en rouge respectivement. La colchicine est représentée par des sphéres jaunes. Structure
extraite de Protein Data Bank (402B).

On se liant a ce dimere, la colchicine forme un complexe faiblement réversible avec la
tubuline. Ce complexe adopte une configuration incurvée défavorable a la polymérisation des
microtubules. L’absence ou I’'insuffisance des microtubules entraine le blocage de la division
cellulaire au stade métaphase et le transport intracellulaire des vésicules et des organites
(GARRETT et GRISHAM, 2000).
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3.1.1.2. Les vinca-alcaloides

La pervenche de Madagascar est une plante qui produit deux principes actifs
appartenant a la famille des alcaloides : la vinblastine et la vincristine. Ces composés naturels
ou semi-synthétiques sont tres largement utilisés en chimiothérapie (GUERITTE et FAHY,
2005). Ces molécules se lient a [D’interface entre deux hétérodimeres organisés
longitudinalement, dans une région proche du site d’échange GDP/GTP (GIGANT et al.,
2005) (Figure 9).
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Figure 9 : Structure et domaine de liaison de la vinblastine sur la tubuline (FIELD et al.,
2013).

(a) : Structure chimique de la vinblastine ; (b) : Diagramme Ribbon montrant la structure cristalline du dimere
d’o/B tubuline déstabilisé par la vinblastine. Les structures secondaires des sous-unités o et B tubuline sont
représentées en bleu et en rouge respectivement. La vinblastine est représentée par des sphéres vertes. Structure
extraite de Protein Data Bank (1Z22B).

Apreés liaison, elles inhibent la formation des microtubules et interférent donc avec ses
principales fonctions qui sont la formation du fuseau mitotique et I’établissement du
cytosquelette, ceci conduit a un blocage de la mitose en métaphase en empéchant la formation

du fuseau et la dispersion des chromosomes (EPSIE et al., 1998).

3.1.2. Les inhibiteurs de désassemblage des microtubules
3.1.2.1. Les taxoides
Initialement isolé de 1’écorce de Taxus brevifolia, le paclitaxel fut le premier MSA

(Microtubule Stabilizing Agent) identifié. Le paclitaxel et ses analogues structuraux semi-



Partie bibliographique

synthétiques (docétaxel) constituent le groupe des taxanes et sont utilisés depuis les années
1990 dans le traitement de nombreux cancers (SCHIFF et al., 1979).

Le domaine de liaison des taxoides se situe sur la tubuline  entre la boucle M et une
poche hydrophobe, au niveau de la partie luminale des microtubules (Figure 10). Ce domaine
est accessible dans les microtubules préformés (DIAZ, 2000). La cinétique de liaison du
ligand a la tubuline est rapide (DIAZ, 2003), ce qui suggere I’existence d’un domaine
intermédiaire auquel le médicament se lie pour accéder au site interne de liaison (DIAZ et al.,
2005 ; BARASOAIN et al., 2010).
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Figure 10 : Structure et domaine de liaison du paclitaxel sur la tubuline (FIELD et al., 2013).

(a) : Structure chimique du paclitaxel ; (b) : Diagramme Ribbon montrant la structure cristalline du dimére d’o/p
tubuline stabilisé par le paclitaxel. Les structures secondaires des sous-unités a et B tubuline sont représentées en
bleu et en rouge respectivement. Le paclitaxel est représenté par des sphéres violettes. Structure extraite du site
web Protein Data Bank (1JFF).

Les taxoides en se liant au tubulines, facilitent leur polymérisation, inhibant ainsi la
dépolymérisation des microtubules, ils empéchent donc la formation et la disparition des
fuseaux mitotiques (DABYDEEN et al., 2006 ; EPSIE et al., 1998).

3.1.3. Les inhibiteurs de kinases cyclines-dépendantes

3.1.3.1. La quercétine

Les régulateurs du cycle cellulaire sont considérés comme des cibles privilégiés
d’inhibiteurs sélectifs et puissants. La quercétine est I’'un des flavonols le plus répondu dans
les végétaux notamment dans les parties aériennes du genre Verbascum. Ce flavonoide est

responsable de I’inhibition des kinases cyclines-dépendantes en introduisant un composé
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semblable & I’ATP au niveau du site de phosphorylation de cette derni¢re, bloquant ainsi la

progression du cycle cellulaire (MEIJER et al., 2001) (Figure 11).

Inactive

Natural
kinase

s

P-P-P

Figure 11: Mécanisme d’action des inhibiteurs des kinases cyclines-dépendantes
(BADR et al., 1992).

3.2. L’effet des métabolites secondaires sur la membrane érythrocytaire
3.2.1  L’érythrocyte

L’érythrocyte, appelé aussi hématie ou globule rouge, est une cellule treés simplifiée,
anucléée chez I’Homme et les mammiferes. Elle est produite essentiellement dans la moelle
osseuse a partir de cellules meres ; les érythroblastes médullaires. Le globule rouge est I’'un
des composants essentiels du sang : il représente 40 a 50 % de son volume. Ils présentent une
couleur rouge qui provient d’un pigment qui est le constituant principal, a savoir
I’hémoglobine (Hb) (DELAUNAY et BOIVIN, 1990). L’Hb permet le transport de 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).

L’érythrocyte se présente sous la forme d’un disque biconcave, d'un diamétre de 7 a 8
pm. Il est doué¢ d’une grande déformabilité qui lui permet de franchir des capillaires d’un
diametre inférieur au sien. Ce qui nécessite des propriétés élastiques remarquables (EVANS et
FUNG, 1972) (Figure 12).
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Figure 12 : Image de globules rouges humains (DELAUNAY et BOIVIN, 1990).

(a) : Globule rouge vue par microscopie électronique ; (b) : Dessin de globules rouges dans un capillaire.

La membrane du globule rouge est constituée d’une bicouche lipidique sous laquelle
est ancré un réseau bidimensionnel hautement organisé de protéines : le squelette. Ce dernier
tapisse la face interne de la bicouche lipidique. Il est constitué de longs filaments de spectrine
reliés entre eux par des complexes de jonction. Ces complexes sont principalement composes
d’actine filamenteuse, de protéines et de tropomyosines. Les érythrocytes ont été largement
¢tudiés comme cellules modeles pour plusieurs raisons: il s’agit d’un modele simplifié¢ de
membranes plasmiques cellulaires en raison de I’absence de noyau et d’organites. Leur
hémolyse peut étre facilement contrélée par spectrophotométrie en raison de la libération
d'hémoglobine (DELAUNAY et BOIVIN, 1990).

3.2.2. L’hémolyse

L'hémolyse (hemo : sang, lyse : perturbation) est un phénoméne physiologique
irréversible di a une libération des composants intracellulaires des érythrocytes notamment
I’hémoglobine, suite a une perturbation de leurs membranes cellulaires (THOMAS, 2013).

Les produits phytochimiques sont dotés de propriétés cytotoxiques, ce sont des
solutions prometteuses pour remplacer les médicaments conventionnels en raison d’une
toxicité moindre pour les cellules normales. L’interaction d’un composé cytotoxique avec la
membrane des globules rouges provoque la perte de leur intégrité ce qui conduit a leur lyse
(TIWARI et al., 2011).

3.2.3. Effet des polyphénols sur la stabilité membranaire
Les polyphénols inhibent l'activité de I'ATPase et perturbent le transport des ions a

travers les membranes. Dans les cellules animales, les flavonoides affectent le transport


https://www-sciencedirect-com.www.sndl1.arn.dz/topics/medicine-and-dentistry/phytochemical
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des ions membranaires par inhibition de I'ATPase Ca2*-Mg?2*, de la Na*-K*ATPase,
de I'ATPase mitochondriale et des AMPc et GMP-phosphodiestérases (Figure 13). Le mode
d'interaction membranaire des flavonoides a été principalement attribué a leur lipophile et a
leur structure plane (SELVARAJ et al., 2015). ONTIVEROS et al. (2019) soulignent que les
effets de la quercétine sur les cellules sont associés a des modifications des propriétes de la

membrane cellulaire.

Extracaiular spacs

Flavonoids 000 o P c
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Figure 13 : Inhibition de I’ATPase membranaire par les flavonoides (ONTIVEROS et al.,
2019).

3.2.4. Effet des saponines sur la membrane érythrocytaire

L'activité hémolytique des saponines est due aux effets sur la perméabilité de la
membrane cellulaire en formant des pores dans les membranes, en modifiant les activités
ATPase sodium — potassium et calcium — magnésium ou en insérant le noyau hydrophobe de
la saponine dans la bicouche lipidique (SARIKAHYA et al., 2018). lls s’accumulent en
plaques et provoquent une courbure de la membrane qui conduit ensuite a la formation de ces
pores (ARMAH et al., 1999) ou a des protubérances hémitubulaires, conduisant a une
extraction de stérols par vesiculation (KEUKENS et al., 1995). Apres leur intégration dans les
membranes, ils interférent avec des fonctionnalités de domaines spécifiques (AUGUSTIN et
al., 2011) (Figure 14).


https://www-sciencedirect-com.www.sndl1.arn.dz/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/inorganic-ions
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Figure 14 : Modeles schématiques des mécanismes moléculaires de l'activité de la saponine
vis-a-vis des membranes (AUGUSTIN et al., 2011).

(A) : Formation de pores; (B): formation de wvésicules; (C): perturbation de la membrane.
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1. Matériel et méthodes

Lors de notre étude, nous nous sommes intéressés a 1’extraction et au dosage de la
fraction flavonoique de feuilles de Verbascum sinuatum L. Nous avons déterminé 1’action de
cette fraction sur la division cellulaire de cellules méristématiques de bulbes d’oignons
(Allium cepa), ainsi que I’effet de cette derniére sur la membrane érythrocytaire.

Ce travail a été réalisé au sein du laboratoire de Biochimie Analytique et de
Biotechnologie (LABAB) au niveau de la faculté des Sciences Biologiques et des Sciences
Agronomiques, dans le département de Biochimie et de Microbiologie a 'université de

Mouloud Mammeri de Tizi Ouzou.

1.1. Matériel
1.1.2. Matériel biologique

Le matériel biologique utilisé est constitué de feuilles de Verbascum sinuatum L.
récoltées dans la région d’Adekar Assif EI Hemmam a Bejaia en mai 2017. Nous avons

également utilisé du sang humain.

1.1.2. Réactifs et solvants
Les réactifs et les solvants que nous avons utilisés sont résumés dans le tableau I1.

Tableau Il : Réactifs et solvants utilisés.

Composes Concentration Fonction

Meéthanol 99,7 %

N-butanol 99,5 % Solvant d’extraction

Acétate d’éthyle 99,5 %

Eau physiologique 9% Etude de I’activité anti

hémolytique

Eau distillé -- Témoin négatif

Carmin acétique -- Colorant

guercétine 1mg/ml Témoin + (étude de Iactivité
antimitotique)

Saponine 1mg/ml Témoin + (étude de Iactivité

anti hémolytique)
Alclz 2% Dosage des flavonoides

1.1.3. Matériel de laboratoire

En plus du gros matériel de laboratoire a savoir: 1’évaporateur rotatif, le

spectrophotometre et la centrifugeuse, nous avons également utilisé la verrerie usuelle dont

les ampoules a décanter.
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1.2. Méthodes
1.2.1. Préparation du matériel végétal
Des feuilles de Verbascum sinuatum L. ont été sélectionnées, nettoyées, séchées puis

broyées en fine poudre et conservées a température ambiante et a I’abri de la lumiére.

1.2.2. Extraction des fractions flavonoiques

L’extraction des flavonoides a porté sur la macération d’un gramme de poudre de
Verbascum sinuatum L. dans du méthanol, suivi d’une extraction avec différents solvants a
polarités variables (BEKKARA et al., 1998), nous avons ainsi obtenu deux fractions (fraction
aqueuse et fraction butanolique) (Figure 15). Ces deux fractions sont évaporées a 60°C puis
solubilisées soit dans du méthanol pour le dosage des flavonoides ou dans de I’eau

physiologique pour I’évaluation in vitro de I’activité sur la membrane érythrocytaire.
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1g de poudre de feuilles de Verbascum sinuatum L.

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

v

Evaporation a sec 60°C
+ 10 ml d’eau distillé
+ 10 ml d’acétate d’éthyle

Décantation

v

Phase agueuse
+ 10 ml de butanol

l

Phase aqueuse

v

Phase acétate
d’éthyle

l

Phase butanolique

Figure 15: Extraction des fractions flavonoigues.
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1.2.3. Dosage des fractions flavonoiques

Pour doser nos fractions flavonoiques (butanolique et aqueuse), nous avons réalisé une
gamme étalon en utilisant comme standard la quercétine avec une concentration allant de 10
pg/ml a 60 pg/ml. 1 ml d’AICIz est additionné aux différents tubes. Aprés 10 minutes
d’incubation, la densité optique (DO) est déterminée a 430 nm contre un blanc constitué de
méthanol et d’AlCls (RADJENDRA et al., 2015 ; SHAZIA et al., 2016). Cette DO est
proportionnelle & la concentration en flavonoides. Nos échantillons ont été préparés selon les
mémes étapes (3 essaies ont €té réalisés plus ou moins une erreur standard). La concentration

en flavonoides est déterminée par extrapolation sur courbe étalon.

1.2.4. Evaluation in vitro de P’activité antimitotique

Des bulbes d’oignons on été mis a germer pendant une durée de 48 a 72 heures, des
racines contenant les cellules meéristematiques ont été sélectionnées et mises en contacte
pendant 24h avec nos témoins (témoin négatif : eau distillé et témoin positif : quercétine
1mg/ml) et nos différentes fractions extraites (fraction aqueuse et butanolique). Ces derniéres
sont ensuite fixées a 1’aide d’une solution de fixation (composée d’alcool et d’acide acétique)
et colorées au carmin acétique, puis observées au microscope optique (X40) (SHWETA et
al., 2012). Plusieurs indices ont été calculés (5 répeétitions ont été réalisés plus au moins une
erreur standard) a I’aide des équations ci-dessous :

L’indice mitotique (IM) a été calculé selon I’équation utilisée par (IKEDA et al., 2000).

Nombre de cellules divisées
IM(%) = x 100
350 cellules

L’indice de phase (IP) a été calculé selon 1’équation utilisée par (GLINSKA et al., 2007).

Nombre de cellules (P,M,A,T)
IP (%) = x 100
350 cellules
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Nous avons également calculé I’indice d’aberration (IA) avec 1’équation utilisée par

(RACUCIU et CREANGA, 2007).

Nombre de cellules aberrantes
1A(%) = x 100
350 cellules

Enfin la valeur limite de cytotoxicité (VLC) a aussi été déterminée selon 1’équation
utilisée par (ANTONSIE-WIEZ et al., 1990).

IM des cellules traitées
VLC(%) = x 100
IM des cellules témoins
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La figure suivante résume les différentes étapes de [’évaluation de Iactivité
antimitotique.

Germination et sélection de bulbes d’oignons

(Allium cepa)

Racine + extrait de quercétine (T+)
Eau distillé (T-)
Fractions Flavonoiques (échantillons)

A 4
Fixation avec une solution de fixation

(Acide aceétique — alcool)

v

v

Observation sous micriscope optique (X40)
Calcule des différents indices

Figure 16: Principales étapes de 1’évaluation de ’activité antimitotique.
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1.2.5. Evaluation in vitro de I’action des fractions sur la membrane érythrocytaire
Pour évaluer in vitro I’activit¢ de nos fractions flavonoiques sur la membrane
érythrocytaire, nous avons réalisé un préléevement sanguin dans un tube hépariné. Apres
centrifugation et élimination du plasma, nous avons effectué trois lavages au culot avec de
I’eau physiologique. A partir de ce dernier, nous avons préparé une suspension érythrocytaire
a 2%. L’action de nos échantillons sur la stabilité membranaire est déterminée en mettant 1 ml
de notre échantillon (aqueux/butanolique) en contacte d’un ml de la suspension préalablement
préparée. Aprés 20 min d’incubation sous agitation modéré, nous avons centrifugé et
déterminé la DO a 530 nm (DUCHNOWICZ, 2012 ; AICHE -IRATNI et al., 2015). Cette DO
est proportionnelle a la quantité d’hémoglobine libéré par hémolyse.
Nous avons également préparé deux tubes :
» Un tube contenant les globules rouges et la saponine (T+) qui présente 100%
d’hémolyse.
» Un tube contenant les globules rouges et de ’eau physiologique (T-) qui ne présente
pas d’hémolyse.
Le pourcentage d’hémolyse de nos échantillons a été déterminé grace a la formule

suivante :

DO de I’échantillon X 100% d’hémolyse

X (%) =
DO de la saponine

La figure suivante représente les différentes étapes de I’évaluation de I’activité

hémolytique de la fraction aqueuse et butanolique.
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Prélévement de sang d’un sujet humain dans un tube hépariné

l Centrifugation 2500 tours/5 min

Elimination du plasma

!

Faire 3 lavages du culot sanguin en ajoutant de 1’eau physiologique

l Centrifugation 2500 tours/5 min

Globules rouges

l 2 ml de GR + 98 ml d’eau physiologique

Suspension a 2%

i

1 ml de globules rouges 2%
+

1 ml d’échantillon

l Basculement pendant 20 min

Centrifugation a 2500 tours / 5min

Lecture a 530 nm

Figure 17: Préparation de la suspension et évaluation de I’activité sur

la membrane érythrocytaire.

1.2.6. Etude statistiques

Pour cette étude, nous avons réalisé le teste ANOVA a un facteur avec le logiciel
Statistica. Ce test a pour but la comparaison des moyennes des variables quantitatives a
savoir : I’indice mitotique (IM), I’indice de phase (IP), I’indice d’aberration (IA) et la valeur
limite de cytotoxicité (VLC) selon un facteur qualitatif qui représente nos témoins (T+ et T-)

ainsi que nos deux fractions (aqueuse et butanolique).
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2. Résultats et discussions
2.1. Composition des fractions flavonoiques

Pour le dosage des flavonoides de nos deux fractions a savoir la fraction butanolique et
aqueuse nous avons etabli une courbe étalon avec la quercétine comme standard (Figure 18).
En se basant sur 1’équation de la droite de régression obtenue : Y=0.0175 X et des différentes
densités optiques de nos échantillons qui sont détaillées en annexe 1. Nous avons déterminé la
concentration de ces derniers qui est de 95,4 +0.01 ug équivalent quercétine/ml de fraction
pour la fraction butanolique et de 97,7+£0.02 pg EQ/ml de fraction pour la fraction aqueuse.
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Figure 18: Courbe d’étalonnage de la quercétine.

La technique d’extraction est une étape trés importante dans I’isolement et la
récupération des composes bioactifs existants dans le matériel végétal. Elle est influencée par
leur nature chimique, la méthode utilisée, la taille de I’échantillon étudié, ainsi que la présence
de substances interférentes (STALIKAS, 2007). Cependant plusieurs facteurs peuvent influer
la teneur en composeés phénoliques notamment les flavonoides. Des études ont montré que les
facteurs extrinseques (tels que les facteurs géographiques et climatiques), les facteurs
génétiques, mais également le degré de maturation de la plante et la durée de stockage ont une
forte influence sur la teneur en polyphénols (BOUZID et al., 2011).

Le principe utilisé pour I’extraction des flavonoides est basé sur leur degré de
solubilité dans les solvants organiques (BRUNETON, 1999 ; KEBIECHE et al., 2011). Cette

méthode comprend deux grandes étapes: la premic¢re phase d’extraction se fait avec le
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methanol pour solubiliser les flavonoides. La seconde est réalisée par fractionnement de
I’extrait méthanolique a 1’aide d’une série de solvants de polarités différentes (acétate d’éthyle
et butanol) afin d’assurer une extraction maximale des flavonoides (KEBIECHE et al., 2011,
KALININA et al., 2014 ). A la fin du protocole, nous avons récupéré la phase butanolique et
la phase aqueuse. La phase butanolique contient des flavonoides di et tri glycosidiques et la
phase aqueuse finale contient surtout les flavonoides glycosylés plus polaires (KEBIECHE et
al., 2011 ; FEKNOUS et al., 2014 ; ALILOU et al., 2014) et des anthocyanes (ALILOU et
al., 2014).

MIHAILOVIC et al. (2016) ont démontré que les flavonols est la classe la plus
rencontrée dans I’extrait méthanolique de Verbascum phlomoides que dans les extraits de
Verbascum nigrum et de Verbascum thapsus. Les extraits méthanoliques de Verbascum
phlomoides et Verbascum thapsus sont riches en lutéoline, alors que I’apigénine n’a été
identifiee que dans I'extrait de Verbascum phlomoides.

En comparant nos résultats avec ceux obtenus a partir des études menées sur des
especes de Verbascum et sur différents solvants, nous pouvons noter une grande diversite.
C’est ainsi que nous avons obtenu des teneurs élevées qui se rapprochent des valeurs obtenues
par LUCA et al. (2019), dans I’extrait aqueux et butanolique de Verbascum ovalifolium qui
sont respectivement 107.42+0.34 et 106.57+0.52 ng équivalent catéchine/mg d’extrait tandis
que I’extrait méthanolique a une valeur de 92.21 ug EC/mg d’extrait sec contairement a celles
retrouvées par NOFOUZI (2015) qui ont une teneur de 30.79 £ 0.5 pg équivalent rutine par
mg d’extrait méthanolique de Verbascum speciosum. De méme que pour Verbascum
phlomoides qui comprend 53.4 +0.2 ug équivalent rutine par mg d’extrait sec (MIHAILOVIC
et al., 2016).

2.2. Evaluation de I’effet antimitotique
2.2.1. Détermination des différents indices

L'effet antimitotique de la fraction flavonoique de Verbascum sinuatum L. a été étudié
avec le test Allium cepa. Il s’agit d’un test sensible, dans lequel des cellules des
méristématiques racinaires sont utilisées pour le criblage in vitro de médicaments
anticancéreux, de diverses substances et des extraits de plantes ayant une activité
antimitotiqgue (LATHA et al., 1998 ; TIMOTHY et al., 2014 ; SUMITHA et THOPPIL,
2016).

Nous avons déterminé les indices mitotiques de nos témoins et de nos deux fractions

qui correspondent au rapport entre le nombre de cellules en division sur le nombre de cellules



Partie expérimentale

examinees fois 100, ainsi que les indices de phase qui représentent le rapport entre le nombre
de cellules dans les différentes phases (prophase, métaphase, anaphase, télophase) sur le

nombre de cellules examinées fois 100 (Tableau I11).

Tableau I11: Indices mitotiques et indices de phases des différentes fractions
étudiées.
Indices IM £ ES P+ES M+ ES A+ ES T+ES
Fractions (%) (%) (%) (%) (%)
T- 92,20+1,34 | 82,91+3,07 | 0,63+0,40 | 0,97+ 0,36 | 8,00 +3,54
T+ 44,40+0,72 | 39,08+1,37 | 0,057+0,05 | 0,57 £0,39 | 5,14 +1,00
FB 47,20+£1,03 | 42,00+2,22 | 0,057+0,05 | 0,57 £0,35 | 5,03 +1,86
FA 70,00+0,75 | 65,37+2,20 | 0,17 +0,10 | 0,46 +0,13 | 4,11 £1,70

T- : Témoin négatif (eau distillé), T+ : Témoin positif (quercétine 1 mg/ml), FB : Fraction butanolique, FA :
Fraction aqueuse, IM : Indice mitotique, ES : Erreur standard, P : Prophase, M : Métaphase, A : Anaphase,

T : Télophase.

L’indice mitotique est considéré comme un paramétre permettant d’estimer la
fréquence de la division cellulaire en mesurant la proportion de cellules en phase M du cycle
cellulaire  (MARCANO et al.,, 2006). L’indice mitotique le plus élevé des cellules
méristématiques d’A. cepa traitées avec nos différents témoins et fractions est celui représente
par le T- qui est de 92,20+1,34%. Contrairement au T+ qui présente I'IM le plus faible
(44,40+0,72%). D’autre part I’indice de phase le plus élevé est celui du T- qui est de
82,91+3,07%. Cette indice est représenté majoritairement par des prophases et cela pour tous
les extraits et les témoins testées. Par contre, on distingue une diminution remarquable du
pourcentage des indices des autres phases (métaphase, anaphase, télophase) comparativement
au T-.

Des ANOVA réalisées entre le témoin négatif, la quercétine prise comme standard et
les différentes fractions flavonoiques, montrent une différence hautement significative
(p=0,00) entre les indices mitotiques. Ceci confirme I’effet antimitotique du T+ et de nos
différents échantillons. Cependant la fraction butanolique présente un effet antimitotique
similaire a la quercétine qui ont révélés aucune différence significative (P> o (0,05)). De
méme pour les indices de phases (IP) qui ne présentent pas de différence significative
(P>0,05) (annexe 2).

Des études similaires menées par RAHEEL et al. (2017) sur les extraits d’écorce de

tige de Ficus benghalensis L. (Moraceae) avec le test Allium ont révéler une activité
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antimitotiqgue plus forte pour la fraction butanoligue avec un IM de 28+0.57%
comparativement a notre fraction butanolique qui comprend un IM de 47,20+1,03%, alors que
la fraction aqueuse présentait un IM de 83+ 1.52% qui se rapproche de notre fraction aqueuse
(70,00+0,75). De pareils effets ont également été observés dans les cellules d 4. cepa traitées
avec I’extrait méthanolique d’Euphorbia hirta L. (Euphorbiaceae) (YUET-PING et al., 2012)
et chez les deux extraits de plantes Hyptis suaveolens L. et Leucas indica L. (SUMITHA et
THOPPIL, 2016).

Pour mieux comprendre les causes de cette activité antimitotique, plusieurs études ont
été realisées. AKINBORO et BAKARE (2007) ont démontré que la diminution de I’activité
mitotique des cellules méristématiques d’Allium cepa, indique un effet mitodépressif des
extraits flavonoiques des feuilles de Verbascum. De pareils effets mitodepressifs ont été
observés chez les cellules méristématiques d’A. cepa traitées par les extraits aqueux de
Peganum harmala et Ruta chalepensis. Cette inhibition pourrait étre interprétée comme la
mort cellulaire ou un retard dans la cinétique de prolifération cellulaire (YUET-PING et al.,
2012). Cela suggeére que les extraits testés ou bien leurs composants doivent interférés avec le
développement normal de la mitose ou empéchant un nombre de cellules d’entrer en mitose,
bloguant ainsi le cycle mitotique durant I’interphase (EL-GHAMERY et al., 2000). En outre,
la réduction de I’activité mitotique pourrait étre due a I’inhibition de la synthése de I’ADN et
des nucléoprotéines du systeme biologique, a une prolongation de la durée de la phase G1 et S
(RAHEEL et al., 2017), ou bien au blocage du cycle cellulaire en phase G2. Par conséquent la
cellule ne peut pas entrer en mitose (AHMAD et al., 2014 ; SUMITHA et THOPPIL, 2016 ;
RAHEEL et al.,2017). SUMITHA et THOPPIL (2016) ont expliqué cet effet par le blocage
de la prophase ou I’arrét d’une ou plusieurs phases mitotiques.

En ce qui concerne I’indice de phase qui est le rapport entre le nombre de cellules dans
les différentes phases sur le nombre de cellules examinées fois 100. En concordance avec les
travaux de TOMAR et al. (2018), nos résultats montrent qu’il y avait aussi une réduction du
nombre de cellules en division dans les différentes phases du cycle cellulaire. La fraction
butanolique a diminué le nombre de cellules en prophase de facon proche du control positif,
ce qui indique que les cellules pourraient étre mortes avant d'entrer dans la division mitotique,
c'est-a-dire dans la phase S du cycle ou I'ADN se duplique. Cependant, I’indice de phase est
représenté majoritairement par des prophases, pour les deux fractions et les témoins testés.
FUSCONI et al. (2006) ont suggéré que cela est lié a une intense altération des microtubules

en empéchant I’assemblage des chromosomes au stade métaphase.
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Des etudes ont egalement été réalisées sur les mycoendophytes ; champignons
mutualistes vivant dans les tissus veégétaux sans causer de maladies apparentes produisant le
lapachol a partir de deux souches fongiques; Aspergillus niger et Alternaria alternata,
engendrent la diminution de I'IM, la fragmentation de I’ADN et I’arrét de la croissance
cellulaire (SEHGAL et al., 2006 ; BHUJBAL et al., 2011; SHWETA et al., 2012; JANGALA
etal., 2012; YUET- PING etal., 2012 ; OUZID et al., 2019).

2.2.2. Principales anomalies de la division cellulaire

Nous avons déterminé le pourcentage de cellules présentant différentes aberrations de
la division cellulaire qui correspond au rapport entre le total des aberrations rencontrées sur le
total des cellules examinées fois 100 (tableau V).

Tableau IV: Indices d’aberrations des différents extraits flavonoiques.

Aberration AG CB AL PC FR DP CG CS CA AC

%

T(+)

FB

FA

Total

8,97+1,76 | 0,00+0,00 | 1,71+0,56 | 0,00+0,00 | 6,74+2,58 | 0,17+0,10 | 1,08+0,95 | 0,00+0,00 | 1,14+1,02 | 3,54+0,71 | 23,35+7,68

10,86+2,43 | 0,00+0,00 | 2,34+0,69 | 0,057+0,05 | 4,17+1,53 | 0,23+0,05 | 1,37+0,42 | 2,00+1,30 | 0,68+0,61 | 4,8+0,98 | 26,51+8,06

4,11+0,24 | 0,17+0,15 | 0,68+0,37 | 0,00+0,00 | 2,74+0,52 | 0,00+0,00 | 0,8%0,24 | 0,34+0,15 | 0,00+0,00 | 3,31+1,16

T+: Témoin positif (quercétine Img/ml), FB: Fraction butanolique, FA: Fraction aqueuse.

IA : Indice d’aberration, AG : Agglutinations chromosomiques, CB : Cellules binucléées, AL : Allongement
des cellules, PC : Ponts chromosomiques, FR : Fragmentations chromosomiques, DP : Désorganisation de
plaque équatorial lors de la métaphase, CG : Cellules gigantesques, CS : Cellules sans noyaux, CA : Corps

apoptotiques, AC : Absence de cytodiérése.

On constate que les cellules traitées avec la fraction butanolique présentent les
aberrations chromosomiques les plus variées avec un indice d’aberration total de
26,51+8,06% qui est une valeur supérieur a celle du T+ (23,35+7,68%), contrairement a la
fraction aqueuse (12,04+2,83%). Les fragmentations et les agglutinations chromosomiques
sont les anomalies les plus rencontrées avec un pourcentage tres élevé dans les cellules
méristématiques d’A. cepa traitées avec les deux fractions et le T+. Par ailleurs nous avons
remarqué que les ponts chromosomiques et les cellules binucléées représentent les aberrations
les moins fréquentes et se retrouvent uniquement dans les cellules méristématiques traitées
avec la fraction butanolique (0,057+0,05%).

12,04+2,83
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L’étude statistique réalisée par ANOVA pour les indices d’aberrations (I1A) a révélé
qu’il n’y a pas de différences significatives entre les deux fractions et le T+ (P>0.05) (annexe
2). Cela signifie qu’elles ont exercé un effet antimitotique similaire a la quercétine prise
comme standard. Ces résultats expliquent les différentes aberrations chromosomiques,
cellulaires et nucléaires observées au microscope optique.

Les anomalies observées dans les quatre phases de la mitose au niveau des cellules
d’A. cepa traitées par nos deux fractions, permettent de mettre en évidence les effets
génotoxiques de ces extraits (EL-SHAHABY et al., 2003 ; YUET-PING et al., 2012;
SUMITHA et THOPPIL, 2016).

Les travaux de SUNAR et al. (2009) ont montré que I’extrait méthanolique de
Verbascum speciosum a causé la diminution des indices mitotiques avec une augmentation
des indices d’aberrations chromosomiques. Il a été prouvé que 1’extrait méthanolique de cette
espéce a induit des anomalies chromosomiques dans les semences de mais (LUCA et al.,
2019).

2.2.3. llustration des principales aberrations
Le T- est représenté par I’eau distillé qui ne perturbe pas la division cellulaire. De ce
fait, nous avons observé des cellules qui présentent les phases normales de la mitose qui sont

illustrées dans la figure suivante.

LA

Figure 19 : Les différentes phases de la mitose vues sous microscope optique (X 40).

P : Prophase, M : Métaphase, A : Anaphase, T : Télophase.

La quercétine (T+) est un flavonoide qui perturbe la division cellulaire en engendrant
différentes aberrations de la mitose. Ces principales aberrations sont illustrées dans la

figure 20.
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Figure 20: Aberrations chromosomiques observées sous microscope optique (X40) chez les

cellules méristématiques d’Allium cepa traitées par la quercétine (témoin positif).

FR : Fragmentation chromosomique, CB : Cellule binucléée, CS : Cellule sans noyaux,

AL : Allongement des cellules, CG : Cellules gigantesques, AG : Agglutinations chromosomiques.

La quercétine est un flavonoide trés commun trouvé dans de nombreuses plantes
médicinales, elle posséde des effets toxiques et génotoxique (SILVA et al., 2002 ; SOARES
et al., 2006 ; ENGEN et al., 2015). Elle présente une forte affinité de liaison avec I'ADN, ce
qui induit des dommages au niveau de I'ADN et des chromosomes dans les cellules
cancéreuses (CANTERO et al., 2006). Une autre étude rapporte que la quercétine inhibe
la topoisomérase 11, entrainant une endoréduplication et un mouvement anaphasique
inapproprié des chromosomes (CANTERO et al., 2006).

La quercétine, qui est un flavonol faiblement acide et soluble dans les lipides, peut
diffuser librement a travers la membrane cellulaire et s'accumuler a l'intérieur des cellules
tumorales, qui sont plus basiques que le pH externe, ce qui entraine une accumulation plus
élevée dans les cellules cancéreuses (TU et al.,, 2015). Elle comprend de nombreuses
capacités anti oxydantes et anti inflammatoires. Elle inhibe la croissance cellulaire en
empéchant certaines phases du cycle cellulaire et en bloguant les sites récepteurs des
hormones (BOOTS et al., 2008). Plusieurs études ont permis de mettre en évidence des effets
anticancéreux de la quercétine. Des tests in vitro ont révélé que la quercétine est capable
d’induire une apoptose de cellules leucémiques (RUSSO et al., 2007). Des études chez les
rongeurs montrent des effets bénéfiques contre le cancer du sein (VERMA et al., 1988),

contre les mélanomes (CALTAGIRONE et al., 2000) et contre le cancer du pancréas


https://www-sciencedirect-com.www.sndl1.arn.dz/science/article/pii/S0940299310000400#bib31
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https://www-sciencedirect-com.www.sndl1.arn.dz/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/endoreduplication
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(MOURIA et al., 2002). En ce qui concerne le cancer du célon, la quercétine est également
capable d’inhiber la néoplasie induite par ’azoxyméthane (DESCHNER et al., 1991).

L’action de la fraction butanolique sur la mitose des cellules méristématiques a révélé

des anomalies dans la division cellulaire. Ces anomalies représentées dans la figure 21.

T,

Figure 21: Aberrations chromosomiques vues sous microscope optique (X40) chez les
cellules méristématiques d’Allium cepa traitées par la fraction butanolique des feuilles de V.

sinuatum.

FR : Fragmentation chromosomique, AG : Agglutinations chromosomiques, PC : Pont chromosomique, CG :
Cellule gigantesque, DP: Désorganisation de la plague équatorial lors de la métaphase, AL : Allongement des

cellules.

L’action de la fraction aqueuse sur les cellules de bulbe d’oignon d’A. cepa a

également provoqué des aberrations lors de la division cellulaire (figure 22).
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Figure 22: Aberrations chromosomiques observées sous microscope optique (X40) chez les
cellules méristématiques d’Allium cepa traitées par la fraction aqueuse des feuilles de V.

sinuatum

FR : Fragmentation chromosomique, DP : Désorganisation de la plaque équatoriale, AL : Allongement des

cellules ; CG : Cellules gigantesques, CS : Cellules sans noyaux, AG : Agglutinations chromosomiques.

Les différents extraits foliaires ainsi que le T+ ont été capables d’induire des
anomalies chromosomiques au niveau des cellules d’A. cepa, alors que ces aberrations n’ont
pas été détectées au niveau du control négatif. La réduction de I’'IM pourrait étre expliquée
comme ¢tant due a 'obstruction de l'apparition de la prophase, ’arrét d’une ou de plusieurs
phases mitotiques, ou le ralentissement du taux de progression cellulaire durant la mitose
(YUET-PING et al., 2012) entrainant une diminution du nombre de divisions des cellules
(SHARMA et VIG, 2012).

AKANEME et AMAEFULE (2012) ont signalé que les lésions nucléaires peuvent étre
dues a l’action inhibitrice de composés phytochimiques sur la biosynthese de 'ADN. La
fragmentation des chromosomes ou de la chromatine est due a des ruptures au niveau des sites
fragiles. LUKUSA et FRYNS (2008) affirment que les changements apportés dans la
viscosité du cytoplasme sont responsables d’aberrations chromosomiques.

FISKESJO (1993) suggére que les cassures chromosomiques sont associées a la
formation de fragments chromosomiques. Les fragmentations du noyau des cellules
méristématiques d’A. cepa laisse suggérer qu’il s’agit de nécrose qui est une mort cellulaire

dite accidentelle (MOREAU, 2006).
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Il a été démontré que I’effet dit de « stikness » (tendance a I’agglutination) serait le
résultat de la condensation de 'ADN (OSTERBERG et al., 1985) et I’étranglement des fibres
chromatidiques (PATIL et BHAT, 1992).

Les ponts chromosomiques lors de ’anaphase pourraient étre provoqués durant la
translocation d’échange chromatidiques inégal ou a la présence de chromosomes dicentriques
(KONUK et al., 2007). Les ponts chromosomiques peuvent également étre causés par la
viscosité et le caractére collant des chromosomes qui fait que leur séparation est incompleéte,
ils restent donc reliés par des ponts (JABEE et al. 2008 ; HOSEINY-RAD et al., 2011).

La présence de cellules binucléées laisse suggérer qu’elles sont probablement dues a
I’inhibition de la cytokinése a n’importe quel point du contréle du cycle cellulaire (ATEEQ et
al., 2002). En général elles sont dues a un trouble dans la formation du fuseau mitotique
(TURKOGLU, 2008).

En ce qui concerne les cellules comprenant un noyau volumineux, on pense qu’il
s’agit d’une polyploidie. C’est une alternative du cycle cellulaire classique ou I’ADN est
dupliqué sans division de la cellule, la mitose n’a pas lieu et le cycle cellulaire est réinitialisé
(DELCOURT et DEYSSON, 1976).

La perturbation de la plaque métaphasique peut étre le résultat de la perturbation du
fuseau mitotique ou en raison d'une inhibition de se dernier (HSIEH et al., 2012 ; CUYACOT
etal, 2014 ; TRIPATHY et RAO, 2015).

2.2.4. La valeur limite de cytotoxicité

Pour mettre en évidence I’'importance des aberrations engendrées par les différents
agents testés a savoir la quercétine, la fraction aqueuse et la fraction butanolique, nous avons
déterminé la valeur limite de cytotoxicité (VLC) qui représente le rapport entre les indices
mitotiques des cellules traitées sur les indices mitotiques des cellules témoins fois 100
(tableau V).

Tableau V: Valeurs limites de cytotoxicite.

IM (% + ES) VLC (% * ES)
T+ 44,4 0,72 48,16 +0,78
FB 47,2 £1,03 51,19 + 1,29
FA 70 +0,75 75,92 + 1,10

T+: Témoin positif (quercétine Img/ml), FB: Fraction butanolique, FA: Fraction aqueuse.

IM : Indice mitotique, ES : Erreur standard, VLC : Valeur limite de cytotoxicité.
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Les cellules méristématiques traitées avec la fraction aqueuse présentent I’IM le plus
élevé qui est de 70 + 0,75% ce qui provoque 1’augmentation de la valeur limite de cytotoxicité
(75,92 £ 1,10%). Contrairement au T+ dont I'IM est le plus faible (44,4 + 0,72) ce qui
engendre la diminution de la VLC a un pourcentage de 48,16 + 0,78%. Quant a la fraction
butanolique, cette derniére comprend un IM et une VLC qui se rapprochent de celles du T+
dont les valeurs sont 47,2 £ 1,03% et 51,19 + 1,29% respectivement.

Le niveau cytotoxique peut étre déterminé par le taux de diminution des IM. La
diminution en dessous de 22% du contréle négatif cause des effets létaux sur I’organisme
d’essai (ANTONSIE-WIEZ, 1990), alors qu'une diminution inférieure de 50% a des effets
sublétaux (SHARMA et VIG, 2012) et est appelée valeur limite cytotoxique. Selon ces deux
définitions on pourra déduire que la fraction butanolique est sublétale pour les cellules
racinaires d’Allium cepa, de méme pour le T+ représenté par la quercétine.

L’¢étude statistique type ANOVA de la VLC a révélé que la fraction butanolique est
plus toxique que la fraction aqueuse. En effet, la fraction butanolique ne présente pas de
différence significative avec la quercétine (P >0,05) et présente une différence hautement
significative avec la fraction aqueuse (P=0,00) (annexe 2). D’aprés ces résultats ont peut
déduire que les fractions flavonoiques foliaires de Verbascum sinuatum L. ont des effets
antimitotiques et cytotoxiques différents sur les cellules méristématiques d’Allium cepa.

Des études ont montré que beaucoup de flavonoides qui peuvent prévenir le cancer,
ont la capacité d'induire I’arrét du cycle cellulaire (RAFFA et al., 2017). AFIFI et al. (1993)
ont isolé quatre flavonoides, a savoir chrysoériol, hydrocarpine, lutéoline et sinaiticine a partir
de la fraction acétate d’éthyle de feuilles de Verbascum sinaiticum. Cette fraction a révélé
une cytotoxicité sur les cellules leucémique lymphocytaire P-388.

Les effets de Verbascum pynostachyum, de Verbascum cheiranthifolium, Verbascum
Asperulum et d'extraits de méthanol de Verbascum orgyale ont été évalués sur des cellules
HeLa (lignée cellulaire de cancer du col de I'uterus humain). Apres 24 heures d'incubation
avec chaque extrait, les résultats obtenus indiquent que tous les genres Verbascum réduisent
la viabilité cellulaire des cellules HeLa (LI et al., 2014 ; RAFFA et al., 2017). Les effets
cytotoxiques de plusieurs especes de Verbascum ont également été signalés dans différents
types de lignées de cellules tumorales. Les extraits de Verbascum ovalifolium ont diminué la
viabilité des cellules du mélanome malin SK MEL 2 (lignée cellulaire de mélanome humain)
(LUCA et al., 2019).



Partie expérimentale

RUSSO et al. (2014) ont rapporté I'activité inhibitrice de la topoisomérase de certains
flavonoides. Cependant, MAZUMDAR et al. (2011) indique que les médicaments capables
d'inhiber l'activité de ces enzymes sont de bons candidats en tant qu’anticancéreux. Le
pinostrobine, un flavonoide naturel présent dans certaines plantes, notamment le pandurate de

Kaempferia et Cajanus cajan agit comme un antagoniste de I'ADN-topoisomérase I.

2.3. Evaluation de I’effet des fractions flavonoiques sur la membrane érythrocytaire

Dans le but d’évaluer I’effet de la fraction aqueuse et butanolique sur I’intégrité
membranaire des érythrocytes, nous avons déterminé le pourcentage d’hémolyse li¢ a I’action
de ces fractions sur les globules rouges résumée dans le tableau suivant :

Tableau VI: Pourcentage d’hémolyse des extraits flavonoiques.

T- T+ FB FA
DO (nm) 0,031 1,9 1,7 1,7
Hémolyse (%) | 1,63 +0,00 100 + 0,00 87,84 + 0,00 87,84 + 0,00

T- : Témoin négatif (eau physiologique), T+: Témoin positif (saponine), FB: Fraction butanolique, FA: Fraction

aqueuse, DO : Densité optique.

Le T- qui est représenté par de ’eau physiologique dont le pourcentage d’hémolyse est
1,63+0,00%, n’a presque aucun effet sur les globules rouges. Contrairement au T+ qui est la
saponine, un composé tri terpénique fortement hémolytique qui présente 100+0,00%
d’hémolyse. On remarque également que nos deux fractions flavonoiques présente
87,84+0,00% d’hémolyse.

SUWALSKY et al. (2008) suggérent que malgré le fait que les membranes des
érythrocytes soient moins spécialisées que les autres membranes cellulaires, elles remplissent
suffisamment de fonctions communes, telles que le transport actif et passif et la production de
gradients ioniques et électriques, de ce fait elles peuvent étre considérées comme
représentatifs de la membrane plasmique en général.

Les données in vitro de DUCHNOWICZ et al. (2012) montrent que les flavonoides de
chou rouge (Brassica oleracea var. capitata f. rubra) et de chou de Bruxelles (Brassica
oleracea var. gemmifera) affectent directement les membranes érythrocytaires. Ses composés
réduisent la concentration du cholestérol dans les érythrocytes hypercholestérolémiques.
L'influence de I'extrait de chou rouge sur la concentration en cholestérol et l'activité de
I'ATPase est probablement liée aux effets des anthocyanes (ONTIVEROS et al., 2019).
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Partie expérimentale

Dans le cas des flavonoides, le mode d'interaction membranaire a été principalement
attribué a leur lipophilie et a leur structure plane (VAN-DIJK et al., 2000). Le nombre et la
position des groupes hydroxyle ont une influence sur le pouvoir hydrophobe relatif de
différents flavonoides (POKLAR-ULRIH et al., 2010). VAN-DIJK et al. (2000) ont signalé
que les flavonoides se localisent dans le cceur hydrophobe de la bicouche lipidique ou a
I'interface membranaire, ce qui entraine des modifications de la fluidité ou de la rigidité de la
membrane. La flavone chrysine pénétre plus profondément dans la couche hydrophobe de la
membrane par rapport a la flavonone lutéoline, localisee principalement en surface
(POKLAR-ULRIH et al., 2010).

L’étude de PAWLIKOWSKA-PAWLEGA et al. (2003) a montré que la quercétine
affectait grandement la membrane lipidique des erythrocytes par une augmentation des
interactions protéine-protéine. D’autre rapports sur la quercétine suggérent qu’elle induit une
rigidité de la membrane (CHAUDHURI et al., 2007 ; TSUCHIYA, 2010). Cet effet de
rigidité est directement lié a la cytotoxicité des flavonoides sur les cellules cancéreuses du
sein (SELVARAJ et al., 2015).
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Conclusion

La présente etude a concerné I’évaluation in vitro de Deffet antimitotique et
cytotoxique des fractions de flavonoides des feuilles de Verbascum sinuatum L. L’activité
antimitotique a été évaluée par les observations au microscope optique des cellules
méristématiques d’Allium cepa, traitées avec nos fractions flavonoiques et le calcul de
différents indices.

Nos résultats ont révélé que nos deux fractions sont riches en flavonoides de part leur
concentration qui est de 95,4 +0.01 ug EQ/ml de fraction pour la fraction butanolique et de
97,7+0.02 pg EQ/mI de fraction pour la fraction aqueuse. De plus nous avons constaté que la
fraction butanolique dont 1’indice mitotique est de 47,20+1,03% provoque un effet
antimitotique, génotoxique et mitodépressif dans les cellules méristématiques d’A. cepa plus
important que la fraction aqueuse. L’indice de phase est représenté essenticllement par des
prophases pour toutes les fractions et témoins testés. Nous avons également constaté que la
fraction butanolique présente I’indice d’aberration le plus élevé avec un total atteignant
26,51+8,06% d’anomalies. Cependant, les altérations chromosomiques, cellulaires et
nucléaires les plus identifiés sont les agglutinations, les fragmentations ainsi que 1’absence de
cytodiérése. Enfin grace au calcule de la valeur limite de cytotoxicité nous somme arrivé a la
conclusion que la fraction butanolique est sublétale.

L’effet sur I’intégrité membranaire érythrocytaire humaine a aussi été évalué par
spectrophotométrie. Les résultats ont révélés un taux d’hémolyse élevé et cela pour les deux
fractions flavonoiques butanolique et aqueuse. Il résulte de 1’action des flavonoides sur les
membranes érythrocytaires.

La recherche actuelle a révélé que les composés flavonoiques sont d’excellents acteurs
dans le traitement de la croissance cellulaire. En perspective il serait intéressant de tester
I’action de ces molécules bioactives sur le modéle animal et des lignées de cellules
cancéreuses. Il serait également trés intéressant aussi d’identifier la nature de ces molécules
par des techniques de haute performance comme la chromatographie en phase liquide a haute
performance (HPLC), la spectroscopie de masse (SM) et la résonance magnétique nucléaire
(RMN).
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Annexe 1 : Détermination de la teneur des fractions flavonoiques de Verbascum sinuatum L.

fractions
butanolique aqueuse
DO1 0,146 0,156
DO2 0,186 0,207
DO3 0,169 0,237
Moyenne 0,167+0.01 0,171+0.02

A partir de 1’équation de la courbe d’étalonnage de la quercétine qui est la suivante :
Y=0.0175 X. Nous avons déterminé la concentration de nos échantillons puis multiplier par
I’inverse de la dilution qui est de 1/10.

0,167 = 0,0175X ;

Fraction butanolique : X= 95,4 ug EQ/ml de fraction

Fraction aqueuse : 0,171 =0,0175X; X=97,7 ug EQ/ml de fraction

EQ (équivalent quercétine)
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Annexe 2 : Les résultats des ANOVA des différents parametres biologiques calculés.

1. Indice mitotique (I1M)

SC Degr. de MC F p
Effet Liberté
ord. origine | 46648 90 1/ 46648 90| 6434 331 0,000000
T- et T+ 5712 10 1/ A712.10| 7&7.876 0,000000
Erreur 58,00 g 7,25

SC -Degr. de MC F p
Effet Liberté
ord. origine | 65772 10 1/ 6AT72 10| 8948 5585 0,000000
T- et FA 1232 10 1 123210 167,633 0,000001
Erreur 58,80 a8 7.35

SC Degr. de MC F p
Effet Liberté
ord. origine | 4858090 1/ 48580.90| 5428034 0,000000
T- et FB 5062 450 1 A062 50| 565642 0,000000
Erreur 71,60 g 8,95

sC Degr. de MC F p
Effet Liberté
ord. origine | 20976 40 1) 20976.40| 4195 280 0,000000
T+ et FB 19,60 1 19,60 3,920 0,083062
Erreur 40,00 8 5,00

SC Degr. de MC F p
IEﬁ'et Liberté
ord. origine | 327158 .40 1/ 32718.40| 9623059 0,000000
T+ et FA 1638.40 1) 1635340 481882 0000000
Erreur 2720 a8 3,40

SC Degr. de MC F p
Effet Liberté
ord. origine | 34339 60 1) 34339 60| 6733256 0,000000
FB et FA 1289 60 1 1299 60| 254 824 0,000000
Erreur 40,80 8 510

2. Indice d’aberration (IA)

Effet

SC

Degr. de MC

Liberté

F

P

ord. origine

63,0125
6.2720
111,1673

1] 63,01250
1 6.27200
18 617541

1020378
1,01564

0,005025
0,326511
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sSC Degr. de MC F p
Effet Liberte
ord. origine | 123,7382 11 123.7382| 11,76135 0,002930
T+ et FB 0,4642 11 04642 0,04412 0,835984
Erreur 189,3735 18 10,5208

sC Degr. de MC F p
Effet Liberté
ord. origine 74,2936 1| 74,29356| 10,97059| 0,003576
FA et FB 10,1489 1/ 10,14885 1,49863 0,236664
Erreur 121,897 18 677206

3. Indice de phase (IP)

SC Degr. de MC F p
Effet Liberté
ord. origine | 1177142 11 11771,42| 14,96214 | 0,000417
T-et T+ 1419,79 1) 1419,79 1,80464 0,187121
Erreur 29896,38 38 786,75

SC Degr. de MC F p
Effet Liberté
ord. origine | 1651528 1/ 16515,25| 15,66502 0,000320
T-et FA 312,03 11 312,03 0,29597 0,589598
Erreur 4006255 36 1054,285

SC Degr. de MC F p
Effet Liberté
ord. origine | 12268,21 1/ 12268,21| 15,09165 0,000397
T- et FB 125418 1 125418 1,54282 0,221811
Erreur 30890,71 38 812,91

SC Degr. de MC F p
Effet Liberté
ord. origine 5250,39 1] 8250,395| 15,06793 0,000402
T+ et FA 400,63 1) 400,626 0,73119 0,397858
Erreur 20820,60 36 547.910

2 Degr. de MC F p
Effet Liberté
ord. origine 5340,95 1/ 5340,952| 17,42295| 0,000165
T+ et FB 5,13 1 5,134 0,01675 0,897716
Erreur 11648,76 38 306.546

SC Degr. de MC F p
Effet Liberté
ord. origine 866714 1| 8667,136| 15,09752 0,000396
FA et FB 315,06 1) 315,058 0,54881 0,46335%
Erreur 21814,92 36 574.077
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4. Valeur limite de cytotoxicité (VLC)

I SC  |Degr. de MC F p
Effet Liberté
ord. origine | 38535 54 1| 38535,54| 6739,810) 0,000000
T+ et FA 1931582 1| 1931,82| 337,873 0,000000
Erreur 4574 B 572

sC Degr. de MC F p
Effet Liberté
ord. origine | 24707 &6 1/ 24707.86| 3475,392 0,000000
T+ et FB 23,38 1 23,38 3,292 0,107161
Erreur 56,81 g 7,10

sC Degr. de MC F p
Effet Liberté
ord. origine | 40457 23 1 40457 23| 4490942 0,000000
FB et FA 163017 1| 153017| 165,856 0,000001
Erreur 72,07 8 9.01
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uadla

29 A sl ol Al (e yarl) juaa (A Ally Lgal cliyal) Ge Ll g jdas A dphll clilal
B A Lo slal AL dlias 5 g slad) DadY) ¢ ciligi Saliae ¢ g gl AISH Claliaa ¢ BansY) Cabiaa
Gl B auly @i o ardid ) Jagiall pand) el ghle e A (gaiga oad U glaial) )i
Baliaall < pilil) sl g g gBNIAN) daS waad ) A Al oda ciagd Verbascum sinuatum L. : il
Verbascum (Scrophulariaceae) (@ush ¢ Alally Joilignll (aliiua g aalil) (g gldl) aludidy
CF s sedl) g oIl plial) Adl o paliiual) 138 LU wasd g Allium cepa S8 aladiuls sinuatum L.
Bdhall 363 gAY oy giaa (9T ¢ B ypilia Agphd ) AdliAe cilydey GADAILY) sy adll Pad) g Gk
oaldiuall e Ja / O S (o (AlSa al 2 9588 0,02 £ 97.70 5 0.01 + 95.43 Sl pasdl) A g
gl o) clalituadl o ) il lgde Jaumand) &3 A il | iladly Jaailisd) palidaal gl o
dasll Allium  cepa (ALY godl) LA 8 dpalud) ol pdgall Qa5 3ok (o alediV) el dgilally
£ 92.20) (alad) LAY aa 4 e (Alal) paldinal 70,75 £ 70.00 5 Jslisnd) paldica 71,03 + 47.20)
waldica ol g (prophase)dsy) skl sl g (ol JSd ALAG a3y jshall jdi5a of Uaag ¢ Ml (1,34
Loy o slad) aandll (5 guall) Aagdl Ulayf Lidaa 381 78,06 + 26.51 £ sanar ild) jad¥) alina Cosan J gl sl
A ) adl) JNad) dead Al cuaall B LAY IR o) S5 @l 5 Jalind) paldiad 71,29 £51.19
JaS G 5 paal) adll il S pLaS LAY Lila 180 Uiyl diaad claliiiowad) oda ¢ (M) s 70.00 + 87.84
eyl g3le (8 daladiin Ql3S g cilyil) 13gd Apdal) aibadd) (any )y 138 gale (g giad Al 4 6 g3

, Allium  cepa , A aludiY) dlaa 3 668 (aldiua Verbascum sinuatum L : dalidal) clalsl)
LA b ) il
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