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Résumé

Les plantes medicinales constituent une source immense de composés bioactifs
pourvus de nombreuses activités biologiques (anticancéreuses, antiapoptotiques,
antibactériennes...).En revanche, ces molécules chimiques complexes peuvent étre a
I’origine de plusieurs effets secondaires résultants de la toxicit¢ des plantes médicinales
.C’est dans cette optique que nous nous sommes intéressés a 1’étude de 1’effet antiprolifératif
de IDassociation des extraits aqueux des feuilles de deux plantes de la flore
algérienne :Verbascum sinuatum L. et de Peganum harmala L. L’effet cytotoxique de ces
deux extraits foliaires testés individuellement ou combinés aux standards : colchicine et
quercetine (Img/ml), a été évalué sur la levure de saccharomyces cerevisiae par la méthode
de coloration au bleu de méthyléne ou le pourcentage de cytotoxicité a été estime. En effet,
on a constaté que I’exposition des levures a nos associations a provoqué une mort cellulaire
importante accompagnée du phénomeéne de necrose dans la plupart des associations. . Les
résultats obtenus révelent un effet synergique entre 1’extrait aqueux de Verbascum et la colchicine dont
le pourcentage de cytotoxicité est estimé a  76.08 = 2.48 % d’une part, et un effet antagoniste entre
Verbascum et la quercétine dont le pourcentage de cytotoxicité est le plus faible (34.01+ 4.72%) d’une
autre part.

Mots clés : Peganum harmala L., Verbascum sinuatum L., extrait aqueux, association, effet
cytotoxique, Saccharomyces cerevisiae.



Summary

Medicinal plants constitute an immense source of bioactive compound endowed with
several biological activities (anticancer, antiapoptotic, antibacterial..). On the other hand,
these compelxe chemical molecules can be act the origin of several side effect resulting from
the toxicity of medicinal plants. It is in this perspective that we are interessting in the study of
the antiproliferatif effect of the aqueous extractcs’association of the leaves of two Algerian
flora’plants : Peganum haramala L. and Verbascum sinuatum L. The cytotoxic effect of these
two leaf extracts tested individually or combined with standards: colchicine and
quercetin(lmg/ml), was evaluated on the yeast of Saccharomyces cerivisiae by the methylene
blue staining method where the percentage of cytotoxicity was estimated. In fact, it was found
that exposure of yeast to our associations caused significant cell death accompagned by the
phenomenon of necrosis in most associations. . The results obtained reveal a synergistic effect
between the agueous extract of Verbascum and colchicine, the percentage of cytotoxicity of
which is estimated at 76.08 + 2.48% on the one hand, and an antagonistic effect between
Verbascum and quercetin, the percentage of which cytotoxicity is lower (34.01 + 4.72%) on
the other hand.

Key words: Peganum harmala L., Verbascum sinuatum L., aqueous extracts, association,

cytotoxic effect, Saccharomyces cerevisiae.



uidlal)
8aliae gl pull 5alias) Amslsall ALaiY) (e dpaelly it Al dygaad) LS5l Sl Dacae dpadal) bl IS
Aaslil) Agalall SBY1 (e 2all haias sabeal) AflesSl cliall sda 068 o (e opal dali e (cen LpsSil
Glaliindl Ly ge daslll golall sl aladl il Ay Sgs o shaiall 138 e Aghll bl L oo
L8t . Verbascum sinuatum L. 5 Peganum harmala L. 4iall blall ge o 3hod 4kl
& o(afial) S s Gl 1 oulaall ge gl (g0 I8 Laajladl &3 pdlll ol Cpealiina) (il oL
o Asal) Lpand) A a8 5 Cum bl (339 cstil A3y)ka Saccharomyces ceivisiae s e dapis
DA sl Lsnaans 5 S8 WIS Gise (i 4S5al) cilaliival) alaaad jiledl) (apsd of ang cadlsl)
Verbascum < dsldl clbaliiiall cyu L..g)j;i ).\.\La 25 lede Jpanll LF“A\ c_:l_ul\ U_ug_bi LSl (,Jau &
¢S s Verbascum o dae Lilis ¢ 4ali e %248 4 76.08 = Ao slal) L) s 58 Cus ¢ i,

A Eal e (%4.72 + (34.01) Y1 4 siall dail) CailS Cum

ald) Ll el ,¥) ¢ Al (alasivdlVerbascum sinuatum Le<Peganum harmala L. :dabisd) il
Saccharomycescerevisiae {IAl



Introduction générale

Depuis longtemps, I’homme s’est soigné avec les plantes qu’avait a sa disposition a
travers les siecles. Les traditions humaines ont développé la connaissance et 1’utilisation des
plantes médicinales pour améliorer la santé humaine (ISERIN, 2001).L’organisation
Mondiale de la Santé (OMS) estime que 80% de la population mondiale utilise des herbes
comme méthode de soin de santé primaire (BOUSLIMAN etal.,2012 ; AHMED et al., 2012).

Les plantes medicinales constituent une source immense de molécules chimiques
complexes, présentes dans différentes parties de la plante. Ces molécules appelées
« metabolites secondaires » sont classees selon leurs structures en plusieurs groupes : les
composés phenoliques dont les flavonoides, les terpenes et stéroides, les composés azotés
dont les alcaloides. Ces substances bioactives sont essentiellement connues pour leurs
nombreuses activités biologiques, parmi lesquelles, 1’action antioxydante, anti-inflammatoire,
antimicrobienne, antimitotique et antiproliférative (KRIEF, 2003).

En revanche, les plantes médicinales peuvent contenir des composés chimiques
puissants, responsables d’effets indésirables et de toxicité (KHATTABI et al., 2010). Il est
donc indispensable d’identifier les composés chimiques présents dans ces plantes et de
déterminer la dose a respecter lors de leur utilisation afin d’éviter toute atteinte fonctionnelle
humaine, car mal doseées, les plantes qui ont le pouvoir de vie, peuvent aussi avoir un pouvoir
de mort. En effet, de nombreuses recherches a travers le monde se sont orientées vers 1’étude
de D’effet de I’association de deux ou plusieurs extraits de plantes afin de remédier au
probléme de toxicité, améliorer 1’efficacité thérapeutique et établir des régles scientifiques
pour leur usage (HMAMOUCHI, 1998).

C’est dans ce contexte, que s’inscrit la présente étude dont 1’objectif principal est
I’évaluation de D’activité antiproliférative de I’association d’extraits aqueux de feuilles de
Peganum harmala L.et Verbascum sinuatum L. Cette étude est fournie par le Laboratoire de
Recherche de Biochimie Analytique (LABAB) de I’université de Mouloud Mammeri de Tizi-
Ouzou.

Ce travail s’articule sur deux parties, une partie revue bibliographique rappelant les
caractéristiques botaniques des deux plantes ainsi que leurs études phytochimiques. Dans
cette partie nous évoquons également la notion de la synergie et son intérét dans la
phytothérapie. Pour ce qui est de la partie expérimentale, nous décrivons la méthodologie
suivie, les résultats obtenus ainsi que leurs discussions et comparaisons avec d’autres résultats
publiés dans la littérature scientifique.

V|
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Chapitre I: Présentation des deux plantes médicinales

1.1. Présentation de ’espéce Peganum harmala L.
1.1.1. Description des différentes parties de la plante

Peganum harmala L. est une plante herbacée vivace, glabre, a racine pivotantes, a tiges
ordinairement peu rameuses de 30 a 90 cm de haut (Figurel), a odeur forte désagréable qui
rappelle celle de la rue (ACHOUR et al., 2012).

Figure 1 : Aspects morphologiques de Peganum harmala L.(WECKESSER, 2013).

Les feuilles sont de couleur vert clair, sont allongées et irrégulierement divisées en
multiples laniéres trés fines (MANSOUR et SOUDABE,2012 ; KEMASSI et al. 2013). La
plante présente des fleurs blanches sales grandes avec des sépales inégaux persistants qui
dépassent la corolle et des pétales blancs jaunatres a nervures jaunes, oblongs et
subsymetriques. Les fleurs sont monoiques dotées de quinze étamines a anthéres longues de
8mm a filets trés élargis et plats dans leur partie inferieure, et a gynécée de 8-9mm de
longueur et des ovaires globuleux de trois loge. Les fruits sont des petites capsules globulaires
déprimées au sommet renfermant des graines noires(MAIRE, 1933 ; CHOPRA et al., 1960 ;
OZENDA, 1991) (Figure 2).

Figure 2 : Les différentes parties de Peganum harmala L. (WECKESSER, 2013).

A :fleurs; B: fruits; C: grains
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1.1.2. Classification botanique

La classification botanique de Peganum harmala L.est donnée ci-dessous selon
(MOGHADAM et al.,2010).

Régne Plantes
Embranchement Spermaphytes

Sous embranchement Angiospermes
Classe Eudicots

Sous classe Malvides

Ordre Sapindales

Famille zygophyllaceae
Genre Peganum

Espéce Peganum harmala L.

1.1.3. Répartition géographique

Espece cosmopolite, Peganum harmala L.est largement distribuée a travers le monde,
généralement dans le nord du continent africain et jusqu'au nord des Indes et en Mandchourie
(BRUNETON,2009). En Algérie, Elle est commune aux hauts plateaux, au Sahara
septentrional et méridional et aux montagnes du Sahara central .Elle est réputée pour les
terrains sableux, dans les lits d’oued et a I’intérieur des agglomérations (OZENDA, 1991).

1.1.4. Usage traditionnel

Peganum harmala L. communément appelée « Harmel », présente un intérét en
médecine traditionnelle algérienne et maghrébine pour traiter plusieurs troubles. Ses
propriétés thérapeutiques sont consignées dans le tableau |.

-
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Tableau I : Les propriétés thérapeutiques de Peganum harmala L.

Références

Types de troubles Propriétés thérapeutiques bibliographiques

Hypnotique, antipyrétique,

antalgique et antitussif (HAMMICHE et al.,2013)

Troubles généraux

Emménagogue, abortif, utilisé
contre la stérilité féminine et (GOEL et al., 2009)
I’impuissance sexuelle

Troubles
gynécologiques

Agit contre les coliques, diarrhée

infantile du nourrisson (GOEL et al., 2009)

Troubles digestifs

Antiseptique et cicatrisant, pour
traiter des dermatoses (eczéma),
des bralures, conjonctivite
purulente et blépharite

Troubles cutanés (MONSEF et al., 2004)

Antipaludique, anthelminthique,
utilisé pour traiter le tétanos
Troubles infectieux néonatal, les oreillons, les
conjonctives purulentes et
blépharites

(MONSEF et al., 2004)

Agit contre le diabete,
hypertension artérielle,
empoisonnement, rhumatisme et
Autres maladies problemes nerveux
(ISERIN, 2001)
Peut atténuer les tremblements de
la maladie de Parkinson

1.1.5. Etude phytochimique

Les plantes possédent des métabolites dits « secondaires » par opposition aux
métabolites primaires qui sont les protéines, les glucides et les lipides. Ces composés différent
en fonction des especes et bien que leurs réles soient encore mal connus, il est cependant clair
qu'ils interviennent dans les relations gu'entretient la plante avec les organismes vivants qui
I'entourent (KRIEF, 2003).

Différentes classes de métabolites secondaires ont été mises en évidence chez la plante de
Peganum harmala L. dont les alcaloides représentent les constituants les plus importants. Ces

métabolites secondaires ainsi que leurs activités biologiques sont consignés dans le tableau II.

Y
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Tableau Il : Les principaux métabolites secondaires de Peganum harmala L.

Métabolites
secondaires

Alcaloides

Polyphénols

Saponosides

Caroténoides

Huiles fixes

Molécules
identifiées

[B-carbolines

Quinazolines

Flavonoides

Coumarines

Quinones

NI

a-caroténe c-
carotéene
[-caroténe

Terpénes et stérols

NI : Non identifié

Activites biologiques

reconnues

Antalgique

Antioxydante

Antibactérienne

Antiparasitaire
Antifongique

Réle « veinoactif »
Anti-cedémateuse

Antibactérienne et
antivirale

Antibactérienne et
antitumorale

Activité antitumorale

Activité contre
I’hypertension, le
diabéte, les anuries

1.1.6. Les alcaloides de Peganum harmala L.

» Les alcaloides indoliques

L’espéce Peganum harmala L. est tres riche en alcaloides indoliques de type B-
carboliniques. Les plus importants sont 1’Harmaline, 1’Harmane, I’Harmine, 1’Harmalol et

Tetrahydroxyharmine (THH) (KARTAL et al.,2003) (Figure3).

Références
bibliographiques

(FAROUK et
al.,2009)

(BAGHIANI et al.,
2012)

(DARABPOUR et
al., 2011)

(RAHIMI-
MOGHADAM et
al., 2011)

(NENNAH, 2010)

(BRUNETON,
2009)

(SCHWEITZER-
STENNER et
UVERSKY, 2012)

(BRUNETON,
2009)

(PICKARD et al.,
2009)

(ASHTON, 2012)

i
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Figure 3 : Les principaux alcaloides de Peganum harmala L.(MAYAD et al.,2013).

Les B-carbolines sont des dérivés du tryptophane .Elles constituent un ensemble de
composés hétérocycliques avec une structure pyrido-indoliques .En effet, le noyau de base
comporte un indole accolé a un noyau pyridine(DEWICK, 2002). Les differentes étapes de la
biosynyhese des alcaloides indoliques sont présentées dans la figure ci-dessous (Figure 4).

T hane

Yptop 5-Hydroxy-Tryptophane Sérotonine
Yo =\,

A e = ¥

i = l{ B-carboline

Tryptamine

" Dihydro-p-carboline

v
> A~ O
Q“'” N Heo” SN h /CT§‘<:S
Harmaline \ Hco” =
%

— Tetrahydroharmine
_o_—\ _

a §—< I bt
~ " HC0”

Hammane

Figure 4 :Synthése des alcaloides de P.harmala L.de type B-carboliniques et de la
sérotonine a partir du tryptophane (ANISZEWSKI, 2007).
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» Les quinazolines

Peganum harmala L. contient également une autre classe d’alcaloides, les quinazolines,
dont le précurseur est I’acide anthranilique et qui sont représentés par la Péganine et le
Vasicinone (Figure 5) et la désoxypéganine (KHASHIMOV et al., 1970 ; ZHAREKEEVet

al., 1974).
COH
U o I o &
Uy — Ul
NH, OH
Acide anthranilique Noyau quinazoline Péganine
0
N
N”
OH
Vasicinone

Figure 5 : Structure géneérale des quinazolines de Peganum harmala L. (ANISZEWSKI
, 2007).
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1.2. Présentation de I’espece Verbascum sinuatumL.

1.2.1.Déscription des différentes parties de la plante

L’espéce Verbascum sinuatum L. communemment appelée «moléne a feuilles
sinuées » est une plante herbacée ,bisannuelle hémicryptophyte qui peut atteindre 2 m de
hauteur (MOSSERAY, 1935)(Figure 6).

Figure 6 : Aspects morphologiques de Verbascum sinuatum L.( JARDAT et al.,2015).

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 soient barbues (ALIPIEVA et
al., 2014). « Sinuatum » décrit les feuilles de la rosette qui sont dentées et ondulées (REMAL,
2014). Les fleurs sont jaunes soufres avec des étamines violettes. Elles sont groupées par 2 a 5
en glomérules espacés, elles sont solitaires, apicales avec un pédoncule court. Le fruit est une
capsule portant plusieurs graines (MOSSERAY, 1935) (Figure 7). La floraison se fait en Mai
et en Aolt (DANE et YILMAZ, 2009 ; REMAL, 2014).

Figure 7 : Les differentes parties deVerbascum sinuatum L.(DANE et YILMAZ, 2009 ;
JARADAT et al., 2015).

A :Fleurs B :Feuilles C : Etamines D : Fruits
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1.2.2. Classification botanique

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

Super-embranchemen Spermatophyta
Embranchement Angiospermae

Classe Eudicotyledonae
Sous-classe Asteridae

Ordre Lamiales

Famille Scrophulariaceae
Tribu Verbasceae

Genre Verbascum

Espece Verbascum sinuatum L.

1.2.3. Répartition géographique du genre Verbascum L.et de I’espéce Verbascum
sinuatum L.

La plupart des espéces de Verbascum ont une aire de distribution trés restreinte et sont
majoritairement endémiques. On trouve cependant des espéces a large distribution
naturellement présentes sur trois continents comme Verbascum sinuatum L.qui est présente en
Turquie, en Europe et en Afrique du nord .Elle est trés commune dans le Tell algérien
(REMAL, 2014). Elle se rencontre particulierement dans la région méditerranéenne et les
terrains chauds, secs et bien exposés au soleil (DUBOCHET ,1850 ; GUY, 2012).

1.2.4. Usage traditionnel

Les espéces appartenant au genre Verbascum sont tres utilisées en phytothérapie
(POLLETI, 1988). Les feuilles, les racines et les fleurs sont les parties de la plante les plus
connues par leurs vertus thérapeutiques comme €élucidé dans le tableau III.

-
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Tableau I11 : Les propriétés thérapeutiques des différentes parties de Verbascum sinuatum L.

Références

Partie de la plante Propriétés thérapeutiques bibliographiques

Usage externe, contre les boutons et | (BELLAKHDAR, 1997)

) comme anti-vermine
Feuilles

Soulagement des douleurs (MEDDOUR, 2009)
rhumatismales et sciatiques

Action sur les maladies oculaires (MEDDOUR, 2009)

. Activités antiseptiques,
Racines et fleurs . . gl
antispasmodiques et analgésiques
(WIHELMINA etal.,

Action sur les troubles hépatiques 1999)

Action sur les affections
Huiles essentielles | bactériennes, pulmonaires, gastriques
et dermatologiques

(SENER et DULGER,
2009)

1.2.5. Etude phytochimique et activités biologiques reconnues

Il est connu que les plantes médicinales possédent des métabolites secondaires,
considérés comme éléments essentiels de la coévolution de la plante avec les organismes
vivants (SENATORE et al., 2007).

Les espéces du genre Verbascum ont été largement etudiées, révélant ainsi la présence
de huit principaux groupes phytochimiques, tels que les saponines, les iridoides, les
glucosides monoterpéniques, les flavonoides, les stéroides, les alcaloides, les acides
phénoliques, les acides gras et autres composés. Il ressort des études faites sur ces especes que
les composés terpeniques dont les iridoides et les saponosides sont les principaux métabolites
secondaires du genre Verbascum L. (BIANCO et al., 1980).
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1.2.5.1. Les composés terpéniques

» Les saponosides

Les saponosides constituent un vaste groupe d’hétérosides treés fréquents chez le genre
Verbascum L. Elles doivent leur nom au fait qu’elles possédent des propriétés moussantes
(DEWICK, 2002). Des études phytochimiques portant sur les parties aériennes de V. sinuatum
L. ont aboutit a I’isolement de quelques saponosides dont la verbascosaponine et 1’oléanane y
sont majoritairement présents (SENATORE et al., 2007).

» Les iridoides
Les iridoides sont des monoterpénes caractérisés par un squelette cyclopenta [C]
pyranique nomme «iridane » (EVAN, 2002).Ces composés ont une importance chimio-

taxonomique et biogénétique certaine, du fait qu’ils constituent des intermédiaires importants
dans la biosynthese de nombreux alcaloides.

Bianco, dans ses recherches systématiques des iridoides des plantes Scrophulariaceae, a
montré que le genre Verbascum est en général riche en iridoides susceptibles d’étre glycosilés
par I’acide cinnamique et ses dérivés, engendrant ainsi une grande variété de structures tels
que l’aucubine, catalpol, ajugol, sinuatol (BIANCO et al., 1980, 1981). Ces différents
composés ainsi que leurs structures chimiques sont présentés dans le tableau suivant V.

-
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Tableau IV : Les principaux composés terpéniques de V.sinuatum L. et leurs activités
biologiques.

Les composeés - Activités Références
- Structures chimiques . . - .
terpeniques biologiques bibliographiques

anticancéreuse et

Verbascosaponine S (SENATORE et
. - al., 2007)
leischmanique
HO ~ on
. o= (BIANCO, 1980,
Harpagide ; o 1981)
HO® it L Antitumorale (ZHOU, 2007)

Antioxydante et (TATLI et al.,

T anti- 2007 ),(BAS et
Catalpol & inflammatoire al., 2007)
= (SUN et al.,

Neuroprotectrice 2012)
HOL ¥ (KUPELI et al.,
i:t‘\j 2003)
- " O . i .
Ajugol HO I Antinociceptive (T A;(')—(:;)t al.
OR I
~ (BARROS
Sinuatol © Antiallergique etal., 2011)
HOH,C &1
ocle (TATLI etal.,
R=Rhamnose 2006)
OR =
o Immuno- (MATHAD et al.,
Aucubine © stimulante 1998 :
HOH-C H_oL
R=H Anti- TATLI et al.,
inflammatoire 2006)

Antiproliferative

Oléanane (COREA, 2005)

Anti-
inflammatoire
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1.2.5.2. Autres composés

Diverses autres classes de composés ont été identifiées chez le genre Verbascum et sont
recensées dans le tableau ci-dessous.

Tableau V : Quelques exemples de métabolites secondaire isolés a partir du genre

Verbascum L.

Luteoline 7-O-B-D-glucoside

antivirale

Antiamnésique

Types des o Activites Réferences
. Structures chimiques : . - .
COMpOosés biologiques bibliographiques
Ry
R>
A
7
R1=H, R2=H Verbacine
Alcaloides R1=0CHs; R2=0CH3; Verbasitrine | Antihelminthique (Kozz,gi\ll)etal.,
Neuroprotectrice (TATLI et al
. 2015)
Ho P Antioxydante | 5 INA, 2007)
Ho ”C’_\/_O Antiproliferative (PAPOUTSI et al
°, ?0 OH et anti- 2006) B
o g oHd  }-OH meétastatique (LEE et al.,
. Ho; on : 2006a).
Composés Verbacoside __Anti-
phénoliques inflammatoire (HOFEMAN
Antibactérienne 1988)
Anti-
inflammatoire (BRUNETON
Antiallergique 12,
Hépato-protecteur (SEI:,:(;I'?C))RE,

(LIU et al., 2009).
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Chapitre 11 : Activité antiproliférative des métabolites secondaires

Certains métabolites secondaires sont capables a faibles concentrations d’inhiber la
prolifération des cellules cancéreuses par interaction avec une ou plusieurs cibles
pharmacologiques. Une des principales cibles des traitements anticancéreux est I’ADN .Les
autres anticancéreux sont les molécules qui perturbent le fuseau mitotique et empéchent la
division cellulaire (Figure 8) (PASQUET, 2011).

Bilocage de '/E\I 'r;\'-
PMélaborazion de FADNY, ~ ./ L\ v
s,
i #
———— i
., Désorganisation du
cyTosgueleme

Interférences avec la . |

signalisation cellulaire

* |
a '
- Industeurs de
I'apoptose ou de

Thérapies ciblées

_'__,.o-"
—_— 2 i:‘:j::_em Metastases
= _“-\ angiogenése
{ [ Approches classiques ] Y
I g
i
— o
I 1 1 Alkylants h Y QQ\
oy f VY -
o v Intercalants/inhibiteurs de Contrdle du eycle o) |
.2 ) topoisomérases cellulaire
Wb 4
| | Antimétabolites A .
3 )

Antimitotigques

& /‘

Figure 8 : Les principales cibles des agents anticancéreux (PASQUET, 2011).

2.1. Le cycle cellulaire

Le cycle cellulaire comprend la succession des événements qui conduisent a la
formation de deux cellules filles a partir d’une cellule meére, événements qui se distribuent en
une phase G1, post-mitotique, préparatrice a la phase S au cours de laquelle ’ADN est
répliqué. La phase G2 précede la phase M ou mitose, au cours de laquelle les chromosomes
dédoublés sont répartis dans les deux cellules filles, grace au fuseau de division. Cette phase
M est découpée en cing périodes : la prophase, la prométaphase, la métaphase, 1’anaphase et
la télophase. La cytokinése achéve la division de la cellule. Lorsque les cellules cessent toute
prolifération sous I’effet de signaux antimitogénes ou suite & la disparition des agents
mitogeénes, elles quittent le cycle cellulaire et retournent en phase de quiescence (DIALLO et
PRIGENT, 2011 ; LEVY et al., 2011) (Figure 9).
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Duplication des

chromosomes
Rupture de la

e e I
Reéplication membrane

de I'ADN a-— nucléaire Prophase
Prométaphase
Mitose Métaphase
Interphase Anaphase
Télophase

7 Cytokinése

Quiescence

Point de restriction

Signaux mitogénes

Figure 9 : Phases et événements majeurs du cycle de division cellulaire(MEIJER, 2006).

La découverte de la mitose a permis de découvrir un nombre toujours croissant de
nouvelles protéines qui orchestrent et coordonnent la formation du fuseau et la dynamique des
chromosomes lors de la mitose. Les succes cliniques observés avec les médicaments ciblant
les microtubules comme les taxanes et les alcaloides de la pervenche ont également favorisé
le développement de médicaments anticancéreux qui visent spécifiquement la mitose.
L’attention accrue a la mitose comme cible thérapeutique a également soulevé une question
importante au sujet des déterminants cellulaires qui spécifient la sensibilité aux médicaments
(LEVY etal., 2011).

2.2. Les agents interférant avec le fuseau mitotique

Les agents du fuseau interagissent avec le cytosquelette cellulaire. Ces puissants
composés agissent sur les fuseaux de microtubules, issus de la polymérisation de tubulines, en
empéchant soit leur construction ayant pour conséquence le blocage de la cellule en
métaphase prolongée, soit leur déconstruction. Il s’agit respectivement de poisons et de
stabilisants du fuseau (VUILLET-A-CILES et al., 2014). Ces différents agents fusionaux
ainsi que leurs mécanismes d’action sont consignés dans le tableau V1.
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Tableau VI : Les différents agents du fuseau et leurs mécanismes d’action.

Les agents du fuseau

Structure chimique

Mécanisme
d’action

Références
bibliographiques

Les vinca-
alcaloides

R=CHj; Vinblastine
R=CHO Vincristine

Inhibition de la
polymérisation
de la tubuline 3
de facon directe
et réversible
ayant pour
conséquence la
diminution du
flux sanguin
antitumoral

(PEREZ et
al.,2002)

(WANG et al.,
2010)

Les poisons du
fuseau

La colchicine

Fixation de
facon
irréversible a
I’interface de
I’hétérodimeére o

et B

Inhibition du
contact latéral
entre les
protofilaments
des
microtubules

(AMOS, 2004)

(ROGALSKA et
al., 2015)

Les podo-
phyllotoxines

Fixation sur
I’hétérodimere o
et B et inhibition

des
topoisomérases
I etll,
impliquées dans
la synthese et la
réplication de
I’ADN

(HANDE, 1998)

(IMBERT, 1998)

Les
stabilisants du
fuseau

Le taxol

Fixation dans
une poche de la
B tubuline par
une liaison
située sur la face
interne des
microtubules
promouvant
ainsi leur
formation

(NOGALES et
al., 1999)

(AMOS, 2004)
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2.3. Les agents interférant avec ’ADN

Sachant que la majorité des cellules tumorales se multiplient plus rapidement que les
cellules saines. Les molécules impliquées directement ou indirectement dans les mécanismes
de prolifération cellulaire, et plus particulierement I’ADN nucléaire et les protéines nucléaires
associées, représentent de multiples cibles privilégiées des traitements antitumoraux
classiques (LENGLET, 2010). Les différentes molécules ciblant I’ADN ainsi que leurs

mécanismes d’action sont recensés dans le tableau VII.

Tableau VII : Mécanisme d’action des différents agents intercalants de I’ ADN.

cill;l?n?%iz;iN Structure chimique Mécanisme d’action bibll:?ggerl:[?f? ie(;ues
Fixation des
o groupements alkyles
(R-CHg) sur deux sites (COUDERT,
N " nucléiques proches 2018)
HaN =NH | pour créer des ponts
o ¢ O— dans les chaines de
Les alkylants ~o I’ ADN induisant des (VUILLET-A-
PN Iésions complexes, ce Cllesstal,
O~ "NH; . o 2014)
qui provoque I’arrét de
_ _ la mitose et de la
Mitomycine C synthése protéique des
cellules cancéreuses
Inhibition de la
Les inhibiteurs reconstitution de_
q I’ADN apres formation | (DUMONTET,
es
topoisomérases _de complexgs de N 2011)
Let 1] clivage, aboutissant &
I’arrét de la réplication (COUDERT,
et I’apoptose cellulaire 2018)
Inhibition de
la thymidylate
synthétase de facon
irréversible par Le 5- (PASQUET,
Les fluorouracile, 2011)
antimétabolites engendrant une (COUDERT,
carence en thymine, 2018)

Le 5-fluorouracile

arrétant ainsi la
synthése d’ADN dans
les cellules tumorales
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2.4. Les inhibiteurs de tyrosine kinase

Il'y a plusieurs raisons pour vouloir inhiber les protéines kinases du cycle pour lutter
contre le cancer. La premiere est bien évidemment que toute activité indispensable a la
progression du cycle cellulaire, et donc a la prolifération, est une cible ; inhiber cette activité,
c’est arréter la prolifération (DIALLO et PRIGENT, 2011).

Le site catalytique de la kinase constitue la cible principale (NOBLE et al., 2004). Ces
molécules ont en commun, un mécanisme d’action compétitif avec I’ATP au niveau de sa
poche de liaison et une interaction avec la kinase par liaisons hydrophobes et ponts
hydrogénes. Une inhibition de ces kinases dans ce cas précis permet de rétablir une sensibilité
aux traitements anticancéreux (DIALLO et PRIGENT, 2011).

Parmi ces inhibiteurs, on distingue :
» la quercétine

La quercetine est 1'un des flavonols largement répandus dans les végétaux,
particulierement dans les parties aériennes du genre Verbascum. C’est une moléculeprésente
sous forme libre ou conjuguée avec des capacités antioxydantes et antiinflammatoires
(BOOTS et al., 2008) (Figure 10).

Figure 10 : Structure de la quercétine (COLOUNGA BIANCATELLI et al., 2020).

L’inhibition de la tyrosine kinase par la quercétine s’exerce directement en introduisant
un composé semblable a I’ATP au niveau du site de phosphorylation de cette derniére, ou en
agissant en synergie avec différents médicaments anticancéreux bloquant ainsi la progression
du cycle cellulaire (MEIJER et al., 2001 ; PUOCI et al., 2012) .Plusieurs études in vivo et in
vitro ont permis de montrer le potentiel anti-cancérigene de la quercétine, qui a été attribué a
différents mécanismes incluant I’activité antioxydante, I’inhibition d’enzymes activant des
substances cancérigénes, la modification des voies de transduction de signaux et les
interactions avec des récepteurs et autres protéines (CHEN et al.,2010).

D’autres propriétés thérapeutiques ont éte également attribuées a la quercétine, a savoir
les propriétés antioxydantes, anti-inflammatoires et les propriétés antivirales.

.
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e Les propriétés antioxydantes

D’aprés HALLIWELL, un antioxydant est une substance qui lorsqu’elle est présente en
faible concentration, comparée a celle d’un substrat oxydable, empéche ou réduit
considérablement 1’oxydation de ce substrat (HALLIWELL, 1995) .En effet, la quercetine
posséde un puissant pouvoir antioxydant par sa capacité a piéger directement les radicaux
libres, a chélater les ions métalliques impliqués dans la production des EROs via les réactions
de Fenton et Haber-Weiss, a inhiber quelques enzymes en particulier les oxydases et a activer
les enzymes antioxydantes (Figure 11).
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Figure 11 : Mécanisme de I’activité antioxydante de la quercétine (BIDOUIL, 2012).

e Les propriétés anti-inflammatoires

La quercétine posséde de fortes propriétés anti-inflammatoires. Sa capacité a atténuer
I’inflammation réside dans la désactivation des espéces réactives nocives générées par le
stress oxydatif (HALLIWELL, 2011).Ce flavonol est indiqué dans toutes les situations
inflammatoires parce qu’il inhibe la formation des médiateurs de I’inflammation, en
diminuant la formation et la libération des prostaglandines pro-inflammatoires et des
thromboxanes, tout en ralentissant les substances réactives de I’anaphylaxie, un déclencheur
clé de I’asthme (BOOT Setal.,2008).

e Les propriétés antivirales

Les propriétés antivirales de la quercétine sont etroitement liées a son activité
antioxydante. Des études récentes ont montré que 1’association de la quercetine avec la
vitamine C renforce la réduction de la quercétine oxydée, permettant ainsi d’exercer une
action antivirale synergique pour le traitement des infections des voies respiratoires
notamment celles qui sont causées par COVID 19(COLOUNGA BIANCATELLI et al.,
2020).

.
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Chapitre 111 : Interaction des molécules bioactives en chimiothérapie

Le cancer reste I'un des grands défis de notre époque. Si les traitements ont fait de gros
progres et si la fréquence de certains cancers a tendance a diminuer, d’autres sont en
augmentation constante (FAURE, 2008).Les lignes classiques de traitements antitumoraux
sont représentées par la chirurgie et la radiothérapie ainsi que la chimiothérapie qui est la base
de nombreux travaux de recherche du laboratoire (LENGLET, 2010).

Actuellement le but de la chimiothérapie anticancéreuse est une thérapie
antiproliférative et/ou pro-apoptotique .Les traitements actuels échouent souvent parce qu’ils
entrainent d’importants effets secondaires qui limitent les doses administrables. Une autre
faiblesse fondamentale de la chimiothérapie est la capacité des cellules tumorales a
développer une résistance aux agents antitumoraux par activation des voies de survie. Afin
d’augmenter 1’efficacité du traitement, les agents cytotoxiques peuvent étre associés dans le
cadre d’un protocole de polychimiothérapie. L’utilisation simultanée de plusieurs
médicaments repose sur la recherche d’ un meilleur indice thérapeutique basée sur 1’utilisation
de molécules ayant des mécanismes d’action différents (KARACETIN et al., 2009).

En effet, 1l existe une offre pléthorique de médecines complémentaires et alternatives
pour les malades atteints du cancer, et les plantes médicinales y occupent une place certaine.
Elles sont principalement utilisees dans le but de réduire les effets indésirables des traitements
anticancéreux et pour leurs propriétés anticancéreuses propres (HUET, 2013).

3.1. Interaction entre les molécules d’origine naturelle

Les plantes médicinales contiennent une grande diversité de métabolites secondaires et
cette diversité présuppose une forte probabilité d’interactions agissant par divers mécanismes
originaux et multicibles (BIAVATTI, 2009).

Les composés naturels provenant des plantes thérapeutiques pourraient étre utilisés a la
fois en prévention et traitement du cancer car ils agissent pléiotropiquement sur les cellules
cancéreuses. Il existe un nombre croissant de preuves sur les activités chimiopréventives plus
fortes des combinaisons de composés phytochimiques que dans le cas de composés
individuels (LEWANDOWSKA et al., 2014).Ces différentes interactions sont recensées dans
le tableau VIII.

.
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Tableau V111 :Interactions potentielles entre les composés phytochimiques.

Type . . Références
d’interaction Effets anticancereux bibliographiques
Acide p- Potentialisation des propriétés antioxydantes
coumarique et grace a I’augmentation de la capacité (GUO et al., 2018)

acide syringique | d’inhibition des radicaux DPPH “et ABTS"*
Quercétine et acide Redu_gtlon de Ia_prollfera,tlon cellulaire de (MAJUMDAR et
. maniére synergique et déclenchement de
ellagique ; . al., 2009)
I’apoptose de leucémie
Digitonine et Augmentatlor! de la cygotoxmlte dans _I?s (YAHIA EID et
. lignées cellulaires cancereuses de maniére
harmine : al., 2012)
synergique
Resveratrol et acide Inhibition efficace de la tumorogenése (MERTENS-
ellagiaue Effet synergique contre I’hyperplasie TALCOTT et
g9 épidermique PERCIVAL, 2003)

Epigallocatéchine-

gallate et Inhibition de la croissance des cellules HT2 (MORRE et al.,

TN du cancer du colon 2003)

épicatéchine

Curcumine et Inhibition de la prolifération des cellules (MAJUMDAR et
resveratrol tumorales du colon al., 2009)

3.2. Interaction entre les plantes médicinales et les médicaments anticancéreux

Malgré des progrés constants, les thérapeutiques anticancéreuses sont responsables de
nombreux effets indésirables qui réduisent la qualité de vie des malades. A partir des
indications traditionnelles et des études pharmacologiques ou cliniques dans d’autres
syndromes ou pathologies, il est possible d’envisager des interactions d’ordre
pharmacocinétique et pharmacodynamique entre les plantes médicinales et les thérapeutiques
anticancéreuses (HUET, 2013).

Une idée courante est que des antioxydants pourraient limiter la toxicité des
chimiothérapies en réduisant leurs atteintes sur les cellules saines. Ils pourraient cependant
jouer un ro6le antagoniste vis-a-vis de [D’effet thérapeutique anticancéreux recherché
(LAWANDA et al., 2008; WANG et YI, 2008).Les interactions anticancéreuses entre les
médicaments chimiothérapeutiques et les composes bioactifs sont élucidées dans le tableau
IX.

F
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Tableau IX : Interactions potentielles entre les plantes et les médicaments anticancéreux.

Molécules
naturelles

Antioxydants du
theé vert (Camellia
sinensis)

Quercétine

Genisteine

Curcumine

Resveratrol

Vitamine C

Médicaments

i , Effet anticancéreux
anticancéreux

La théanine attenue les
effets indésirables de la

Doxorubicine, doxorubicine, en
ifosfamide augmentant les niveaux
de glutamate et de
glutathion

Les polyphénols du thé vert
sensibilisent les cellules
de cholangiocarcinome au
traitement par
gemcitabine in vitro
Intensification de I’action
de doxorubicine et
réduction de ses effets
secondaires
Réduction de la
prolifération des cellules de
carcinome pancréatique et
induction de leurs apoptose

Gemcitabine,
oxaliplatine

Doxorubicine

Cisplatine La genisteine présente des
propriétés protectrices des
cellules de la moelle
osseuse contre la
clastogenese et I’apoptose
induites par le cisplatine

Inhibition de la croissance
des cellules du cancer du
colon et réduction de
I’expression du COX2

Diminution du degré de
peroxydation lipidique

5-fluorouracile

Cisplatine Agent préventif contre la
cardiotoxicité induite par le
cisplatine
La vitamine C diminue la
Gt cytotoxicite des s_els (_je
S platine in vitro et in vivo
oxaliplatine

en stabilisant le potentiel
membranaire mitochondrial
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2.3. Interaction des médicaments anticancéreux en chimiothérapie

La toxicité des chimiothérapies est une composante importante dans la prise en charge
des patients cancéreux. Depuis quelques années, de nouvelles molécules sans activité
anticancéreuse propre appelées « chimioprotecteurs » ont été développées pour diminuer la
toxicité ou augmenter 1’efficacité des chimiothérapies. Parmi les médicaments utilisés contre
la toxicité des agents anticancéreux, deux classes peuvent étre identifiées : les
chimioprotecteurs qui interagissent par une inhibition spécifique du mécanisme d’action de la
chimiothérapie sur les cellules saines, et les chimiocorrecteurs qui accélérent la reconstitution
des cellules normales aprés exposition aux chimiothérapies (RAYMOND, 1996). Les
mécanismes d’action d’interaction des différents chimioprotecteurs avec la chimiothérapie
sont consignés dans le tableau X.

Tableau X : Interaction des médicaments anticancéreux utilisés en chimiothérapie.

Molécules utilisées _Agents . . Références
AT chimioprotecteurs Effets anticancéreux - ;
en chimiothérapie - bibliographiques
associés
Réle protecteur sur la toxicité
médullaire de la chimiothérapie LAEAA L
. . 1993)
Cisplatine
Amelloratl?gnc;elela tolérance WADLER et al.,
Amifostine 1993)
Réduction de la sévérité des
Mitomvcine C thrombopénies induites par la (RAYMOND,
y mitomycine C dans le cas du 1996)
cancer colique
Gain de survie et inhibition de la
progression tumorale du cancer
de la téte et du cou
5-FU et cisplatine Docétaxel (GARIERON et
, . al., 2016)
Préservation des organes avec
une toxicité acceptable
Résultats prometteurs chez les
patients atteints du cancer (SPIGEL et al.,
bronchique 2015)
Paclitaxel Pembrolizumab Diminution des lésions cibles et
amélioration de la survie des (ZAPATA et al.,
cellules pulmonaires sans 2016)
progression tumorale
Inhibition de la prolifération des
Trastuzumab . lignées cellulaires mammaires (BELKACEMI et
Docétaxel

surexprimant le géne HER2 al., 2007)
impliqué dans la tumorogenése
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1. Matériel et Méthodes

De nombreuses plantes utilisées traditionnellement démontrent des effets
pharmacologiques significativement meilleurs lorsqu’elles sont combinées que sont utilisées
seules. Cependant, le mécanisme de cette synergie est encore mal connu.

Dans cette étude, nous nous intéressons a évaluer 1’effet antiprolifératif de 1’association
des extraits aqueux des feuilles de Verbascum sinuatum L. et de Peganum harmala L., en
utilisant la levure saccharomyces cerevisiae comme modeéle de cellule eucaryote.

1.1. Matériel

1.1.1 Matériel biologique

Des feuilles de Peganum harmala L. et de Verbascum sinuatum L. ont été récoltées au
mois d’Avril et Mai 2019 respectivement. L’échantillonnage a été effectué au sud de la wilaya
de Laghouat, plus exactement dans la région de Timizert pour Peganum harmala L. tandis
que les feuilles de Verbascum sinuatum L. ont été récoltées dans la région d’Adekar Assif El
Hemmam a Bejaia.

Les feuilles des deux plantes ont été ensuite nettoyées, sechées puis broyées. La poudre
est maintenue a température ambiante pour un usage ultérieur.

1.1.2. Réactifs et solvants

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

Tableau XI : Réactifs et solvants.

Composés Concentrations Fonctions
Colchicine L .
: Img/ ml Temoin positif
Quercétine
b s Coloration et visualisation
0,
Bleu de méthyléne 0.1% des cellules
Eau distillée / Témoin négatif

e



1 .1.3.Matériel de laboratoire
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Tableau XI1 : Appareillage et autres matériels utilises.

Appareillages Verrerie Autres mateériels
Lyophilisateur
Etuve Erlenmeyer Filtre
Autoclave Becher Papier Wattman
Four Pasteur Entonnoir Pipette
Microscope optique Fiole jaugée Lames et lamelles
Spectrophotometre Eprouvette Cellule de Malassez
Centrifugeuse

1.1.4. Préparation du milieu de culture PDB (Potato-Dextrose-Broth)

Le milieu de culture PDB (Figure 12) est préparé a base de pomme de terre et de
glucose qui constituent la source de carbone nécessaire pour la croissance de la levure
saccharomyces cerevisiae. Le protocole suivi pour préparer le milieu PDB est élucidé comme

suit :

e mettre a cuir 100g de pomme de terre coupée en tranches dans 100 ml d’eau

distillée pendant 10 a 15 min ;

e apres cuisson, on filtre le bouillon de pomme de terre a I’aide d’une passoire et

d’une gaze ;

o Le filtrat est récupéré est mis dans un erlenmeyer, y rajouter 10g de glucose;
e ajuster le mélange a 500 ml avec de I’eau distillée, puis I’homogénéiser et le

chauffer sur une plaque chauffante ;
o répartir le volume final de PDB dans des flacons stériles;
e autoclaver le milieu de culture & 120°C pendant 20 min ;
e conserver le milieu au réfrigérateur.

Figure 12 : Milieu de culture PDB.
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1.2. Méthodes
1.2.1. Préparation des extraits aqueux des feuilles de P.harmala L. et de V. sinuatum L.

Pour préparer les extraits aqueux de Peganum harmala L. et de Verbascum sinuatum L.,
on pese 10 gde poudre des feuilles de chaque plante, les solubiliser dans 100ml de I’eau
distillée pour Peganum et 200ml de I’eau distillée pour Verbascum. Aprés incubation de ces
deux mélanges a température ambiante pendant 24h, les maceréats sont ensuite filtrés a I’aide
d’une passoire et du papier Wattman. L’extrait aqueux de Verbascum obtenu est directement
porté a congélation a -80°C tandis que celui de Peganum devrait tout d’abord étre centrifugé
deux fois (3000g/10min) pour que le surnageant obtenu puisse étre ensuite congelé a la méme
température.

Aprés congélation, les deux extraits sont lyophilisés pendant 5h, puis conservés a 4°C
(Figure 13).

&
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10g de poudre des feuilles
de Verbascum sinuatum L.

10g de poudre des feuilles
de Peganum harmala L.

Macération de la poudre des deux plantes dans 1’eau distillée (100ml pour
P.harmala et 200ml pour V.sinuatum).

Laisser a température ambiante pendant 24h et a I’abri de la lumiére

Extrait
aqueux de
Peganum
harmala L.

Extrait
aqueux de

Verbascum
sinuatum L.

(Centrifugation 3000g/10min de I’extrait

aqueux de P.harmala L.)

Le
surnageant

Reépartition des volumes
équitables des deux extraits sur
des cristallisoires

l

Congélation a -80°C
pendant 24h

Conservation des deux
extraits aqueux a 4°C a
I’abri de la lumiére

Lyophilisation pendant 5h

A 4

Figure 13 : Extraction aqueuse des feuilles de Peganum harmala L.et de Verbascum
sinuatum L.
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1.2.2. Evaluation de P’effet antiprolifératif des extraits aqueux des plantes étudiées

Pour la détermination de ’effet antiprolifératif des deux extraits aqueux de Peganum
harmala L. et de Verbascum sinuatum L., la levure Saccharomyces cerevisiae est utilisée
comme modele eucaryote (SHWETA et al., 2012) en raison de sa croissance rapide et son
passage aisé de 1’état haploide a 1’état diploide ou I’inverse, facilité et faible colt des cultures.
Saccharomyces cerevisiae est un organisme mésophile dont la température optimale de sa
croissance se situe entre 25°C et 35°C (LARPENT et GOURGOUD, 1985).Elle a également
I’avantage de croitre sur un milieu acide (4 < pH< 4.5) pour lequel la plupart des bactéries ne
se développent pas (REVUZ, 1979).

1.2.2.1. Préparation de I’inoculum de Saccharomyces cerevisiae

Pour la mise en culture de Saccharomyces cerevisiae, 2g de levure commercialisée a été
ensemencée dans 125ml de milieu de culture PDB stérilisé, puis incubé a 37°C pendant 24h
(Figure 14).

Figure 14 : Inoculum de levure Saccharomyces cerevisiae.

1.2.2.2. Evaluation de la population cellulaire

La détermination de la population cellulaire dans le milieu de culture est effectuée selon
les étapes suivantes :

e préparer une suspension mére de levures dont la densité optique est proche de 1 ;

o réaliser une série de dilutions de demi un demi avec le PDB et lire les DO2, DO3,
DO4 a une longueur d’onde de 650nm correspondant respectivement aux
concentrations C2 (dilution 1 /4),C3(dilution 1 /8),C4(dilutionl /16) ;

e observer les cellules sous microscope optique (G x 400) ;

e déterminer le nombre des cellules (cellules/ml) correspondant a chaque densité
optique en utilisant la cellule de Malassez (annexe 1) ;

e tracer la courbe d’étalonnage [Nombre de cellules = f (densité optique)] (Figure 15).
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Figure 15 : Courbe d’étalonnage [nombre de cellules = f(DO)].

Le but de la gamme d’étalonnage réalisée est de déceler la concentration de
levures correspondant a une DO=0.1 nécessaire pour I’évaluation du test
antiprolifératif.

1.2.2.3. Test antiprolifératif

L’évaluation de I’activité antiproliférative des extraits aqueux des feuilles de
Verbascum sinuatum L. et de Peganum harmala L. a été effectuée par la méthode de
coloration en bleu de méthylene adopté par le protocole de SHWETA et al (2012), optimisé
par nos soins.

1.2.2.3.1.Principe de bleu de méthyléne

Cette méthode permet une estimation du pourcentage des cellules viables et mortes dans
notre échantillon de levure.

Le bleu de méthyléne agit selon le principe d’oxydo-réduction. Les cellules viables
contiennent des enzymes qui sont capables de réduire le bleu de méthyléne en un composé
incolore. Quand les cellules sont immergées dans le bleu de méthyléne qui pénetre dans les
cellules, les enzymes des cellules vivantes décolorent la matiére colorante. Les cellules mortes

au sein desquelles I’enzyme est inactif, ne réagissent pas et restent bleues sous forme oxydée
(ROCKEN et STRAUSS, 1976).
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1.2.2.3.2. Détermination de la viabilité cellulaire

Pour la détermination de la viabilité cellulaire nous avons préparé 11 tubes contenant
chacun 2.5 ml de PDB et 0,5 ml d’inoculum de levure (DO=0.1)(Figure 16).Dans le premier
tube constituant le témoin négatif, nous rajoutant de I’cau distillée. Dans le deuxiéme, la
quercétine en tant que premier témoin positif (mg /ml) et dans le troisiéme, on rajoute de la
colchicine comme second témoin positif (Img/ml). Dans les 8 tubes restants, nous
additionnons respectivement les extrais aqueux de V. sinuatum L. (Img/ml)et de P.harmala L.
(Img/ml) seuls et combinés aux standards (colchicine et quercétine).Tous les tubes ont été
incubés a 37°C pendant 24 heures. Apres incubation, on rajoute dans tous les tubes du bleu de
méthylene (0,1%).Le nombre de cellules ainsi que leurs couleurs sont observés sous
microscope optique. Les cellules ovales transparentes sont des cellules vivantes, par contre
celles colorées en bleu sont des cellules mortes .Leur comptage est effectué dans 16 chambres
d’hémocytotymére et le nombre moyen des cellules est calculé.

le pourcentage de la viabilité cellulaire est calculé en utilisant la formule suivante
(SEHGAL et al., 2006) :

Nombre de cellules mortes
% cytoxicité = x100
Nombre de cellules mortes +nombre de cellules vivantes

|
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2.5 ml de PDB +0.5 ml de I’inoculum
de levure dans tous les tubes

— v

0.5mld’eau  0.5ml de colchicine  0.5ml de quercétine  0.5ml de ’extrait  0.5ml de ’extrait
distillée de Peganum  de Verbascum

~ ~ N A A

~— ~— ~— ~— ~—

0.25ml V + 0.25ml Col 0.25mlV +0.25mlI Q 0.25ml H+ 0.25ml Col 0.25ml H+0.25ml Q

~ . Y ~

~— ~—

0.25mlV +0.25ml H 0.25ml Col + ” 25ml Q

—_— —

Ajout de 0 ,5 ml de bleu de méthyléne dans tous les tubes aprés incubation pendant 24h

|

Calcul du pourcentage de cytotoxicité

Abréviations :
V : Verbascum sinuatum L. ;Col : colchicine.
H : Peganum harmala L. ; Q : quercétine.

Figure 16 : Protocole expérimental du test antiproliferatif.
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1.2.3. Etude statistique

Pour notre étude, des analyses statistiques ont été réalisées en utilisant le test d’analyse
de variance (ANOVA) a un facteur avec le logiciel STATISTICA, ayant pour but de
comparer la moyenne d’une variable quantitative correspondant au pourcentage de
cytotoxicité selon un facteur qualitatif qui représente nos extraits. Ce test permet de mettre en
évidence ’existence de différences significatives entre les extraits et les standards utilisés. Un
test complémentaire de comparaisons multiples des moyennes a été fait pour classer les
différents extraits testés en groupes homogenes.
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2. Résultats et discussions
2.1. Résultats
2.1.1. Aspect de la levure saccharomyces cerivisiae sous microscope optique

Les essais antiprolifératifs révelent un effet inhibiteur des différents extraits aqueux et
leurs combinaisons avec les standards (colchicine et quercétine) sur la croissance cellulaire a
I’égard des cellules de la levure saccharomyces cerevisiae(Figure 17). Le phénomeéne de
nécrose cellulaire a été observé au niveau des levures traitées par 1’extrait foliaire de
Verbascum sinuatum L. et de Peganum harmala L. ainsi que les différentes combinaisons
réalisées a savoir: Verbascum/colchicine, Peganum/colchicine, Peganum/quercétine et
colchicine/quercétine.

A B C

Figure 17 : Effet des extraits aqueux testés sur la levure saccharomyces cerevisiae
(X400).

A : témoin négatif (levure traitée avec de 1’eau distillée). B : levure traitée par les extraits
aqueux et les deux standards (les cellules mortes sont colorées en bleu). C : nécrose cellulaire
chez la levure traitée par la colchicine et I’extrait de P.harmala L., V.sinuatum L., P.harmala
L. /colchicine, V.sinuatum L./ P.harmala L., V.sinuatum L. /colchicine, P.harmala

L. /quercétine.

2.1.2. Détermination des pourcentages de cytotoxicité

Les pourcentages de cytotoxicité des extraits foliaires testés sont estimés a 62.37+£1.09%
pour Verbascum et 73.08 + 12.74 % pour Peganum, alors que pour les standards, ils sont
estimés a 47.02 £2.96% pour la quercétine et 61.17+7.06 % pour la colchicine. En outre, les
pourcentages de cytotoxicité observés pour les différentes combinaisons des extraits aqueux
des plantes et des standards sont les suivants : 64.47 +5.64% pour Verbascum/Peganum,
76.08+ 2.48% pour Verbascum /colchicine, 34.01 +4.72% pour Verbascum /quercétine, 78.2
+ 4.72% pour Peganum/colchicine 72.38 + 2.62% pour Peganum /quercétine et 68.19 +
4.38% pour colchicine/quercétine (Figurel8).
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Figure 18 : Pourcentage de cytotoxicité des différents extraits.

Des analyses ANOVA réalisées entre le témoin négatif, les deux standards (colchicine
et quercétine) ainsi que les différents extraits foliaires testés individuellement ou combiné ont
donné des différentes probabilités (p-value) correspondant aux différents extraits testés. Ces
probabilités sont comparées au risque d’erreur a qui est fixé a 5% (o= 0.05) et qui ont montré
des valeurs variables selon les extraits testés (Annexe 2).

En outre, les ANOVA montre une différence hautement significative entre les pourcentages
de cytotoxicité des extraits testés (p-value globale=0,00) (annexe 2).Ceci confirme leur action
cytotoxique différente sur la prolifération cellulaire. Les comparaisons multiples des
moyennes ont révélé la formation de quatre groupes homogenes distincts par rapport a la
cytotoxicité des extraits qui les représentent (annexe 3). Le groupe A est représenté par les
deux standards a savoir la colchicine et ’association colchicine /quercitine ainsi que les
extraits suivants: la  colchicine, Verbascum, Peganum, Verbascum/Peganum
Verbascum/colchicine, Peganum/colchicine, Peganum/quercitine. Tous les extraits
appartenant a ce groupe prouve un effet cytotoxique similaire dont les pourcentages de
cytotoxicité mesurés sont les plus élevés .En outre, la quercétine appartient au groupe AB. Par
ailleurs, le groupe B est représenté par la combinaison Verbascum/quercitine dont 1’effet
cytotoxique parait le plus faible, tandis que le groupe C est représenté par le témoin négatif
(Tableau XIII).
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Tableau X111 : Comparaison des moyennes des pourcentages de cytotoxicité des différents
extraits aqueux des plantes et leurs combinaisons.

Extraits testés PC (%) £ ES
Témoin négatif 0+0C

Colchicine 61.17 + 7.06 A
Quercétine 47.02 + 2.96 AB
Verbascum sinuatum L. 6237 +1.09 A
Peganum harmala L. 73.08 £12.74 A
Verbascum / Peganum 64.47 £5.64 A
Verbascum/ colchicine 76.08 £ 2.48 A

Verbascum / quercétine 34.01+4.72 B

Peganum / colchicine 782472 A
Peganum / quercétine 72.38 £ 2.62 A
Colchicine / Quercétine 68.19 + 4.38 A

PC : pourcentage de cytotoxicité ; ES : Erreur standard.

2.2. Discussion

D’aprés nos résultats, la colchicine et la quercétine présentent respectivement un
pourcentage de cytotoxicité de 61.17 + 7.06 % et 47.02 + 2.96%. En outre, les analyses
ANOVA réalisées entre les deux standards montrent qu’il n’y a aucune différence
significative (p=0.2). Ceci indique que la colchicine et la quercétine possédent des effets
cytotoxiques similaires. Comparativement & d’autres études dirigées par OUZID et al. (2019),
rapportant sur I’effet antimitotique de ces deux standards sur les cellules méristématiques, les
indices mitotiques (IM) de la colchicine et de la quercétine sont estimés a 35+ 1.16% et
44.4+0.72% respectivement.

De méme, les extraits aqueux de Peganum harmala L. et Verbascum sinuatum L. ont
donné respectivement un pourcentage de cytotoxicité de 73.08 + 12.74% et 47.02 + 2.96%.
Par ailleurs, ce test statistique révele 1’absence d’une différence significative (P=0.53) entre
les extraits aqueux combinés Peganum /Verbascum. Ceci confirme la présence d’un effet
cytotoxique similaire entre ces deux plantes dont I’effet synergique cumulatif n’a pas pu étre
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mis en évidence. L’effet antiproliferatif de ces deux plantes est peut étre dd a leur richesse en
alcaloides toxiques. La toxicité de ces alcaloides est liée a leur structure lipophile et plane, qui
leur permet une intercalation dans ’ADN conduisant a une perturbation de [’activité de
I’ADN polymérase et de I’ADN topoisomérase ayant pour conséquence la génération de
mutations (WINK 2008 ; ROSENKRANZ et WINK, 2007).

Des ¢études similaires rapportant sur 1’effet antimitotique des extraits aqueux des feuilles
de Peganum et Verbascum ont été réalisées dont le niveau cytotoxique de ces extraits aqueux
a éte déterminé par le taux de diminution des IM. En effet, ces études comparatives ont révélé
que I’IM de la fraction aqueuse et butanolique des flavonoides de Peganum est plus faible que
celui de Verbascum avec une estimation de 62.60+£0.82% et de 70+0.75% respectivement
pour la fraction aqueuse et une estimation de 44+0.4% et de 47.2+1.03% respectivement pour
la fraction butanolique (DAHMANI et BOUAZIZ-MENOUER, 2019).D’apres ces résultats,
on constate que les flavonoides de Peganum aussi bien que ceux de Verbascum présentent un
effet cytotoxique plus important dans la fraction butanolique qui est organique que dans la
fraction aqueuse. Les données de MAHMOUDI et al. (2013) montrent que la macération des
fleurs d’artichaut (Cynara scolymus L.) par I’éthanol et par I’acétone sont les meilleures
techniques d’extraction des polyphénols totaux et des flavonoides alors que la décoction
aqueuse est préférable pour I’extraction des tanins condensés.

En outre, le test de comparaison des moyennes des indices de cytotoxicité a révelé que les
différents extraits a savoir : Verbascum, Peganum, Verbascum/ Peganum, Verbascum/colchicine,
Peganum/colchicine, Peganum/ quercétine et colchicine/ quercétine appartenant au méme groupe
A ont un effet cytotoxicité similaire & la colchicine (P > 0.05) dont I’effet antiprolifératif serait
important. Par ailleurs, le pourcentage de cytotoxicité le plus faible est observé dans le groupe B
représenté par la combinaison Verbascum/ quercetine, suggérant ainsi une activité
antiproliférative moins importante. Ceci confirme que les différents extraits aqueux ainsi que leurs
associations se comportent soit comme des alcaloides ou des flavonoides synthétisés par les
plantes avec des mécanismes d’action similaires a la colchicine et a la quercétine dans 1’inhibition
de la mitose et de la prolifération des cellules. Des résultats similaires ont été rapportés en utilisant
les extraits fongiques bruts des mycoendophytes foliaires de Peganum harmala L. a savoir
I’extrait fongique d’Alternaria et I’extrait Alternaria+Penicillium qui se sont avérés contenir des
composés biologiquement actifs qui, en combinaison, ont montré une activité antiproliférative
pour les cellules de levure de Saccharomyces cerivisiae (OUZID et al., 2019).

Dans notre étude, la plupart des cellules observées au microscope optique colorées en
bleu sont mortes et accompagnées de débris cellulaires. Nous avons également observé le
phénomene de nécrose suite a la toxicité des différents extraits a savoir : Peganum,
colchicine, Peganum/colchicine, Verbascum/colchicine, Peganum/quercétine et colchicine/
quercétine.

Le méme phénoméne de nécrose a été également observé dans I’extrait aqueux de
Verbascum, qui présente une différence hautement significative avec le témoin négatif
(P=0.00). Une étude sur I’effet antimitotique et cytotoxique des extraits aqueux des feuilles de
Verbascum sinuatum L., optimisé par OUZID et al.(2019),basée sur le dosage des flavonoides
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et des alcaloides, montre que 1’extrait aqueux de cette plante est plus riche en alcaloides qu’en
flavonoides avec une teneur de 84.42 pg EC/mg de I’extrait et 13.58 ug EQ/mg de I’extrait
respectivement. Par ailleurs, d’autres études rapportant sur 1’effet cytotoxique et antimitotique
des alcaloides et les extraits aqueux des feuilles de Verbascum, ont révélé une différence
significative (P=0.04) entre la fraction d’alcaloides et I’extrait aqueux (4mg/ml) dont la teneur
en alcaloides est de 250,95 pg EC/mg de fraction et de 84,42 pg EC/mg de D’extrait,
respectivement. Ces résultats nous laissent supposer que le phénoméne de nécrose observée
chez V.sinuatum L. est d0 a la cytotoxicité des alcaloides, qui lorsqu’ils sont présents dans un
extrait aqueux, leur cytotoxicité diminue considérablement. D’autres études faites sur
Peganum ont montré des résultats similaires par rapport a la teneur en alcaloides dans la
fraction et dans I’extrait aqueux avec une différence significative (P=0.03). Cela s’explique du
fait que les alcaloides sont des composés a solubilité faible dans 1’cau. En effet, la variabilité
des teneurs en alcaloides a une relation avec le type du solvant utilisé (SASSOUI, 2016).

D’autres études ont montré I’effet antimitotique des alcaloides sur les cellules
méristématiques de [’oignon. Cet effet est révélé par la présence d’aberrations
chromosomiques, cellulaires et nucléaires sous I’action de la colchicine. Ces résultats nous
laissent soumettre 1’idée que les métabolites secondaires de Verbascum et de Peganum
possédent une activité similaire & celle de la colchicine: poison du fuseau empéchant la
prolifération cellulaire par inhibition de la polymérisation des microtubules interférant avec la
dynamique du fuseau mitotique (PEREZ et al., 2002 ; ROGALSKA et al., 2015) .

Les ANOVA réalisés entre Verbascum et Verbascum/colchicine montrent une
différence significative (P=0.014) dont I’effet synergique cumulatif peut étre suggéré. Ces
résultats pourraient étre intéressants de point de vue thérapeutique, si I’objectif de la thérapie
vise a inhiber uniquement la prolifération des cellules cancéreuses seules. Mais
malheureusement, une si forte toxicité de ces extraits peut atténuer et altérer également les
cellules saines. Donc, il est important de chercher les combinaisons qui peuvent remédier au
probléme de toxicité. Dans ce cas, l’association Verbascum/quercétine s’avere trés
intéressante car elle représente 1’indice de cytotoxicité le plus faible dont I’effet antagoniste
de ce flavonol peut étre suggéré du fait que les analyses ANOVA ont montré une différence
hautement significative entre Verbascum et Verbascum /quercétine (P=0.008), alors
qu’aucune différence significative est observée entre Peganum et Peganum/ quercétine (P=
0.96).De ce fait, on déduit que la quercétine présente un effet antagoniste contre Verbascum
seulement . Ces résultats nous montrent que la quercétine peut exercer un effet
chimioprotecteur envers les cellules lorsqu’elle est associée a Verbascum. L’effet
chimioprotecteur de la quercétine a été déja mis en évidence dans des études rapportées par
ISHAKAWA et KITAMURA qui ont démontré également I’effet anti-apoptotique de la
quercétine suite a 1’induction de 1’apoptose par un traitement au peroxyde d’hydrogene. Par
ailleurs, d’autres auteurs ont centré leurs recherches sur I’influence de ce flavonol sur la
famille des MAP kinases (mitogen activated proteins) (ISHAKAWA et KITAMURA, 2000).
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Partie expérimentale

Dans la thérapie anticancéreuse, un compromis entre différentes interactions peut étre
réalisé. Ce compromis vise a utiliser les combinaisons ayant un pourcentage de cytotoxicité
permettant d’inhiber la prolifération des cellules tumorales tout en protégeant les cellules

saines.

Enfin, notre étude a montré que les extraits aqueux des feuilles de Verbascum et de
Peganum testés individuellement possedent des effets cytotoxiques modérés alors que leur
association n’a révélé aucun effet synergique. Cependant, on peut suggérer d’autres effets de
combinaisons en utilisant d’autres parties des plantes ou autres types de solvants.
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Conclusion et perspectives

La présente étude nous a permis de mettre en évidence 1’effet antiprolifératif in vitro
de I’association des extraits aqueux des feuilles de Peganum harmala L. et de Verbascum
sinuatum L. ainsi que les combinaisons aux standards (colchicine et quercétine) sur la levure
saccharomyces cerevisiae.

L’effet antiprolifératif est révélé par 1’observation de cellules mortes et du phénoméne
de nécrose cellulaire au niveau des levures traitées par les extraits suivants: Peganum,
Verbascum, colchicine, Verbascum/colchicine, Peganum/quercétine et colchicine/ quercétine
dont le pourcentage de cytotoxicité est tres elevé. De ce fait, les extraits aqueux de Verbascum
et de Peganum se sont avérées contenir des composés cytotoxiques induisant I’inhibition de
la croissance cellulaire au niveau des levures saccharomyces cerevisiae, par interaction avec
I’ADN, les microtubules et les topoisomérases | et Il. De ce fait, les extraits aqueux de
Verbascum et de Peganum se sont avérés contenir des composés biologiquement importants
qui agissent soit de facon synergique avec la colchicine notant 1’association
Verbascum/colchicine dont le pourcentage de cytotoxicité est estimé a 76.08 + 2.48%, ou par
antagonisme avec la quercetine notant la combinaison Verbascum/ quercétine dont le
pourcentage de cytotoxicité est le plus faible (34.01% 4.72%). Ces différentes combinaisons
testées ont révélé un pouvoir antiproliferatif sur les cellules de Saccharomyces cerivisiae, ce
qui nous incite a exploiter ces résultats dans I’inhibition de la prolifération des cellules
tumorales, I’amélioration de I’efficacité thérapeutique et la réduction de la toxicité de la
chimiothérapie qui affecte également les cellules saines.

Au terme de cette étude préliminaire, des investigations ultérieures sont nécessaires et se
résument dans les points suivants :

\ \

> la démarche consisterait a I’isolement et a I’identification des principes actifs
responsables de ’activité antiproliférative par des techniques chromatographiques et
spectrales ;

» Une étude in vivo des molécules bioactives isolées serait souhaitable pour rechercher
leurs mécanismes d’action au niveau tissulaire et moléculaire ;

» la recherche d’autres principes actifs qui pourraient étre testés sur des lignées
cellulaires cancéreuses ;

» il serait intéressant de rechercher d’autres effets synergiques ou autres effets de la

combinaison de nouvelles molécules bioactives avec d’autres thérapies anticancéreuses.
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Annexe 1 : Description de la cellule de Malassez.

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

1 mm3.

Le comptage de cellules avec la cellule de Malassez selon 1’équation suivante :

N=n/V xF

Dont :

v" N : c’est le nombre de cellules formant colonie par ml (UFC /ml).
v" n:nombre de cellules comptées.

v" V: le volume de comptage (ml).

v F: le facteur de dilution.

Annexe 2 : Table ANOVA pour les résultats de comparaison des moyennes des

pourcentages de cytotoxicité des différents extraits testés.

Tests Univariés de Significativité pour cytotoxicité (statistique)
Paramétrisation sigma-restreinte
Décomposition efficace de [hypothése

SC  |Degr. de MC F p
Effet Liberté
ord. nrigineI“I“lDEEE.E. 1/ 110666,6 816,7162 0,000000
extrait 162128 100 1621,3 11,9650 0,000001
Erreur 29810 22 135,5

P-value globale = 0,000001
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Tests Univariés de Significativité pour cytotoxicité (statistigue)
Paramétrisation sigma-restreinte
Décomposition efiicace de hypothése
sC Deqgr. de MC F p
Effet Liberté
ord. origine | 17561.94 1] 17561,94] 132.76561 0000324
Col,Q 300,33 1 30033 22705 0.206333
Erreur 529.11 4 13228
Tests Univariés de Significativité pour cytotoxicité (statistique)
Paramétrisation sigma-restreinte
Décomposition eficace de Thypothése
sC Deqgr. de MC F p
Effet Liberté
ord. origine | 5836,273 1/ 5836.273| 2170.5673| 0,000001
Tneg, Ver | 5836273 1/ 5836,273| 2170.5673| 0,000001
Erreur 10,755 4 2689
Tests Univariés de Significativité pour cytotoxicité (statistique)
Paramétrisation sigma-restreinte
Décomposition eficace de Thypothése
sC Deqgr. de MC F p
Effet Liberté
ord. origine | 8011,760 1/ 8011,760) 21,92644  0,009430
Tneg, Peg | 8011.760 1/ 8011,760) 21,92644  0,009430
Erreur 1461.571 4| 365,393
Tests Univaries de Significativité pour cytotoxicité (statistique)
Parameétrisation sigma-restreinte
Décomposition efficace de I'hypothése
sC Deqgr. de MC F p
Effet Liberté
ord. origine | 27524 12 1127524 12| 7477723 0,000954
Peg . Ver 171,95 11 171,95 046715 0,531839
Erreur 1472 33 4 36808
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Tests Univariés de Significativité pour cytotoxicité (statistique)
Paramétrisation sigma-restreinte
Décomposition eficace de Thypothése
sC Deqgr. de MC F p
Effet Liberté
ord. origine | 22598,14 1| 22898,14| 198,7363 0,000147
Wer, Col 2,16 1 216/ 0,0187 0,897709
Erreur 460,87 4 11522
Tests Univariés de Significativité pour cytotoxicité (statistique)
Paramétrisation sigma-restreinte
Décomposition efficace de I'hypothése
SC Degr. de MC F p Mv Var
Effet Liberté
ord. origine | 27038,62 1/ 27038,62| 56,57532 0,001673
Peg, Col 212,65 1 212,65 0,44495 0541250
Erreur 1911.69 4 47792
Tests Univariés de Significativité pour cytotoxicité (statistique)
Paramétrisation sigma-restreinte
Décomposition efficace de hypothése
sC Degr. de MC F p
Effet Liberté
ord. origine | 21639,62 11 21639,62| 56,18631 0,001694
Peg. Q 1018.42 1 101842 264429 0179249
Erreur 154056 4 38514
Tests Univariés de Significativité pour cytotoxicité (statistique)
Paramétrisation sigma-restreinte
Décomposition eficace de Thypothése
sC Deqgr. de MC F p
Effet Liberte
ord. origine | 13935.58 1 13935,56| 262,7478 0,000085
Ve  Veret@| 1207.00 1| 1207,000 22,7574 0,008837
Erreu 212,15 4 53.04
Tests Univariés de Significativité pour cytotoxicité (statistique)
Paramétrisation sigma-restreinte
Décomposition eficace de Thypothése
sC Deqgr. de MC F p
Effet Liberté
ord. origine | 31740,583 1/ 31740,83) 83,33895 0,000799
Peg,PegetC 0.73 1 0,73 0,00193 0,967066
Erreur 1523 46 4 380,86
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Tests Univariés de Significativité pour cytotoxicité (statistique)
Paramétrisation sigma-restreinte
Décomposition efficace de hypothése

SC  |Degr. de MC F p
Effet Liberté
ord. origine | 2875537
Ver Ver etCol| 28167
ErreurI b6, 38

28755,37 1732,850| 0,000002
281,67 16,974 0,014613
16,59

W R

Annexe 3 :Table ANOVA pour la présentation des extraits testés en groupes

homogeénes.
Test de Mewman-Keuls ; variable cytotoxicité (statistigue)
Groupes Homogénes, alpha = 05000
Erreur : MC Inter = 135,50, dl = 22,000
extrait | cytotoxicité A B | C

Cellule N*® Moyenne

B T negatif 0.00000 e

4 Wi 34.01000 —

3] Q 4702667 | e

L c 61176867 =™~

9 W B2,37667T |

11 WH B4, 47333

5 (o] 68,19667T =~

3 HQ T2,38333 7T

10 H 73.08333

2 WC 7608000 =

1 HC T8.20000 =
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