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Résume
Les plantes médicinales sont la source de plusimotécules bioactives naturelles. La
plupart de ces plantes restent encore sous exgsaiiEns le domaine médical. C'est dans cette
optique que nous nous somme intéressé a dewepldatbassin méditerranéen tres utilisées

en médecine traditionnelle/erbascum sinuatuet Phlomis bovei De Noé

Notre travail consiste a évaluer I'activité antiotigue des extraits éthanoliques des
feuilles des deux espécegerbascum sinuaturat Phlomis bovei De NoéCette étude, pas
encore étudiée a notre connaissance, a été réplsée test dillium cepa 5g de poudre de
feuilles deVerbascum sinuaturat dePhlomis bovei de Noént été mises chacune dans 100
ml d’éthanol a 98, puis mises a 4°C pendant 72 heures. Les exg&tienoliques obtenus
apres filtrations et évaporation sont solubiliséasdl’eau distillée pour obtenir les solutions
meres a partir des quelles des dilutions sontsé&d.Les différentes concentrations ainsi
gu'un témoin positif (colchicine) et un témoin aéf (eau distillé) sont évaluées par des
indices mitotiques et des observations microscasqu

Les résultats obtenus indiquent clairemgué les extraits éthanoliques des feuilles
de chacune d¥erbascum sinuaturaet Phlomis boveiprésententine activité antimitotique
louable et variable en fonction des concentratidiosis les indices mitotiques ont diminués
comparé au témoin négatif et les observations meoques ont révélé des aberrations
chromosomiques (condensations et fragmentationsnmasomiques, désorganisation de la
plague équatoriale lors de la métaphase...) et agls. Cependan¥erbascum sinuatum
présente une action antimitotique plus élevée tésts statistiques confirment ces résultats.

En conclusion, le travail mené a permis de metirévddence une nouvelle activité de

Verbascum sinuatuet Phlomis boveDe Noé.

Mots clé : Extraits éthanoliques foliaires/erbascum sinuatunPhlomis boveiDe Nog,

activité antimitotique.



Summary

Medicinal plants are the source of several natoigdctive molecules. Most of these
plants are still under exploited in the medicaldielt is in this perspective that we are
interested in two Mediterranean plants widely usedtraditional medicine:Verbascum
sinuatumandPhlomis bovei De Noé

Our work consists in evaluating the antimitoti¢idty of the ethanolic leaf extracts
of the two speciesVerbascum sinuaturand Phlomis bovei De NoéThis study, not yet
studied to our knowledge, was performed by the tésAllium cepa 5g of Verbascum
sinuatum éaf powder and Noe's Phlomis bovei were each placd®0ml of 96% ethanol
and then put at 4 °© C for 72 hours. The ethanckitaets obtained after filtration and
evaporation are solubilized in distilled water tbtan the stock solutions from which
dilutions are made. The different concentrationsvals as a positive control (colchicine) and
a negative control (distilled water) are evaluateg mitotic indices and microscopic
observations.

The results obtained clearly indicate that theethic extracts of the leaves of each
of Verbascum sinuaturandPhlomis boveexhibit a commendable antimitotic activity that is
variable as a function of the concentrations. Aliotic indices were reduced compared to the
negative control and microscopic observations regdeachromosomal aberrations
(chromosome condensation and fragmentation, eqabpdate disruption during metaphase,
etc.) and cellular aberration. Howev¥ferbascum sinuaturhas a higher antimitotic action.
Statistical tests confirm these results.

In conclusion, this work carried out a new acyivitf Verbascum sinuatumand

Phlomis boveDe Noé

Key words: Leaf ethanol extracts/erbascum sinuatunfPhlomis bovei De Noeantimitotic

activity.
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Introduction

Le régne végeétal est une source inépuisable decmepouvant présenter un intérét
thérapeutique. Une grande partie des recherchesllast porte sur I'étude des métabolites
secondaires qui constituent souvent des principetifs ades nouveaux médicaments
(CORDELL et COLVARD, 2005).

Dans ce cadre, certaines plantes représentemides de composés bioactifs tels que
les espéces des deux gerWesbascum et Phlomigui sont connus pour la richesse de leur
famille en métabolites secondaires (diterpénesypbénols, flavonoides, Iridoides ...). Ce
sont des plantes largement répartie dans le bassiliterranéen et tres utilisées en médecine
traditionnelle (ZHANG et WONG, 2008).

Les espéceRhlomisont été utilisée pour le traitement du diabéte, ltamorroides,
linflammation des plaies..., éés especes molenégefbacun sont trés appréciées dans le
traitement de l'inflammation et des maladies regpires BOCA, 2004 elkKkHOSHNOUD et
al., 2009.

Depuis 2004, le cancer est devenu la cause de litopaecoce la plus fréquente,
dépassant ainsi le nombre de décés dus aux accichnalio-vasculaires. Différents modes de
traitements sont possibles comme la chimiothéramiais la plupart de ces traitements
présentent encore des désavantages car ils sordrsassociée a d’autres traitements pour
étre efficace et engendre des effets secondaiesudimanque de sélectivité des produits. |l
est donc essentiel de poursuivre la recherche ldadécouverte de nouveaux anticancereux
afin d’améliorer I'efficacité de cette thérapie (REMANESH, 2016).

Dans ce contexte, deux espéces vegeétales algé&ienvierbascum sinuatum
appartenant a la famille descrophulariacéest Phlomis bovei De Noéppartenant a la
famille des Lamiacées ont suscité notre intérét r@son de leurs nombreuses vertus

thérapeutiques en médecine traditionnelle.

Notre travail consiste ehévaluationin vitro de I'activité antimitotiquedes extraits
éthanoliques foliaires des deux espe&d¢domis boveet Verbascum sinuatusur les cellules
meéristématiques des racines des bulbes d’oigridoljectif de notre travail est la recherche
de la présence d’'inhibiteurs de la mitose chezdeesx espéces Nous avons structuré notre
travail comme suit : - Une partie bibliographique ;

- Une partie expérimentale.



Partie Bibliographique

1. Présentation des especes végeétales utilisées
1.1.Phlomis bovei

Le genre Phlomis comprend plus de 100 especes distribuées dansndede
(KATAYOUN et al, 2004). Il est tres utilisé en médecine traditigiie dans de nombreuses
régions, notamment en chine et en Iran ou elleésmmte les herbes les plus populaires
(ZHANG et al, 2008). En Algérie, il existe quatre especese hlomis herba-ventet les
trois autre ce sont des especes endémiquellamis bovei P. caballeroi et P. crinita
(QUEZEL et al., 1963). L'especePhlomis bovei De Nodst répartie dans la région
méditerranéenne principalement en Algérie et ensi@ifZAABAT, 2010). Elleoccupe une
place importante dans la chénaie verte a tendaaike fdu Djurdjura en Algérie (MEDOUR
etal., 2010).

Le genrePhlomis en Algérie est utilisé en médecine traditionnelt®ump soigner les
inflammations et les rhumatismes (KABOUCHIE al, 2004) et I'espec®hlomis boveiest
utilisée en tant que colle, comme cicatrisante poaiter les brulures, les Iésions et les
infections de peau et les allergies (LIOLI@®&l., 2007).

Le Phlomis boveDe Noé était I'espéce la plus recommandée panddsoristes et tres
utilisées en médecine traditionnelle & Oran-Alggoar leur activités de guérison (KHITRBI
al., 2014).

L'utilisation de cette plante par les ancétresstdffets bénéfiques reconnus pour celle-ci
expliquent l'intérét que lui apportent les cheralseC'est I'une des neuf plantes répertoriées

dans le rapport national sur la diversité biologiQUEZEL et al.,1963)

1.1.1. Etude Ethnobotanique

Phlomisest I'ancien nom grec de cette plantes et vientdex, qui signifieflamme En
effet, ces feuilles servaient de méches de lampesnom de I'espécdovei est dédié a
Nicolas Bové, botaniste francais qui a explorédgéie de 1837 a 1841 (BRAY, 2011).

Phlomis bovei De Noést une plante endémique en Algérie. Connue susm de
Kayat EI Adjarah Elle est diversement nommé Farseouan, Tarseongin R'ilef et Azaref
dans tout le nord de I'Afrique (QUEZEL at, 1963).
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P.bovei appartient a la famille des Les Labiées ou Lan@sceelle constitue une
importante famille de plantes angiospermes dicdtyd@s herbacées ou Iégérement ligneuses
(HEYWOOD et al., 2007). La classification systématique de I'espBtdomis boveiest

reprise au niveau du tableau |I.

La plupart des plantes Lamiacées forment des ahusilles se caractérisent par la
présence de glandes épidermiques aromatiques etiermment ordinairement des
carbohydrates tels que le stachyose (GUIGNA®RIL, 2001) Il s’agit d’une vaste famille,
treés typique du monde végétal, due a la produd@mhuiles essentielles et de miel (les miels
de lavande, et de romarin sont réputés). Cettelleamst tres répandue dans les régions

tempérees et surtout méditerranéennes (GUIGNARE, 2004).

Tableau I: Classification de I'espedehlomis bove(ZAABAT, 2010).

Regne Plantae
Embranchement Angiosperme
Classe Dicotyledone
Sous classe Asteridées
Ordre Lamiales
famille Lamiacées
Sous famille Lamoideae harley
Genre Phlomis L
Espece Phlomis Bovei De Noé

P. boveiest une plante herbacée vivace, qui peut attejodrps'a 0,8 m. Développe
souvent une base boisée robuste. Toutes les padigscollantes a cause de son dendroide
poils glandulaires étoilés. Contient des feuillesdles vertes, en forme de cceur, avec des
bords festonnégFigurel) (LIOLIOS etal, 2007) et des tiges dressées, peu rameuses,
feuillées, quadrangulaire. (BENISTON ,1984). Le=ufs mesurent jusqu’a 3cm de long, sont
rosatres et densément groupées en verticilles. dtalep supérieur est fortement courbé
(Figure2). Calice tubuleux, & 5 dents longuemernetses. Corolle tubuleuse bilabiée, a
levre supérieure, grande et recourbée en casqueyra inferieure trilobée. Possede 4
étamines. Style bilobé. Fruits se composant d&ehes, fleurit Juin-Aout (BRAY, 2011).



Partie Bibliographigt

Figure 1: Les parties aériennes (P.bovei(BRAY, 2011

Figure2 : Présentation de la fleur P.bovei(ZAABAT, 2010).
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1.1.2. Etude phytochimique :

Une des propriétés typiques du geRtdomisest sa richesse en différentes classes
des composés naturels, 151 composés ont été jestpsa présent. On y trouve, en effet, des
flavonoides (EI-NEGOUMYet al., 1986), des phenylpropanoides (CAL& al, 1991 ;
SARACOGLU et al, 1995), des phenylethanoides (SARACOGIdY al, 1998), des
terpenoides ( KATAGIREt al, 1994) et des iridoides (MOHAGER al., 2006).

L’espéce P.bovei, elle seule, est autant riche que le genbes composés
phytochimiques (métabolites secondairesPdeovei ont été extraits de ses parties aériennes
par distillation a la vapeur, de I'huile essentiadst obtenue et a été analysé par GC et GC /
MS. Soixante-quinze constituants (correspondart,8786 du poids total) ont été identifiés.
Les composants majeurs étaient: germacreng-&ryophylléne g-bournonene, thymol et
hexahydrofarnesyl acéton€ette étude a également révélé la présence ddrddaybures
saturésLes classes de ces composaust présentées dans le tableau llLes principaux
composants détaillés de cette espece sont préstartgde tableau ILIOLIOS etal, 2007).

La structure de certains composants principaurepsésentée dans la figure 3.

Tableau Il : Constituants de I'huile essentielle des partieeeades dd. boveiDe Nog€, par
classgLIOLIOS etal, 2007).

‘ Classe Composés ‘

Mono terpenes

Hydrocarbures Totale

Sesquiterpénes

Hydrocarbures saturés

Alcools

Composés Oxygéneés Totale

Aldéhydes

Cétones, Ether, Acides, Esters, Oxydes.
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Tableaulll : Constituants principaux de I'huile essentielle dagties aériennes d& bovei
De Noé (LIOLIOS etl, 2007).

N° Composé
1 Hexsahydro-Farnesyl Acetone
2 Spathulenol
3 a-pinene
4 Limonene
5 Cis$-Ocimene
6 0-Cadinene
7 (E)-Methyl-Isoeugenol
8 d-Bisabolene
9 a-Asarone
10 Thymol
11 Germacrene D
12 B-Caryophyllene
13 d-Muurolene
14 Linalool
15 E-B-Farnescene
16 Cryophelene Oxyde
17 Bicyclogermacrene
Les monoterpenes Sesquiterpe Alcool
Ry [J\\% ~  /
T~ ~
_ ;\J T e d
T TR
a-pinéne limonene germacrene D ryaghylléne linalool

Figure3 : Structure de certains composants de gphlemis(RISTIC et al.,2000).
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1.1.3. Activités Biologiques

Des recherches ont été menées darargm éventail de domaines différents pour le
genrePhlomis, et toutes ont montré la diversité de ses compssésndaires. En raison de
cela plusieurs activités biologiques lui sont conésréles essais menés dans des conditions
in vivo confirment [activit¢ antidiabétique, analgésquantiulcérogene, effets anti
inflammatoires de ce genre, et aussi les effetsawateurs, antibactériens et antifongiques et
activités anticancéreuses @lomis (OZLEM DOGAN SIGVAL et al., 2017). Certaines
espéeces deéPhlomis sont utilisées comme immunosuppresseur (PARISAalet 2006),
antipyrétique, antidiarheque, antiallergique (OPREDNEL, 1987). L’huile essentielle de ce
genre joue un role important au niveau nutritioretedn fabrication des médicaments, on s'en
sert également comme insecticide (ZARGARI, 196Q)e Wctivité antiparasitaire contre le
Leishmania donovani, Plasmodium falciparweh Trypanosoma brucei rhodesiensent
egalement été détectée pour ce genre (TASEDMI&., 2005).Chez le genieéhlomis,les
flavonoides et les phenylpropanoides sont plus ddats que les diterpenes, ce qui explique

ses propriétés aromatiques dues aux constitualakls§ZAABAT, 2010).

En ce qui concerne I'espeBPdlomis boveDe Noé, de nombreuses études ont montré
gu’elle est riche en composés chimiquen. effet les analyses de I'huile essentielle deece
especes font I'objet de plusieurs publications (2 et al, 2008).

L'huile essentielle d®hlomis boveDe Noéa présenté une activité antimicrobienne
contre plusieurs types de microorganismes, sixépiast Gram (+/-) et trois champignons
pathogenes, en utilisant la dilution d'agar techeidS.aureus, S.epidermidis, P.aeruginosa,
E.cloaceae, K.pneumoniae, E.coli, C.albicans, @italis, C.glabbrata.),en comparaison
avec les antibiotiques testés, plearyophyllene et le thymdLIOLIOS etal., 2007).Cette
huile posséde une bien meilleur activité antimi@nbe par rapport a tous les autres
echantillons testésALIGIANNIS et al., 2004). Cette activité antimicrobienne de ['huile
I'essentiel d€. boveipeut étre attribuée dans une large mesure asemeé de germacrene D
et le thymol, qui est bien connu pour posséderfarie activité antimicrobienne]TEAU et
al., 2002).

L'utilisation de nos ancétres de cetipéee pour soigner les plaies a été démontré par
plusieurs recherches, on cite comme exemple, b@timn de la guérison par l'effet de

Phlomis boveichez des rats wistar albinos par excision et gumontré une amélioration
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significative avec une augmentation de 5% de latggation de surface par rapport au groupe
témoin et un gain de trois jours de temps d'épdhghtion avec une cicatrice
histologiqguement meilleur (KHITRat al.,2014).

1.2Verbascum sinuatum

Le genreVerbascum communément appelé "moléne”, comprend environ 360
especes, Il est largement distribué dans le nongpdee I'Europe, I'Asie et Afrique.il est assez
connu, ses différents extraits ont été utiliséssdammedecine traditionnelle depuis des siecles
dans presque toutes les parties du morf@@ OODEH, 2015). C'est une plante
méditerranéenne, elle est tres commune dans lealgdrien. Elle se développe dans les
champs et les pelouses, sur les terres en frichieo@ des chemins, dans les jardins et sur les
sols arides (BRAY, 2011).

1.2.1. Etude Ethnobotanique

Verbascunvient debarbascumet signifiebarbu en référenceaw fait que la plante
est couverted’'un duvet cotonneux et ques étamines sont barbueSinuatumdécrit les
feuilles de la rosette qui sont dentéstsondulées, cette espece est d’ailleurs commurtémen
appelée Molene a feuilles sinuées (BRAY, 2011).ElgéAe, on nommeV.sinuatum
"Bougira"(BENISTON ,1984), " Ouden el hmar", "Molgla elandar" (BRAY, 2011).

L'utilisation traditionnelle des plantes de molenété le sujet traité dans plusieurs
manuels et littérature scientifique. Ce sont demtels médicinales tres appréciées dans le
traitement de l'inflammation, I'asthme, la toux spadique et d'autres maladies des voies
respiratoires. Le genréerbascunest la plupart du temps utilisé en décoctionsnétisions
(ARMATU et al., 2011) aussi en poudre, en pommade, en creme (JARA®R al., 2015).

Les feuilles ont été utilisées comme diurétiquelosifique, expectorant, sédatif et constipé et
les graines de certaines espéeces sont utilisés lagpéche en raison de leur contenu en
saponine toxique pour les poissons (KHOSHNOG&1[I.,2008) Certains especes de ce genre
ont été couramment cultivés comme ornementaux (3JEK) 2015). Une ancienne pratique
aussi intéressante c’est I'utilisation des partieplantes ou d'extraits de plantes de ce genre
pour protéger les produits stockés de dégats dies®EMNATI et ALLACHE, 2014).
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Les fleurs de ce genre sont connues pour lefiess mucolytiques et expectorants
(KHOSHNOUD et al., 2008). Sont aussi utilisées contre les maladies oculalrastleur
cueillie le matin avant le lever du soleil ou lérspuand elle est épanouie, est triturée a travers
une gaze propre. Le jus est mis a décanter perddpnirs et le surnageant est employé en
instillation dans les yeuBOUKEF, 1986).

L’especeVerbascum sinuaturfait partie dela famille des Scrophulariaceae, c’est
une grande famille appartenant a I'Ordre des Lasjatomposé principalement d'herbes
tempérées du nord et de quelques arbustes (BREAMEBR2009).

Les Scrophulariaceae sont largement distribuéssagons tempérées aux régions
tropicales, mais particulierement diversifiée emidife et c’est une famille cosmopolite, c'est
relativement pauvre dans les régions densémenédm®idu monde (FISCHER, 2004p

classification systématique de cette espéce astnes dans le tableau suivant.

Tableau 1V : Classification de I'espedéerbascum sinuatuisTOODEH, 2015).

Super Embranchement Spermatophyte
Embranchement Angiosperme
Classe Eudicotylédone
Sous-classe Asteridae

Ordre Lamiales

Famille Scrophulariaceae
Tribu Verbaceae

Genre Verbascum

Espéce Verbascum sinuatum

L’espéceVerbascum sinuaturest une plante herbacée bisannuelle de 50 cm ad m
hauteur, portant des poils courts grisatres ougtan et a tige trés ramifiée dés le bas,
robuste et arrondie. Les feuilles de cette esgéct basales, grandes, oblongue-lancéolé,
tomenteuses, sinuées, disposées autour de latteglese sont plates et ondulées ; les feuilles
supérieures alternes et sans pétiole (sessileur@-ig). Les fleurs sont d’'un jaune doré,
courtement pédicellées, disposées en petites ggaggmacees, a petites bractées (Figure 5).
Calice a cing divisions ovales-lancéolées. Corallaibe tres court, a cingq lobes obovales
étalés en roue, mesurant jusqu'a 2 cm de diamietre filets des cinq étamines portent de
longs poils violacés (Figure 6), un style, fruitgosulaires, fleurit Juin-Octobre (BENISTON
,1984).
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Figure 4 : Feuilles d Verbascum sinuatuid ARADAT et al,2015).

Figure 6 : Fleure deVerbascum sinuatu avec des filets d’étamines violacés (BRAY, 201

10
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1.2.2. Etude Phytochimique

Les métabolites primaires sont constitués de presi glucides et lipides. Les
métabolites secondaires, different en fonctionesgmces. Bien que leurs réles soient encore
mal connus, il est cependant clair qu’ils intervient dans les relations qu’entretient la plante
avec les organismes vivants qui I'entourent. Cé®réntes relations ont donné lieu a une
extréme diversification des composés secondairesceAsujet, les espéces du genre
Verbascunont été largement étudiées. Il ressort de ces etqae les principaux métabolites
secondaires du ce genre sont constitués de sageaagii sont des substances hétérosidiques
et d'iridoides (DRANDAROV, 1997). Qui sont des moherpenes caractérisés par un
squelette cyclopenta pyranique a jonction cis,iglgiment hydrogéné. lls ont une fonction
énol-éther trés caractéristique qui s'ouvre facdats’il N’y a pas de sucre lié (EVAN, 2002).
Mais on en trouve également des alcaloides, phidwaylédes glycosilés, lignanes glycosilés,
stérones, acides sesquiterpéniques, Flavones, ridbgowanes (AKEDMIR, 2004). Les

constituants majeurs de geiMerbascunsont présentés dans le tableau V.

Tableau V : Constituants majeurs de geMerbascun{BRADLEY, 2006).

Classe Composés

Irioides glycosides aucubin; catalpol; 6-xylosylaucubin; 6-xylosylcaial, 6-(4”
pcoumaroyl)-xylosylaucubin (nommé phlomoide); iiester
glycoside-nommé specioside

Flavonoides tamarixetin 7-rutinoside (prédominant); tamarixétiglucoside;
apigenin, luteoliVn - 7-glucosides; diosmin; chrgsol;
eriodictyol; kaempferol; quercetin; rutin

Phenylethanoid verbascoside (acteoside); traces de forsythosidecBascoside

glycosides 6’-apioside)

Saponines tri terpéne | verbascosaponin; verbascosaponin A; verbascosapdsiin
desrhamnosyl verbascosaponin

Polysaccharides Arabinogalactan-  B-1,6-linked galactan backbone;
arabinogalactan; xyloglucan

Acides phénoliques vanillic, p-hydroxybenzoic, goumaric, ferulic, protocatechuic
phydroxycinnamic acidgy-coumaric acide glucoside

Autres constituants phytosterol glycosides; digiprolactone; acides gras

11
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Plusieurs études ont aussi montré que I'esprbascum sinuaturprésente a elle
seul plusieurs métabolites secondaires. Une étedectle espéce a identifié des composés
chimiques bioactifs par la méthode de fractionneniém guidé suivi d’'une purification au
moyen de diverses méthodes chromatographiques ldorLPC Cette étude a permis
d’identifier cing principes actifs : verbascosidinuatol, aucubine, luteoline 7-@D-
glucoside et ajugol (Figure 7) (SENATOREt al.,2007).

OH
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Figure 7 : Quelgues composants bioactifs\derbascum sinuatufSENATOREet al.,
2007).

1.2.3. Activités Biologiques

Les especes du genierbascunsont trés utilisées en médecine traditionneltewu
du mondelLeurs constituants phénoliques et flavonoides somsidérés comme responsables
de l'action anti-inflammatoire et antimicrobiennepnnu aussi pour leurs propriétés
diurétiques, analgésiques, expectorantes et atiisep(ARMATU et al., 2011).

Verbascuncontient des saponoides qui ont des propriétasssamtes et constituent
ainsi de trés bons émulsifiants. Leur propriétéspiuye principale est de réduire fortement la

tension superficielle de I'eau. Elles doivent lsam au fait qu’elles produisent de la mousse

12
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guand on les plonge dans I'eau. Ces hétérosidesuttigés dans les extincteurs a mouss

pour la fabrication de préparations tensioactizsWIK, 2002.

Les feuilles, racines et fleurs de I'espéVerbascum sinuaturprésentent des
activités: antiseptique, antispasmodique, analgésique g¢ianohmanique. Différents extral
de V. sinuatum ontété étudiées pour leurs activités antibactérienmgifongiques
antivirales, antipaludéened.’extrait méthanolique de la plante présente detvits
antibactériennes et allopathiques. En effet, undeéa montré que cet extrait possede un
sur treize bactéries utilisées, Les bactéries angpositif se révélent plus sensib
(SENATOR et al, 2007). Cette espece présente aussi des activités indestimises e
évidence par des tesis vitro et in vivo (DUGLER etal., 2002; SENGUL etal., 2005 ;
KHOSHNOUD etal., 2008; SENER et DUGLER 200¢

2. La mitose

Le cycle cellulaire décrit la vie d’'une cellule dépsa formation a partir d'une cell
meére jusqu’a sa division en deux cellules filles ticle de division cellulaire chez |
Eucaryotes est constitué de linterphase (G1,23,66la mitose (MALUMIRE etal., 2009)
(Figure 8).

Figure 8 : Différentes étapes du cycle cellulaire (CHEESMet al. 2008).

13
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L’interphase est I'étape entre les divisions calhdls, elle représente généralement
90% de la durée du cycle. Elle est caractériséaiparccroissement du volume cellulaire, et
la duplication des chromosomes. Elle est subdives€® phases : G1, S et G2.

La phase G1 (le G est tiré de I'anglais gap, signifpause), est une phase durant
laquelle les cellules ne sont pas dans le procefsaévision cellulaire. La cellule est en état
de prolifération et préparation a la division cklite en produisant les protéines nécessaires
au bon déroulement de la division, et en contr@lanégrité de son matériel génétique. Si la
cellule est de taille suffisante, et si son ADNaoenporte pas de lésions, alors elle va passer
en phase S. Pendant la phase S, les chromosomgsligeent. Le bon déroulement de cette
phase est conditionné par la préparation de laleeflurant les phases précédentes du cycle
cellulaire (REMUS eal., 2009).

La phase G2 permet a la cellule de se préparer @itase, notamment via la
réplication des centrosomes. Un centrosome, ouee@nfjanisateur des microtubules, est un
organite non membraneux qui permet I'organisatien’@ssemblage des microtubules, qui

sont des fibres du cytosquelette, et ce tout ag thncycle cellulaire (KRAMERTt al, 2004)
2.1. Les différentes étapes de la mitose

La mitose correspond a la division cellulaire pespent dite pendant laquelle une
cellule mere se divise en deux cellules filleseEk déroule en quatre étapes définies sur des
criteres cytologiques s’effectue de fagcon beaucplys rapide (environ 1 heure) (figure
9).Plusieurs classes de molécules sont nécessail&tablissement de la mitose et au
déroulement des quatre phases majeures (DOERNDR).20

Prophase :le matériel génétigue se condense par linternm&dide protéines de
cohésion, SCC1P (GOTTSCLING et BERG, 1998). L'emeé nucléaire se dissout suite a
la phosphorylation des protéines situées a la famne de la membrane nucléaire. Des
fragments de membrane nucléaire forment des vésidudignant dans le cytoplasme. Les
microtubules (fibres constitutives du cytosquelestant réorganisés en un anneau cortical de
préprophase sur le plan de division cellulairereue fuseau de prophase qui interagit avec
les chromatides au niveau des kinétochores (coraplgxotéigues eétroitement associés
’ADN centromérique) (BOETTCHER et BARRAL, 2013)

14
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Métaphase :L’anneau de pré prophase disparait. Le fuseattique de microtubule
lié aux chromosomes par une protéine appelée kihéte, les positionne sur le pl
équatorial de la cellule (OLIVIERet al.,2010).

Anaphase :Les chromatides sceurs se séparent de facon syectwas I'action de
topoisomérasetamigrent vers les poéles sous l'effet mécaniquduwheau mitotique a l'aid
des microtubules kinétochoriens qui rétrécissamditaque les microtubules polaires s’étir

donnant une forme allongée a la cel (DOREE, 2003)

Télophase :Le fuseau mitotiue disparait. Des microtubules et des filamentstidia
néoformeés, associés a des protéines motrices,ctespaent de type kinesine et myosi
constituent le phragmoplaste. L'enveloppe nucléaiee forme autour des chromosorn
décondensés (LUCH, 2002).

‘\‘

Interphase (Gé)‘if;i ”

\

R

Télophase @ \ | . Prophase
| : \ “/!“ ”.'v ; \)\\, / V’/-"f

_Kinétochore

[
Microtubule

Chromatides soeurs Méta phase

Figure 9 : Les difféerentes étapes de la mitose. Durant lesgshde la mitose la cellule étal
un fuseau mitotique par séparation de ses deus étevert) puis doit répartir la mér
guantité de chromosomes (en bleu) vers chacunales (CHEESMANet al ,2008).
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Les microtubules sont I'un des constituants majaluscytosquelette. Ce sont ¢
structures de forme tubulaire d’'une longueur tradgable pouvant aller jusqu’'a plusiet
micrométres. lls sont formés de dimeres de tubul@ies une protéine hétérodimérigt
constituée de deux sous unila et B (environ 50kDa chacune). Ces dimeres forment
protofilaments qui apreés élongation conduisent afdamation de microtubules (1
protofilaments). Ces polymeres linéaires sont dégdcreux de 25 nm de diametre et |
peuvent aller jusqu’a quelquesum de longueur (Figure 10) (NOGALESal., 1999).

Les microtubules jouent un rble structural et adpidurant la divisiot
cellulaire, ils participent de maniére activefournissant une partie de I'énergie nécess
au déplacememtes chromosom (BOETTCHER et BARRAL, 2013).

Le fuseau mitotique est principalement composé aelex dypes de microtubules. L
microtubules kinétochoriens (-MTs) sont les microtubules qui athent les chromosom
par I'intermédiaire des kinétochores situés tras/ent au niveau de la partie centromeéri
des chromatides. Les autres microtubules sont épped microtubules int-polaires (ip-MTs
ou « interpolar microtubule » en anglais).acun des igMTs va provenir d'un des deux pol
du fuseau et s’entrecroisent de maniere-paralléle les un aux autres afin de former |
midzone» (WINEY ET MAMAY, 1995 ; OTOOLE e€al., 1999). Ces microtubules sont ali
appelés les microtubules intigités (« interdigitated microbutule » en anglals). midzone
est d'une importance particuliere car elle estwaspble de générer la force qui est cc-
balancé en métaphase puis permet I'élongation skeafu mitotique en anaphase. Par aille
un grand nombre de molécules et de protéines sont capdelenodifier la dynamicité di
microtubules (PELLMAN efal., 1995; SCHOLEYet al., 2003 ; MAIATO et al., 2004 ;
MOGILNER et al.,2006; COURTHEOUX eal., 2009).
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Figure 10 : Formation des microtubules (NOGALLlet al,1999)
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2.2. Les inhibiteurs d’origine végétale de la mitce

Les antimitotiques d’origine végétale sont des posés trés hétérogenes en ter
de structure chimique, de domaine de liaison et ndede d’action (BECKERS et
MAHBOODI, 2003). Comme leur nom l'indique ce sordsdmolécules qui agissent
moment de la mitose. En effet, ils bloquent la slom cellulaire en se liant a la tubuline.
compte trois sites de fixation principaux de pstiteolécules sula tubuline, celui de
taxoides, celui des vinaealoides et celui des alcaloides (colchicine)rdson de leur for
intérét thérapeutique, la synthese ou I'hémisyrgltBanalogues de ces molécules fait en
aujourd’hui, I'objet de nombreuses recches (HAMEL, 1996).

Les taxoidesont des molécules isolés de I'écorceTaxus brevifoliale paclitaxel
fut le premier a étre identifié. Le paclitaxel esssanalogues structuraux s-synthétiques
(docétaxelnotamment) constituent le groupe des tax et sont utilisés depuis les ann
1990 dans l¢raitement de nombreux cancers (ALTMAN et GERTSE6)7)

Les taxoides sont des molécules qui stabilisentriiesotubules et empéchent ail
leur dépolymérisation, ce qui a pour effet de stwdp procesus de la division cellulair
entre la métaphase et 'anaphase. Cette actiommduit pas obligatoirement a la mort de
cellule. Ces composés se lient sur la -unité B a l'intérieur du tube que forment |
microtubules (Figure 11) (DABYDEEet al.,2004)

(+) Paclitaxel

Figure 11 : Liaison dupaclitaxela I'intérieur de microtubu

(ALTMAN et GERTSCH, 2007).
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Le domaine de liaison des taxoides se situe swblaine entre la boucle M et ur
poche hydrophobe, au niveau departie luminale des microtubules (Figure 12). Qe sst
accessible dans les microtubules préformés (DIABDO? et la cinétique de liaison du ligan
la tubuline est rapide (DIAZ, 20C. Ce qui suggere I'existence d’'un domaine intermeée
(le pore extrne) auquel le composé antimitotique se lie poaéder au site interne de liais
(DIAZ, 2005 ;BARASOAIN et al.,2010).

Les composés se lient aux microtubules avec unehgimétrie de 1:1 (soit
molécule fixée par hétérodimeére, les 2 sites éatarttiellement exclusifs) (NOGLASet al.,
1995; FIELDet al.,2013).

3 b dimere

Boucle M paclitaxel

Figure 12 : Structure et domaine de liaison paclitaxel sur la tubuline Structure chimique
du paclitaxelb Diagramme Ribbon montrant la structure cristaltimedimere di/p tubuline
stabilisé par le paclitaxel. Les structures secwadales sol-unitesa- et -tubuline sont
représentées en bleu et en rouge respectivemepadliéaxel est représenté par sphéres
violettes. Structure extraite du site web ProteatadBank (1JFF) in (FIELIet al.,2013).

Les vincaalcaloides sont une famille de composés hétérapyedi dérivés des feuill:
de la pervenche de Madagasc(Catharanthus roseuskt possédent uneactivité de
dépolymérisation des microtubules en se liantasolus unitf au niveau du pole (+) (Figu
13). Ces composeés naturels ou -synthétiques comme la vinblastine et la vincrissoat

trés largement utilisés en chimiothérapies (CHEN,(3
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(+) Vinblastin | s

=

Figure 13 : Vinblastine se liant sur la sous unfit@u niveau du péle (+) du microtubule
(GIGANT etal., 2005).

Ces molécules se lient a l'interface entre 2 héiéreres organisés longitudinalement,
dans une région proche du site d’échange GDP/Gigfarg-14) (STANTON eal., 2011) .
La liaison du ligand avec une staechiométrie derfddit une conformation en coude entre les
2 dimeéres qui interfere avec leur assemblage emotalmules. Ces composés se lient a
'extrémité croissante des microtubules, au niveaula région liminale et induisent la
dépolymérisation des microtubules par la perteatgacts entre les protofilaments voisins. A
forte concentration, ces molécules ont aussi ufir@tafpour les dimeres libres et induisent la
formation d’agrégats de tubuline (paracristauxrades, tubules) (CORMIER, et., 2008 ;
STANTON etal., 2011).
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dimeére | dimeére 2

vinblastine

Figure 14 : Structure et domaine de liaison de la vinblasturdatubulinea Structure
chimique de la vinblastiné. Diagramme Ribbon montrant la structure cristaltinedimeére
d’o/p tubuline déstabilise par la vinblastine. Les stites secondaires des sous-unitest -
tubuline sont représentées en bleu et en rougestspment. La vinblastine est représentée
par des spheéeres vertes. Structure extraite deiRiDéta Bank (1Z2B) in (FIEL2t al.,
2013).

La colchicine est un alcaloide d'origine végétal@est le premier composé
antimitotique naturel a avoir été découvert. Caitdécule est extraite des feuilles de d’une
plante colchiqueColchicum automnaleC’est le premier déstabilisateur de microtubuédra
identifié. En dépit de son activité antimitotiqueaatiangiogénique importante, la colchicine
n'est pas utilisée dans le traitement des caneerslte présente un indice thérapeutique trés
étroit due a sa toxicité cellulai(KINGSTON, 2009).

La colchicine forme un complexe avec des diméregubleline a l'intérieur de la
matrice des microtubules ce qui a pour effet deumo la polymérisation de la tubuline en
microtubules (Figure 15) (RAVELLét al.,2004).
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(+)

Complexe
tubuline-
colchicine

Figure 15 : La colchicine formant un complexe avec des dimdectibuline a I'intérieur de
la matrice des microtubules (RAVELEl al.,2004).

Le domaine de liaison de la colchicine, access#glelement dans les diméres de
tubuline libres (RAVELLIet al.,2004), se situe a l'interface entre les deux soutes d’un
méme dimeére (Figure 16). Elle se lie a ce domaiee ane staechiométrie de 1:1 et forme un
complexe faiblement réversible avec la tubuline. c@eplexe adopte une configuration
incurvée défavorable pour I'assemblage des mictdésb (BHATTACHARYYA et al.,
2008). De plus, la liaison de la colchicine indwit déplacement de la boucle M de la sous-
unité f menant a une perturbation des contacts latératre gmotofilaments voisins et

favorisant ainsi la dépolymérisation (PENGakt 2014).
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dimeére

Figure 16 : Structure et domaine de liaison de la colchicimdatubuline.a Structure
chimique de la colchicind Diagramme Ribbon montrant la structure cristaldoedimére
d’o/B tubuline destabilise par la colchicine. Les stues secondaires des sous-unitest 3-
tubuline sont représentées en bleu et en rougectdgment. La colchicine est représentée

par des sphéres jaunes. Structure extraite deifPéta Bank (402B) in (FIELRt al.,
2013).
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1. Matériels et méthodes
1.1. Matériels
1.1.1. Matériel végétal

Ce travail a été réalisé au Laboratoire De Biologalytique Et Biotechnologie
(LABAB) au sein de la faculté Des Sciences Biologig et des Sciences Agronomiques.

Département de Biochimie Microbiologie. Univeésilouloud Mammeri.

Nous nous sommes intéressés a deux esp¥esbascum sinuatumet Phlomis bovei
De Nog qui ont été récoltées dans la région Addekar BsHlemmam a Bejaia en Mai 2017.
Des feuilles fraiches ont été sélectionnéess lavées, séchées et broyées en poudre fine et

conservée a température ambiante.

Nos manipulations concernent I'évaluationvitro de I'activité antimitotique sur les

cellules méristéematiques des racines des bulbégndios Allium cepa.
1.1.3. Réactifs et Solvants

Les réactifs et solvants utilisés lors de I'étudel’dctivité antimitotique des extraits

éthanoliques sont résumés dans le tableau suivant.

Tableau VI : Réactifs et solvants utilisés.

Composés Concentrations Fonction
Colchicine 1mg/mi Témoin +
Eau distillée Témoin -

Alcool 96°+ I'acide acétique 9. VIV : 1/3 (Alcool/Ac acétique) Solution de fixation

Carmin acétique Colore les noyaux

Ethanol 96° Solvant d’extraction
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1.2. Méthodes
1.2.1. Préparation de I'extrait éthanolique

59 de poudre de feuilles de chacune des deux esp&erbascum sinuatunet
Phlomis bovei de Noént été mises dans 100 ml d’éthanol a 96°, pusesia 4°C pendant 72
heures (SHIVASHARANAPPA et LONDONKAR, 2014).La stin ainsi obtenue est filtré,
puis évaporé au rotavapor 60°C. Les extraits éligares obtenus sont solubilisés dans de
'eau distillée pour obtenir les solutions mere (SMpartir des quelles des dilutions sont
réalisées et conservees a 4 °C jusqu’a leurs attdiss (Figurel7). Les concentrations des

solutions meéres et des dilutions réalisées sontmées dans le tableau suivant :

Tableau VII: Les concentrations des différentes dilutions.

Solution Mére C1 Cc2
Phlomis bovei 13.600 mg/mi 6.800 mg/ml 3.400 mg/ml
Verbascum sinuatum | 22.900 mg/ml 11.450 mg/ml 5.725 mg/ml

1.2.2. Evaluationin vitro de I'effet antimitotique

Pour I'évaluation de l'effet antimitotique des mxits éthanoliques des feuilles de
Verbascum sinuatunet Phlomis bovei de Ngde protocole utilisé est celui adopté par
(SHIVASHARANAPPA et LONDONKAR, 2014). Deux dilutiende chaque extrait ont été
réalisées a partir de la solution mére (AnnexeéD&p bulbes d’oignons ont été mis a germer
dans de I'eau pendant 3 a 5 jours. Des cellulesstaaratiques des racines germées ont été
sélectionnées puis mises dans les différents extdester ainsi que les deux témoins utilisés
(ttmoin négatif, colchicine) pendant 24 h. Ces i@ees ont été fixées par la solution de
fixation (alcool/acide acétique) pendant 2 h, a&srau carmin acétique, puis observées au
microscope optique (x800) (Figurel8).Des indicedotigjues ont été calculés par cette

équation :

Nombre de cellules en division
IM = x 100.

400 cellules
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Récolte des feuilles, lavage, séchage, broyageedre

5g de poudre de feuilles 5g de poudre de feuilles de
Matériels végétal de Verbascum sinuatum Phlomis bovei de Noé

Mettre dans 100 ml d’éthanol a 96°

Mettre a 4°C pendant 72 heures
Extraction

Filtrer la solution obtenue

Evaporer le solvant a 60°C

Solubiliser la poudre récoltée dans 10ml
d’eau distillée pour obtenir la solution mére

Conserver a 4°C

Figure 17 :Principales étapes d’extraction.
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Incubation des racines 24 h dans chacun des extrait
éthanoliques, puis 2 h dans la solution de fixation

|

N
Coloration au carmin acétique

|

7
Observation des cellules méristématiques au microspe

optique et calcul de I'indice mitotique (X800)

Figure 18: Protocole d’évaluatiom vitro de I'effet antimitotique.
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1.3. Etude statistiques

Pour I'étude statistique, deux types d’analyse @t réalisées, le test de Student
(comparer une moyenne a un standard) et le test\AN@ deux facteurs et son complément

qui est le test de Newman et Keuls.

Le test de Student a été utilisé pour comparegrtetin positif et le témoin négatif, le
témoin positif et les différentes moyennes d’indicaitotiques obtenues, puis le témoin
négatif et les differentes moyennes d’indices nutas obtenues. Le test ANOVA a deux
facteurs qui a pour principe, la comparaison de®yemnes de la variable quantitative
('indice mitotique) selon deux facteurs qualitatifjui sont le type de plante et leurs
concentrations, son complément Newman et Keulsuwa pbjectif d’ordonner les indices

mitotiques obtenus par groupes homogenes.

2. Résultats et Discussion

L’évaluation de [I'effet antimitotique des extraitsthanoliques des feuilles de
Verbascum sinuaturat dePhlomis boveiest déterminé par le calcul de I'indice mitotique

(IM) regroupés dans le tableau suivant.
Tableau VIII : Indices mitotiques des différents extraits éhajuas.

IM 7. T- T+ EEV EEP

SM 83.100 +1.422 | 38.600+1.668 | 50.500 +4.182 | 53.400+ 1.825

C1 / 49.050+ 1.541 | 57.05@ 1.314
c2 / 58.100+ 1.894 | 66.700+ 2.203

IM : Indice Mitotique,SM : Solution Mére,C1: Concentration1C2: Concentration 2T- : Témoin (-), T+ :

Témoin (+) (la colchicine)EEV : Extrait Ethanoliqué/erbascum sinuatunEEP : Extrait Ethanoliqué®hlomis

bovei

L'eau distillée (témoin —) a présenté l'indice ntigoie le plus élevé (83.). Les
observations microscopiques obtenues ont révélg thfférentes phases de la mitose :

prophase, métaphase, anaphase et télophase (Rgurel
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Figurel9: Les différentes phases de la mitose observéedebheellules méristématiques
d’Allium cepa(X800).

A: ProphaseB: MetaphaseC, AnaphaseD, Télophase.

La colchicine (témoin+) présente un indice mitoéiquui est de 38/ ce faible indice
est lié a I'action antimitotique de la colchiciggnérant des anomalies au niveau des cellules
méristemtiques des racines d'oignons. Les obsenatimicroscopiques ont révélé des
aberrations chromosomiques : fragmentations chromipies et désorganisation des

chromosomes de la plaque équatoriale lors de taphaséFigure 20).

Figure 20: Aberrations chromosomiques observées chez ladaeslnéristématiques
d’Allium cepatraitées par la colchicinX800).

A : Fragmentation chromosomique ; B : Désorganisat@schromosomes de la plaque équatoriale.
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Pour ce qui est des extraits éthanoliques folatles deux plantesverbascum
sinuatum et de Phlomis bovei,le pourcentage des indices mitotiques diminuentecav
'augmentation des concentrations, ils sont e#®850+ 1.541 et 58.100 powerbascum
sinuatum et de 53.400+ 1.825 a 66.700: 2.203 pouiPhlomis bovei.

Les méristemes sont des régions distinctes dedeplabes cellules de cette région
sont caractérisées par des divisions cellulairpgté&s et ont une capacité de croissance
continue.L’évaluationin vitro de I'activité antimitotique a été réalisée patelst dAllium sur
les cellules méristématiques des racines d’oignQeite méthode, mise en évidence par
LEVAN en 1938, est un outil facile et sensible pmgsurer la toxicité totale causée par les
traitements chimiques tels que les inhibitions @leroissance des cellules méristématiques
(WILLIAMS et OMOH ,1996).

L’éthanol 96° est un solvant tres appréciael’échelle industriel L'extraction des
composés chimiques a partir des feuillesRidomis boveiet Verbascum sinuatura été
réalisée par cefalcool éthylique qui est tres largement utilisé slales extractions
particulierement des polyphénols, ses spécifiai@sjualité sont inscrites au niveau de la
pharmacopée Européenne. Il existe dans plusieursognaphies de la pharmacopée
britannique comme celles de 2009 et celles démae édition de 2011(KHAYATI, 2011).

Les résultats de la présente étude ont montréeguextraits éthanoliques des feuilles
de Phlomis boveiet Verbascum sinuatunont des effets antimitotiqueses différentes
concentrations évaluées pour l'activité antimitoégpnt révélé des difféerences du potentiel de
chaque concentration d’extrait éthanolique, ainge cde type de plante utilisédes
observations microscopiques ont révélé des abemsatnucléaires, chromosomiques et

cellulaires au niveau des cellules méristématigigssracines d’oignons.

On a constaté que les cellules traitées avec didthanolique de la solution mére de
V.sinuatum(22.900 mg/ml présente les aberrations les plus importantéssgblus variées :
désorganisation de la plague équatoriale lors de métaphase, agglutinations
chromosomiques, des cellules en télophase avecri®/aux sans cytodiérese, allongement
des cellules avec agglutinations chromosomiqueslktles gigantesques avec rétrécissement
des noyauxXFigure 21)
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Figure 21: Aberrations chromosomiques observées chez ladezlinéristématiques en
division mitotique dAllium cepatraitées par la SM dé.sinuatum(X800).

A: Désorganisation de la plaque équatoriale lors aeitose B : Agglutination chromosomiqué€ : Télophase a
deux noyaux sans cytodiérefe: Allongement des cellules avec agglutination chreomique E : Cellules

gigantesques avec rétrécissement des noyaux.

La concentration 1(1.450 mg/ml)plus diluée, a pratiguement le méme effet que la
solution mére. Elle a aussi caus#es désorganisations de la plaque équatorialed®ria
métaphase, des cellules en télophase avec deuxnnmans cytodirese, agglutinations
chromosomiques et Cellules gigantesque avedarge noyau (Figure 22).

Figure 22 : Aberrations chromosomiques observées chez ladelinéristématiques en
division mitotique dAllium cepatraitées par la C1 dé.sinuatum(X800).

A : Désorganisation de la plaque équatoriale lora deétaphaseB : Cellule en télophase a deux noyaux sans

cytodireseC : Agglutination chromosomiqué® : Cellule gigantesque avec un large noyau.
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La concentration 2 (5.725 mg/ml) de la méme espécest une dilution de moitié de
la concentration 1, a également présenté |'effétimatotique, pas au méme degré que la
solution meére et la concentration 1. Mais assezr poloserver des fragmentations

chromosomiques et des cellules en télophase ards@ux sans cytodirese (Figure 23).

Figure 23 : Aberrations chromosomiques observées dans ledesthéristématiques en

division mitotique dAllium cepatraitées par la C2 dé.sinuatum(X800).
A : Fragmentation chromosomiqu: Cellule en télophase a deux noyaux sans cytaires

Les effets antimitotiques observés ont été soewpar les indices mitotiques repris
au niveau du tableau VIII. Pour la solution métda concentration 1 de I'extrait éthanolique
de V.sinuatum,on a obtenue des indices &.500 + 4.182 et 49.050+ 1.54L.
respectivement. Cela confirme la similarité desrrens qu’elles ont provoquées. Par
ailleurs, la concentration 2 présente un indiceotigitie plus élevé58.100+ 1.894. et une

activité antimitotique modérée.

L’analyse des indices mitotiques des cellules stématiques traitées par I'extrait
éthanolique des feuilles dé.sinuatumpar le test de Student nous a permis de comparer
chacune des concentrations au téempasitif et négatif, cea réveélé 'absence de différence
significative entre la solution mere et le témoaosifif, et une différence significative avec le
témoin négatif, cela traduit I'effet antimitotigsenilaire de la solution mére désinuatumet
la colchicine. D’ailleurs c’est cette concentratigoi présente l'indice mitotique le plus
proche de témoin positif et les observations mmop&jues obtenues révelent des aberrations
importantes. Pour la C1l et C2 de l'extrait éthanpadi foliaire deV.sinuatum I'étude
statistique a révélé une différence significativeale témoin positif et négatif. Ce qui nous
amene a dire que les deux dilutions présententffienh antimitotique moins important que

celui de la colchicine prise comme standard (Anri&xe
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La diminution de l'indice mitotique et l'inductiodes aberrations chromosomiques
dans les cellules méristématiques végétales p&relits extraits foliaires de nombreuses

plantes ont été signalés par plusieurs publica{iiSlDHAKAR, 2001).

De nombreuses especes de ga&fedascumtelles queV. thapsus L., V. fruticulosum
Post., V. undulatum Lam., V. georgicum Benth., Worophyllum Hub.-Mor., V. cilicicum
Boiss., V. pterocalycinum var. mutense Hub.-Met.Y. splendidum Boisent été étudiees
pour leur activités antimitotique par des tdastwvitro et invivo (SENER ET DUGLER,
2009).

L’effet antimitotique provoqué par des extraits hagtoliques des espec&&rbascum
cheiranthifoliumvar. asperulumV. pycnostachyurat V. orgyale sur les cellules cancereuses
cervical et ovariennes a été étudié. Les résuitatiquent que I'extrait méthanolique de
V.pycnhostachyuma eu un effet antimitotique plus significatif sesldeux types de cellules
comparé aux deux autres espeé¢esbascunctheiranthifoliumvar. asperulumetV. orgyale.
Par ailleurs, cette action antimitotiqgue est pluprienée sur les cellules ovarienngse les
cellules cervicales (KUCUK etl., 2016) .

Les especes appartenant au géfedascunsont tres utilisées en phytothéragies
propriétés antitumorale et d’autres activités ljaloes de divers extraits de plantes de ce
genre ont été évalué@&UCUK et al., 2016). Les extraits alcooliques et aqueux dedlésui
de Verbascum thapsussoumis a des études biologiques, ont révélé ddwites
antibactériennes, antitumorales et inhibitricesadgermination des graines (TURKER, 2002).
Selon nos résultats, les moyennes des indices iguiést obtenus pou¥.sinuatumont
considérablement diminués en comparaison avecniieénégatif et cela en raison de
l'activité antimitotique des extraits éthanoliquiss feuilles deV.sinuatumqui a varié en
fonction des concentrations (dilutions) réalisé®s méme I'extrait méthanolique des parties
aériennes de I'espedéerbascum virgatuminhibe la germination des graines (PARDO,
2004).

Des extraits bruts d¥erbascum pseudonobilgtilisés en médecine traditionnelle
ont été sélectionnés pour détecter d'éventuelstadroactifs anticancéreux, en utilisant
I'évaluation de l'activité d'interaction avec I'ADNes extraits se sont avérés actifs et ont
provoqué des anomalies d’ADN suite aux difféerenteseractions (IONKOVA et
ALFERMAN, 2000).
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Des extraits d&/erbascum thapsugrésentent une activité antitumorale contre les
tumeurs induites pafgrobacterium tumefacierselon la méthode du disque de pomme de
terre modifiée par le groupe de McLaughliwCAR-TURKER et CAMPER, 2002).

La plupart des rapports scientifiques traitantgénre Verbascumconcluent que
plusieurs de ses especes contiennent des métah@i#eonsables de I'activité antimitotique
sur des cellules en division (LOPEZ-LAZARO, 2008gs conclusions concordent avec nos
résultats a propos de l'activité antimitotigue despeceVerbascum sinuatuml’espece
Verbascum sublobatuest également connue pour ses effets antimitoggs®n utilisation
pour le traitement des tumeurs (TATLIadt, 2007).

La littérature scientifigue a beaucoup traité lediviiés pharmacologiques des
flavonoides comme [I'activité antioxydant, anti-arfimatoire, antimicrobienne et ses
propriétés anticancéreuses. Les flavonoides santctastituants communs des plantes
utilisées en médecine traditionngli@HIANG etal., 2006).

Les études sur la composition phytochimique desa@gYerbascumsapportent que
ce genre est caractérisé par des composants artiean tels les flavonoides, les saponines,
phenylpropanoid et phenylethanoides glycosylésutitisant des extractions éthanoliques et
méthanoliques, on a pu isoler plusieurs autrestitoasts bioactifs variant selon les espéces
et qui sont susceptibles d’étre responsable d#iigé anticancéreusde certaines espéeces
VerbascumgDEMBITSKY, 2005). Cela peut expliquer les réatsdt établis par notre étude

et qui confirme I'activité antimitotique de I'esp&erbascum sinuatum.

L’activité antimitotique exprimée chez 'espdééovein’est pas aussi importante que
celle deV.sinuatum La solution mere (13.600 mg/ml), la plus concérdt la plus active, a
engendré des désorganisations de la plague éqletddrs de la métaphase et des
agglutinations chromosomiquésigure 24).

La concentration 1, qui est une dilution de la solumére (6.800mg/ml) a provoqué :
des plaques équatoriales désorganisées avec altedélimitation cellulaire, agglutinations

et pont chromosomique lors de I'anaphase (Figu)e 25

La concentration 2 (3.400 mg/ml), la plus diluéecausé des agglutinations et
fragmentations chromosomiques et des celluldélephase a deux noyaux sans cytodiérese
(Figure 26).

33



Partie Expérimentale

Figure 24 : Aberrations chromosomiques observées chez ledesleristématiques en
division mitotique dAllium cepatraitées par la SM de.bovei(X800).

A : Désorganisation de la plaque équatoriale lors deétmphaseB : Agglutination chromosomique.

Figure 25 : Aberrations chromosomiques observées dans ledatheristématiques en
division mitotique dAllium cepatraitées par la C1 de.bovei(X800).

A : Plaque équatoriale désorganisée et absencélidatdtion cellulaire. B : Agglutination et Pont

chromosomique.

Figure 26 : Aberrations chromosomiques observées dans ledatheristématiques en
division mitotique dAllium cepatraitées par la C2 de.bovei (X800).

A : Agglutination et fragmentation chromosomique. Bélophase a deux noyaux sans cytodiérese.
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Les indices mitotiques des extraits éthanoliquelaifes de P.bovei confirme
également les aberrations observées. lls reprégemte activité pas autant exprimée que
chezV.sinuatum,ils sont un peu plus élevés : 53.400.825., 57.050+ 1.314. et 66.700:

2.203 respectivement pour la solution mere, concenmatit 2 (Tableau VIII).

L’analyse des indices mitotiques par le test ded&tti a montré une différence
significative lors de la comparaison des troiscamtrations d’extraits éthanoliques foliaires
de P.bovei avec le témoin positif et le témoin négatif respement (Annexe 2). Ce qui
reflete un effet antimitotique sur les cellules ristématiques traitées par les extraits
éthanoliques foliaires de cette espece, mais esla un effet antimitotique moins important

gue celui de la colchicine.

P.boveiappartient aux Lamiacées, cette famille regroupgnand nombre d’espéces
capables de synthétiser et de stocker des méedbahicondaires qui possedent des activités
diverses en phytothérapie comme des terpenoidsglad®noides, des iridoides glycosylés et
des diterpenoides (GUIGNARD, 2004). Les Lamiacé&gsésentent la pluparts des plantes
considérées les plus toxiques a forte doses madsisees pares utilisations efficaces a
faible doses en phytothérapie traditionnelle (NAJ&idl., 2018).

Des études phytochimiques 8eutellaria barbatade la famille ded.amiacéesUne
plante largement utilisée en médecine traditioenall Vietham, en Chine et en Corée comme
anti-tumorale, a permis d’isoler 4 nouveaux conggagsponsables de désorganisations des
divisions cellulaires (NGUYEN edl., 2009).

Les especesPhlomis sont utilisées pour traiter diverses affectiongs detudes
pharmacologiques de certaines de ces especes @néaisées et ont montrés que ces

dernieres possedent des activités anticancéréBE&AMOR etal., 2009).

Il a été rapporté quies extraits aqueux de certaines espé&ddsmis sont utilises
depuis longtempsn médecine traditionnelle Egyptienne pour gudtisipurs maladies dont
le cancer (BOWN, 1995).

Des études bien anciennes ont fait le lien enseepeécedu genrePhlomiset les
divisions cellulaires, elles ont pu démontrer kff Anti-tumorale de deux espéceP:
tuberosaet P. umbrosaurcz (CHUNG eal., 1981).
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Tres récemment, Plusieurs études se portant saotivité antimitotique ont été
effectuée en utilisant des cellules méristématigleesacine @llium cepa(SHAIKH, 2012)
et ont conclut quelusieurs espéces de la méme famille que le gem@missont connues
pour leurs effets sur les divisions cellulairedjti@e d’exempleScutellaria barbataqui est
largement utilisée pour ses effets antitumorauxHIgE al, 2004 ; TANet al, 2004). Une
étude aussi récente sur les extraits foliairesette plante a montré I'arrét du développement
des cellules cancéreuses en phase G1, et a dimairniai#le des tumeurs solides (Y&t al.,
2004).

Les résultats d’'une recherche sur l'effet de l'audssentielle d®. olivieri et P.
persicasur les divisions cellulaire ont indiqué que leddrudes deux espéces possedent une
activité antimitotique modérée (MOHAMMEDIFAR at,, 2015).

D’autres recherches sur les feuillesRhiomis mauritanicaont démontré que I'huile
essentielle de cette espece est riche en compbséagjges et possede plusieurs activités
pharmacologiques en plus de I'activité antimitoftiECTOR etal., 2002).Les résultats de
notre étude completent les conclusions établieslgsmétudes citées précédemment et qui
indiquent que les plantes du gerfPblomis contiennent des substances aux propriétés
antimitotiques. Une étude par CG de I'huile esséatdeP.bovei prouve que cette espéece
est la plus riche en constituants phytochimiquesparée aux autres espedeblomis
(ALIGIANNIS et al., 2004)

Le genrePhlomis contient un grand nombre de flavonoides. Chaque&cesgst
caractérisée par des flavonoides particuliers onsela localisation géographique .Ces
flavonoides possedent des activités biologiquesiéemr et ce sont des marqueurs
chemotaxonomiques, mais on peut trouver des fladasocommuns. On cite 'exemple des
p-coumaroylglucosides qui sont présents dans to@ese$peces du ce genre; (TOMAS-
BARBERAN etal., 1992). La richesse et la diversité du geRrhdomisen flavonoides et en
autre constituants phytochimiques explique la divérde ses activités dont I'activité
antimitotique dé”hlomis bovei.

Le nombre d'aberrations et le nombre de métaphelsesanaphases anormales
induites par les différents extraits éthanoliques deuilles deV.sinuatumet P.bovei ont
augmenté d'une maniére dépendante de la concentgdtide type de plante utilisée, ce qui
représente l'action antimitotique de ces extrditmoliques sur les cellules méristématiques

d’A.cepa.
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Les deux espéces étudiées ont provoquée des aesrgal ont touché les quatre
phases de la mitose et ont affirmé ainsi leur @étiantimitotique. Cependany,.sinuatum
présente une activité antimitotique plus élevée gedle deP.bovei,cela est montré par les
différentes observations microscopiques et lescaslimitotigues obtenua comparaison
des moyennes des indices mitotiques entre cesapecesouligne la différence de I'action
antimitotique de ces deux plantes (Figure 28).

80  INDICES MITOTIQUES

70 66,7
60
50
40
30

20

10

SM C1 Cc2

EMV ®IMP

Figure 28 : Comparaison de l'action antimitotique entre les/armes des indices mitotiques
des extraits éthanoliques Wesinuatumet P.boveien fonction de la concentration.

Cette différence de I'actioantimitotique des différentes concentrations desags
éthanoliques dé&/.sinuatumet P.boveiest reflétée par les résultats obtenus avec sk te
statistiques (Student) (Annexe 2).

Le test ANOVA a deux facteurs a révélé des difféesrhautement significatives entre
les indices mitotiques obtenus par les différentsaés éthanoliques foliaires désinuatum
et P.bovei De ce fait, un test complémentaire de comparatses moyennes (Newman-
Keuls) a été réalisé. Ce qui a permis de regrolgeemoyennes des indices mitotiques en
différents groupes homogenes (Tableau Xl).
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Tableau XI : Les moyennes des indices mitotiques classés fé@retits groupes
homogénes par le test Newman-Keuls.

1

Moyenne
C1} 49,05000 ™
A} 50,50000 "

5340000
57,0000 " ==
58‘10000 ReEe OEER
66,7000

D’apres ce tes(Newman-Keuls)Jes effets antimitotiques de la solution mere, la
concentration let la concentration 2\dsinuatum la solution mere et la concentration 1 de
P.bovei appartiennent au groupe 1 (a faible indices nujtmts). La concentration 2 de
V.sinuatum et la concentrtion 1 et 2 d&bovei appartiennent au groupe 2 (contient les
indics mitotiques les plus élevés). On signaleegaht que la concentration 2 dssinuatum,
la concentration 1 dé°.boveisont rangés dans les 2 goupes (1 et 2). De cerfal€duit que
les effets antimitotiques de ces différents etdréthanoliques d¥.sinuatunet P.bovei sur
les cellules méristématiques des racines d'oign@mnt dépendant des concentrations et

dépendant et de type de plante utilisée.

Les résultats établies a partir de test ANOVANetvman-Keulssont en accord
avec ceux obtenus de I'analyse par le test Stu@as conclusions statistiques compléte et

appuient celles obtenues a partir des observatimer®scopiques et des indices mitotiques.

Dans lI'ensemble, toutes les différentes concmtsa des extraits éthanoliques
obtenus a partir des feuilles Balomis boveiet Verbascum sinuatumnt montré une activité
antimitotique a des degrés variables du plus adneeau moins concentré. Cela peut étre
expliqué par une des propriétés typique et comnduces deux espeéces qui est leurs richesse
en différentes classes des composés naturels ifgoact

38



Partie Expérimentale

La majorité des molécules anticancéreuses samigdie végétale. lls ont des

mécanismes d’action différents sur les celluledigision (HERON, 2006).

L'induction des fragmentations chromosomiques &4 dnaphases multipolaires
indiquent le potentiel clastogéne de certains ca@pochimiquesissus de plantes
(CHAUHAN ET GUPTA, 2005).Leur action sur le chromosome est généralement
considérée comme impliquant une action sur TA@HAUHAN ET SUNDARARAMAN,
1990)On a observé des ruptures qui sont dus a I'écbecliromosomes pour se déplacer
vers l'un des péles. Les chromosomes a la traineepé étre attribués a la diminution de la
viscosité des chromosomes qui est un facteur fréqdi@berrations chromosomiques chez
les cellules méristématiques des racines du gélliten. Cette rigidité est probablement due a
I'entremélement des fibres de chromatine qui casditia une connexion anarchique entre
les chromosomes. Les condensations chromosomiqeiegept aussi étre expliqguées par
l'adhésion physique des protéines chromosomi(DABARAVDIC, 2010)

Depuis longtemps Le fuseau mitotique a été idéntémme une cible majeure de la
chimiothérapie anticancéreu@OOD, 2001). Le cytosquelette composé de micrdasbqui
sont essentiels & la division cellulaire au cowdadgjuelle ils forment une structure bipolaire,
complexe et dynamique, nécessaire a la ségrégatiorcte des chromosomes pendant la
mitose: le fuseau mitotigue. Ce dernier est caméstidle deux réseaux symétriques et
antiparalleles de microtubules dont l'une des enit€s interagit avec les chromosomes et
l'autre est ancrée aux deux pbles (ARNétal.,2002).

Cette activité antimitotique observées chez lelsilesl méristématiques traitées par les
extraits éthanoliques des feuilles\derbascum sinuatumt Phlomis bovei espeut étre due a
la présence de composeés bioactifs affectant lesquilette ou inhibant les composants de la
division cellulaire.Phlomis bovei est une espéce riche en mono terpéesesguiterpenes,
hydrocarbures saturés, alcqafdéhyde... (LIOLIOS eal, 2007). Plusieurs études ont aussi
montré que l'espece/erbascum sinuatunprésente a elle seul plusieurs métabolites
secondaires, ce qui confirme leurs différentesviées biologiques (SENATOREet al.,
2007).

On signale aussi que les flavonoides représengsnpiiincipaux phyto-constituants
chez les deux espece¥erbascum sinuaturat Phlomis bovei(DEMBITSKY, 2005 ; LI et
al., 2010). En plus, plusieurs étudesvitro etin vivo ont montré I'effet anticancéreux des
flavonoides vis-a-vis de nombreuses lignées calbdaancéreuses. Et certaines études assez

récentes ont démontré que la consommation degnitdsles diminue le risque et 'incidence
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Partie Expérimentale

de plusieurs types de cancers (Boseitil.eR005; Fink etl., 2007).Dans cette méme idée, on
peut suggérer que l'activité antimitotique dedraits éthanoliques des feuilles Bbalomis
bovei etVerbascum sinuatuest due a la présence des flavonoides.

De cette étude on déduit que parmi les métabokwsondaires de/erbascum
sinuatumet Phlomis bovecertainspourront constituer des anticancéreux.

Méme si des doutes peuvent étre soulevés a prbpdspplication des résultats du tissu
végétal au tissu animal et enfin pour les humdasscellules végétales sont 1000 fois plus
résistantes a la colchicine qui est un anticar@negpuissant et agit en inhibant la formation
des microtubules. Il est déduit que les produitsi@ues qui affectent les chromosomes et les
microtubules des plantes affectent également desxcellules animal et a des concentrations
moindre SAXENA, 2005).

Plusieurs composants a activité antimitotiqueudsdes plantes sont actuellement
utilisés comme anticancéreux a grande eci{@leOBOCAN, 2012). .Le succes clinique et
commercial des poisons de la tubuline tels lesitieset les vinca-alcaloides a incité les
recherches a développer de nouvelles génératiendrogues plus efficaces et moins
toxiques. De plus, la compréhension grandissantimctionnement du fuseau mitotique et
des mécanismes de controle permet d’explorer desocpes alternatives prometteuses
(ARNAL, etal., 2002).

Les extraits éthanoliques des feuilles \éerbascum sinuaturet Phlomis boveiont
montré une activité antimitotique louable, Ce qaus permet de dire que les deux especes
végetales sont une source prometteuse de compbségjwes naturels qui ont la capacité
d’'inhiber la mitose et donc pourront étre des sesirde principes actifs de nouveaux

médicaments anticancéreux.
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Conclusion

Les plantes médicinales constituent un réservomemse de composés bioactives
présentant I'avantage d'une grande diversité detstes chimiques telles que les térpenoides,
les polyphénoles et les alcaloides..., qui sont ssumt’activités biologiques telles que
l'activité anticancéreus@ULZOMI et al, 2012).

Dans ce cadre, nous nous sommes intéressé a dep&cess végétales
meéditerranéennesVerbascum sinuatunet Phlomis bovei.Appartenanta la famille des
Scrophulariaceae et Lamiacées respectivement. €lesabpéces ont fait I'objet de plusieurs

études phytochimiques qui montrent leurs richesaaomposés bioactifs.

Notre travail a consisté a montrer I'activité antotique d’extraits éthanoliques des
feuilles des deux plantes étudiées. La poudrdaleéibes de chacune des plantes mise dans
I'éthanol 96. est évaporée aprés 72H. L'extrait ethanoliquerabst solubilisé dans I'eau
distillée pour obtenir la solution meére et lesutidns avec lesquelles les cellules
méristématiques des racineAlfum cepasont traitées. L’'activité antimitotique est ensuite

évaluée par les observations microscopiques @édéses mitotiques.

Les résultat®btenus confirment I'expression de l'activité aritotique par les deux
plantes étudiée. Les observations microscopiqués avéelé des aberrations variées des
différentes phases de la mitose chez les cellulégstématiques. Les indices mitotiques
calculés nous ont permis de déduire que I'acti@itémitotique évaluée est proportionnelle
aux concentrations des extraits éthanoliques feBades deux especes analysées. Cette
activité dépend aussi de I'espece, elle est ptpsiaée paVerbascum sinuaturgue par

Phlomis bovei

Notre recherche a démontrée la forte activité atdiique deVerbascum sinuaturet
Phlomis bovei Cela mene a suggérer que ces deux especes wenmistiies sources
prometteuses de substances anticancéreuses, perogttra de renforcer la lutte de I'homme

contre le cancer qui est probléeme majeur de garikque.

Les résultats obtenus dans cette étude pourromedosuite a d’autres études qui
restent nécessaires afin de déterminer les mokecakponsables de I'activité antimitotique
des feuilles Verbascum sinuaturet Phlomis boveet de procéder a leur purification et leur

identification.

41



Réferences Bibliographiques

AKDEMIR, Z. S.; TATLI, I. I.; BEDIR, E.; KHAN, I. A . (2004). Acylated iridioid
glycosides from flower3urk. J. Chem .28, 227-234.

ALIGIANNIS, N.; KALPOUTZAKIS, E.; KYRIAKOPOULOU, I. ; MITAKU, S,
CHINOU, 1.B. (2004). Essential oils ofPhlomis species growing in Greece chemical

composition and antimicrobial activitiglav. Frag. J, 19: 320-324.

ALTMANN, K-H. et GERTSCH, J. (2007), Anticancer drugs from natural produdiat.
Prod. Rep. 24327-357

ANGAYARKANNI, J. ; RAMKUMAR, K.M. ; POORNIMA, T. ET  PRIYADARSHINI,
U. (2007). Cytotoxic activity of Amorphophallus paeoniifoliuSuber extractsin vitro,
American-Eurasian J. dkgr. And Env. Sciencgegol. 2(4): 395— 398,

ARMATU1L, A.; BODIRLAU, R.C.B.; NECHITA, C.B.; NICUL AUA, M.; TEACA,
C.A.; ICHIM, M. ET SPIRIDON, I. (2011). Characterization of biological active
compounds fromVerbascum phlomoideby chromatography techniqgueRom. Biotech.
Letters Vol. 16: 4

ARNAL, I. ; SASSOON, I. ET TOURNEBIZE, R. (2002). Dynamique du fuseau : vers une
cible anti-cancéreuse. 18(12) : 1226-1235.

ATHAMENA, S. (2009). Etude quantitative des flavonoides des grainesca@inum
cyminumet les feuilles derosmarinus officinaliset I'evaluation de I'activite biologique,

mémoire magister, université el-hadj lakhdar-batna.

AUTI, S. ; PAGARE, R.; AHIRE, D. ET SAWALE, V. (2010). Cytogenetical studies on
the effect of omnacortil on root tip cells Aflium cepalL., J. of Cell and Tissue Red.0 (3):
2331-2335.

BARASOAIN, I.; GARCIA-CARRIL, AM.; MATESANZ, R.; MA CCARI, G.;
TRIGILI, C. ET MORI, M. (2010). Probing the Pore Drug Binding Site of Microtubules
with Fluorescent Taxanes: Evidence of Two Bindingdés Chem Biol17(3):243-253.

BECKERS, T. ET MAHBOODI, S. (2003). Natural semi synthetic and synthetic
microtubule inhibitors for cancer theraftugs of the future28: 767-785.

42



Réferences Bibliographiques

BENAMOR L., BOUBAKER J., BENSGAIER M., SKANDRANI I. , BHOURI W.,
NEFFATI A., KILANI S., BOUHELEL I., GHEDIRA K. et G HEDIRA L. (2009).
Phytochemistry and biological activitiesfhlomisspeciesl. of Ethnopharml10.1016.
BENISTON. NT.WS. (1984).Fleurs d’Algérie. Entreprise National du Livre. .E822/84.
Alger. Algérie.

BHATTACHARYYA, B.; PANDA, D.; GUPTA, S.; BANERJEE, M. (2008)Anti-mitotic
activity of colchicine and the structural basis fte interaction with tubulinMed Res Rev.
28(1):155-183.

BINDER-FOUCRD, F.; BOSSARD, N.; DELAFOSSE, P.; BELOT, A.; WORONOFF
A-S. et REMONTET, L.(2014) Cancer incidence and mortality in France overpéeod:
1980-2012. Re\Epidém Santé Publique62(2):95-108.

BOCA, R. (2004).Herbal Drugs and Phytopharmaceuticals, 3rd Editech Max Wichtl
Marburg, CRC Press, P.704.

BOETTCHER, B. ET BARRAL, Y. (2013). The cell biology of open and closed mitosis.
Nucleus.Austin, Tex4 :160-165.

BOSSETI, C. ; SPERTI NI, L. ; PARPINEL, M. ; GNAGNA RELLA, P.; LAGIOU, P.;
NEGRI, E.; FRANCESHI, S.; MONTELLA, M.; PETERSON, J.; DWYER, J.;
GIACOSA, A. ET LA VECCHIA, C. (2005). Flavonoids and breast cancer risk in Italy.
Cancer EpidemiologyBiom. & Prev.14 : 805-808.

BOUKEF, M. K.; (1986). Médecine Traditionnelle et pharmacopdes plantes de la
médecine traditionnelle tunisienne, Agence de Crdjmd Culturelle et Technique, Paris,

France.

BOWN, D. (1995).Encyclopedia of herbs and their use&*Bd.New York, DK publishing,
USA.P.420.

BOYE, O.; GETAHUN, Z.; GROVER, S.; HAMIL, E.; BROSS | A. J. (1993).Synthesis
of 14C labelled electrophilic ligands of the coldhe binding site of tubulin: chloroacetates
of demethylthiocolchicines and of acetylcolchinolsothiocyanate of 9-deoxiy-
acetycolchindl, Labelled Compd.s Radiopharm:3&93-299.

43



Réferences Bibliographiques

BRADLEY , P. (2006).British Herbal Compendium, Ed. British Herbal Made Assoc.1:2.
BRAY L. (2011).In Guide illustré de la flore algérienne.

BREMER, B.; BREMER, K.; CHASE, M.; FAY, M.; REVEAL, J.; SOLTIS, D. &
STEVENS, P., (2009)Anupdate of the Angiosperm Phylogeny Group clasaiion for the
orders and families of flowering plants: APG IBotanical Journal of the Linnean Society
161: 105-121.

BULZOMI, P.; GALLUZZO, P.; BOLLI, A.; LEONE, S.; AC CONICIA, F. et
MARINO, M. (2012). The pro-apoptotic effect of quercetin in cancdrleges requires ERDb-
dependent signald. of Cell. Phys.227:1891-1898.

CABARAVDIC, M. (2010). Induction of chromosome aberrations in #édum cepatest
system caused by the exposure of cells to benpg(ahe, Medicinski Arhiy 64(4): 215-218.

CALIS I., BASARAN A. A, SARACOGLU 1., STICHER O., RUEDI P. (1991).
Phlinosides D and E, phenylpropanoid glycosides ambids from Phlomis linearis
Phytochemistry30: 3073-3075.

CAUHAN, L. K. S.; SAXENA, P. N. ET GUPTA, S. K. (199). Effects of deltamethrin on
the ultrastructures of the root meristem cellsAbium cepa Pesticide Biochem. and Phys.
vol. 64(3): 135-147.

CHAUHAN, L. K. S. ET GUPTA, S. K. (2005).Combined cytogenetic and ultrastructural
effects of substituted urea herbicides and syrdhmtiethroid insecticide on the root meristem
cells ofAllium cepaPesticide Biochem. And Phyal. 82(1): 27-35.

CHAUHAN, L.K.S. ET SUNDARARAMAN, V. (1990). Effects of substituted ureas on
plant cells. I. Cytological effects of isopruturon the root meristem cells &f. cepaCyt,
vol. 55 (1): 91— 98.

CHEESMAN, I.M. Et DESAI, A. (2008). Molecular architecture of the kinetochore
microtubule interfaceMol. Cell Bio.9: 33—46.

44



Réferences Bibliographiques

CHEN, S-M.; MENG, L-H.; DING, J. (2010). New microtubule-inhibiting anticancer
agentsExpert Opin Inves. Drug4.9: 329-343.

CHIANG, L.C.; NG, L.T, LIN, I.; KUO, P.L.; LIN, C.C . (2006).Anti-proliferative effect
of apigenin and its apoptotic induction in humarpBe2 cellsCancer Lett237(2): 207-214.

CHUNG, B.S.; KIM, JW. ET LEE, H.K. (1981). Saengyak Hackeoechin Etude
phytochimique de plantes médecinales appartendat famille des Lamiaceae .These de

doctorat. Université des Freres Mentouri Constantin

CORDELL, G.A. et COLVARD, M.D. (2005). Some thoughts on the futures of
ethnopharmacology,. of Ethnopharm100: 5-14.

COURTHEOUX, T.; GAY, G.; GACHET, Y. ; ET TOURNIER , S. (2009)Asel/Prc1-
dependent spindle elongation corrects merotelynduanaphase in fission yeagt.of Cell
Bio. 187: 399-412.

DABYDEEN, D.; FLORENCE, G.; PATERSON, |.; HAMEL, E. (2004) Cancer
Chemother. Pharm. 5397-403.

DEMBITSKY, V.M. (2005). Astonishing diversity of natural surfactants: SolBgically
active glycosides of aromatic metabolitegids .40: 869-900.

DEMNATI, F. Et ALLACHE, F. (2014). Effect of Verbascum sinuatuigscrophulariaceae)
on oviposition ofCallosobruchus maculaty8ruchidae)J. Crop Prot.3 (3): 327-334

DEWICK, P. M. (2002).Medicinal natural products A biosynthetic apprag@fi®éd.Wiley,

Inde.

DIAZ JF. (2000); Molecular Recognition of Taxol by Microtubules. Ietics and
Thermodynamics of Binding of Fluorescent Taxol Datives To An Exposed Sitd. Biol
Chem.275(34):76.

DIAZ JF. (2003). Fast Kinetics of Taxol Binding to Microtubules. f&dts of Solution
Variables and Microtubule-Associated Proteth&iol Chem278(10):19.

45



Réferences Bibliographiques

DIAZ, JF.; BARASOAIN, |.; SOUTO, AA.; AMAT-GUERRI, F.; ANDREU JM.
(2005). Macromolecular Accessibility of Fluorescent TaxoBisund at a Paclitaxel Binding
Site in the Microtubule Surfacd.Biol Chem 280(5): 37.

DOERNER, P. (2000) Plant stem cells: the only constant thing is chaGge. Bio10 : 826-
829

DOREE, M. (2003). Le déclenchement de la mitose chez les eucarystggrieurs
MED.SCIENCES 19 : 299-307.

DRANDAROV, K. (1997). Verballoscenine, the z isomer of verbasceninefkéanbascum
phoeniceum. Phy#4(5): 971-973.

DUGLER, B.; KIRMIZI, S.; ARSLAN, H.; GULERYUZ, G. ( 2002) Antimicrobial
activity of three endemi¥erbascunspeciesPharm. Bio 40: 587-589

EI-NEGOUMY S. I, ABDELLAH M. F., SALEH N. A. M. (1 986).Flavonoids ofPhlomis
aureaandP. floccosa. Phytochemistr@5(3): 172-774

EVAN, W.C. (2002). Trease and Evan-Pharmacognosyi%ed. W.B. Sanders Company,
USA.

FIELD, J.J.; DIAZ, J.F.; MILLER, J.H . (2013). The Binding Sites of Microtubule-
Stabilizing AgentsChem Bial0 (3):301-315.

FINK, B.N.; STECK, S.E.; WOLFF, M.S.; BRITTON, J.A. ; KABAT, G.C.; GAUDET,
M.M.; ABRAHMSON, P.E.; BELL P.; SCHROEDER, J.C.; TE ITELBAUM, S.L;
NEUGUT, A.l. ET GAMMON, M.D.(2007). Dietary flavonoid intake and breast cancer
survival among women on Long Island. Cancer Epidérgy, Biom.& Prev 16: 2285-2292.

FISCHER, E. (2004).Scrophulariaceae, iAlowering Plants — Dicotyledons: Lamialékhe

Families and Genera of Vascular Plants Blpringer 333-432.

GIGANT, B.; WANG, C.; RAVELLI, R. B. G.; ROUSSI, F.; STEINMETZ, M. O
CURMI, P. A.; SOBEL, A.; KNOSSOW, M. (2005).Structural basis for the regulation of
tubulin by vinblastineNat435: 519-522.

GLOBOCAN, (2012). Estimated cancer incidence, mortality and prevademorldwide.Int.
Agen. for Red40: 10-12.

46



Réferences Bibliographiques

GOTTSCLING, D.E. ET BERG, B. (1998)Chromosoms, organisatin and functi®@eience.
470:626-630.
GUIGNARD J. L. Et PELT J. M. (2001). Botanique Systématique moléculairé™2&d.

Masson, Paris.

GUIGNARD J. L. Et DUPONT F., (2004)Botanique Systématique moléculaire*%3d.

Masson, Paris.

HAMEL, E. (1996). Antimitotic Natural Products and Their Interactiomgh Tubulin. Med.
Res. Revl6 : 207-231.

HECTOR RJJ, FERNANDO B, ADOLFINA RK, OLIVA MM, MIRT A SD,
VICTORIO ST, JULI AZ (2002) Chemical constituents and antimicrobial activitytbé
essential oil of Lantana xenidalanta Med68:762—764.

HERON, J. F. (2006).Oncoprof, site de cancérologie géenérdiép://www.oncoprof.net
HEYWOOD, V.H. (1985). Flowering Plants of the World. Oxford Unikress3: 399-400.

HEYWOOD V. H., BRUMITT R. k., CULHAM A., SEBERG O. (2007).Flowering plant
families of the world. Royal botanic Gardefew Pub.424.

HUNG, D.; JAMISON, T.; SCHREIBER, S. (1996)Understanding and controlling the cell
cycle with natural product€hem. Biol 3: 623-639.

IONKOVA, |. et ALFERMAN, A. (2000). Use of DNA for detection and isolation of

potential anticancer agents from plants. Farmatgiyalo.

JARADAT.N.A; MASOUD B.; ABU-HADID M. (2015). Screaning Antibacterial and
Antifungal Activities and Evaluation of the Exhawst Extractions Yields FoWerbascum
sinuatum. Int. J.Res.Ayurveda phat®b-110.

JORDAN, M.A. (2002). Mechanism of action of antitumor drugs that interavith
microtubules and tubulirGur. Med.Chem.. Anti-Cancer Agent3(1): 1-17

JUTEAU, F.; MASOTTI, V.; BESSIERE, J.M.; DHERBOMEZh , M.; VIANO, J.

(2002). Antibacterial and antioxidant activities Aftemisia annuassential oilFit, 73: 532-
535.

47



Réferences Bibliographiques

KATAGIRI M., OHTANI K., KASSAI R., YAMASAKI K., YAN G C.-R., TANAKA, O.
(1994).Diterpenoid glycosyl esters froPhlomis young- husbandiindP. medicinalisroots
Phytochemistry35: 439-442.

KAUR, P. ET GROVER, |.S. (1985)Cytological effects of some organophosphorus
pesticides. Il.Meiotic effect€yt, 50: 199-211.

KATAYOUN M. S., MOHAMMED A., AFSANEH G. (2004). The essential oils
composition oPhlomis herba-venti. leaves and flowers of Iranian origihFlav Fragr, 19 :
29-31.

KHAYATI, Y. (2011). L’éthanol, sa qualité et ses utilisations en plzanien Laboratoire de
Pharmacie Galénique, Faculté de Médecine et denRlcgg de Casablanca, Université
Hassan lin www.pharmacies.ma

KHITRI, W.J. ZENAKI, A. ABI, N. LACHGUEUR, A. LARDJ EM. (2014). Evaluation

of Wound Healing Activity ofPhlomis bovei De Nom WistarAlbino RatsInt.J.of Pharma.

and Pharmaceutical Sci8: 10- 11.

KHOSHNOUD, H.; NEMATI, N.; AMIMIA, R.; GHIYASI, M.; HASANZADE, H.;
GHOURTTAPE, A.; TAJBAKHSH, M.; TALATI, F.; SALEHZAD EH, H. (2008)
Insecticidal Properties o¥erbascum cheiranthifoliunagainstR. dominicaon Wheat and
Barley.Pak J Biol SciL1: 783-787.

KINGSTON, D. J. (2009). Tubulin-interactive natural products as anticaregents Nat.
Prod, 72 507-515.

KRAMER, A., LUKAS, J., ET BARTEK, J. (2004). Checking out the centrosomé&ell
Cycle GeorgetTex.3: 1390-1393.

KUCUK, S., OZDEMIR, F.,ISCAN, G., INCESU, Z. (2016).Determination of Cytotoxic
and Anticandidal Activities of Thre€erbascum LSpecies from Turkey. cheiranthifolium
Boiss. var.asperulum(Boiss.) Murb. Monorg.V. pycnostachyunBoiss. & Heldr andV.
orgyaleBoiss. & Heldr.Turk J Pharm Scil3(3): 318-322.

LEE, KH. (2004). Current developments in the discovery and desigrew drug candidates
from plant natural product leadournal of Natural Product67: 273-283.

48



Réferences Bibliographiques

LEE T. K., LEE D. K., KIM D. I, LEE Y. C.,, CHANG Y . C., KIM C. H., (2004) .
Inhibitory effects of Scutellaria barbata D. Donliman uterine leiomyomal smooth muscle
cell proliferation through cell cycle analysist. Im. 4: 447—-454.

LI, M.X. ; SHANG, X.F; JIA, Z.P. ET ZHANG, R.X. (20 10). Phytochemical and
biological studies of plants from the GerRldomis, Chem. Divei7: 283-301.

LIN, Y.; SHI, R.; WANG, X.; SHEN, H.M. (2008). Luteolin, a flavonoid with potentials for
cancer prevention and thera@urr Cancer Drug Tai8(7): 634-646.

LIOLIOS, C.; LAOUER, H. ; BOULAACHEB, N. ; GORTZI O . Et CHINOU I. (2007).
Chemical composition and antimicrobial activity thie essential oil of Algeriahlomis
boveiDe Noe subsp. BoveMol., 12: 772-781.

LOPEZ-LAZARO M. (2009). Distribution and biological activities of the flaroid luteolin.
Mini-Rev Med Chen®(1): 31-59.

LUCH, A. (2002). Cell Cycle Control and Cell Division: Implication®r Chemically
Induced CarcinogenesisChem.Bio.Chem3: 506-516.

MAIATO, H.; SAMPAIO, P.; ET SUNKEL, C.E. (2004) . Microtubule-associated proteins
and their essential roles during mitosig.Rev. of Cyt241: 53-153.

MALUMBRES, M.; HARLOW, E.; HUNTER, T; LAHTI, JM. ; MANNING, G,
MORGAN, D.O.Et TSAI, L.H. (2009).Cyclin-dependent kinases: a family
portraitNat.Cell.Biol11:1275-1276.

MARY, H. (2015). Analyse et Modélisation de la Dynamique des Chrames durant la
Mitose chez la Levure a Fission. Thése de docteratbiologie santé biotechnologie.

Université Toulouse 3 Paul Sabatier. France.

MCCALLEY, D.V. (2002). Analysis of theCinchonaalkaloids by high-performance liquid
chromatography and other separation technigdesf Chromatography967: 1-19.
MCCUTCHEON, A. R., ROBERTS, T. E., GIBBONS, E., ELLIS, S. M., BABIUK, L.
A., HANCOCK, R. E. W., TOWERS, G. H. N. (1995) .Antiviral screening of British
Columbian medicinal plantk. of Ethnopharmacology9: 101-110.

MEDDOUR.R, MEDDOUR-SAHAT.O, DERRIDJ.A, GEHU.J.M. (2 010). Synopsis
commenté des groupements végétaux forestiers fetrgséers de la Kabylie djurdjuréenne
(Algérie).Rev. For. Fr.3(4): 295-308.

49



Réferences Bibliographiques

MOGILNER, A.; WOLLMAN, R.; CIVELEKOGLU-SCHOLEY, G, SCHOLEY, J.
(2006).Modeling mitosisTrends in Cell Biology.188-96.

MOHAJER M., SARKHAIL P., HAJAROLASVADI N., ZAMANI M . J., KHORASANI
R., SHAFIEE A., AMIN G., ABDOLLAHI M., (2006). Anti-inflammatory and analgesic
effects of Phlomis lanceolata Boissand Hohen, Extracts and examination of their

componentsint. J. of Pharm2: 50-54.

MOHAMMEDIFAR, F.; DELNAVAZI, M.R. ET YASSA, N. (201 5). Chemical Analysis
and Toxicity Screening d®?hlomis olivieriBenth. andPhlomis persicaoiss. Essential Oils.
Pharm. Sci.21: 12-17.

NAJEM, M.; BELAIDI, R.; HAROUAK, H; BOUIAMRINE, E.H .; IBIJBIJEN, J. ET
NASSIRI, L. (2018).Occurrence de plantes toxiques en phytothéraadktivnnelle dans la
région du Moyen Atlas central Maraot. of Animal &Plant Sci35(2): 5651-5673.

NGUYEN, D.X.; BOS, P.D. ET MASSAGUE, J. (2009jmetastasis: from dissemination to
organ specific colonizatiomMational Llibrary of Medicingoub.med4: 274-284.

NOGALES, E.; GRAYER WOLF, S.; KHAN, LLA.; LUDUENA, R.F.et DOWING, K.H.
(1995) .Structure of tubulin at 6.5 A and location of tagdl-binding siteNat. 375: 424-427.

NOGALES, E.; WHITAKER, W.; MILIGAN, R. et DOWNING, K. (1999). High

resolution model of the microtubul€ell, 96: 79-88.

OLIVEIRA, R. ; HAMILTON, R.S. ; PAULI, A. ; DAVIS, I ;et NASMYTH, K. (2010).
Cohesin cleavage and Cdk inhibition trigger formatof daughter nucleNat. Cell Bio.12
185-192.

OPREDELITEL R. S. A. (1987).Key for determining plants of Middle Asia,” ed. Bgylov
J. A, IX, Fan, TashkentO: 110

O'TOOLE, E., WINEY, M., ET MCINTOSH, J. (1999). High-voltage -electron
tomography of spindle pole bodies and early mitsfindles in the yeast Saccharomyces
cerevisiaeMol. Bio. of the Cell10(6): 2017-2031.

50



Réferences Bibliographiques

OZLEM DOGAN SIGV.Z, HASVATAN.E.E, GULEN.G, USLU.R, ERYILDIZ.B,
DURMUSKAHYA.C, KAYALAR.H, OZBILGIN.A, KORKMAZ.M, GU NDUZL.C.
(2017). Effect of Extracts of the Endemic Plar@entaurea lydiaand Phlomis nissoliion
Toxoplasma gondiiTur. Par. Derg 41: 164-168.

PARDO, F.; PERICH, F.; TORRES, R.; DELLE MONACH, F. (2004). Biochemical
Systematics and Ecology, 32: 367-370.

PELLMAN, D.; BAGGET, M.; TU, Y.; FINK, R. (1995). Two microtubule-associated
proteins required for anaphase spindle movemeBactharomyces cerevisidée J.of Cell
bio.130 (6): 1373-1385.

PENG, LX.; HSU, MT.; BONOMI, M. ; AGARD, DA. ; JACO BSON ; MP. (2014)The
Free Energy Profile of Tubulin Straight -Bent Camfiational Changes, with Implications for
Microtubule Assembly and Drug Discovefyomput Biol.10(2) : 464.

QUEZEL P. SANTA S. (1963).Nouvelle flore de l'Algérie et des régions déesprés
méridionales, Tll, CNRS: Paris.

RAFIEMANESH, H.; MEHTARPOUR, M.; KHANI, F.; HESAMI, S.M.; SHAMLOU,
R. Et TOWHIDI, F. (2016). Incidence and mortality of lung cancer and thelatrenship
with the development index in the worltiThorag 8(6) : 1094-1102.

RAJKUMAR, V.; GUHA, G.; ASHOK KUMAR, R. Et MATHEW, L. (2009).Evaluation

of cytotoxic potential oAcorus calamushizome,Ethn. Leaflets13 : 832—-839.

RAVELLI, R. B. G.; GIANT, B.; CURMI, P.; JOURDAIN, I.; LACHKAR, S.; SOBEL,
A. Et KNOSSOV, M.( 2004).Into tubulin regulation from a complex with colcime and a
stathmin-like domainNat., 428 198-202..

REMUS, D.;BEURON, F.;TOLUN, G.;GRIFFITH, J.D.;MORRIS, E.P.
Et DIFFLEY, J.F. (2009). Concerted loading of Mcm2-7 double hexamers aroDhA
during DNA replication origin licensiniat. Lib OF Med139(4):719-730.

RISTIC, M.D.; DULETI-LAUEVI, S.; KNEEVI-VUKEVI, J.; MARIN, P.D.; SIMI, D.;
VUKOJEVI, J.; JANAKOVI, P.; VAJS, V.; (2000) , Antimicrobial activity of essential oils
and ethanoéxtract ofPhlomis fruticosd.. (Lamiaceae)Phy. Res.14 : 267-271.

51



Réferences Bibliographiques

SARACOGLU 1., INOUE M., CALIS 1., OGIHARA Y. (1995) . Studies on constituents
with cytotoxic and cytostatic activity of two Tusti medicinal plant®hlomis armeniacand
Scutellaria salviifolia Bio. & Pharm.Bull.,18(10): 1396-400.

SARACOGLU 1., KOJIMA K., HARPUTU S., OGIHARA Y. (19 98). A new
phenylethanoid glycoside fronPhlomis pungensWilld. var. pungens.Chemical and
pharmaceutical bulletind6(4): 726-727.

SAXENA, P.N.; CHAUHAN, L.K.S. ET GUPTA, S.K. (20(). Cytogenetic effects of
commercial formulation of cypermethrin in root nsem cells of Allium sativum:
spectroscopic basis of chromosome damaége, 216: 244-252.

SCHOLEY, J.M.; BRUST-MASCHER, I.; MOGILNER, A. (200 3). Cell division. Nat.
422 746-752.

SHIKH, S.; NAZAM, N.; LONE, M.l. ET AHMAD, W. (2012 ). Dichlorophene and
dichlorvos mediated genotoxic and cytotoxic assessnon root meristem cells @llium

cepaScience Dilimanl: 13-22.

SENATORE, F.; RIGANO, D.; FORMISANO, C.; GRASSIA, A.; BASILE, A;
SORBO, S. (2007). Phytogrowth-inhibitory and antibacterial activityf d/erbascum
sinuatumFit. 78; (3): 244-247.

SENER, A. Et DUGLER, B. (2009).Antimicrobial activity of the leaves d¥erbascum
sinuatumL. on microorganisms isolated from urinary tradieation A.J. of Mic.ReS(11):
778-781.

SENGUL, M.; OGUTCU, H.; ADIGUZEL, A.; SAHIN, F.; KA RA, A.A.; KARAMAN,
l.; GULLUCE, M. (2005). Antimicrobial effects oerbascum georgicuBentham Extract.
Turk J Biol29: 105-110.

SHIVASHARANAPP.K ET LONDONKAR, R. (2014). Clot Lysis and Antimitotic Study

of Ficus glomerataRoxb Fruit Extract$lindawi Publishing Corporatiof®harm4 : 975.

SOOTODEH, A.; (2015).Histoire biogéographique et évolutive des genfesbascunet
Artemesiaen Iran a l'aide de la phylogénie moléculaire. Seh@le Doctorat. Disciplines
Ecologie fonctionnelle. Université Toulouse 3 P&abatier.

52



Réferences Bibliographiques

SQALLI .H, EL OUARTI. A, ENNABILI. A, Saad IBNSOUD A.S, FARAH. A,
HAGGOUD .A, HOUARI A, IRAQUI. M. (2007). Evaluation de I'effet antimycobacterien
de plantes du centre- nord de MarBall. Soc. Pharm146 : 271-288.

STANTON, R.A.; GERNERT, K.M.; NETTLES, J.H.; ANEJA, R.; (2011).Drugs that
target dynamic microtubules: A new molecular pectipe. Med Res ReB1(3): 443-481.

SUDHAKAR, R.; NINGE GOWDA, K.N. ET VENU, G. (2001). Mitotic abnormalities
induced by silk dyeing industry effluents in théief Allium cepaCyt, 66 (3): 235-239.

TAN B. K. H. Et VANITHA J. (2004). Immunomodulatory and antimicrobial effect of some
traditional Chinese medicinal herlsur. Med. Chem11: 1423-1430.

TASDEMIR D., BRUN R., PEROZZO R., DONMEZ A. A., (2005). Evaluation of
antiprotozoal and plasmodial enoyl-ACP reductasgbition potential of Turkish medicinal
plants Phytotherapy Resl19: 162—-166

TATLI, Il.; AKDEMIR, ZS.(2004). Chemical constituents o¥erbascumspecies.J
Pharm Sci.;29: 93-107.

TETENYL, I. (1985). Disponibilité et I'utilisation des plantes médialas dans la production

pharmaceutique. Rapport technique établis pouoleernement d’Algérie. P.32.

TOMAS-BARBERAN, F.A.; GIL, M.A,; FERRERES, F. ET TO MAS-LORENTE, F.
(1992).flavonoids.Phytochem.31: 3097.

UCAR-TURKER, A.; CAMPER, N.D.(2002). Biological activity of common mullein, a
medicinal plantJ. Ethnopharm 82: 117-125.

WILLIAMS, G. O. ET OMOH, L. E. (1996 ). Mitotic effects of the aqueous leaf extract of

Cymbopogon citratum Allium cepa root tipsCytobios 350: 161-168.

WINEY, M.; MAMAY, C.; OTOOLE, E. (1995). Three-dimensional ultrastructural
analysis of theSaccharomyces cerevisiaeitotic spindle.The J.of Cell biol129 (6): 1601-
1615.

53



Réferences Bibliographiques

WOOD, K.W.; CORWELL, W.D. et JACKSON, J.R. (2001). Past and future of the
mitotic spindle as an oncology targ€urr OpinPharm1: 370-7.

YIN X., ZHOU J., JIE C., XING D., ZHANG Y., (2004). Anticancer activity and
mechanism oScutellaria barbateextract on human lung cancer cell line A54Be Science
75: 2233-2244.

ZARGARI, A. (1960). Medicinal plantsClar, Oxford 4: 449.

ZAABAT.N. (2010). Détermination structurale et évaluation biologigde substances
naturelles de deux espéces de la famille des La&msadlarrubium desrti de NoeetPhlomis
bovei de Noe.Thése de Doctorat en sciences speécialité chimieantgge option

phytochimique. Université Mentouri, Constantinegdie.

ZHANG Y. et WANG Z. Z. (2008). Comparative analysis of essential oil componefits o
threePhlomisspecies in Qinling Mountains of Chind. of Pharm. and Biom. Analysi47
(2): 213-217.

54



Annexes

Annexe 1 :Les dilutions réalisées a partir des solutionsameéles deux especes étudiées.

Solution mére d¥.sinuatum Eau distillée
2ml 2mi 2mi 2ml
2ml
| I
— — —
Solution mére Dilution 1 Dilution 2
Solution mére d@.bovei Eau distillée

I I

2ml 2ml 2ml 2ml
2ml
A l \ 4
% — —
Solution mere Dilution 1 Dilution 2
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Annexe 2:Résultats obtenues de I'analyse des Indices Miies (IM) par le test Student

Comparaison des indices mitotiques au témoin (audgemoin (-).

0000

| Valeurde |
- - |Référence
4,564126| 52041139 38,60000
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O - —

 moyennes a un standard (constante) (Feuille
. N |Emeur-T | Valeur de | Valeurt
Référence \
3,285384' 511469269 38 60000 12 55727 4]0,

Erreur- T

Réference
1,590204 |

) (¢ Ihnaah:

i

Vhaa MWWM Him

170581 511 855141 83,10000]
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