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INTRODUCTION GENERALE

Les plantes médicinales sont considérées commalrdgees végétales dont au moins
une partie possede des propriétés medicamentelSBSCHEREet al., 2017). Les extraits de
plantes sont utilisés en médecine traditionnellaurpteur propriétés biologiques, ils
représentent une source primaire pour les meédiots employés dans le traitement de
diverses pathologies microbiennes, physiologiqueammatoires et méme cancéreuses
(RHATTAS, 2016.

Le cancer constitue la premiére cause de mortaléds le monde. Selon
'organisation mondiale de la santé (OMS), envii@millions de nouveaux cas de cancer,
dont 8 millions de déces, sont enregistrés chaqueeea a I'échelle internationale. La
chimiothérapie consiste en [l'administration de madients capables d’entraver la
prolifération des cellules tumorales. Ces substgoat en général d'une grande toxicité sur
les cellules saines et présentent de nombreuxseaffdésirables. Le retour a la phytothérapie
ouvre une voie prometteuse dans le développemenbuleelles formules médicamenteuses
naturelles, sans effets indésirables et dotéesditivité anticancéreuse (MEDJEBERAl.,
2018).

Parmi les plantes médicinaleBSrica arborea, appelée ausdbruyere arborescentest
une espece indigéne du bassin méditerranéen d@enidlef des Ericaceae, elle se développe
surtout dans les lisiéres forestieres, sur despsalivres et peu acides. Cette plante est dotée
de vertus thérapeutiques trés diverses grace prgpaétés antioxydante, anti-inflammatoire
et antibactérienne. Ces caractéristiques s’exphigp@r sa richesse en métabolites secondaires
(BANNANI et al., 2009).

Ce travail s’inscrit dans le cadre d’'une contribaotéd une meilleure connaissance et
valorisation dErica arborea par évaluation:

= de l'effet antimitotique des extraits aqueux dasllies et des fleurs sur la mitose des
cellules méristématiques de I'oignolIfum cepa) ;
= de l'effet cytotoxique de ces extraits aqueux sar viabilité des cellules de

Saccharomyces cerevisiae.
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|. Généralités surErica arborea
Introduction

Erica arboreaest une espece indigene du bassin méditerranéeria @encontre
egalement dans les iles Canaries et les montagA&sjde centrale. En Algérie, elle se
trouve dans tout le Tell formant une partie impoteéadu maquis dans les forets du chéne
liege au centre et a I'est. Elle est plus aboteldans les maquis privés d’'arbres mais cela
n'exclut guére sa constante présence associéeuya #t au chéne vert dans les hauts
plateaux (AIT YOUSSEF, 2006 et BROSSE, 2010). Cetfmce se développe sur les landes,
les talus et les lisiéres forestieres dans dessilideux et peu acides mais parfois calcaires,
elle ne peut pas tolérer un substrat dont le pHnéstieur a 6 (GUENDOUZEt al, 2015).
Connue pour son excellent charbon de bois et leaspiabriquées a partir de ses racines,
cette bruyere est également tres utilisée depuisolen age. En médecine traditionnelle, elle
est trés connue pour ses vertus thérapeutiquesavair,s antiseptique, sédative, anti
inflammatoire et antiputride (CHEVALIER, 2008BENNANI etal., 2009; CHIKHI, 2016 et
RHATTAS, 2016). Les différentes partieskdica arborea sont utilisées pour leurs effets

thérapeutiques énumérés au niveau du tableau I.

Tableau I: Utilisations thérapeutiquesHlrica arboreaen médecine traditionnelle.

Maladies Parties de la plante utilisées Références
Infections urinaires, calculsinfusion amére des sommit
réenaux, désintoxication defleuries (RHATTAS, 2016).
I'appareil urinaire, Pyélonéphrite
Problemes digestifs Infusion de fleurs (CHIKHI1B0.
Inflammations rhumatismales Application localere pate a (BENNANI et al.,

base de la poudre de feuilles| 2009).

Crise de goutte Infusion de feuilles et de fleWlSERBEL, 2005).

Antiputride Miel de la plante (CHIKHI, 2016).

Névralgies, calmant nerveux, effetacérat et infusion de fleurs (DERBEL, 2005).

sédatif et relaxant

Antivenimeux Maceérat des fleurs (RHATTAS, 2016.

&)
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1.1. Description botanique DErica arborea

Erica arborea est souvent appeldg bruyéere arborescente, la bruyere blanche ou
des maures. Elle est nommée chez nous « Bouhada@hgndaq » ou « Akhlenj ». C’est une
espeéce qui a été décrite et déenommé par CARINABUS en 1753. Le nom du genre
Erica vient du grecereikeinqui veut direbrise et fait allusion aux rameaux fragiles de la
plante. Le nom d’espécarborea, du latin arbor, signifie arbre et indique le caractere
arborescent de la plante (BOUCHER et DOUX, 2018).classification taxonomique de
cette espece, selon GUIGNARD (2001), est comnte sui

Regne Végeétal
Embranchement Spermaphytes
Sous- Embranchement Angiospermes
Classe Astéridées
Ordre Ericales
Famille Ericaceae
Genre Erica

Espéce Erica arborea

Erica arboreaest unarbusteau port haut et étroit, atteignant de 1 a 4 m deehua,
pour 40 a 60 cm de large. Bien ramifiés (figure ,18gs branches se tiennent verticales et
portent de fines feuilles vertes, persistantessemblant a des aiguilles, tres denses et
verticillées par 3 ou 4. Elles sont longues de & ram et creusée d’un sillaur leur face
inférieure (figure 1B) (HAMIMet al, 2017).

Les fleurs sont hermaphrodites, ellest slispersées le long des branches (figure 1C).
Elles s’épanouissent en trés grand nombre du n®imars au mois de mai et certaines
variétés fleurissent méme des le mois de févriers@nt de minuscules clochettes ovoides
divisées jusqu’au milieu en lobes obtus, de caubdanche et parfois rosée, de 4 mm de
long. Les étamines ne dépassent pas la corollg longbnt un cceur plus foncé tandis que les
stigmates sont en bouliers et peu saillants. LAndtion se fait de maniére endogame et la
dissémination est barochore (DERBEL, 2005 et RHAFT2016).
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Figure 1. Les différentes parties Efica arborea(A): buisson,(B): feuilles et(C): fleurs
(BOUCHER et DOUX, 2011).

D’aprés CHEVALIER (2008) et THIFFULT (2015), léges au dessus de la zone de
I'insertion des racines, émettent des excroissana#@smineuses appelées souches, de forme
assez irréeguliere et dont le niveau supérieur@aildée sol par production de rejets: le rhizome

qui forme un gros bulbe de couleur rouge pesargt @un kilogramme.
1.2. Etude phytochimique dErica arborea

Les métabolites secondaires regroupent de nondwessbstances présentes au
niveau des plantes. Ces molécules, a structure iqdmsouvent complexe, pourraient
intervenir dans des fonctions périphériques ird@gment essentielles a la vie des plantes
telles que la communication intercellulaire, laedéfe contre les herbivores, la régulation des
cycles catalytiques et I'amélioration de la reprtchn. Elles sont classés en trois grands

groupes: les composés phénoliques, les terpetes ataloides (DERBEL, 2005).

De nombreuses études phytochimiqueBrida arborea ont montré sa richesse en
métabolites secondaires, tels que les flavonoi@sstanins, les saponines, les stérols, les
glucosides et les mucilages. Difféerents composénqliques sont retrouvés au niveau des
feuilles et des fleurs. Les tanins hydrolysablgliques et ellagiques) et les saponines (35
types isolés) prédominent au niveau des feuitlesstituant plus de 50 % de I'ensemble des
composeés isolés (figure 2). Les métabolites les papandus au niveaux des fleurs sont
surtout les flavonoides notamment les flavano(iesspéridine), les flavan 3 ols
(épicachétine), les flavonols (quercétine) etaiest tanins condensés, mais aussi d’autres
phénols tels que l'acide caféique, l'acide chlorogée, et les coumarines (figure3)
(GUENDOUZE et al., 2015 et DRISSIet al., 2016). Par ailleurs, les terpénes sont le plus
souvent isolés partir des fleurs ( BAHADORX al., 2007 ; AMEZOUAR et al., 2013 ;

>

Y
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GUENDOUZE et al., 2015 et HAMIM et al., 2017). Les différents métabolites secondaires

identifiés cheZrica arboreasont illustrés dans le tableau II.

Ho PR o  om HOOG COOK
HO \1"-‘//-0 : 7 N—ou / \‘\
//f'* _OH

O,

Y oo
wo— avA

— \_/}-OH M Ho gy OH

HO OH HO Ve

(A) (Blcide hexahydroxy  (C) : acide ellagique

diphénique (HHDP)

Figure 2: Structure chimique d’un tanin gallique (A) etustiures de bases des tanins
ellagiques (B et C) isolés des feuille&dta arborea(BAHADORI etal., 2007).

Hespéridine Coumarine wuerceune

Figure 3: Structures chimiques de quelques composés pghaeslisolés des fleutsErica
arborea (BAHADORI etal., 2007 et HAMIM, 2017).
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Tableau Il : Différents métabolites secondaires isolés desegaaériennes

d’Erica arborea.

Familles Groupes Composeés Références
(AMEZOUAR et al,
Monoterpénes Carvacrol, B penéne et myrcene 2010).
Triterpéne Acide ursolique (AY et al.,2007).
Acides - acides gallique et ellagique: structure
phénoliques | de bases des tanins hydrolysables. (AY et al, 2007 et
- acides féulique, chlorogénique ¢ GUENDOUZEal.,
caféique. 2015).
Flavonoides - catéchine, épicatéchine, quercétine
et isoquercétine. (AMEZOUAR et al
- Proanthocyanidines. 2013).
Phénols | Lignanes Gimisine et lactol. (BAHADOR al,
2007).
Simples: génine et divers hétérosides.
coumarines | pyranocoumarines: visnadine. (BAHADORI et
al.,2007).
Glycosides | Ericoline et arbutine
phénoliques (AY et al 2007).
Saponines| Saponines A:1-barrigénol (oléan-12-ene3315, (AY et al, 2007).

triterpéniques

160,220, 28-pentol)

D’aprés BESSAH et BENYOUSSEF (2014), I'analysel’taile essentielle extraite
des parties aérienneskdica arborea montre plus de 75 composés chimiques dont les

principaux sont: I'acide palmitique, le phytol,adide butanoique et le [2- (1,1diméthyl-2-

cyclopropyl)-1,1diméthyl- 3- cyclopropyl] (tableail).
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Tableau Il : Composition chimique de I'huile essentielle gasgties aériennes
d’Erica arborea(BESSAH et BENYOUSSEF, 2014).

Composition chimique % Composition chimique %
Acide palmitique 33 Dibutyl phthalate 0.9
9.12.15-Octadecatrien-1-ol, (Z.Z.Z)- 6.6 Caryophyllene 0.9
Nonacosane 6.1| Octacosane 0.8
Acide butanoique 56| 2-Methoxy-4-vinylphenol 0.6
Phytol 3.3 | Acide phtalique 0.6
[2- (1,1diméthyl-2-cyclopropyl)t 2.3 | Bicyclo [4.4.0] dec-1-ene, 2-isopropyl{33.4
1,1diméthyl- 3- cyclopropyl] methyl-9-methylene
Cis-3-hexéne-1-ol 1.9 | Acide pentadécylique 0.3
2- Ethyl-1- hexanol 1.9 | Octacosane 0.2
Octan 1- ol 1.7 Bis (2-ethylhexyl) phthalate 0.1
Pelargonaldehyde 1.1 Scalene 0.1

1.3. Activités biologiques dErica arborea

De nombreuses études ont montré que les feudleles fleurs de la bruyere

arborescente présentent plusieurs activités bigleg a savoir une activité antioxydante, anti-

inflammatoire et antibactérienne. Les principalesiéoules responsables de ces activités

ainsi que leurs structures chimiques sont illustaamns le tableau IV.
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Tableau IV: Structures chimiques de quelgues métabolitesnsiaies isolés’Erica

arborea responsables de nombreuses activités biologiques

Activités Métabolites secondaires Références.
biologiques et leur Structures chimiques
Crem,
HsC
a- Terpinéol (BAHADORI et
Activité al. 2007 et
antixoydante o . ~ AMEZOUAR et
JL L~
Y T al. 2013).
a-Tocopherol
Activité anti- 5.
inflammatoire L . (NAYEBI etal.,
\ \ 2008).
Myrcéne
S, T OH ?/OH
Activité %OH - (AY et al, 2007 et
antibactérienne Arbutine Carvacrol NOTHLINGS et
al., 2007).
OH
Terpene 1- ol

1.3.1.Activité antioxydante

Le métabolisme cellulaire entraine la formation sg@éces chimiques instables
connues sous le nom de radicaux libres ou espéaetves d’'oxygene (ERO). Ces derniéres

en exces, peuvent étres toxiques pour les tisslsgmjues et source de Iésions d’ADN, des
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lipides, des protéines et des membranes cellulaegsendant, I'effet antioxydant correspond
a la capacité de certaines molécules bioactivesttar|contre les dommages oxydatifs
provoquer par ces ERO et protéger ainsi les cslied¢'organisme (FAVIER, 2003).

Ainsi, Erica arborea présente un intérét réel et potentiel par ste foactivité
antioxydante et qui est expliquée par sa richesgsesnolécules connues par leur effet
antioxydant notamment I'acide gallique, I'acideégtie, les flavonones, d terpinéol et I'a
tocophérol. Ces principes actifs interviennent piégeage direct des ERO et par chélation
des ions de métaux de transition responsablesptedaiction des ERO (BOUBAKER! al,
2004; BAHADORIetal. 2007 et GUENDOUZEet al.,2015).

1.3.2.Activité anti-inflammatoire

L’inflammation est une réaction de défense deghmisme a diverses agressions qui
peuvent étre d’origine physique, chimique, biolagicet infectieuse. En effet, de nhombreux
composés phytochimiques sont dotés d’'un effet infiimmatoire (NOTHLINGSet al,
2007). Ainsi, de nombreux essais ont révélé geiextraits éthanoliquesktica arboreaen
faibles doses réduisent significativement et rapiel® I'cedeme plantaire chez les rats
(NAYEBI et al., 2008). D’apres AKKOL et al. (2008), les extraits floraux montrent une
activité anti-inflammatoire plus significative queelle des feuilles. Cet effet anti-
inflammatoire s’explique par la présence de nombreinénols et flavonoides cités
précédemment au niveau de tableau IV, entre adeddyrcéne qui est un monoterpéne qui
inhibe l'activation du facteur de transcription diesteurs nucléaires impliqués dans la
transcription de médiateurs pro-inflammatoires,qu@rcétinegui diminue la production des
médiateurs inflammatoires (prostaglandines) en bifiti certaines enzymes comme la
cyclooxygénase et l'acide galliquaesponsable de l'inhibition de la fixation du NB;
essentiel pour I'expression des cytokines pro-mftatoires (NAYEBI et al., 2008 et
AMEZOUAR et al.,2013).

1.3.3. Activité antibactérienne

L’activité antibactérienne d’'une molécule corrasp@ sa capacité d’exercer un effet
bactéricide ou bactériostatique vis-a-vis d’'unet@ae. Les composés phénoliques isolés des
plantes médicinales sont un moyen de défense cat@ranombreux micro-organismes
(NOTHLINGS et al, 2007).
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En effet, Plusieurs études ont montré que lesigxtErica arborea peuvent inhiber
la croissance de nombreuses especes bactérienteeanment Escherichia coliet autres
coliformes, le genre Enterobactetelicobacter pyloriet Staphylococcus aureuBD UFFOUR
et al.,2007). Cette activité semble étre liée a la foromatlu benzoquinone par hydrolyse
bactérienne et oxydation spontanée de I'arbutosiéenu dans les sommités fleuries de cet
arbuste (AYet al, 2007 et DRISSIet al, 2016). Le carvacrol (Tableau 1V) isolé des fiesil
d’Erica arboreamodifie la perméabilité des membranes bactérieeh@shibe la production
de toxines cheBacillus aureusBAHADORI et al, 2007).

Il .La mitose
Introduction

Le cycle cellulaire correspond a I'ensemble depegaar lesquelles passe une cellule
pour former deux cellules filles possédant le mgm&imoine génétique. Ce dernier est
composé de deux étapes principales: I'interphasteld mitose M. L'interphase se divise en
trois parties: la phase G1, la phase S et lagp@&s quant a la mitose, elle comprend quatre

phases: la prophase, la métaphase, I'anaphas&tiphase (figure 4) (KARR004).

Interphase

Cycle cellul/
‘,\Y

Figure 4: Les différentes phases du cycle cellulaire (DIALEOPRIGENT 2011).
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2.1. Les différentes phases de la mitose

2.1.1. La prophase

La prophase est caractérisée par une réorganisigida chromatine qui se condense

en chromosomes compacts facilement visibles enostopie photonique (figure 5). Chaque

chromosome est constitué de deux chromatides saumges au niveau du centromere, la

cohésion entre les chromatides sceurs étant indiapknau partage équitable du génome qui

aura lieu plus tardivement en anaphase (DOX$EA.,2005) .

Une autre caractéristique de la prophase correspdadnaturation des centrosomes. Riches

en Tubuliney, ils constituent des centres organisateurs de mmicubes (MTOC), qui

s’écartent et migrent progressivement de facon élieaiement opposée. Cette migration des

centrosomes préfigure la localisation du fuseauotmite. Les filaments d’actine se

réorganisent et se répartissent de fagcon homogeneorex cellulaire ce qui concourt a

I'arrondissement qui caractérise les cellules @ttée en mitose (DOXSE®t al.,2005) .

Membrane
Plasmique @—* \\ " e
/-\  — o

Nucléole en voie -
de disparition \\‘
Centromeéres
avec kinétochors o /L-
attachés =
Cytoplasme ——» /

Les centrosomes se
séparent formeront
les péles du fuseau

Enveloppe
nucléaire

Microtubules
polaires

Figure 5: Représentation schématique d’une cellule en @egBOLISI, 2009).

2.1.2.La métaphase

En métaphase, le fuseau mitotique est constituéalex réseaux symétriques et

antiparalleles de microtubules, qualifiés de kinktwiens ou d'astraux (figure 6). De par

I'équilibre des tensions exercées par les micrdagokinétochoriens provenant de chaque

centrosome, les chromosomes vont s’aligner sutade @quatorial pour constituer la plaque

métaphasique (figure 6). Cette relocalisation désornosomes s’effectue grace au
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remaniement dynamique des microtubules. La tramsintre la métaphase et I'anaphase se

fait suite a I'alignement du dernier chromosome layplaque métaphasique. La ségrégation

des deux lots de chromosomes se produit lorsqaehésion entre les chromatides sceurs est

rompue, (DOXSEet al.,2005) .

Aster et y
microtubules TN N
astraux A N
77 N
Vésiculesde / /" .l \
I"enveloppe / " ' \ \
nucléaire [ | 11 ) N\
(A A
Microtubule

polaire \ ‘ / | /'
N L

Péle du
fuseau

Chromosome sur
le plan équatorial
ou plaque
métaphasique, a
équidistance des
deux poles

Microtubule
kinétochorien

Figure 6 : Représentation schématique d’une cellule enphéte (DOLISI, 2009).

2.1.3. L’anaphase

L'anaphase peut étre scindée en deux étapes,éagpahaphase A et anaphase B

(figure 7). L'anaphase A est caractérisée par taégation des deux chromatides sceurs de

chaque chromosome. Elles vont migrer en sens iavens direction des podles cellulaires

grace a un raccourcissement des microtubules kihéteens (ROBERT, 2010). Entre les

deux lots de chromosomes, des microtubules polairedes microtubules néoformés vont

s’associer pour former le fuseau central, imporfaoir localiser le sillon de clivage dans

certains types cellulaires. L’anaphase B est caraée par un allongement du fuseau

mitotique, induit par au moins deux types de ford@sine part des forces

répulsives au

centre du fuseau qui tendent a éloigner les mibrdés polaires provenant de chacun des

deux poles, et d'autre part des forces externefuaeau exercant une tension sur les

microtubules astraux (DOXSE#t al.,2005).
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Les microtubules
kinétochoriens se
raccourcissent

Les chromosomes sont tirés vers
les pdles en méme temps que le

fuseau et 1a cellule s"allongent | Eloignement des pdles

par allongement du
Vésicules de fuseau et de la cellule
I’enveloppe nucléaire

Aster et
microtubules
astraux

A

Figure 7 (A): Représentation schématique d’une cellulééhut d’anaphag®OLISI, 2009).

Les microtubules - -
kinétochoriens se

—k
raccourcissent // /

v ! \ ‘
Les chromosomes sont tirés
vers les poles en méme temps ~ /
que le fuseau et la cellule U
s’allongent Q

Vésicules de |
I’enveloppe I
nucléaires Y ; \

~S I
~ I\

Aster et microtubules
astraux

Figure 7 (B): Représentation schématique d’'une cellule en finapaase (DOLISI, 2009).
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2.1.4. La télophase

En télophase, les chromatides regroupées a chaumaelx pbles de la cellule se

décondensent et les vésicules de I'enveloppe nueléa regroupent pour délimiter les deux

nouveaux noyaux (figure 8). Les microtubules astrsei dépolymérisent, et les microtubules
polaires du fuseau central se condensent pour foleneorps intermédiaire a l'intérieur du

pont intercellulaire qui relie les deux cellulee (MULLINS et MSINTOSH, 1982 et

ROBERT, 2010).

Aster en voie de
désagrégation

Reconstitution du nucléoplasme  —~——

’

Corps intermédiaire S— I

Restes des ——~——~‘ ‘ '
microtubules polaires

Les nucléoles se
reconstituent (un par

| N =/

Enveloppe nucléaire

= mN
e reconstituée avec pores
/rc;_ﬁ visibles
Cytoplasme C; @ Les chromosomes
/ sont en cours de

décondensation

Anneau contractile (actine et
myosine) qui pince la cellule et
forme le sillon de division

Division du cytoplasme. Le
sillon de division se creuse et
annonce la séparation des
deux cellules filles

Figure 8: Représentation schématique d’'une cellule

lll. Les agents antimitotiques d’origine végétale

en tékpROLISI, 2009).

Les antimitotiques d’origines végétales sont deteoutes capables de perturber le

cycle cellulaire d’'une cellule. lls agissent préament au niveau de la tubuline durant I'étape

de la mitose (MULLINS et MSINTOSH, 1982).

La tubulineest un hétérodimere composé de deux sous-unité&tp. Principale
protéine structurale du fuseau mitotique, elle egtable de contrbler la dynamique des

microtubules. A partir d'un centrosome, les tubegia et B s’associent puis se lient & des

molécules de guanosine triphosphate (GTP).
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La concentration dans la cellule de tubuline-Gailgmente et les hétérodimérest
B s’assemblent pour élaborer des protofilaments.déesiers s’ajoutent ensuite parallelement
entre eux jusqu’a former des tubes cylindrigues @&rotubules orientent les chromosomes
sur le plan équatorial et les guident vers chadile de la cellule. Le fuseau mitotique se
dépolymérise par son extrémité. Le GTP peut s'hyskeo en GDP (guanosine diphosphate).
Lorsque La concentration dans la cellule de « tnbuGTP » diminue le microtubule devient
instable, il se dépolymérise (BECKERS et MAHBOOR003).

La formation du fuseau mitotigue est un mécanisnielé par les agents
antimitotiques. lls sont classés en deux catégoties antipolymérisants empéchent la
polymérisation de la tubuline en microtubules,est $tabilisants inhibent la dépolymérisation
de ces microtubules. Dans ces deux cas, la mitegeent se dérouler normalement, ce qui
bloque ainsi la prolifération cellulaire (NOGALES al, 1999). On compte trois grands
groupes de ces agents antimitotiques: les taxoidssyinca-alcaloides et les alcaloides
(BECKERS et MAHBOODI, 2003).

3.1. Les taxoides

Les taxoides sont des composés qui stabilisentiesotubules et empéchent ainsi
leur dépolymérisation, ce qui a pour effet de stwgp processus de division cellulaire entre
la métaphase et I'anaphase. Cette action ne copasiibbligatoirement a la mort de la cellule.
Ces composeés se lient sur la sous-upigél'intérieur du tube que forment les microtubules
Parmi ces molécules on site 'exemple du taxol (WBEEN et al., 2004). Le Paclitaxel
(Taxol) est unditerpénoide (figure 9), une molécule naturelleodéerte en 1971. Elle est
extraite de I'écorce ddaxus brevifolia(Wani et al, 1971). Elle favorise la transition
dépolymeérisation / polymérisation en se fixant lsutubulinep et stoppe la progression des
cellules en prométaphase avec un fuseau mitotiqaeral, L’organisation dynamique de la

cellule lors de la mitose est interrompue (SNYD&Rl.,2001).

1: Taxol

Figure 9: Structure chimique du Taxol et ses dérivés (SNYRER!, 2001).
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3.2. Les vinca-alcaloides

Les vinca-alcaloides sont issus de la pervenchdatiagascarCatharanthus roseus
Ces derniers inhibent la polymérisation de la tutguét provoquent ainsi un blocage du cycle
cellulaire lors de la mitose, aboutissant a la noeftulaire. Parmi ces molécules, on site
I'exemple de la vinblastine et de la vincristineAVRY, 2012).

La vinblastine et la vincristine sont deux al@dés bisindoliques isolés a partir de
Catharanthus roseu@-igure 10). Ce sont deux composeés antimitotiguesont pour action
d’inhiber la polymérisation de la tubuline en santi sur la sous-unitp. Afin d’augmenter
leur activité de nombreux analogues ont été syiségdt D’autres produits naturels se fixent
également au méme site sur la tubuline, comme l@stitine qui a été isolée a partir d’'un
mollusque marifGIGANT et al.,2005).

R = Me : vinblastine 22 dolastatine 10 24
R = CHO : vincristine 23

Figure 10: Composeés se fixant au site des vinca-alcalol@&SANT et al.,2005).

3.3. Les alcaloides

Les alcaloides forment un groupe de molécules bi@schétérogenes (GUIGNARD
et al., 1985).1ls exercent une action intense mais dotée en e€qdrtie d’'une toxicité tres
élevée, ce qui limite leur utilisation thérapeugq®armi ce molécules on site 'exemple de
colchicine A et de ld.a Camptothécine (PARIS et HURABIELLE, 1981BHALKAR et al,
2016).

La colchicine A est le premier composé antimitodicuaturel & avoir été découvert
(Figure 11). Cette molécule est extraite d’'une f@&olchicum autumnaleA cause de sa
toxicité trop élevée, elle ne peut étre utiliséeoee agent anticancéreux. Le site d’action de
la colchicine sur la tubuline se trouve au niveadalsous-unit@ a l'interface avec la sous-
unité a. La colchicine forme un complexe avec les diméatestubuline a l'intérieur de la
matrice des microtubules, ce qui a pour effet aeltr la polymérisation de la tubuline en
microtubules (BOYEet al.,1993).
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La Camptothécine est ualcaloide pentacyclique isolé @amptotheca acuminata

(arbre tres répondu en chin€ette molécule a une action sur_la Topoisomérasgmel en

formant un complexe stable avec I'enzyme liée an 8" ADN, il en résulte un blocage
physique de la molécule d’ADNa Camptothécine est un Prototype des inibiteurdade
Topoisomérase, elle constitue unmatiére premiére pourl'obtention de dérivés

hémisynthétiques utilisés en thérapie anticancéreusest le cas de ['lrinotécan et du

Topotécane (BHALKARet al, 2016).

MeO, 7
7| NHAC
MeO N
S
MeO
OMe
A B

Figure 11: Structures chimiques de la colchicingA) et de la Camptothécir{B)

(BHALKAR et al, 2016).

IV. Les molécules cytotoxiques d’origine vegétale

Les plantes médicinales constituent une source ritaupie de molécules bioactives,
largement exploités dans les industries agroaliaie® et pharmaceutiques. Parmi ces
métabolites secondaires, on distingue les flavaes@d les alcaloides. Ce sont des molécules
essentiellement connus pour leurs nombreusestastiviologiques a savoisntioxydantes,
anti-inflammatoires, antimicrobiennes et anticaiausegARRAKI, 2014).
4.1. Les flavonoides

Les flavonoides assemblent une trés large gamnmm@osés polyphénoliques. Le
nom flavonoide proviendrait du terme flavedo, déaig la couche externe des écorces
d'orange. Les flavonoides se répartissent eneplissiclasses de molécules dont les plus
importants sont les flavones, les flavonols, lasdhols, les flavanones, les dihydroflavanols,
les isoflavones, les isoflavanones, les chalcolessaurones et les anthocyanes. Ces divers
composes se rencontrent a la fois sous forme dibreous forme de glycosides (GHERDIRA,
2006). Plusieurs études vitro ont montré l'effet antiprolifératif et cytotoxiqude ces
flavonoides vis-a-vis de nombreuses lignées caledgBOSETTIet al, 2005 et FINKet al.,
2007). Les flavonoides sont connus pour leurgseffehibiteurs de la prolifération cellulaire.
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La progression des cellules eucaryotes au travesgifférentes phases du cycle cellulaire est
contrblée par une famille de serine/thréonine lgeates CDKs (Cyclin-Dependent Kinases)
associées a leurs partenaires cyclines. La formatiol'activation des complexes CDK-
cyclines s'effectuent selon un ordre précis peanette bon déroulement du cycle. Toute
perturbation dans l'expression ou l'activité destgnes participant a ce réseau integre, peut
conduire a une dérégulation de la prolifératiom ¢ transformation cellulaire (FINKt al.,
2007).

La quercétine est un flavonoide, qui se trouvensleament dans une grande variété
d'aliments incluant les oignons rouges, jaunespéesmes, les baies, le thé noir, les brocolis,
certaines graines et des fruits oléagineux commaent®x. L’activité anticancéreuse de la
quercétine a été largement étudiée. En 1989, uporgm constaté qu'elle inhibait la
phosphatidylinositol 3-kinase (PI 3-kinase) et imduwn arrét de cycle cellulaire en G1 par
inhibition des activités des CDK2 et CDK4 (CASAGRBH et DARBON, 2001).

4.2. Les alcaloides

Des études ont montré que certains alcaloides dsmigs d’'un pouvoir cytotoxique
tres important, nous citons a titre d’exemple I'ltwarringtonine (HHT) qui est un alcaloide
veégetal naturel dérivé deephalotoxus fortuneiCette molécule a été approuvé par la Food
and Drug Administration (FDA)pour le traitement de la leucémie myéloide ciouwa Le
HHT se lie au ribosome 80S dans les cellules eotes\et inhibe la synthese des protéines en
interférant avec I'élongation de la chaine (BHALKARal, 2016).
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|. Matériel et méthodes

La partie expérimentale de notre étude a étédsésalau Laboratoire de Biochimie
Analytique et Biotechnologie (LABAB) de I'Univetsi Mouloud Mammeri de Tizi Ouzou,
son objectif consiste en la détermination des eféettimitotique et antiprolifératifin vitro

des extraits aqueux des feuilles et des fleUtsich arborea
1.1. Matériel
1.1.1. Matériel biologique

Les parties aériennes de la plaiigca arborea préalablement identifiée, ont été
collectées dans la région de Tamentout dansnameme de Djimla au sud-est de la wilaya
de Jijel entre avril et fin mai durant la saisomfaniére 2016. Des racines jeuneAlbdium
cepa et la levureSaccharomyces cerevisiamt servi comme modeles expérimentales a

I'étude respective des activités antimitotiquerdipaoliférative.
1.1.2. Matériel de laboratoire

En plus du matériel usuel de laboratoire présent@rmexe 1, nous avons utilisé
aussi la cellule de Malassez, le spectrophotonattume plaque de 12 puits d’'un volume de 5

ml chacun.
1.1.3. Solvants et réactifs

Les solvants et les réactifs utilisés dans cgtitele ainsi que leurs concentrations

sont illustrés dans le tableau V.
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Tableau V: Solvants et réactifs utilisés.

Solvants et| Concentrations Roéles Activité
réactifs
Colchicine | Img/ml Agent antimitotique

Solution | Acide acétique | Blogue la mitose et conserye

de fixation | éthanol: (1/3) | l'intégrité chromosomique
Carmin Offre un bon contraste entre leéntimitotique
aceétique chromosomes colorés en rouge| et

le cytoplasme incolore

Quercétine | Img/ml Agent cytotoxique e

antiprolifératif

MTT 10 % Entraine la formation de cristauMAntiproliférative

de formazan.

SDS 20% Solubilisation des cristaux de

formazan

1.1.4. Milieu de culture de Saccharomyces cerevisiae

Le milieu de culture utilisé contient essentieliamh une source de carbone (glucose),
une source d’azote (bactopeptone) et de l'acidegqeé offrant ainsi tout les nutriments
indispensables a la prolifération de la levBeecaromyces cerevisiagon acidité (pH= 3.8)
lui confere une bonne sélectivité. La compositide ce milieu de culture et sa préparation

sont présentées en annexe 2.
1.2. Méthodes
1.2.1. Préparation des extraits aqueux

Les feuilles et les fleures de I'arbuskgica arboreaont été séparément nettoyées de
toutes trace de terre et séchées a 'ombre a tatopé ambiante. Ensuite, elles ont été

broyées pour obtenir une poudre fine, utilisée payréparation des extraits aqueux.

Le protocole utilisé pour la préparation de nogaited agueux est celui adopté par
MIOARA et al.(2005) ; SOUNOUGOU (2012) et YUET PIN& al. (2012). 5 mg du broyat
de feuilles sont macérés dans 50 ml d’eau distdedant 24 heures a température amhiante

20
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L’extrait a été ensuite séparé du résidu par fitired travers du papier wattmar® N Ainsi,

On obtient une suspension mere de feuil&sica arborea(annexe 3)Cette suspension a
servi a la réalisation de 3 dilutions: 1/2, 1/41¢8. De méme pour la préparation de I'extrait
aqueux des fleursLes difféerentes dilutions de nos extraits aqueuxt éte utilisées

ultérieurement pour I'évaluatian vitro des activités antimitotique et antiproliférative.

1.2.2.Evaluation in vitro de I'activité antimitotique des extraits aqueux ds feuilles et des

fleurs d’Erica arborea.

Au cours de cette étude nous avons déterminé t'effgimitotique de nos extraits en
se basant sur le testAdlium cepa Mis au point par DEYSSON (1948), ce test représsan
modele de référence pour I'évaluation de I'actiatéimitotiquein vitro. il est validé par le
Programme de 'Environnement des Nations Unies (BN& par le Programme International
de la Sécurité Chimique (IPCS) (MEDJEBERaL, 2018).

Des bulbes d’oignong\{lium cepd ont été mis a germer dans de I'eau pendant 3 a 4
jours afin d’obtenir des racines contenant desiesIméristématiques en division (figurel2).
La croissance des racines est rapide, de I'ordrquédégues mm par jour. Elle résulte des
mitoses qui se produisent dans le méristeme raeirsiiuée dans la zone subapicale de la

racine.

Figure 12: Culture des bulbes et obtention des racinédlidm cepa.

Les racines sélectionnées sont mises en contpehdant 24 heures avec les

différentes dilutions des extraits aqueux aing lgucolchicine utilisée comme témoin positif.

Par la suite, ces racines sont fixées par undisolae fixation (acide acétique/

alcool: V/V: 1/3) 1 a 2 heures. A ce niveau lesatttiions subissent une étape de coloration

1]
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en utilisant le carmin acétique (figure 13). Cenikar colore en particulier les chromosomes

tandis que le cytoplasme des cellules reste inedDEYSSON, 1970).

Figure 13: Préparation des lames microscopiques pour léAtksim cepa.

L’'observation au microscope optique au grossiseémgex400) permet la
détermination de I'indice mitotique (IM %) qui edéfinit par le ratio de cellules en division
sur le total des cellules comptées (350 cellul8$)IYVASHARANAPPA etLONDONKAR,
2014). Les IM sont obtenus selon I'équation suigant

IM(%) = Nombre de cellules en division % 100
°/~ Nombre total de cellules comptées (350) '

Les différentes étapes du protocole expérimerdab@# pour I'étude de l'activité
antimitotique sont illustrées dans I'organigramsnéevant:

Culture des bulbes d’Allium cepa pendant 3 a 4 jours

v
Sélection de racines jeune

v v v
Témoin -: aucun Traitement avec les extraits aqueuX Témoin +: traitement avec la
traitemen des feuilles et des fleur colchicine a 1 mg/ml
v v v
Fixation avec une solution (acide acétique / dicdV : 1/3)
v
Coloration des échantillons avec du carmin guoé
4

Observation microscopique des échantillons ausggesment (X 400) et évaluation de l'indice
mitotique IM (%

Figure 14: Schéma du protocole expérimental de I'activiténaitbtique.
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1.2.3. Mise en évidence de I'effet antiprolifératities extraits aqueux des feuilles et des

fleurs d’'Erica arborea

La levure Saccharomyces cerevisiag été choisie comme modeéle de cellule
eucaryote pour la mise en évidence de l'effet aolifigratif de nos extraits. Ce choix est
justifié par le faite que les mécanismes molécesaimpliqués dans la division cellulaire sont
conserveés chez les eucaryotes. Cette espéce, BEIHAS (2014), est un modéle pertinent
pour I'étude préliminaire des effets antiproliféfisat et cytotoxiques des molécules

anticancéreuses et de leurs modes d’actions.
1.2.3.1. Préparation de la suspension d@accharomyces cerevisiae

Le milieu de culture est aseptiquement coulé dissboites de pétri a environ 2 a 3
mm d’épaisseur. Ces boites sont ensemencées @& g2de levures de commerce lyophilisée
et sont bien agitées par des mouvements circalairant d’étre incubées a 37 @endant 24
heures afin de réactiver les cellules. Ces cultanéservi pour la préparation des suspensions
de levures standardisées avec une DO de 1.6 aalu®e longueur d'onde de 650 nm et
correspondant & une densité d8 4Q¢ cellules par ml. Il est & noter que la conceiurat
cellulaire de cette suspension a été aussi détéenpar un comptage direct en utilisant la

cellule de Malassez (figurel5).
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Figure 15: Cellule de Malassez utilisée pour comptage degéswue sous microscope

optique.
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1.2.3.2. Test antiprolifératif-MTT

Dans notre étude, nous avons testé 'activitipeoiiférative de nos extraits sur le
taux de croissance global d’'une suspension dedepar le test antiprolifératif-MTT
(mitochondrial tetrazolium test) en utilisant udaque. Le protocole expérimental global
pour I'étude de cette activité est illustré au nivele la figure 16.

Ensemencement de la levure Préparation des macérat a 10 % de feuilles
dans son milieu de culture et de fleurs de la planterica arborea
v v
Incubation a 37 C pendant 24 Stérilisation par filtration avec un filtre
i de 0.22 um de diame
Lecture de la DO a 650 nm et X

Réalisation d’'une dilution a 1/2
avec le milieu de culture

Y

1- Mise en contact des extraits dilués aveauspansion de levures d’'une DO de
1.67 dans des puits de la plaque

comptage avec la cellule de malass

D
N

2- Mise en contact de la quercétine diluée2adahs le milieu de culture avec la
suspension de levure.

3- Préparation du témoin négatif: milieu de cultetréevures
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Evaluation des taux de viabilité mortalité des cellul

Figure 16: Schéma du protocole expérimental du test MT TisatitSaccharomyces
cereviseaeomme modeéle dans I'étude de I'activité antipéshittive des extraits aqueux des

feuilles et des fleurs HErica arborea.
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Initialement décrit par MOSMANN etP83 puis modifié par CARMICHAEL en
1987, le test MTT est une méthode colorimétriqaséle sur la capacité des cellules vivantes
métaboliqguement actives a réduire le sel dezelitan (de couleur jaune) par leur succinate
déshydrogénase mitochondriale en cristaux de foam#éde couleur violette). Le nombre de
cellules vivante aprés 24 heures d’incubation awesans les extraits a tester est directement
proportionnelle a l'intensité de la réduction du Mmesurée par spectrophotométrie a une
longueur d’onde de 560 nm. Les échantillons sosuige incubés en présence du SDS
pendant 30 a 45 minutes avant la lecture au sgEwitomeétre. L'usage de ce détergent
permet la solubilisation des cristaux de formaaasurant ainsi une meilleure fiabilité des

densités optiques mesureées.
1.2.3.3. Préparation de la plaque

Nous avons utilisé une plague a 12 puits et & famd ayant un volume de 5ml

chacun. Chaque puit utilisé recoit au total un wedule 2.7 ml (figure 17).

Figure 17: Répartition des différents extraits au niveauadplaque lors du test
antiprolifératif-MTT.

E
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Ainsi :

- les 2 puits servant a I'étude deféefdes extraits recoivent chacun 800 ul de la
suspension de levure a une DO de 1.67 et 1 mlederdit aqueux filtré dilué a 1/2 des
feuilles ou des fleurs de la plankgica arborea tandis que les puits qui leurs servent de

blancs ne regoivent pas la suspension de levures.

- un cinquiéme puit servant a I'étudel’dction du standard (quercétine) recoit 1 ml
d’'une solution & 2% diluée a 1/2 dans le milieucdéture de celle-ci et 800 pl de la
suspension de levures alors que son blanc reguitde cette solution et 800 ul de milieu

de culture.

- un septieme puit servant de témoin négatiinoculé par 1 ml de milieu de culture

et 800 ul de la suspension de levures, son blamient juste 1.8 ml de milieu de culture.

- Cette plaque est incubée pendant 24 heuremsmpérature ambiante et sous

agitation.

- Un volume de 200 ul de sel de tetrazolium a corecentration de 10 mg / ml est
introduit dans la totalité des puits utilisés. llaque est incubée a 37 @endant 3 a 4 heures.
A ce stade, 700 pl de la solution de SDS a 20 Bt swroduites dans ces puits afin de
dissoudre les cristaux de formazan, la plaque gigteapendant 30 a 45 minutes. Le tableau

VI montre la composition des puits utilisés.
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Tableau VI: Composition du mélange réactionnel du test MTT.

Témoin négatif | Témoin positif / | Extrait / blanc
/ blanc blanc
Substance Témoin | blanc | Témoin | blanc | Extrait | Blanc
(b négatif positif
Extrait - - - - 1000 1000
Milieu de 1000 1800 | - 1000 |- 800
culture
Suspension de | 800 - 800 800 800 -
levure
guercétine - - 1000 - - -
MTT 200 200 | 200 200 | 200 200
SDS 700 700 700 700 | 700 700
TOTAL (ul) 2700 2700 | 2700 2700 | 2700 2700

1.2.3.4 Lecture des densités optiques au spectrophotometre

Le taux de viabilité cellulaire dans chaque pust é&valué par détermination de la DO
a l'aide d'un spectrophotométre a 560 ata partir duquel le taux d’inhibition est ensuite

calculé.
1.2.4. Analyse statistique

Pour l'activité antimitotique, les déterminationst été effectuées en 5 essais et
exprimées sous forme de moyenne * erreur stan@8) Les différents résultats ont été
comparés par un test de Student et une analyda dariance (ANOVA), ces tests sont
effectués avec le logiciel Statistica 7.1. Leseua de P inférieures a 0.05 sont considérées

comme significatives.
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Il. Résultats et discussion
2.1. Activité antimitotique des extraits aqueux déeuilles et de fleurs dErica arbora

L’activité antimitotique des extraits aqueux deilles et de fleurs dErica arborea
est évaluée par la détermination de l'indice mitotiqui), qui représente le rapport des
cellules en division sur I'ensemble des cellulessidéréesNotre étude a montré que
'indice mitotique des cellules méristématiqudllium cepaen contact d’eau distillée
(ttmoin négatif) est de 82.72 +0.92 (%). L’indice mitotique des wek traitée avec la
colchicine a 1mg / ml (témoin positif) est de 37810.76. Pour ce qui est des indices
mitotiques obtenus en présence des extraits flptaawaleurs sont de 45,496 + 0,84, 38,828
+ 2,84 et 47,426 + 1,36 respectivement pour lestidits 1/2, 1/4 et 1/8. Cependant, les
cellules méristématiques traitées avec les 3 ditgtde I'extrait aqueux de feuilles présentent
des indices mitotiques intermédiaires compris ebir@82 + 1.26 % et 56.55 + 2.02 %, tel

gue le montre le tableau VII et la figurel6.

Tableau VII: Indices mitotiques des cellules méristématiquédlidm cepatraitées

par des extraits aqueux des feuilles et des fidtsca arborea.

Indices mitotiques (%)

Eau distillé (T-) 82,72 +0,92
Témoins
Colchicine (T+) 37,31 +0,76
Dilution 1/2 45,496 + 0,84
Erica arborea Dilution 1/4 | 38,828 + 2,84
Plantes (Fleurs)

Dilution 1/8 | 47,426 + 1.36
Dilution 1/2 | 51,882 +1.26
Erica arborea Dilution 1/4 | 53,134 0,97
(Feuilles) _
Dilution 1/8 56,55 + 2,02

Il ressort des différentes études que les indicestiques obtenus sur des cellules
meéristématiques en utilisant des extraits de fesiiont d'une certaine variabilité. Les IM
gue nous avons calculés sont similaires a ceuxnobtpar FASLA (2009)et ELYOUBI et
al. (2012) en utilisant des extraits aqueux des leEsidleRuta chalepensudutaceae) et de
Calluna vulgaris(Ericaceae). AIT SAIDet al (2015) et MBAYO et al (2016) ont obtenu
des IM supérieurs (entre 50 et 65 %) en utilisag dxtraits aqueux des feuillesEdta
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multiflora et de 16 plantes appartenant a la famille des EuphogbmcCependant, des IM
nettement inférieurs (entre 25 et 35%) on été alstaavec des extraits aqueux des feuilles
d’'Euphorbia hirta (Lauraceae) etetraclinis articulata (Cupressaceae) (FASLA, 2009 et
YUET PING, 2012).

Il en ressort également que la dilution 1/4 dextta@t aqueux des fleurs Hfica
arboreada un effet antimitotique trés proche de celuiadeolchicine. Des indices mitotiques
similaires (36 a 38 %) ont été obtenus par AIT SAIDal, 2015 en utilisant I'extrait floral
d’Erica multufloraet par LOBSTEINet al, 2017 sur des cellules méristématiques traitées
avec des huiles essentielles extraitekaleus nobilis(Lauraceae). De méme que les IM que
nous avons obtenu sont largement inférieurs a obtenus en utilisant des extraits aqueux
des fleurs de nombreuses espéces appartenant enibkedades Ericaceae, Lauraceae,
Cupressaceae, Asteraceae, Caricaceae et VitacK#dEARRO et BAKARE, 2007; FASLA,
2009; SHIVASHARANAPPA et LONDONKAR, 2014 eABUDUNIA et al, 2017).
Cependant, MARTINETet al (2005) ont obtenu des IM plus faible (qui vatientre 21.26
+ 2.6 % et 34.23 + 1.6%) sur des cellules méristegmeas dAllium cepatraitées avec des
extraits floraux dAgauria salicifolia appartenant a la méme famille 'Huca arborea
(Ericaceae).
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Figure 18: Indices mitotiques des cellules méristématiquédlidm cepatraitées par

des extraits aqueux des feuilles et des fleUgsich arborea.
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L'indice mitotique est considéré aom un parameétre permettant d’estimer la
fréquence de la division cellulaire. Il permet ditwer les effets antimitotiques et
génotoxiques des divers extraits naturels (MARCABIGaL 2006).

Ainsi, lorsque cet indice diminue en dessde 22 % du témoin négatif il provoque un
effet 1étal sur les organismes test. Une diminutdlen50 % de cet IM par rapport au témoin
négatif est considérée comme sublétale et est nemaléur limite de cytotoxicité (FALSA,
2009). Selon ces deux définitions on pourra dédgire la dilution 1/4 de I'extrait floral

d’Erica arboreaest considérée comme sublétale pour les cellufdiudn cepa.

Les cellules méristématiques sésdit naturellement er rapidement ce qui justifie
les IM mitotique élevés obtenus pour les échamltémoins négatifs. Tout les stades de la
mitose ont été nettement observés sans anomaiadivision remarquables a savoir: la

prophase, la métaphase, 'anaphase et la télogbas®e le montre la figure (figure 19).

-C- D

Figurel9: Les différentes phases de la mitose renconttées les cellules méristématiques
d’Allium cepa(témoin négatif) (X 400).

-A-: prophase:B-: métaphase-C-: anaphase-D-: télophase.

)
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Le faible IM mitotique, qui est de 37,31 * 0,7@es cellules méristéematiques traitées
avec la colchicine (témoins positif) explique l&ffantimitotique de cet agent. Parmi les
anomalies recensées en sa présence, des plagussriadgs désorganisées, des cellules
bloquées en métaphase et des fragmentations chooritpges sont les plus observées tel

qgue le montre la figure 20.

Figure20: Anomalies rencontrées chez les cellules mérstigues dAllium cepatraitées

avec la colchicine & Img/ml (X 400).

-A-: Fragmentation chromosomiqueB-: désorganisation de la plaque équatorial€-: Agglutination

chromosomique et allongement des noyad®+: Pont chromosomique

En effet, la colchicine est un alcaloide végétal dnloque la formation du fuseau
mitotique. Il se fixe sur la tubuline et empécke polymérisation en microtubules.
L'absence ou l'insuffisance de ces dernieres amrde blocage de la mitose au stade de

métaphase ce qui explique I'apparition de I'asp@cirmal des plaques équatoriales.

La présence de ponts chromosomiques est airigué cassures chromosomiques,
au retard de la réplication d’ADN et de I'hétéramiiatine ou moment ou le noyau est prét a
se diviser et a la présence des chromosomes doedr De tels phénoménes peuvent causer
des mutations chromosomiques structurelles (KON&ikal, 2007). D’aprés YUETet al
(2012), ces ponts sont observés chez des cellufdfiudh cepatraitées par des extraits
aqueux de feuilles dEuphorbia hirta(Euphorbiaceaegt semblent étres liés a la présence de

guelques terpénes.

@
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% Anomalies de la mitose en présence d’extraits aqueule feuilles dErica arborea

L’observation microscopique a permis la mise @dence de nombreuses aberrations
chromosomiques qui pourraient expliquer les eftls I'extrait aqueux de feuilles sur la
division cellulaire, tel que le montre la figure.21

Figure 21: Anomalies rencontrées chez les cellules méristigpones dAllium cepatraitées
avec I'extrait aqueux de feuilles Hitica arborea(X 400).

-A-: agglutination chromosomiqueB-: allongement des cellules avec de gros noya@x:;cellule sans noyau
-D-: cellule a grand volume cytoplasmique et noyawadke importante :E- Cellules binucléées avec
agglutination chromosomique-F-: cellule binucléée avec fragmentation chromosomig@e: cellule

allongée a grand volume cytoplasmique avec petitau a coloration intenseH-: désorganisation de la

plague équatoriale .

E
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Nos observations ont montré que la plupart desileslitraitées avec I'extrait de
feuillesd’Erica arboreasont en prophase. L'augmentation du nombre dehases chez les
cellules laisse suggérer que lI'extrait vég@milirraient provoquer soit un ralentissement des
cellules d’entrer en d’autres stades de mitosenmoient en métaphase, soit une altération des
microtubules en empéchant 'assemblage des chramexssau stade métaphase ou bien méme
un blocage des cellules en prophase (ROGER, 2@¥fjains composés naturels comme
certains saponines et flavonoides pourraient ieetraune disparition progressive des
métaphases, des anaphases et des télophases avaggamentation relative du nombre de
prophases qui disparaissent ensuite peu a peetoar & I'état interphasique (ABUDUNIét
al., 2017).

Parmi les aberrations chromosomiques observéeaggutinations chromosomiques
et les cellules binucléées sont majoritaires. Lfamygation correspond a des chromosomes
ayant un aspect collants (phénoméne dit de stisk)ne Cette tendance a l'agglutination
pourrait étre le résultat d’'une diminution de iscesité transformant les molécules allongées
en molécules globulaires (MEDJEBER al., 2018). Elle est probablement causés par une
liaison subchromatidique entre les chromosomes, dmsiers perdent la capacité de
mouvement et deviennent incapables de parveniuradiestination finale. Cet aspect collant
pourrait aussi résulter de la dépolymérisation\Aet de la dissolution des nucléoprotéines
suite a un stress, il reflete un état toxiquefyge habituellement irréversible et qui méne
probablement & une mort cellulaire (BA®$Bal 2000).Les cellules binucléées quand a elles,
sont considérées comme le résultat de I'inhibitlenla cytokinese a n’'importe quel point de
contrble du cycle cellulaire (TUROGLU, 2008). Dtap ROGER (2007), les microtubules
pourraient étre la cible de certains flavonoidedrigérpenes, leur action empécherait la
formation de la plague cellulaire. Ce phénomeénetéa abservé en utilisant I'extrait de
Paganum harmaldfleurs) etLantana camardfeuilles) (TURKUGLO, 2008).

L’aspect rétrécis de certains noyaux pourrait dtre au changement de la structure
des membranes nucléaires, ou bien a une aneuplmdiespondant a la perte de certains
chromosomes (GABARA et al., 2006). De tels phénoménes ont été rencontrés lelsez
cellules dAllium cepa traitées par I'extrait aqueux Wdhcaria tomentosgKURAS et al,
2006).

En ce qui concerne les cellules contenant dgawunovolumineux, on pense qu'il s’agit

d'une polyploidie. Ceci pourrait étre la conséqeeniendoréduplication ou I’ADN est

)
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dupligué sans division de la celll@ABARA et al.,2006) En effet, ABUDUNIAet al,
2017 rapportent que ces phénomenes sont lieés datidee stress, souvent observeés lors des
traitements avec certains principes actifs médicdeux (Antipyrine), certains extraits

naturels pourraient aussi entrainer de telssffet

L’effet antimitotique évalué et les différentesoaralies de division cellulaires mises en
évidence avec l'extrait aqueux de feuillegrica arboreapourraient étre expliqués par sa
richesse en composeés actifs qui peuvent intergarec le développement normal de la mitose
en bloquant le cycle mitotique. La réduction decti\@té mitotique pourrait étre due a
I'inhibition de la syntheése d’ADN et des nucléogioes (HAUHANet al, 1998). D’aprés
YUET PING (2012) certains phénols et saponines, souvent isotfgsica arborea,
pourraient étre impliqués dans ces meécanismes.ai@erialcaloides comme la lycorine
semblent étres des inhibiteurs efficaces de laidiv cellulaire en agissant au niveau de la
synthése de I'acide ascorbique et en affectantrithese protéiqueu(buline et calmoduline)
dont la présence est indispensable pour le booutiEnent de la mitosd.’action de ces
agents naturels sur la mitose, Selon SIDDIQWIal .(2007), pourrait étre expliquée par

modification ou altération de I'expression de cexdaenes.
« Anomalies de la mitose en présence d’extrait aqueute fleurs d’Erica arborea

L’observation microscopique des échantillonstésaivec I'extrait floral montre que
les anomalies de division cellulaires sont plugjdientes et plus diversifiées par rapports a
ceux traités avec l'extrait de feuilles. Les abtwores chromosomiques observées sont
présentées dans la figure 22.
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Figure 22: Anomalies rencontrées chez les cellules mérisigmeg dAllium cepatraitées
avec I'extrait aqueux de fleursktica arborea (X 400).

-A-: désorganisation de la plaque équatorial® ; -désorganisation des chromosomes avec absence de
cytodierése -C -: Fragmentation ChromosomiqueD- : éjection du noyau-;E- : cellules atypiques et
désorganisation de la plaque équatoriake; allongement des cellules et des noyauss:: cellule a grand
volume cytoplasmique et noyau volumineukl;: cellule a noyau déformé-j -: cellule a grand volume

cytoplasmique avec des noyaux tres réduitd- : cellule binucléée-K -: agglutination chromosomique.

Nos observations microscopiques ont révélé quedprité des cellules anormales
sont bloguées en métaphase, avec désorganisat®rpldgues équatoriales et certaines

présentent des fragmentations chromosomiques. roesadies rapprochent I'effet de I'extrait

@

floral d’Erica arboraa celui de la colchicine.
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Les cellules qui apparaissent en métaphasesefaisgiggérer la présence dans
'extrait aqueux des fleurs Htica arborea de substances actives capables de reproduire
I'effet de la colchicine. Ces molécules pourraiembir un effet mitoclasiqgue empéchant la
répartition des chromosomes en 2 lots équivalenite s I'absence du fuseau mitotique.
D’apres AIT SAIDet al. (2015), Un alcaloide dont la structure ressembie\anblastine a
éteé isolé a partir des fleurskdica terminalis espece appartenant au mégenre qlErica
arborea semble avoir le méme effet sur des cellules meéniat&ues tAllium sativum, il est
probable que les fleursErica arboreacontiennent de tel alcaloides ce qui expliquecas

effets antimitotiques.

Les fragmentations chromosomiques correspondant une destruction des
chromosomes. Elles sont probablement dues auxseffastogenes de I'extrait floral. Ces
Iésions pourraient résulter, soit directement d’aci&on sur les bases nucléotidiques, soit par

altération du processus de réparation des siteBN’A&ndommagé durant la réplication.

L’éjection du noyau survient lorsque le noyau fragié ou déformé quitte la cellule.

Ce phénomene pourrait aboutir a I'apparition @lutes sans noyaux (ROGER, 2007).

Les noyaux réduits peuvent étre originaires daegnfients acentriques formés suite a
des cassures chromosomiques et chromatidique disftunctionnement du fuseau mitotique.
Ce phénomene implique souvent la perte dans leriglagenétique (SUDHAKARet al.,
2001).

L’étude statistique a révelé une difference hautdrsgnificative entre les effets des
extrait aqueux des feuilles et des fleurs et leoi@mégatif avec des P values respectives de
0.000747 et 0.000008 ce qui démontre un effet atofigue de nos extraits végétaux
nettement supérieurs a celui de I'eau. Cette étudévélé également gu'’il n'existe aucune
différence significative entre les effets de lacbatine a 1mg/ml et la dilution 1/4 de I'extrait
agueux des fleurs avec une P-value de 0.8075 nattesnpérieure a 0.05. Ceci indique la
présence d’'un effet antimitotique de cette diluimilaire a celui de la colchicine. Le test de
Newman-Keuls rassemble les effets de la dilutichdé I'extrait floral et de la colchicine

dans le méme groupe homogéene (annexe 4).
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2.2. Etude de I'activité antiproliférative

L’activité antiproliférative et cytotayile des extraits aqueux des feuilles et des fleurs
d’Erica arborea sur des cellules d8accharomyces cerevisiast déterminée par le test MTT
a (560 nm). Cette analyse est basée sur la messrdethsités optiques (DO) proportionnelles
au nombre de cellules vivantes. Les DO obtenueisregroupées en annexe 5. A partir de ces
valeurs, des taux de viabilité et de mortalité celiiles deSaccharomyces cerevisiaat été

déterminés et résumés dans le tableau suivant:

Tableau VIII : Taux de viabilité et de mortalité de cellule®ccharomyces

cerevisiaeen contact des extraits aqueux des feuilles eflel@s dErica arborea.

Echantillon Témoin standard Extrait aqueux | Extrait aqueux
Taux négatif (quercétine) des feuilles des fleurs
Taux de viabilité | 100% 76.06 % 86.65% 89.10 %
Taux de mortalité | 00% 23.94 % 13.35% 10.9%

La quercétine a présenté un taux de mortalité adkiles de Saccharomyces
cerevisiaeégal a 23.94%. Tandis que ce taux est de 13.389%6 [fextrait aqueux des

feuilles et de 10.9% pour celui des fleurs.

Un effet inhibiteur similaire avec dasix de mortalité entre 10 et 17 % a été signalé
par LACIKOVA et al, 2009 et ELYOUBIet al, 2012. Ces auteurs ont étudié I'effet des
extraits aqueux deStaphylea pinnata (Staphyleaceae)et de Tetraena gaetula
(Zygophyllaceae)sur descellules deSaccharomyces cereviseaé des cellules tumorales
cutanées Des taux de mortalité inferieurs a 5% ont étitorwés avec des extraits de
certaines especes appartenant aux familles desoEhipbeae, des Lamiaceae et des
Ericaceae (ANEB, 2017). Cependant, LALAOWt al (2004) e®AIT SAID et al(2015) ont
travaillé sur des levures et des lignées tumoralesaines traitées avec des extraits et des
huiles essentielles de nombreuses espéeces végeémiasneOriganum compactumet Erica
multiflora Ces auteurs ont obtenu des taux de mortalitémettesupérieurs a ceux que nous

avons obtenu et qui sont de 50 a 79 % .

L’activité antiproliférative et cytotmue est le résultat de linhibition de la

croissance cellulaire sous l'action d'un principetifaagissant pendant un temps donné

a7
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(LALAQUI et al.,2004) L'effet antiprolifératif de la quercétine, utilisée comme standard , a
éte largement démontré. Il s’agit d’'un flavonoi@etgpe flavonol qui semble agir directement
par inhibition de la protéine kinase (CPKALAOUI et al, 2004)ou indirectement par son
effet antioxydant(AY et al, 2007 eNOTHLINGS et al, 2007 ).

Erica arborea est connue par sa richesse en certains phénolgents et
saponosides triterpenique dont l'activité cytotadga été largement évoquée a travers la
littérature (FIOTet al, 2005 ; NOTHLINGSet al, 2007 et ANEB 2017 ). Il semble que les
saponosides pourraient provoquer une mort eglibn agissant au niveau de la membrane
mitochondriale (KOUAMEet al, 2009). Des études vitro ont montré que certains
flavonoides peuvent activer la cascade pro-apaptes et provoquer l'apoptose. La
naringénine est un flavonoide du groupeftlesanones qui est capable d’activer les caspases
et inhiber les enzymes de réparation d’ADN. Tamglie d'autres flavonoides comme la
lutéoline, la quercétine, le kaempférol, I'apigéniet la taxifoline inhibent d'une facon
marquée la lipogenese. Par ailleurs, I'acide dllagi(composé phénolique) pourrait affecter
'expression de P53 et P21 ce qui provoqueraitrdtade la croissance cellulaire en G1
(MARTIAL, 2012). Il semble que certains métabolitescondaires pourraient exercer un
effet cytotoxique sur les levures en agissant esictbmplexes TOR (Target Of Rapamycin).
Les protéines kinases TOR contrdlent une grandétéade fonctions cellulaires impliquées
dans la croissance et la prolifération cellulaB&fRNSTI et HOUGTON, 2004).

Hormis sa richesse en composéstaxitpues, Erica arborea contient aussi
d’autres métabolites secondaires qui pourraienir asiverses activités biologiques. En effet,
cette richesse laisse suggérer que certains ca@sp@ourraient assurer la protection des
cellules en exercant un effet anticytotoxique (ANE2B17). D’autre part, la glycosylation des
flavonoides pourrait bloquer leur entrée dansckdfiles de levures et limiter leur action
antiproliférative BJORNSTI et HOUGTON, 2004 Cette glycosylation ainsi que la
composition phytochimique Hrica arboreapourraient expliquer le faible taux de mortalité

obtenu lors de notre étude.







CONCLUSION GENERALE

Erica arboreaest une plante médicinale trés connue pour segsvirérapeutiques.
Ses différentes parties sont utilisées dans leetrant de diverses pathologies microbiennes,
physiologiques et inflammatoires. Dans cette étuels nous sommes intéressées a
I'évaluation des activités antimitotique et antiféoative des extraits aqueux des feuilles et
des fleures de cette planté’effet antimitotique de ces extraits a été déiagmpar
I'évaluation des indices mitotiques (IM) sur dedldes méristématiques Allium cepa
Quand a l'effet antiprolifératif, il a été évaluérgdes cellules d&accharomyces cerevisiae

par le test antiprolifératif-MTT.

Il en ressort que les extraits aqueux des feuidde des fleurs &rica arborea
affectent la mitose et exerce un effet antimitaticpur les cellules méristématiqueAifium
cepa lls ont induit une diminution significative desdices mitotiques par rapport aux
cellules du témoin négatif pour toutes les dilusiotestées. Cette diminution est plus
importante pour I'extrait floral. Notre étude a é& aussi des effets antimitotiques similaires
entre la dilution 1/4 de I'extrait aqueux des fle@t la colchicine a 1 mg / ml, considérée
comme un antimitotique d’origine végétale de ré&féee Le recensement des anomalies de la
mitose par observation microscopique montre queuhaxtrait aqueux agit sur la mitose
selon un mode d’action différent. L'extrait de fiées affecte la prophase et induit notamment
des agglutinations et des cellules binuclééesjgane I'extrait floral affecte la métaphase et

provoque surtout des fragmentations chromosomiques.

Cependant, ces extraits aqueux n’induisent quefaibtes taux de mortalité des
cellules deSaccharomyces cerevisiaequi sont de 13.35 % pour I'extrait aqueux desllies

et 10.9 % pour celui des fleurs.

A l'issu de ces résultats, nos perspectives g'ivect dans le but de mieux cerner les
effets antimitotique et antiprolifératif des extsaid’Erica arborea. Pour cela il serait

intéressant:
« de tester I'effet de ces extraits sur des ligrt@enoralesn vitro etin vivo ;
« de tester I'effet des extraits alcooliques (aktréathanoliques) ;
« d’identifier les différents principes actifs resables des ces effets ;

» de comprendre leurs modes d’actions.
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ANNEXES

Annexe 1

Matériel de laboratoire utilisés

type Matériel
Verrerie tubes a essais, flacons, béchers, tubes en ¢cdies de pétri, lames et
lamelles

Appareillage | Balance, Appareil photo, vortex, agitateur, éteveutoclave.

Autres micropipette électronique embouts stériles, cispmge, filtres de 0.22m de
diametre

Annexe 2

Milieu de culture pour Saccharomyces cerevisiae

» Composition chimique

Les éléments constitutifs pour un ldeemilieu de culture sont les suivants:

Bactopeptone : 1049
Glucose : 259
Eau distillée stérile : 700 ml
Tampon phosphate (pH 3 3.8 300 mi
N&lPO4 (7 HO) : 26.88
Acide citrique : 176 ¢

* préparation du milieu de culture

Les différents constituants sont meélangésjestés avec de l'eau distillés jusqu’au
volume de 1000 ml. Ce mélange est ensuite agit@d& d’'un agitateur, des flacons en verre
sont remplis puis autoclavés a 120° @endant 20 mn.



ANNEXES

Annexe 3

Les principales étapes d’extraction aqueuse

| Recolte des partes aéremes de a plinm. |

Récolte des parties aériennes de la planit.

Séparation des feuilles et des fleurs

| Separaton des feuile et des furs

|| Nettoyage, séchage et broyage.

!

|| Obtention d’une poudre de feuilles et de fleurs.

Dissolution 5 mg de poudre (feuilles et fleurs) s1&0 ml
d’eau distillée.

Macération pendant 24 heures a température ambiante

Filtration des macérats.

|_Filaton des maceréts|

Obtention des extraits aqueux a 10 % des feudlales fleurs. ||

!

Réalisation de 3 dilutions (1/2 , 1/4 et 1/8)polacun des 2 extraits.




ANNEXES

Annexe 4

Résultats de I'étude statistique de l'activité mmitibtiques des extraits aqueux des feuilles et

des fleurs tErica arbrea.

Tests Univariés de Significativité pour IM (2 EME ECHANTION
Paramétrisation sigma-restreinte

Décomposition efficace de I'hypothésel

SC  |Degr. de MC F p
Effet Liberté
ord. origine | 74557,92 1| 74557,92| 1490,820] 0,000000
Echantillon 3188,29 3 1062,76, 21,250 0,000008
Erreur 800,18 16 50,01

(A): Comparaison des effets des 3 dilutions de I'eixti@ial et le témoin négatif

Parametrnisation sigma-restreinte
Décomposition efficace de I'hypothése
SC |Degr. de MC F p
Effet Liberté
ord. origine | 51748,02 . 151748,02| 1029,785| 0,000000)
Dilution 1440,62 3| 480,21 9,556 0,000747
Erreur 804,02 16 50,25

(B): Comparaison des effets des 3 dilutions de I'eixtiaifeuilles et le témoin négatif

Test de Newman-Keuls ; variable IM (FLEURS 1)
Groupes’Homogénes, alpha = ,05000
Erreur : MC Inter = 21,473, dl = 16,000

ECH M 1] 2
Cellule N° Movenne
1 t+| 37,31000 ****
3 D1/4|| 38,82800 ****
2 D1/2|| 45,49600 S
4 D1/8f 50,56800 o

(C) : Résultat du test de Newman Keuls (fleurs - témoi

Groupe1: 40

Groupe2: 38

Moyenne |Moyenne | Valeurt |dI p N Actifs |N Actifs | Ecart-Type
40 38 40 38 40

102.50000 103.0000 -0.277350 2 0.807550 2 2 2121320

(D) : Comparaison des effets de la colchicine et dillgion 1/4 de I'extrait floral



ANNEXES

Annexe 5

Tableau récapitulatif des densités optiques obtengedans le test antiprolifératif-MTT

Echantillon Densité optique| (DO du test — DO du blanc)
(DO)

Témoin négatif 1.013

Blanc 0.031 0.982

Standard (quercétine) 1.51 0.763
blanc 0.747

Extrait aqueux des feuilles | 0.906 0.851
Blanc 0.055

Extrait aqueux des fleurs | 0.881 0.875
Blanc 0.006

(DO du test—DO de son blanc)
(DO Témoin négatif—DO de son blanc)

X 100

 Taux de viabilité (%) =

» Taux de mortalité (%) = 100 — taux de viabilité



RESUME

Erica arborea est une plante du pourtoaréditerranéenrés utilisée pour ces vertus
thérapeutiques diverses. Dans cette étude, nous smwumes intéresseées a I'évaluation des
activités antimitotique et antiproliférative destraits aqueux des feuilles et des fleurs de
cette plante. L'évaluation de I'effet antimitotique été réalisée en utilisant des racines
d’Allium cepa comme modele expérimental. Des indices mitotiqivegb) ont été calculés et
des anomalies cellulaires, nucléaires et chromagoesi ont été recensées au niveau des
cellules traitées par les différents extraits. ¥#toxicité de ces extraits vis-a-vis des cellules
de Saccharomyces cerevisiae a été évaluée par le test antiprolifératif-MTT. @ast
colorimétrique est basé sur la capacité des cslluleantes métaboliguement actives a réduire
le sel de tetrazolium en cristaux de formazan. eCeéiduction est proportionnelle au

pourcentage de viabilité cellulaire.

Nos résultats révelent que les extraits aqueuxXealeies et des fleurs Brica arborea
inhibent la mitose. Les plus faibles indices niifoés sont obtenus avec la dilution 1/2 de
I'extrait aqueux des feuilles et la dilution 1/4 Kextrait floral qui sont respectivement de
51,882 £ 1,26 % et 38,828 + 2,84 %. Le test de &tudnontre qu’il n'existe aucune
différence significative entre les effets de lautidn 1/4 de I'extrait aqueux des fleurs et de la
colchicine. De nombreuses anomalies de la mitose éé@ observées notamment des
agglutinations, des cellules binucléées et desnfeadations chromosomiques. L'extrait
agueux de feuilles bloque la mitose en prophasajidaque celui des fleurs affecte la
meétaphase. Les extraits aqueux testés présemterfaible activité antiproliférative sur des

cellules desaccharomyces cerevisiae.

Erica arborea possede une activité antimitotigue due a la pdsede divers
métabolites secondaires au niveau de ses feuillds ses fleurs.

Mots clés: Erica arborea, Extrait aqueux, fleurs, feuilles, activité antintitue, activité

antiproliférative.



ABSTRACT

Erica arborea is a Mediterranean plant widely used for thesdouar therapeutic
virtues. In this study, we were interested in eatihg the antimitotic and antiproliferative
activities of the aqueous extracts of the leaves flowers of this plant. Evaluation of the
antimitotic effect was performed usirgdlium cepa roots as an experimental model. Mitotic
indices Ml (%) were calculated, cellular, nucleardachromosomal abnormalities were
recorded in the cells treated with the differentraots. The cytotoxicity of these extracts
againstSaccharomyces cerevisiae cells was evaluated by the antiproliferative-MEBtt This
colorimetric test is based on the ability of melaiatly active living cells to reduce
tetrazolium salt to formazan crystals. This redarciis proportional to the percentage of cell

viability.

Our results reveal that aqueous extraicksaves and blossoms of Erica arborea inhibit
mitosis. The lowest mitotic indices are obtainedhwthe dilution 1/2 of the aqueous leaf
extract and the 1/4 dilution of the floral extraghich are 51.882 + 1.26% and 38.828 +
2.84% respectively. The Student's test shows tieetis no significant difference between
the effects of 1/4 dilution of the aqueous extrattflowers and colchicine. Numerous
abnormalities of mitosis have been observed inoldigglutination, binucleate cells and
chromosomal fragmentation. Aqueous extract of Isdtecks mitosis in prophase, while that
of flowers affects metaphase. The aqueous extrimsted showed low antiproliferative
activity on Saccharomyces cerevisiae cells.

Erica arborea has antimitotic activity due to the presence ofiotss secondary

metabolites in its leaves and flowers.

Keywords. Erica arborea, Aqueous extract, Flowers, leaves, Antimitotic activity,

antiproliferative activity.
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