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INTRODUCTION GENERALE

Depuis des milliers d'années, I'humanité a utilisé¢ diverses plantes trouvées dans son
environnement, afin de traiter et soigner toutes sortes de maladies, ces plantes représentent un
réservoir immense de composé€s potentiels attribués aux métabolites secondaires qui ont
I'avantage d'étre d'une grande diversité de structure chimique et ils posseédent un trés large
¢ventail d'activités biologiques, parmi ces métabolites secondaires, on a les composés
phénoliques, les alcaloides et les terpénoides (MOHD NOR et al.,2016). Aujourd'hui les
principes actifs des plantes sont des composants essentiels d'une grande partie de nos
médicaments et produits de soins. Malgré les multiples progrés de la médecine moderne, il y

'a un net regain d'intérét vis-a-vis de la phytothérapie (HANS, 2007).

Aujourd'hui, parmi les maladies incurables qui représentent un probléme majeur de la
santé publique, le cancer qui constitue la cause majeure de décés dans le monde, il résulte
d’un déréglement des mécanismes qui régulent le comportement normal de la cellule
(ANTOINE, 2005).Les agents chimio- thérapeutiques présentent de nombreux inconvénients.
En effet, ils sont trés toxiques pour une large gamme de cellules normales et sont souvent
associés a des effets indésirables. Par conséquent, les produits d’origine végétale ont émergés

comme une alternative (KIM et al., 2016).

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

utilisées dans le but d’inhiber la prolifération cellulaire.

L’olivier (Olea europaea L.) est une espeéce largement cultivée dans le bassin
méditerranéen depuis la plus haute antiquité. L’utilisation la plus connue de I’olivier est sans
nul doute la production de I’huile d’olive qui est utilisée a des fins alimentaires, cosmétiques
et thérapeutiques (DJENANE et al., 2012).Par ailleurs, les propriétés médicinales de 1’olivier
sont ¢galement attribuées a ses feuilles qui font aujourd’hui 1’objet de nombreuses recherches
scientifiques. L’olivier est considéré donc comme étant une plante aromatique et médicinale,
réservoir de composés naturels aux effets bénéfiques (BISIGNANO et al., 1999).Les feuilles
d’olivier sont connus par leurs vertus bénéfiques pour la santé humaine, due a leurs richesse
en composés phénoliques comme 1’oleuropéine, 1’hydroxytyrosol et d’autres flavonoides. Ces
composés possedent de nombreuses activités biologiques : antioxydantes, antibactériennes,
hypoglycémiantes, hypocholestérolémiantes et antitumorales (ARAB et BOUCHENAK,
2013 ; BENNNI-KABCHI et al., 2000 ;HANENE et al.,2015 ; ZERIOU et al.,2017).

]
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C’est dans cette optique que nous nous sommes intéressés a deux plantes médicinales

a savoir Olea europaea sylvestris et Olea europaea laperrinei.
Notre objectif dans ce travail est I’évaluation in vitro de :

» L’effet antimitotique des extraits aqueux foliaires d’Olea europaea sylvestris et
d’Olea europaea laperrinei sur les cellules méristématiques d’Allium cepa.
» L’effet antiprolifératif-MTT des deux extraits foliaires sur les cellules de

Saccharomyces cerevisiae.

]
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I. Etude bibliographique sur Olea europaea sylvestris et Olea europaea laperrinei
1.1. Généralités

L’olivier (Olea europaea L.) est I'un des plus anciennes cultures de la région
méditerranéenne ou il a occupé depuis la préhistoire une place majeure dans la culture de cette
région.Olea aurait persisté dans des zones refuges thermophiles situées dans les régions sud
du nord du bassin méditerranéen, au sud du Levant et le nord de 1I’Afrique (CARRION et al.,
2010). Des derniers travaux rapportent que I’espéce a commencé a se développer dans le
niveau bioclimatique thermo-méditerranéen (11,500-8800 avant J-C). Au nord, il est limité
par le froid et le gel alors qu’au sud, la culture est limitée par les conditions arides et
sahariennes (AMOURETTI et COMET, 1998). Malgré cela, sa culture a dépassé le bassin
méditerranéen et a été exportée dans plusieurs pays du monde tels I’Afrique du Sud,

I’ Argentine, 1’ Australie et les Etats unis, (HAOUANE, 2012).

Depuis D’antiquité, I’olivier a été une essence des plus utiles pour toutes les
populations du pourtour Méditerranée, qui utilisaient son bois, ses feuilles et ses fruits. Les
feuilles ont été largement utilisées dans les remedes traditionnels dans les pays européens et
méditerranéens comme des extraits, des tisanes, et des poudres. Ils contiennent plusieurs
composés potentiellement bioactifs (WAINSTEIN ef al, 2013). Les feuilles d’olivier sont
diurétiques et préconisées dans I’hypertension artérielle modérée. L’extrait de feuilles est
utilisé comme adjuvant dans les formes légeres de diabéte au cours de la grossesse ou en cas
d’obésité¢ (GHEDIRA, 2008). Les feuilles aussi, ont été largement utilisées en tant que remede
pour le traitement de la fievre et d’autres maladies comme le paludisme. Ces propriétés
comme : antioxydantes, anti-hypertensives, anti-inflammatoires, hypoglycémiques et
hypocholestérolémiantes. Les feuilles possédent également des propriétés antimicrobiennes
contre certains micro-organismes tels que des bactéries, des champignons et mycoplasmes

(GHANBARIet al., 2012).
1.2. Classification botanique

L'olivier appartient a la famille des oléacées. Le genre est appelé "Olea" et comporte
30 especes différentes réparties sur la surface du globe. La classification botanique de 1’arbre

de I’olivier selon GHEDIRA (2008) est la suivante :
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Embranchement : Magnoliophyta

Sous embranchement : Magnoliophytina
Classe : Magnoliopsida

Sous classe : Asteridae

Ordre : Scrophulariales

Famille : Oleaceae

Genre: Olea L.

Espéces: Olea europea L.

Dans I’espece Olea europaea L. six sous-especes ont été identifi¢, de I'Afrique du Sud
a la Chine, a travers les montagnes du Sahara, la Macaronésie et le basin Méditerranée

(GREEN, 2002; BESNARD et al., 2008), ces sous espéces sont :

e Subsp. Europaea : comprend deux variétés europaea (olive cultivé) et sylvestris (olive
sauvage) : présent dans le bassin Méditerranéen;

o Subsp. Cuspidate : s’étend du sud-est de I’Asie au sud-ouest de la Chine, et de la
péninsule arabique a travers I'Afrique de 1'Est et du Sud ;

o Subsp. Laperrinei: uniquement dans la région du Sahara;

e Subsp. Maroccana: uniquement au Maroc;

e Subsp. Cerasiformis: uniquement dans I'lle de Madeére;

e Subsp. Guanchica: dans les iles Canaries.
1.3. Olea europaea subsp sylvestris

L’oléastre (Olea europaea subsp. europaea var. sylvestris) est la forme sauvage de

I’espece (Olea europaea subsp. europaea var. sativa) (BRETON et BERVILLE, 2012).
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1.3.1. Description botanique

L'olivier sauvage est un arbuste toujours vert et vivace qui croit spontanément dans les
bois méditerranéens (Figurel). Ses rameaux sont €pineux et de section presque carrée.Les
feuilles sont simples, ovales, persistantes et opposées, elles sont blanc argenté a la face
inférieure, vert grisatre a la face supérieure. Elles sont plus petites que celles de 1'olivier
cultivé. Les fleurs sont petites et blanches, a quatre pétales, sont réunies en grappes dressées
(GHERIB, 2014). Les fruits, olives, sont des drupes ovoides, vertes puis noires a maturité, a
noyau dur fusiforme (BRUNETON, 1999 ;GHEDIRA, 2008).Ils sont également plus petits,
avec une faible épaisseur de pulpe, et ils donnent donc peu d'huile. De par sa faible hauteur,

les fruits de 1'oléastre sont facilement consommeés par les animaux (COMTE, 1990).

= <o AT (])j

Figure 1 : Formes des fruits, feuilles, inflorescence et arbre de I’oléastre(A) : Fruits verts, (B)

: Fruits murs, (C) : inflorescence, (D) : Arbre (GHERIB, 2014).
1.3.2. Ecologie et répartition géographique

L’olivier sauvage, ou oléastre, est un ¢lément caractéristique de la végétation
méditerranéenne. On le rencontre, souvent en mélange avec de nombreux individus féraux,
dans les matorrals et boisements des zones méditerranéennes xérophiles. Son extension

géographique est donc plus réduite que celle de 1’olivier cultivé. 11 est actuellement présent
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dans le Maghreb, le sud de la péninsule ibérique, les iles de la Méditerranée, le sud de 1’Italie,
le Péloponnese, les cotes de Grece, de Turquie, du Levant et du nord de la Lybie, beaucoup
plus sporadiquement sur le littoral nord méditerranéen (ZOHARY et al., 2012).La présence de
I’olivier sauvage est considéré comme le meilleur bioindicateur de la flore de la région de la

méditerranée (RUBIOet al., 2002).

D’un point de vue écologique, les populations d’olivier sauvage jouent un réle dans la
protection des sols contre la désertification a cause de leur grande résistance au vent et a la
sécheresse, leur habilit¢ de repousser aprés un feu ou un gel et particuliérement leur tres
grande longévité qui leur permet de vivre jusqu’a plusieurs milliers d’années (MULAS,

1998).
1.4. Olea europaea subsp laperrinei
1.4.1. Description botanique

L’olivier de Laperrine est une espece endémique des massifs montagneux du Sahara
Central, cet arbuste de 1 a 4 m de hauteur peut donner de petits fruits peu charnus (Figure 2).
Habituellement arbuste rabougris dans les stations rupicoles, il peut atteindre 4 m dans les
stations favorables proches des nappes phréatiques. Arbuste a feuilles linéaires-lancéolées et a
fruits plus petits que I’olive et a noyau a peine coriace. Différe de ’oléastre par ses feuilles
lancéolées-lin€aires avec un mucron tres développé, par ses inflorescences toujours axillaires,
par son noyau a endocarpe mince et fragile. Peut atteindre une taille arborescente

remarquable, souvent en forme de buissons (BENCHELAH et al., 2006)

Figure2 : L’olivier de Laperrine (A) : pied d’olivier de Laperrine dans la station de Hoggar
(BAALI-CHERIF, 2007), (B) : fruits matures sur un arbre dans son habitat naturel
(BESNARD et al., 2012).
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1.4.2. Répartition géographique
Selon BAALI-CHERIF (2007), Cet arbre se rencontre dans trois régions:

» Le Sahara central (Algérie), dans toutes les régions montagneuses situées au-dessus de
1500 m d’altitude, il est fréquent dans le massif du Hoggar surtout dans les massifs
granitiques (Taessa, Aheleheg), il est abondant sur le sommet du tafedest et il est rare
dans le mouydir ;

» Les massifs de I’aire (Niger) ou il a été indiqué principalement dans les massifs du
Greboun, du Bagzane et du Tamgak ;

» Soudan dans le Djebel Marra et le Gourgeil.
1.5. Etude phytochimique de ’espéece Olea europaea L.

Les fruits de l'olivier (Olea europea L.) et ses produits dérivés représentent une source
connue de plusieurs composants naturels d'une bioactivité importante (BOUAZIZ et al.,
2005), tels que les antioxydants dont les caroténoides, les tocophérols, les flavonoides et les
composants phénoliques, parmi lesquels les plus abondants sont les secoiridoides comme

l'oleuropéine et le diméthyloleuropéine (BIANCO et UCCELLA, 2000).

La composition des feuilles d’olivier en composés bioactif change selon son origine,
conditions climatiques, le mode de séchage, le temps et les types de solvants d’extraction et

les conditions de stockage (ALTIOK, 2010).

Les feuilles d’olivier contiennent plusieurs classes de composés phénoliques qui

présentent des structures tres variables :
a)Monomeres phénoliques

Selon ALTIOK et al (2008), les monomeres phénoliques sont représentés par les
acides phénoliques (acide caféique, acide vanillique et acide syringique), les alcools

phénoliques (tyrosol et hydroxytyrosol) et des flavonoides (Apegenine, luteoline et rutine).
b) Polyméres phénoliques

Ils sont représentés par les tannins (qui sont classés en deux groupes majeurs : les

tannins solubles et les tannins condensés) (GARRO-GALVEZ et al., 1997) et la lignine.
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c) L’oleuropéine

L’oleuropéine ou I’oleuropeoside, un hétéroside secoiridoide, est présent dans I’olivier
et ses produits dérivés (huile d’olive, margines et grignons). C’est le composé bioactif le plus
abondant et majeur dans les feuilles d’olivier, la teneur moyenne varie de 60-90 mg/g

(TALHAOUTI et al., 2015).

Le tableau I résume les composés bioactifs les plus abondants des feuilles d’olivier

avec leur teneur et structures chimiques.

Tableau I : Structure chimiques des composés bioactifs les plus abondants dans 1’extrait des

feuilles d’olivier lyophilis¢ (PEREIRA et al., 2007).

Composé Teneurs Structure chimique

phénolique (mg/kg)

Oleuropéine 26471.4 '
f; ;coc HzCH z OH
H3COC \EIEH CH3
OGlucose
Apegenin-7- 2333.1
glucoside i
Luteolin-7- 1355.9
glucoside
GluwcO
Verbascoside 966.1 ,
HO — CH =CH —cO0
RO
ohR 1
HQ_QBH:-CHQE}
O
Hydroxytyrosol
HOCH2CH2 OH
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1.6. Activités biologiques

L'olivier et ses dérivés peuvent étre considérés comme une source potentielle
d'antioxydants naturels et qui peut étre utilisé dans 1'industrie pharmaceutique (SAVARESE et

al., 2007).

Les feuilles d'olivier et I'huile d'olive diminuent 1'incidence des maladies du cceur (COOK
et SAMMAN, 1997). De nombreuses activités ont été attribuées a la plus part des composants
phénoliques de I'olivier, ils agissent comme des agents antioxydants, anti-inflammatoires,
antiviraux et anti-cancérogenes (VISIOLI et al., 2002). Les polyphénols de I'olivier ont une
énorme capacité a piéger les radicaux libres et montrent un comportement synergique
lorsqu'ils sont combinés, ce qui se déroule naturellement dans les feuilles d'olivier et donc
dans leurs extraits (POLZONETTI et al., 2004). Parmi ces polyphénols, I'hydroxytyrosol et
tyrosol qui contribuent au golit amer, astringence, et a la résistance a I'oxydation (VISIOLI et
al.,2002). Les feuilles d'olivier possédent la plus forte capacité a piéger les radicaux libres par
rapport aux différentes parties de l'arbre d'olivier, ils présentent aussi une concentration
importante en composants a haute valeur (SAVOURNIN et al.,, 2001). Il est mentionné par
certains auteurs que l'extrait de feuille d'olivier réduit la pression artérielle et le cholestérol du
plasma chez les rats (PERRINJAQUET-MOCCETTI et al., 2008). De plus, les acides gras
monoinsaturés disponibles dans les feuilles d'olivier tels que l'acide oléique, diminuent les
lipides du plasma dont les LDL et VLDL et préviennent des maladies cardio-vasculaires
(HUANG et SUMPIO, 2008). Les feuilles contiennent aussi du cinchonidine, un alcaloide
quinoléique aux propriétés antipaludiques. Les feuilles, 1'écorce et les fruits contiennent
l'oleuropéine qui posséde des activités antioxydantes, hypotensives, hypoglycémiantes,
hypocholestérolémiantes, antiseptiques, anti-inflammatoire, antimicrobiennes et anti
tumorales (Ghedira, 2008 ; PEREIRA ef al, 2007 ;VISIOLI et al., 2002 ; HAMDI et
CASTELLON, 2005).
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I1. La mitose
2.1. Description du cycle cellulaire

Le cycle cellulaire correspond a I’ensemble des étapes par lesquelles passe une cellule
pour former deux cellules filles possédant le méme patrimoine génétique (KARP, 2004). 11
est composé de deux phases principales : I’interphase et la mitose (Figure 3). Lorsque la
cellule n’est pas engagée dans le cycle cellulaire, elle se trouve alors dans un état de repos

appelé stade GO (COLOMBEL, 2009).

Selon NORBURY et NURSE (1992), I’interphase se divise en trois parties et peut

durer jusqu’a une semaine:
- la phase G1 (Gap 1) ou la cellule synthétise les matériaux nécessaires a sa division ;
- la phase S (Synthese) au cours de laquelle la cellule duplique son matériel génétique ;

- la phase G2 (Gap 2) pendant laquelle la cellule fabrique les protéines nécessaires a la

division cellulaire comme la tubuline.

Mitose : M

Interphase | :
Gy, SetG;

Figure 3: Les différentes phases de cycle cellulaire (COLOMBEL, 2009).

2.2. Les différentes phases de la mitose

La mitose est une étape clé du cycle cellulaire qui s’effectue de fagon rapide (environ
1 heure), trés préservée chez toutes les cellules eucaryotes, durant laquelle le matériel

génétique de la cellule (les chromosomes) réparti de manicre €gale dans les deux cellules
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filles. Cette équipartition du matériel génétique est cruciale pour le maintien de la stabilité

génétique (MARY, 2015).

La mitose se déroule en quatre étapes reconnaissables morphologiquement, a savoir :
la prophase, la métaphase, I’anaphase et la télophase (Figure 4) (ESSAD, 1977; BRUNORI,
1967 ; HALLET, 1983).

2.2.1. La prophase

La prophase est caractérisée par une réorganisation de la chromatine qui se condense
en chromosomes compacts facilement visibles en microscopie photonique. Chaque
chromosome est constitué de deux chromatides sceurs réunies au niveau du centromeére, la
cohésion entre les chromatides sceurs étant indispensable au partage équitable du génome qui

aura lieu plus tardivement en anaphase (ROUBINET, 2011).

Une autre caractéristique de la prophase correspond a la maturation des centrosomes
riches en tubuline, ils constituent des centres organisateurs de microtubules (MTOC), qui
s’écartent et migrent progressivement de facon diamétralement opposée (DOXSEY et al.,

2005).
2.2.2. La métaphase

Durant cette phase, I’enveloppe nucléaire disparait (prométaphase). Les chromosomes
se retrouvent dans le cytoplasme. Ils se lient aux microtubules par une protéine appelée
kinétochore puis s’alignent sur le plan équatorial de la cellule pour former la plaque

métaphasique (COLOMBEL, 2009).

Selon CLAUDE CALLEN (2005), le degré de condensation et la visibilit¢ maximale
des chromosomes sont atteints a la métaphase de la mitose. C’est a ce stade qu’ils illustrent le
mieux I’organisation discontinue du génome eucaryautique, c’est aussi a ce stade qu’ils sont
les plus faciles a analyser par simple écrasement de la cellule, car I’enveloppe nucléaire a

disparu et ils s’étalent sans probléme dans les préparations cytologiques.
2.2.3. L’anaphase

L’anaphase marque la ségrégation des chromatides sceurs de chaque chromosome, en
deux lots égaux de chromosomes a une chromatide, qui migrent vers les pdles opposés du

fuseau. Dans un premier temps, appelé anaphase A, les microtubules kinétochoriens se
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dépolymérisent et tractent les chromatides vers chacun des pdles. Puis dans un second temps,
appelé anaphase B, les microtubules polaires s’allongent par polymérisation éloignant de ce

fait I’'un de I’autre les deux poles du fuseau (CHEESEMAN et DESALI, 2008).
2.2.4. La télophase

Durant cette phase les microtubules kinétochoriens se détachent, les chromosomes se
décondensent et retournent a leur état initial de brins d’ADN (MARY, 2015).Deux
enveloppes nucléaires se forment autour des chromosomes fils. Les autres microtubules

s’allongent jusqu’a la formation de deux cellules filles (COLOMBEL, 2009).

Les microtubules sont donc des ¢léments clés de la cellule. La perturbation de leur
instabilit¢ dynamique a pour conséquence de bloquer la division cellulaire en métaphase et
conduire ainsi a ’apoptose. Il est donc intéressant d’un point vue médical de synthétiser des

molécules pouvant agir au niveau de cet équilibre (LUCH, 2002).

Interphase (G2 V)"jf;,

Telophase

| \ f Prophase

Anaphase

( C WA

\ " "‘
_Kinétochore
Microtubule

Chromatides soeurs Méta ph ase

Figure 4 : Les différentes phases de la mitose (CHEESEMAN et DESALI 2008).
2.3. Tubuline et microtubules

De nombreuses molécules antimitotiques utilisées en thérapie anticancéreuse se lient
spécifiquement a la tubuline ou aux microtubules et altérent leur dynamique, ce qui entraine

un blocage de la division cellulaire (ANTOINE, 2005).

La tubuline est une protéine hétérométrique, constituée de deux sous unités a et B
(environ 50 kDa chacune). Ces dimeres forment des protofilaments qui aprés €élongation

conduisent a la formation de microtubules (13 protofilaments) (Figure5). Ces polymeres
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linéaires sont des tubes creux de 25 nm de diameétre et qui peuvent aller jusqu’a quelques um
de longueur (NOGALES et al., 1999) .

Les microtubules sont formés de tubuline, protéine qui polymérise spontanément en

présence de GTP et se dépolymérise en présence d'ions calcium (Figure 6) ( (JANIN, 1993).
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Figure 5 : formation des microtubules (NOGALES et al., 1999).
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Figure 6: Description del’instabilité dynamique des microtubules (NOGALES et al., 1999)

2.4. Les inhibiteurs d’origine végétale de la mitose

Les inhibiteurs de la mitose sont divisés en trois groupes : les alcaloides, les vinca-

alcaloides et les taxoides (HAMEL, 1996 ; KINGSTON, 2009). En raison de leur fort intérét
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thérapeutique, la synthése ou I’hémisynthése d’analogues de ces molécules, fait encore

aujourd’hui I’objet de nombreuses recherches (BECKERS et MAHBOOBI, 2003).
2.4.1. Les alcaloides

Selon BRUNETON (1999), Les alcaloides sont des molécules de structures
complexes cycliques et azotées, relativement stables plus ou moins basiques. Leur synthése a
lieu au niveau du réticulum endoplasmique, puis se concentre dans la vacuole. Généralement,
ils sont produits dans les tissus en croissance puis sont véhiculés dans les différentes parties
de la plante. Les alcaloides sont insolubles dans I’eau. Ils constituent une classe de produits
naturels présentant une grande diversité structurale. Ils peuvent étre classés en fonction de
leur précurseur. On distingue ainsi trois grandes classes : les alcaloides vrais, les proto-
alcaloides et les pseudo-alcaloides, selon qu’ils possédent ou non un acide aminé comme

précurseur direct et qu’ils comportent un atome d’azote dans un hétérocycle.

La colchicine est un alcaloide et le premier composé antimitotique naturel a avoir été
découvert. Cette molécule est extraite d’une plante Colchicum autumnale qui était utilisée
pour ses effets thérapeutiques en Egypte, en Inde et en Grece. Elle est caractérisée par une
structure tricyclique benzo-cyclohéptanotropolonique, sa formule brute est C22H25NO6
(Figure7). Sa haute toxicité ne permettant pas son utilisation a d’autres fins thérapeutiques,
mais elle est utilisée pour le traitement de la goutte. La colchicine se lie sur I’hétérodimere de
tubulines engendrant un changement conformationnels qui géne la formation des
microtubules, elle empéche ainsi la formation du fuseau mitotique, ce qui engendre [’arrét de
la mitose en métaphase (JORDAN, 2002 ; BECKERS et MAHBOOBI, 2003 ; HADFIELD et
al., 2003).

Figure 7: Structure chimique de la colchicine (JANIN, 1993).
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Selon SACKETT(1993), Plusieurs composés naturels d’origine végétale sont connus

pour se lier sur le méme site que la colchicine (Figure 8), parmi eux :

OH )D\H R 0
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:0nbrétasiatine A4 25 N-acetyleclchinol B~ R = OH podophyllotorine 126 --steganacine 28
R = H desorypodophylotoxine 27

Figure 8: composés agissant au site de la colchicine (SACKETT, 1993).
2.4.2. Les vinca-alcaloides

Les vinca-alcaloides ou alcaloides de la pervenche (vinblastine, vincristine, vindésine,
navelbine) sont les premiéres molécules antimitotiques identifiées provoquant des anomalies
au niveau du fuseau mitotique. Ils sont utilisés depuis plus de trente ans en chimiothérapie
anticancéreuse. Elles appartiennent a la classe des alcaloides terpenoides indoliques qui sont
constitués de deux sous-unités indoliques (Figure 9). D’une facon générale ces composés
provoquent I’arrét de la mitose au stade de la métaphase. Le fuseau mitotique ne peut se
former et les chromosomes restent dispersés dans le cytoplasme (JORDAN, 2002 ;

SVOBODA, 1977).
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R = CHj; : vinblastine vindésine
R =CHO : vincrishiine

Figure 9: Structure chimique de quelques vinca alcaloides (JANIN, 1993).
2.4.3. Les taxoides

Une autre famille de composés d’origine naturelle, agit également sur la tubuline. Ce
sont les taxoides dont le chef de file est le paclitaxel (Taxol) qui est un composé¢ diterpénique
appartenant a la sous-classe des taxanes. Cette sous-classe de composés se caractérise par la
présence d’un squelette taxeéne du type méthanobenzocyclodécéne polyoxygéné (WANI et al.,
1971).Les molécules qui se fixent sur la tubuline au site des taxoides sont des composés qui
stabilisent les microtubules et empéchent ainsi leur dépolymérisation, ce qui a pour effet de
stopper le processus de la division cellulaire entre la métaphase et 1’anaphase. Cette action ne
conduit pas obligatoirement a la mort de la cellule. Ces composés se lient sur la sous-unité  a
I’intérieur du tube que forment les microtubules (DABYDEEN et al., 2005 ; ALTMANN et
GERTSCH, 2007).

Le Taxol est un diterpéne (Figure 10) qui a été découvert en 1971(WANI et al,
1971), 1l s’agit d’un composant du tronc de I’if du pacifique Taxus brevifolia. Son mode
d’action sur les microtubules a été démontré pour la premicre fois en 1979 par SUAN
HORWITZ et ses collaborateurs (SCHIFF et al., 1979). Ce composé est utilis€ pour le
traitement de quelques cancers, a savoir : le cancer de sein, de I’ovaire et des poumons

(WANI et al., 1971).
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Taxol

Figure 10 : structure chimique de Taxol (SLICHENMYER, 1991).

Une autre famille de composés se liant au site des taxoides est représentée dans la

figure si dessous :

R=H: eoatrilone A 13 (4 iscadermolie 21
R=Me: enothlone B 20

Figure 11 : Structure chimique des composés agissant au site des taxoides (NICOLAOU et
al., 1998 ; KALESSE,2000 ; SMITH et FREEZE ,2008).
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2.5. Action cytotoxique et antiproliférative des composés naturels
2.5.1. Effet cytotoxique

D’apres BENAMAR (2009), La mort cellulaire, reste une des préoccupations
essentielles de la toxicologie moderne.Elle est particulierement importante dans les études in
vitro, pour comprendre ou prévoir les effets toxiques observés in vivo. Sur le plan
moléculaire, des modifications de la structure des molécules biologiques, causées par
I’interaction directe ou indirecte avec 1’agent toxique, peuvent €tre détectées. Sur le plan
biologique, ce sont les altérations fonctionnelles des cellules et leur retentissement sur
I’homéostasie de I’individu qui sont observées. L’observation du fait que des dommages
cellulaires séveres, provoqués par divers toxiques, n’entrainent pas obligatoirement la mort de
toute la population cellulaire exposée,montre que d’autres facteurs de protection et de
réparation, particuliers a chaque cellule, sonta prendre en compte. Ce n’est que lorsque ces
défenses cellulaires sont débordées qu’un processus dégénératif s’installe, aboutissant a la
mort cellulaire. La cellule peut mourir par deux types de processus distincts: La nécrose et

I’apoptose.
2.5.2. Molécules d’origine végétale a effet cytotoxique

Les flavonoides sont des métabolites secondaires des plantes qui appartiennent a la
famille des polyphénols qui compte presque 8000 composés polyphénoliques naturels
(STALIKAS, 2007). Sont des phénylbenzo-pyrones (phénylchromones)(Figure 12). Leur
structure moléculaire, C6-C3-C6, comprend deux noyaux aromatiques, A et B, liés par un

hétérocycle oxygéné C (HEIM et al., 2002)..

5 4

Figure 12: Structure générale des flavonoides (HEIM et al., 2002).
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Plusieurs études in vitro ont montré [’effet antiprolifératif et cytotoxique des
flavonoides vis-a-vis de nombreuses lignées cellulaires cancéreuses ainsi qu’in vivo. En plus,
I’effet anticancéreux des flavonoides observé in vitro a été confirmé par plusieurs études
épidémiologiques. Ainsi, il a été démontré que la consommation des flavonoides diminue le
risque et I’incidence de plusieurs types de cancers a savoir le cancer du sein (BOSETTI et al.,
2005 ; FINK et al., 2007), le cancer du poumon (LE MARCHAND et al., 2000), le cancer de
la prostate (KNEKT et al., 2002), le cancer de 1’estomac (GARCIA-CLOSAS et al., 1999) et

le cancer du rectum (ARTS et al.,, 2001).Parmi eux :
> La quercetine

La quercetine est un flavonoide de type flavonol, présenté sous forme hétéroside ou
glycoside, autrement dit associé¢ a un glucide (Figure 13). Elle figure parmi les milliers de
pigments, origines de la coloration des Iégumes, des fruits et des fleurs. Sa teneur varie
grandement d’une espece végétale a une autre, en fonction de la variété cultivée, de la période
de récolte, et des différentes conditions dans lesquelles les plantes ont pouss¢é (ANONYME
1).La quercetine prévient la cancérogenése, surtout le cancer de la peau et du colon. La
présence de 20 % de quercetine dans 1’alimentation chez les animaux diminue le cancer du
cOlon et y prévient I’apparition des cryptes anormales. Le mécanisme suggéré est que la
quercetine joue le réle d’un antagoniste des topoisomérases I et II produites par les cellules

tumorales (PIETTA, 2000 ; TOMOFUJI et al., 2009).

OH

HO O

OoH
OH O

Figure 13 : Structure chimique de la quercetine (HEIM et al., 2002).
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> La curcumine

plante originaire d’Asie, est utilisée depuis des siecles dans les cuisines et les médecines
traditionnelles hindoues et chinoises. Cette molécule, tout d’abord reconnue pour ses
propriétés anti-inflammatoires (REUTER et al.,, 2009), est également capable d’induire la
mort des cellules cancéreuses, principalement par apoptose (DUVOIX et al.,2003 ;TEITEN et
al.,2010).

La curcumine (Figure 14) une molécule extraite de la racine de Curcuma longa, une

e

< Curcumine .
L ~ oM

Figure 14:Structure de la curcumine (REUTER et al., 2009).

> La catéchine

un ADN anormal, elle inhibe surtout la formation du 8-hydroxydesoxyguanosine (8-OHDG),
un marqueur des dommages oxydatifs de I’ADN. La catéchine a ét¢ démontrée comme étant
plus active que la vitamine E sur les radicaux libres. Elle est trés abondante dans le thé sous

forme d’épigallocatéchingallate (EGCG) (Figure 15) (PIETTA, 2000 ; TOMOFUII et al.,

2009).

Figure 15 : structure de la catéchine (NARAYANA et al., 2001; W- ERDMAN et al., 2007).

La catéchine, quant a elle, est un inhibiteur de certaines réactions d’oxydation donnant
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I. Matériel et méthodes

Au cours de cette étude nous nous sommes intéressés aux effets bénéfiques que 1’on
peut retrouver en exploitant des composés naturels. Nous avons évalué 1’activité antimitotique
et antiproliférative des extraits aqueux des feuilles de deux especes d’une plante médicinale a
savoir Olea europaea sylvestris du nord de la méditerranée et Olea europaea laperrinei de

sud. Le choix de ces plantes est justifié¢ par leur large utilisation en médecine traditionnelle.
1.1.Matériels

1.1.1.Matériel biologique

1.1.1.1.Feuilles des deux espéces de plante Olea europaea L.

Le matériel végétal utilisé au cours de I’expérimentation est représenté par des feuilles
prélevées sur des pieds mere adultes de la station de Tamanrasset en €té 2015 pour I’olivier de
Laperrine, et de la région de Tizi-Ouzou en automne 2015 pour [’oléastre.Les feuilles
récoltées sont séchées a I’air libre et a labri de la lumiére et de I’humidité, elles sont par la
suite coupées finement et broyées au moulin électromécanique ; la poudre qui en résulte sert

de support a nos extractions.
1.1.1.2.Racines des bulbes d’oignon

Nous avons utilis¢ des racines des bulbes d’oignon sur lesquelles on a testé 1’activité
antimitotique des extraits aqueux des feuilles des deux especes de plante Olea europaea L, ces
bulbes sont laissés dans I’eau pendant 3-4 jours pour avoir I’allongement des racines grace a
la zone méristématique ou les cellules de cette zone se multiplient activement par

mitose(Figure 16).

Figure 16 : racines des bulbes d’oignon en contact avec I’eau.
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1.1.1.3. Levure saccharomyces cerevisiae

Dans le but de déterminer I’activité antiproliférative des extraits aqueux foliaires des
deux plantes, on a utilis¢ de la levure de boulangerie Saccharomyces cerevisiae achetée

lyophilisée et conservée dans des sachets pour qu’elle soit utilisée ultérieurement.
1.1.2. Solvants et réactifs

L’ensemble des solvants et réactifs utilisés, leurs composition ainsi que leurs rdles est

résumeés dans le tableau Il suivant :

Tableau II : Solvants et réactifs utilisés.

Solvants et réactifs composition role ‘

Colchicine Img de colchicinetlml Inhibe la  mitose en
d’eau distillée métaphase

Solution de fixation 10ml d’acide A pour but de bloquer toute
acétique(99%)+30ml de évolution de division
1’éthanol(96%) cellulaire et permet de

conserver I’intégrité
structurelle des
chromosomes.

Solution de coloration 0.5g de carmin+55ml d’eau Colorer les noyaux des
distillée+45ml d’acide cellules méristématiques
acétique pour voir les différentes

phases de division

MTT 50mg de MTT dans 5ml de Tester la viabilité des cellules
milieu de culture (10 %) de levure en transformant les

sels de tetrazolium présente
dans le MTT en cristaux de

formazon
SDS 5g dans 50ml d’eau distillée Dissocier les cristaux formés
stérile (10 %) pour pouvoir compter par la

suite le nombre des cellules
mortes et vivantes.

Quercetine 10 mg de quercetine dans Inhibe la prolifération des
Sml d’eau distillée stériles cellules.
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1.1.3. Milieu de culture des levures

Le milieu de culture appropri¢ a cette étude est le milieu de culture des
Saccharomyces, qui est un milieu acide (Ph=3.8) permet la croissance et le développement de

la levure saccharomyces cerevisiae, sa composition est résumé et détaillée en Annexel.

On mélange les composés sous agitation et chauffage pendant quelques minutes.
Aprés un autoclavage de 20 min a 120°C pour éliminer tous les germes intempestifs

susceptibles de contaminer le milieu, les flacons stériles sont conservés a +4°C.
1.1.4.Petit matériel de laboratoire
En plus de matériel usuel, on a utilisé également :

e La cellule de Malassez (ou Hématimetre de Malassez) qui 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 mm?.

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

plantes médicinales.
1.1.5. Appareillage
1.1.5.1.Microscope optique

I1 est utilisé pour observer et compter le nombre des cellules en division pour calculer

par la suite I’indice mitotique.
1.1.5.2.Spectrophotométre

Permet de connaitre la quantit¢ relative de cellules vivantes et actives

métaboliquement par la lecture de la densité optique (DO) a 560 nm.
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1.1.6. Analyse statistique

Afin d'analyser statistiquement les données de cette étude, nous avons utilisé le
logiciel STATISTICA version 7.1. La différence entre les échantillons étudiés a été
déterminée par différents tests (test de MANN-WHITNEY, test ANOVA de KRUSKAL
WALLIS et test de STUDENT) et les valeurs de P inférieures a 0,05 ont été considérées

comme significatives.
1.2. Méthodes
1.2.1.Extraction aqueuse

Les feuilles récoltées sont séchées a I’abri de la lumicre, puis broyées avec un broyeur
¢lectrique. La poudre des feuilles est récupérée.5g de poudre des feuilles de chaque espéce
sont macérées dans S0mL d’eau distillé, le mélange est laissé sous agitation pendant 18-24h.
Par la suite le mélange est filtré avec le coton, on obtient ainsi un extrait aqueux de feuilles
d’Olea europaea sylvestris et un autre d’Olea europaea laperrinei. Ces extraits aqueux des
feuilles sont conservés a I’abri de la lumicre et dans le réfrigérateur.Cette solution correspond
a la solution mere (SM), par la suite on a préparé 3 dilutions successives pour chaque extrait a

savoir la dilution 1/2,1/4 et 1/8.
1.2.2.Détermination de P’activité antimitotique

Pour la détermination de I’activité antimitotique de nous extraits végétaux aqueux

nous sommes basés sur les travaux de (PING et al., 2012) avec quelques modifications.

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

distillée) sont également réalisés.

Apres 24h d’incubation,les cellules méristématiques racinaires sont fixées puis

colorées avec de carmin acétique. Enfin, on les observe avec le microscope optique (x400).
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Le calcul de I’indice mitotique (IM) se fait selon la formule suivante :

Nombre de cellules en division
x100

Indice mitotique(%)= [
Nombre totale des cellules

Le schéma de protocole expérimental de I’activité antimitotique se résume dans la figurel7

présentée ci-dessous :

=]
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Macéra d’Olea Macéra d’Olea
europaea sylvestris. europaea laperrinei
10ml d’extrait 10ml d’extrait
10ml 10ml 10ml — _10ml
\
v v
10mld’eau
W \» distillée W/ \W
D172 D 1/4 D 1/8 D12 D 1/4 D 1/8

T+:colchicine
1mg/ml

1 1 T-:eau distillée

-

Imbiber les racines d’Allium cepa avec les extraits a différentes dilutions pendant
24h

l

Fixation pendant 1 h

\ 4

Coloration avec du carmin acétique

\ 4

Observation et comptage des cellules sous microscopique
optique (X400)

\ 4

Calcul des indices mitotiques

Figurel7 : Différentes étapes suivi pour la mise en évidence de I’activité antimitotique.
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1.2.3.Détermination de I’activité antiproliférative-MTT

Les méthodes les plus largement utilisées et les plus adaptées pour la mesure de la
prolifération et de la viabilité cellulaire, sont celles qui utilisent les sels de tetrazolium. Pour
cette ¢tude nous avons utilisé la technique du MTT [3-(4, 5 dimethylthiazol -2 - yl) -2, 5-
diphenyl tetrazolium bromide], méthode colorométrique appliquée pour la quantification de la

prolifération cellulaire (CARMICHAEL et al., 1987 ; MOSMANN, 1983)

Elle consiste a mesurer 1’activité de la succinate déshydrogénase mitochondriale des
cellules vivantes actives, qui réduit les sels de tetrazolium présente dans le MTT en cristaux
de formazon. Ceci forme un précipité dans la mitochondrie de couleur violette. La quantité de
précipité formée est proportionnelle a la quantité de cellules vivantes (mais également a
l'activité métabolique de chaque cellule). Il suffit donc apres l'incubation des cellules avec du
MTT pendant un certain temps a 37 °C (environ trois heures) de dissoudre les cellules, leurs
mitochondries et donc les précipités de Formazon violets dans du SDS. Un simple dosage de
la densité optique a 560 nm par spectroscopie permet de connaitre la quantité relative de

cellules vivantes et actives métaboliquement. Le schéma réactionnel est détaillé en Annexe 2.

Pour la détermination de 1’activité antiproliférative de nos extraits végétaux nous nous

sommes basés sur les travaux de (HOSSEINPOUR et al.,2013) avec quelques modifications.
1.2.3.1. Préparation et standardisation de la suspension de levure

Pour la mise en culture de la levure Saccharomyces cerevisiae, 2 a 3g de levure
lyophilis¢ sont dissous dans 5 ml de milieu de culture et incubé a 28°C pendant 24h. La
culture obtenue est standardisée a une DO entre 1.6-1.8 a une longueur d’onde de 560 nm
correspondant 4 une concentration cellulaire de 10’ UFC/ml, pour confirmer ce
dénombrement nous avons procédé a un dénombrement sur cellule de Malassez qui a permis

le comptage des cellules de levure a I’aide de 1’équation suivante :

N=n/VxF

Dont :

N : c’est le nombre de cellules formant colonie par mL (UFC /ml)
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n: nombre de cellules comptées
V : le volume de comptage (ml)
F : le facteur de dilution

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

optique (X400).

Le comptage a été effectué dans 10 rectangles de la cellule de Malassez (Figurel8). Le
nombre de cellules retrouvé est de 942 cellules, sachant que la cellule de Malassez a 100

rectangles, on obtient :

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

Nombre des cellules totale par ml = 9420 X 10°=9.42 X 10° Cellules/ ml = 10",

Figure 18 : Cellule Malassez sous microscope optique (X 400).
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1.2.3.2. Préparation de la plaque stérile

Afin d’éviter toute contamination bactérienne tout le long de travail, on a travaillé

dans des conditions stérile (Figure 19).

"

Figure 19 : Les conditions stériles de travail.

Dans une plaque stérile nous avons mis en contact 1 ml de chacun de nos extraits,
préalablement stérilisés par filtration avec des filtres de 0.22pum de diametre, avec 800ul de
levure standardisée sous une agitation pendant 24 h a température ambiante. Aprés incubation
on rajoute 200 pl de MTT a 10%, on laisse agir a 37°C pendant 3h.Apres cette incubation on
rajoute 700 pl de SDS.Un standard (I’extrait végétal est remplacée par de la quercetine) et un
témoin négatif (I’extrait est remplacée par le milieu de culture) sont également réalisés. La
viabilité des cellules de levure est déterminée par une lecture de la densité optique a 560 nm

contre un blanc pour chaque échantillon.

Le pourcentage de viabilité est calculé selon la formule suivante :

% de viabilité= DO de 1’essaix100/DO de témoin négatif

E
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La préparation de la plaque des témoins et des extraits végétaux est résumée dans la figure 20.

1000ul de
milieu de

culture + 800
ul de levure

500u] milieu de
culture +500ul
quercetine + 800
ul levure

500uL milieu de
culture +500ul

extrait OES+ 800
ul levure

500ul milieu de
culture +500pl

extrait OEL+ 800
ul levure

1800ul de
milieu de

culture

1300u! milieu
de culture +
+500ul
quercetine

1300p] milieu
de culture +

500l d’extrait

OES

1300p] milieu
de culture +

500pul d’extrait

OEL

(O
(O
@
@

Levure et
son blanc
(témoin-)

Quercetine et
son blanc
(standard)

Olea
europaea
sylvestris
(OSE) et son
blanc

Olea
europaea
laperrinei
(OSL) et son
blanc

Figure 20: Préparation de la plaque stérile del’activité antiproliférative- MTT.
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I1. Résultat et discussion
2.1. L’activité antimitotique

L’activité antimitotique des extraits aqueux des feuilles d’Olea europaea sylvestris et
d’Olea europaea laperrinei qui est testée sur les cellules méristématiques racinaires d’A/lium
cepa est déterminée par le calcul de 1’indice mitotique (IM) qui est défini par le rapport de

cellules inhibées en mitose sur le total des cellules comptées (350 cellules).

Les cellules méristématiques racinaires d’A/lium cepa qui n’ont subi aucun extrait, mis
dans de I’eau distillée représentant le témoin négatif. Ce dernier a donné un IM élevé qui est
de 82,72 + 2,32%, tandis que leurs contact avec le témoin positif (colchicine) a baiss¢ I'IM
jusqu’a 37,31 £+ 1,92%. Par ailleurs, 1’exposition des cellules méristématiques racinaires a
I’extrait aqueux des feuilles d’O. sylvestris a donné un IM de 48,972 + 5,63% a la dilution %,
nous avons vu une augmentation de I’IM jusqu’a la valeur de 56.17 + 3.72 % a la dilution %,
puis jusqu’a 62.514 +4.04% a la dilution 1/8. D’autre part, leur contact avec 1’extrait aqueux
foliaire d’O. laperrinei a donné un IM de 49,088 + 2,89 % a la faible dilution d’extrait (1/2)
qui a augmenté pour atteindre une valeur de 65,656 = 1,52% a la dilution 1/8 comme

I’indique le tableau III.

Tableaulll: Indices mitotiques des différents extraits testés.

Indice mitotique (IM+ ES)%

Eau distillé (T-) 82.720 +2.320
1090 0LER  Colchicine (T+) 37.310 £1.923
D1/2 48,972 £5,63
Olea europaea
. D1/4 56,17+ 3,72
LBV | sylvestris
D1/8 62,514 + 4,09
D1/2 49,088 + 2,89
Olea europaea D1/4 59,94 +2,32
laperrinei D1/8 65,656 + 1,52

D : dilution

ES : erreur standard

]



PARTIE EXPERIMENTALE

L’indice mitotique est considéré comme un paramétre permettant d’estimer la
fréquence de la division cellulaire au niveau des cellules méristématiques racinaires d’A/lium

cepa (MARCANO et al.,2004).

La diminution de D’activité mitotique chez les cellules méristématiques racinaires
d’A.cepa indique un effet mitodépressif de I’extrait aqueux des feuilles d’O. sylvestris et
d’O. laperrinei. L’activité antimitotique des deux extraits aqueux testés est marquée a la
dilution 2 ou les indices mitotiques sont réduits de 33.75% en contact avec 1’extrait aqueux
des feuilles d’O. sylvestris et de 33.63% pour P’extrait aqueux des feuilles d’O. laperrinei

(Figure 21).
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Figure 21 : Indices mitotiques des différents extraits testés.

Selon ANTONSIEWICZ (1990), quand I’indice mitotique diminue en dessous de 22%
du témoin il provoque ce qu’on appelle un effet Iétal sur les cellules en division. Une
diminution de I’indice mitotique de 50 % par rapport au témoin est habituellement un effet
sublétal (PANDA et SAHU, 1985) et est nommée «valeur limite de cytotoxicité» (SHARMA,

1983). Selon ces deux définitions on pourra déduire que I’extrait aqueux des feuilles
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d’O.sylvestris et d’O.laperrinei est considéré comme sublétal pour les cellules

méristématiques racinaires d’4. cepa a la dilution Y.

La réduction de I’activité mitotique pourrait étre due a I’inhibition de la synthese de
I’ADN et des nucléoprotéines du systeme biologique (CHAUHAN et al., 1998). Selon
SIDDIQUI et al. (2007), la diminution de 1’indice mitotique est due probablement & une

modification ou une altération dans I’expression de certains genes.

Les observations microscopiques des cellules méristématiques racinaires d’A. cepa
traitées avec 1’eau distillée (témoin négatif) ont révélées la présence des quatre phases de la

mitose a savoir : la prophase, la métaphase, 1’anaphase et la télophase (Figure 22).

Figure 22 :Les différentes phases de la mitose observées chez les cellules méristématiques

des racines d’Allium cepa(x720).
(A) Prophase, (B)Metaphase, (C) Anaphase, (D) Télophase.

Le mode¢le expérimentale d’Allium cepa est I’un des meilleurs protocoles d’évaluation
de Pactivité¢ antimitotique in vitro. Ce test est validé par le Programme de 1’Environnement

des Nations Unies (UNEP) et le Programme International de la Sécurit¢ Chimique (IPCS), il
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est utile pour toute étude préliminaire des substances anticancéreuses (KURAS et
al.,2006).En outre, les cellules végétales étant généralement plus grosses que les cellules
animales et donc plus faciles a observer au microscope, ne soulevant pas de problémes

¢thiques, facile a obtenir et peu coliteux.

Par ailleurs, 1’exposition des cellules méristématiques racinaires d’A4. cepa a la
colchicine a diminué I’'IM jusqu’a 37,31 + 1,92%, générant des anomalies nucléaires,
chromosomiques et cellulaires a savoir: des agglutinations chromosomiques, des
allongements des cellules et rétrécissement du noyau, désorganisation chromosomique ainsi

que des ponts chromosomiques (Figure 23).

Figure 23 : Anomalies chromosomique et cellulaires observées au niveau des cellules

méristématiques racinaires d’A.cepa traitées par la colchicine(X400).

(A) agglutination des chromosomes, (B) allongement des cellules et rétrécissement du noyau, (C)

désorganisation chromosomique, (D) pont chromosomique

La colchicine est un alcaloide extrait des tiges souterraines du colchique ; Colchicum
autumnal L. (MAKHLOUFI, 2016). Elle est utilisée couramment dans le traitement de
différentes tumeurs tissulaires. Son action se résume par blocage de la formation du fuseau

mitotique (VERDIER-PINARD et al., 2001) .En se fixant sur une molécule de la tubuline,
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elle empéche sa polymérisation en microtubules. L’absence ou I’insuffisance de ces dernieres
entraine un blocage de la mitose au stade de métaphase (GARRETT et GRISHAM, 2000).
Cette approche confirme le résultat de 1’indice mitotique des cellules méristématiques

racinaires traitées par la colchicine obtenu dans notre étude.

Les cellules méristématiques racinaires d’A4. cepa traitées par les extraits aqueux des
feuilles d’O.sylvestris et d’O. laperrinei a différentes dilutions, ont présentées des IM faibles
a des faibles dilutions, accompagnés des aberrations nucléaires, chromosomiques et
cellulaires dont les plus observées sont : allongement des cellules et rétrécissement de noyau,

cellule gigantesque avec un petit noyau, désorganisation des chromosomes et des ponts

chromosomique (Figures 24, 25).

Figure 24:Anomalies chromosomique et cellulaires observées au niveau des cellules
méristématiques racinaires d’A4.cepa traités par I’extrait aqueux des feuilles d’O. sylvestris

(x480).

(A) allongement de cellule et rétrécissement de noyau,(B)cellule gigantesque avec un petit noyau,

(C)désorganisation des chromosomes lors de la métaphase.
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Figure 25: Anomalies chromosomiques et cellulaires observées au niveau des cellules
méristématiques racinaires d’A. cepa traités par 1’extrait aqueux des feuilles d’O.
laperrinei(x720).

(A)condensation des chromosomes en télophase,(B) allongement de cellule et absence de
cytodiérese, (C)agglutination des chromosomes,(D)désorganisation des chromosomes en

prophase( (E) fragmentation de chromosomes, (F)pont chromosomique.

L’augmentation du nombre de prophases chez des cellules méristématiques racinaires
d’A. cepa traitées par I’extrait aqueux des feuilles d’O. sylvestris et d’O. laperrinei laisse
suggérer selon D’AMATO (1954), que cela est di, soit a une durée de traitement trop longue,
soit a 'utilisation de doses trop €levées, ce qui aboutit au ralentissement de 1’engagement des
cellules aux autres stades de la mitose, notamment : la métaphase, I’anaphase et la télophase.

Le blocage de la mitose en prophase a ¢té observé également chez des cellules
méristématiques de Pisum sativum L. traitées par le cadmium, (FUSCONI et al.,2006).

L’augmentation du nombre de prophase doit probablement étre reliée a une intense altération
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de microtubules en empéchant 1’assemblage des chromosomes au stade métaphase
(FUSCONI et al., 2006).

D’aprées DEYSSON (1956), les phénomenes de 1’inhibition prophasique sont classés
en trois degré :

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

- Le second degré est défini par une diminution progressive de 1’indice mitotique en
méme temps que 1’augmentation des proportions des prophases et des télophases, par le fait
que la durée de ces deux stades soit allongée ;

- Le troisiéme degré est déterminé par une inhibition de ’entrée en prophase et un
blocage des prophases commencées qui, peu a peu, subissent la catachromase et reviennent a
I’état interphasique. Ceci expliquerait probablement I’apparition des agglutinations des
chromosomes rencontrés chez les cellules d’A4. cepa L.

Les fragmentations chromosomiques rencontrées chez les cellules méristématiques
racinaires d’A4. cepa sont considérablement important chez celles traitées par I’extrait aqueux
d’O.laperrinei par rapport a I’extrait aqueux d’O.sylvestris.Ces fragmentations
chromosomiques sont dues probablement aux effets clastogeénes de 1’extrait, et son action sur
les chromosomes est généralement considérée comme étant due & une action sur I’ADN
(GRANT, 1978).

La présence de ponts chromosomiques chez les cellules méristématiques racinaires
d’A. cepa traitées par I’extrait aqueux des feuilles d’O.laperrinei est un phénomeéne complexe
li¢ a la fragmentation chromosomique, a I’aspect collant des chromosomes et aux cassures et
réunion des extrémités cassées (KABARITY et al., 1974 ; BADR et al., 1992).Ces anomalies
chromosomiques pourraient étre provoquées durant la translocation d’échange chromatidique
inégal ou dues a la présence de chromosomes dicentriques (KONUK et al., 2007).

L’aspect rétrécis des noyaux rencontrés chez les cellules méristématiques d’A. cepa
L.traitées par I’extrait aqueux des feuilles d’O.sylvestris et d’O.laperrinei est du probablement
au changement dans la structure ou la composition de la membrane nucléaire (GABARA et
al., 2006). De tels phénomenes ont été rencontrés chez des cellules méristématiques racinaires
d’A. cepa traitées par I’extrait aqueux de Uncaria tomentosa (Rubiaceae) (KURAS et al.,

20006).
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2.1.1. Etude statistique de ’activité antimitotique

La comparaison des IM entre le témoin positif et le témoin négatif par le test de
MANN-WHITNEY a donné une p-value <0.05 (0.007), ce qui montre une différence
hautement significative entre les deux témoins, On peut donc déduire ’effet antimitotique de

la colchicine comparativement au témoin négatif (Figure 1 de I’Annexe 3).

Le test ANOVA de KRUSKAL WALLIS a permis de comparer 1’effet antimitotique
des extraits aqueux foliaires d’O.sylvestris et d’O. laperrinei selon deux facteurs. Le facteur 1
qui est la dilution et le facteur 2 qui est le type de plante. Une p-value<0.05 (0.0055) est
obtenue pour le facteur dilution (Figure 2 de 1I’Annexe 3). Ceci a révélé une différence
hautement significative entre les différentes dilutions, indiquant leur effet antimitotique
différent sur les cellules méristématiques. En ce qui concerne le facteur plante, le test a donné
une p-value>0.05 (0.715), ceci a révélé aucune différence significative entre ’extrait aqueux
foliaire d’O.sylvestris et d’O. laperrinei (Figure 3 de 1’ Annexe 3).

Pour déterminer la dilution ayant le meilleur effet antimitotique nous avons réalisé le
test de STUDENT a un seul échantillon, ou on a comparé chaque dilution a un témoin (positif
et négatif).Une p-value>0.05 entre la D1 et le t¢émoin positif est retrouvée, tandis que D2 et
D3ont donné des p-value <0.05. Ceci montre que la dilution 1 a un effet antimitotique plus
¢levé comparativement aux deux autres dilutions pour les deux extraits aqueux foliaires des

plantes (Figure 4, 5,6 et 7 de I’Annexe 3).

2.2. Activité antiproliférative-MTT

La prolifération de la levure saccharomyces cerevisiae en présence de la quercetine
(standard) et les extraits végétaux est évaluée en utilisant le test MTT. Cette étude est basée
sur une analyse spectrophotometrique a 560 nm ou les DO sont proportionnelle au nombre
des cellules vivantes. En se basant sur les différentes DO obtenus, regroupées dans le tableau
représent¢ en Annexe 4, nous avons calculé le pourcentage de viabilit¢ et déduit le
pourcentage de mortalité.

Le pourcentage de mortalité des cellules de levure saccharomyces cerevisiae traitées
par de la quercetine est de 14.06%. Celui obtenu en présence des extraits aqueux foliaires des
deux plantes est de 32.28% et 12.32% respectivement pour les cellules de levure traitées par
I’extrait aqueux d’O.sylvestris et 1’extrait d’O.laperrinei comme le montre le tableau

suivant :
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TableaulV: Taux de mortalité et de viabilité en présence des extraits végétaux.

quercetine 85.94% 14.06%

Qlea europaea 67.72% 32.28%
sylvestris

Olea europaea 87.68% 12.32%

laverrine

La levure est un modele de choix dans la compréhension des processus biologiques les
plus complexes. Grace a elle, PAUL NURSE, LEE HARTWELL et TIM HUNT ont pu
découvrir les molécules clés de la régulation de la division cellulaire ; ce qui leur a valu le
prix Nobel de médecine en 2001 (SCHWOB, 2001). De plus Saccharomyces cerevisiae a
I’avantage de se reproduire spontanément ce qui permet d’évaluer sa croissance cellulaire.
Nous avons donc utilisé la levure Saccharomyces cerevisiae pour la mise en évidence de
I’activité antiproliférative des extraits aqueux des feuilles d’O.sylvestris et d’O. laperrinei
(LAMBERTet al., 1993 ;MINTON et ADAMSON,1979).

Nos résultats indiquent que l'extrait aqueux des feuilles d’O.sylvestris a la dilution %2
inhibe la croissance et diminue la survie des cellules de Saccharomyces cerevisiae plus que
I’extrait aqueux des feuilles d’O.laparrinei a des pourcentages de mortalité¢ de 32.28% et
12.32% respectivement.Ces résultats confirment I'effet antiprolifératif des deux extrait aqueux
testés avec un effet plus important pour 1’extrait aqueux d’O.sylvestris.

De nombreuses études ont été réalisées sur 1’effet antiprolifératif et cytotoxique des
extraits des plantes sur la levure Saccharomyces cerevisiae. L'une des plantes les plus
importantes utilisées a des fins thérapeutiques est Matricaria chamomilla. L'extrait
hydroalcolique de cette plante a des concentrations de 3000 pg / ml inhibe significativement
la croissance et diminue la survie des cellules de Saccharomyces cerevisiae jusqu'a 48%

(SRIVASTAVAet GUPTA, 2009). Ceci est di a la présence de molécules bioactives au niveau

]
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des extraits des plantes. Des études antérieures montrent que les saponosides ont une activité

antiproliférative (DRISSI et al., 2006).

L'effet antiprolifératif de 1’oléastre (Olea europaea var. Sylvestris) a été étudié sur les
cellules cancéreuses. Les résultats de cette étude ont montré quel’extrait phénolique de
feuilles d'oléastre réduit la croissance du cancer du colon et induit une apoptose dépendante
de la caspase dans les cellules cancéreuses du codlon via la voie apoptotique mitochondriale
(ZERIOU et al., 2017).Dans une autre ¢tude, il a été démontré que I’extrait méthanolique des
feuilles d'olivier sauvage qui comporte plusieurs composés phytochimiques sélectionnés tels
que les acides phénoliques, les flavonoides, l'oleuropéine, les acides gras et les composés
volatils exercent un effet cytotoxique sélectif significatif sur les lignées cellulaires DU-145 et

PC-3 du cancer de la prostate(MAKOWSKA-WAS et al.,2017).

40



CONCLUSION



CONCLUSION

Dans le cadre de la mise en évidence des nouvelles approches thérapeutiques pour
lutter contre le cancer, nous nous sommes intéressés a 1’étude de I’effet antimitotique et
antiprolifératif des feuilles de deux plantes utilisées en médecine traditionnelle : Olea

europaea sylvestris et Olea europaea laperrinei.

L’¢tude de D’activité antimitotique des extraits aqueux foliaires d’Olea europaea
sylvestris et d’Olea europaea laperrinei réalisée sur les cellules méristématiques d’Allium
cepa L. montre que les deux extraits exercent une inhibition de la mitose par perturbation du
fuseau mitotique a la faible dilution de I’extrait, cela est marqué par diminution de I’indice
mitotique jusqu’a 48,972 + 5,63% pour I’extrait aqueux d’Olea sylvestris et 49,088 + 2,89 %
pour l’extrait aqueux d’Olea laperrinei qui est accompagné d’anomalies nucléaires,
chromosomiques et cellulaires a savoir : des allongements des cellules et rétrécissement du
noyau, des cellules gigantesques avec un petit noyau, des agglutinations chromosomiques, des

fragmentations et des désorganisations chromosomiques ainsi que des ponts chromosomiques.

Par ailleurs, 1’é¢tude de 1’activité antiproliférative a montré que les deux extraits aqueux
foliaires inhibent la croissance et diminue la survie des cellules de Saccharomyces cerevisiae
a la dilution 2, avec un effet antiprolifératif plus important pour I’extrait aqueux
d’O.sylvestris par apport a ’extrait aqueux d’O.laparrinei a des pourcentages de mortalité de

32.28% et 12.32% respectivement.

Sachant que notre pays posséde une grande diversit¢ de plantes ou chacune se
caractérise par un réservoir assez important de métabolites secondaires avec des
caractéristiques thérapeutiques et pharmacologiques intéressantes qui doivent étre exploitées
par les recherches, de cet effet et pour une meilleure valorisation de ces ressources naturelles

de nombreuses perspectives peuvent étre envisagées :
réaliser des extractions avec d’autres solvants ;

déterminer la composition chimique des extraits aqueux des plantes étudiées ;

>

>

» purifier les molécules bioactives ;

» déterminer in vivo de I’effet antimitotique et antiprolifératif ;
>

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

anticoagulant.
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Annexe01 : Composition du milieu de culture.

Milieu de culture Composition
Milieu de culture des -10g de Bactopeptone
saccharomyces -25g de Glucose

-700ml d’eau distillée stérile

-300ml de tampon phosphate (ph=3.8)
-26.88g de Na2HPO4 hydraté

-17.6g d’acide citrique

Annexe(2 :Réaction chimique de la conversion du MTT en formazan.

M) e
N=HI“ ENTyes
}_N — N=N
—N
5
b 5. 4
MTT - yellow tetrazolium
formazan dye - purple
Annexe 03 : Résultats des tests statistiques
Test U de Mann-Whitney (ANOVA 2F sta)
Par var. temoin
Tests significatifs marqués a p < 05000
SommeRgs SommeRgs | U | Z | mvp | Z | nvp NAct|NActE| 271-p)
variable | ¢ tt ajustd | | pexact
im 4[].[][][][][]! 15,00000 0,00 2611165 0,009024 2611165/ 0,009024 & 5/ 0,007937

Figure 1: Table de MANN-WHITNEY pour les résultats de comparaison des IM entre le
témoin négatif au témoin positif.
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Test Mediane, Med. Globale = 58,4250; indice (AMNOWVA 2F _sta)
War. indépendante (classement) : dilution
Dépendant Chi-Deux = 10,40000 dl = 2 p = .0055
indice D1 D2 | D3 | Total
<= Médiane : observ. [ 9000001 4,00000 200000 15,00000
théorique| 5,000000 5.00000 5,00000
obs.-thé.| 4.00000 -1.00000 -3.00000
> Médiane - observée 1,000000 6.00000 800000 15000000
théorique| 5.00000 5.00000 5.00000 [ ]
obs_thé.| 4.00000 1.00000 3.00000 ]
Total - observé| 10,00000 10.00000 10,00000 30000000

Figure 2: Table de ’TANOVA de KRUSKAL WALLIS de Comparaison des IM pour le
facteur dilution.

Test Médiane, Méd. Globale = 58 4250; indice (ANOWA 2F sta)
War. indépendante (classement) - plantes

Dépendant - Chi-Deux = 1333333 dl =1 p = ,7150
indice 5 L | Total
<= Médiane : observ. | 8.000001 7.00000 15,00000

Total - observé[ 1500000 1500000 30.000007

Figure 3: Table de ’ANOVA de KRUSKAL WALLIS de comparaison des IM pour le
facteur plante.

théorique| 7.50000 7.50000 [ 1]

obs.-thé. | 0.50000 -0.50000 [ 1]

= Médiane : observée 7.00000] 800000 15000007
théorique| 7.50000 7.50000 ]

obs.-thé_ | -0.50000  0.50000 1 ]
1]

I

Comparaison de moyennes a un standard {constante) (ANOVA 2F sta)
Moyenne | Ec-Type (N |Ereur-T | Valeurde |Valeurt |dl p

\ariable Référence
| 48.97200012,59925| 5/5,634555) 82,72000| -5,98347| 4| 0,003308
56170000 831577 5 3,7189260 8272000 -7.13916| 4 0,002036
62,51400 914211 5 4088475 8272000 -4.94219| 4 0,007805

Figure 4:Table de STUDENT a un seul échantillon de comparaison de chaque dilution d’O
sylvestris au témoin négatif .



ANNEXES

Comparaison de moyennes a un standard (constante) (ANOWVA 2F _sta)
Moyenne | Ec-Type |M|Ereur-T | Valeurde |WValeurt |dI p
Variable Reference
D15 | 48972001 12,59925 5/ 5,634555) 37,31000 2,063723 4 0,107263
D25 56,17000| 8.31577| 5 3,718926| 37.31000 5071357 4 0.007124
D35 62,51400| 9.14211| 5 4, 088475| 37.31000) 6164646 4 0003515

Figure 5:Table de test du STUDENT a un seul échantillon de comparaison de chaque dilution
d’O sylvestris au témoin positif.

Comparaison de moyennes a un standard (constante) (ANOVA 2F _sta)
Moyenne | Ec-Type [N |Erreur-T | Valeur de | Valeurt |dl p

Reférence
| 49.022861 6,497991) 7|2,456010| 82.72000| -13,7203| 6| 0,000003
59,94000] 5187625 5/2,319976 82.72000f -9.8191 4 0,000603
65,65600 3389606 51515878 82, 72000| -11,2565 4| 0000355

Figure 6:Table de test du STUDENT a un seul échantillon de comparaison de chaque dilution
d’O. laperrinei au témoin négatif.

Comparaison de moyennes a un standard (constante) (ANOVA 2F sta)
Moyenne | Ec-Type (M |Erreur-T | Valeur de | Valeurt |dl p
Variable Référence
D1L | 49.022861 6.497991| 7/2.456010| 37.31000| 4.76306 &| 0,003037
D2L 59,94000] 5,187V625| 65|2,319976, 37.,31000| 9,75441 4| 0.000619
D3L 65,65600 3,389606| 5|1,515878  37,31000| 18,69935 4| 0.000045

Figure 7:Table de test du STUDENT a un seul échantillon de comparaison de chaque dilution
d’O. laperrinei au témoin positif.

Annexe 4 :Les différentes DO obtenues par le spectrophtometre.

Echantillons DO de I’echantillon DO de blanc Différence
Milieu de 1.013 0.031 0.982
culture

Quercetine 0.747 1.591 0.844
Extrait 0.766 0.101 0.665
d’O.sylvestris

Extrait 0.946 0.085 0.861
d’O.laperrinei




Résumé

Dans le cadre de la recherche de nouveaux composés bioactifs qui inhibent le
développement des tumeurs, il nous a paru intéressant d’étudier 1’activité antimitotique et
antiproliférative des extraits aqueux des feuilles de I’oléastre (Olea europaea sylvestris) et de

I’olivier de Laperrine (Olea europaea laperrinei).

L’activité antimitotique a été réalisée in vitro sur les cellules méristématiques d’Allium
cepa, les résultats de calcul de I’indice mitotique ont montré I’effet antimitotique des deux
plantes a la faible dilution de I’extrait a des valeurs des indices de 48,972 + 5,63 % pour
I’extrait aqueux d’Olea sylvestris et 49,088 + 2,89 % pour I’extrait aqueux d’Olea laperrinei,

cela est accompagné d’aberrations nucléaires, chromosomiques et cellulaires.

Par ailleurs, la mise en évidence de I’activité antiproliférative des extraits aqueux
foliaires des deux plantes a été réalisée in vitro sur la levure Saccharomyces cerevisiae, les
résultats ont montré que les deux extraits inhibent la croissance et diminue la survie des
cellules de Saccharomyces cerevisiae a la dilution 2, avec un effet antiprolifératif plus
important pour I’extrait aqueux d’O.sylvestris par apport a 1’extrait aqueux d’O.laparrinei a

des pourcentages de mortalité de 32.28% et 12.32% respectivement.

Mots clés : Extrait aqueux foliaire, Olea europaea sylvestris, Olea europaea laperrinei,

activité antimitotique, activité antiproliférative.



Abstract

As part of the search for new bioactive compounds that inhibit the development of tumors, it
seemed interesting to study the antimitotic and antiproliferative activity of the aqueous
extracts of leaves of the Olea europaea sylvestris and the olive tree Laperrine (Olea europaea

laperrinei).

The antimitotic activity was carried out in vitro on the meristematic cells of Allium cepa, the
results of calculation of the mitotic index showed the antimitotic effect of the two plants at the
low dilution of the extract at values of 48.972 + 5.63% for the aqueous extract of Olea
sylvestris and 49.088 + 2.89% for the aqueous extract of Olea laperrinei, this is accompanied

by nuclear, chromosomal and cellular aberrations.

Furthermore, the demonstration of the antiproliferative activity of the aqueous leaf extracts of
the two plants was carried out in vitro on the yeast Saccharomyces cerevisiae, the results
showed that the two extracts inhibit the growth and decrease the survival of the cells of
Saccharomyces cerevisiaeat the - dilution, with a greater antiproliferative effect for the
aqueous extract of O.sylvestris by supply to the aqueous extract of O.laparrinei at mortality

percentages of 32.28% and 12.32% respectively.

Key words: Leaf aqueous extract, Olea europaea sylvestris, Olea europaea laperrinei,

antimitotic activity, antiproliferative activity.
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