République Algérienne Démocratique et Populaire
Ministere de I’Enseignement supérieur et de la
recherche Scientifique

Université Mouloud Mammeri de Tizi-Ouzou
Faculté des Sciences Biologiques et des Sciences
Agronomiques

Master de fin d’¢étude
En vue de I’obtention du Diplome
De Master
En Sciences Biologiques
Option : Biochimie de la nutrition

THEME

Effet antimitotique et cytotoxique des alcaloides de la fraction et des
extraits aqueux des feuilles de Peganum harmala L.

Présenté par Mme Harchaoui Lyna

Membre du jury :

Présidente : Mme Iratni GH. Maitre de conférences B a ’'UMMTO.
Encadreur : Mr Haouali K. Professeur a ’'UMMTO.
Co-encadreur : Mme Ouzid Y. Docteur a ’'UMMTO.

Examinateur : Mr Sebbane H. Maitre assistant A a ’'UMMTO.

Soutenu le 16/07/2019




République Algérienne Démocratique et Populaire
Ministere de I’Enseignement supérieur et de la
recherche Scientifique

Université Mouloud Mammeri de Tizi-Ouzou
Faculté des Sciences Biologiques et des Sciences
Agronomiques

Master de fin d’¢étude
En vue de I’obtention du Diplome
De Master
En Sciences Biologiques
Option : Biochimie de la nutrition

THEME

Effet antimitotique et cytotoxique des alcaloides de la fraction et des
extraits aqueux des feuilles de Peganum harmala L.

Présenté par Mme Harchaoui Lyna

Membre du jury :

Présidente : Mme Iratni GH. Maitre de conférences B a ’'UMMTO.
Encadreur : Mr Haouali K. Professeur a ’UMMTO.
Co-encadreur : Mme Ouzid Y. Docteur a 'UMMTO.

Examinateur : Mr Sebbane H. Maitre assistant A a ’'UMMTO.

Soutenu le 16/07/2019




[T [ or: Tod L OSSPSR PP
REIMEICIEIMENTS ...ttt ettt bbbt et et et et e bbb et
ADFEVIBLIONS ...ttt bbbttt n s
101 (T [T 4T o RSSO 1

Premiére partie: Synthése bibliographique

Chapitre | : Généralités sur Peganum harmala L..........c.ccccooveviiiiic i 2
I Vo) (=140 Lo [P SPROSI 2
1.2. Répartition gEOGraphifUe .........cceiiieiiiiiieieie ettt 2
1.3. DeSCriPtioN DOTANIQUE.......ccuiiiiiieieeeeee e 3
Chapitre Il : Généralités sur les métabolites SECONTAITES ..........ccvcevererierierieieeeee e 4
2.1, LeS NUIIES ESSENTIEIIES. ......ccuiiiieieee e 4
2.2. LS QIUCOSINOIALES. ......cueiieiieeieee ettt 4
2.3, LS AICAIOTURS ....oeveieieie ettt b et 5
2.4. L.eS COMPOSES PRENOIIGUES .....oviiuieiiiiecie ettt ettt 6
Chapitre 11 : Généralités sur le cycle CEHUIAITE ........cccoviiiiiicicecc e 6
KT B 1o SRR 6
3.2. Les différentes phases de la division cellulaire ..o 7
Chapitre IV : Activité cytotoxique des alCaloTdes ...........ceviiiireiiiiree e 11
4.1. Action sur les membranes ErythroCYLaIrES. .........coieiieiriiieiree e 11
4.1.1. LS GIODUIES FOUGES .....coveiiiiieiieieeie ettt 11
4.1. 2. Les signes biologiques de I"hEMOLYSE .........cocueiiiirieiiiiiiie e 12
4.1. 3. Exemple de substance hémolytique d’origine veégeétale............ccoorvriviiinincninnnciene 13
4.0.3.1. LS SAPONINES....eveeuteeeeneeeteeiee et eteesteseeetee e saeeseeatesseeseeseeaneeseeeseenteaaeeseeabeaneeeeaneeneeneeenes 13
4.1.3.2. STrUCEUE S SAPONINES ....eeveeeireeenieseeeteetesieesee et sneeseeseeaneesaeeseentesteeseestesneeneesseaneeseeenes 13

4.1.3.3. Les activités biologiques des SAPONINES .........ccereieieieerenieseeseseeeeeseere e seenens 14



4. 2. ACHIONS ANTIMITOTIGUES .....eeveeieieee ettt sttt ee et e e e sre e e neeenes 15

4. 2.0 DEFINITION ...ttt b bttt 15
4. 2.2. Quelques antimitotiques d’origine VEZELale .........cocervreiiiiiiniee e 15
4.2.2.1. LA COICRICING. ...ttt 15
4.2.2.2. LeS VINCAICAIOTUES. ......cueveieiieieceees e 16
e T T oo (o] o] 0}V 1 (0] () (] 1= S SO PRS 16
4. 2,24, TAXON ..ot 17
4. 2.2.5. La qUErcéting ou qUEICELOl .........cueiiiiee it 18
o (Tl g o T=Y 10 (0 )T [V L= SRS 19
4. 3.1, LS JENOLOXIQUES ....veververitenisieeste ettt ettt 19
4.3, 2. TYPES U MULALIONS ....cviiitiieiieie ettt 19
4. 3. 2.1, MULALIONS GENMIGUES .....evereienisteieieiste ettt ettt et 19
4. 3.2.2. MUtations CNIrOMOSOMIGUES.......c.ceieirririinterienrereee et sbe e ne e 19
4.2.2.2. Test des aberrations CNrOMOSOMIGUES ........ccueirerreieieisiriesie e 20

Deuxiéme partie: L'expérimentation

I MAtriels €t MEtNOTES ..o s 21
1.1 MALErIElS ULITISES ...ttt 21
1.1.1. Matériels DIOIOGIGUES .......coveuiiiiriiiiiieisie et 21
1.1.2 Materiels de 1aDOratoIre ........cocveiiiiiieiiese e 21
1.1.3. REACHITS B SOIVANT........eiiiiieiiitcic e 22
1.2, MENOGAES ULITISEES ...t 23
1.2.1. Préparation des EXIrAITS.........ccciviiiiiieiiieiie ettt sttt st sre e re e 23
1.2.2. EXITACHION QQUEUSE.......ecueeuteiteeteete et eteste st e e ste et e st e s teebesbe e s e sbesasestesteesaesbeeteebesaeenrenrens 23
1.2.3. EXtraction des alCalOTUES ..........coveiiieiiiiiie s 23
1.3.Dosage spectrophotométrique des alcaloides et des
FlAVONOTUES. ... e e e 25
1.3.1 LS AICAIOTUES ...ttt bbbttt 25
1.3.2. FIAVONOTUES. ...ttt ettt bbbttt 26

1.4, ACHIVITES DIOIOGIGUES ...ttt ettt 27



1.4.1. L’activité antimitOtIQUE .........ccorveieieiniiisie e 27

1.4.2.Evaluation de l'effet de la fraction des
AICAIOIUES. . . . 30
1.4.2.1 Préparation de la suspension d’hématies & 2% ......ccocceereeiiiiiiiieiie e 30
1.4.2.2. Action sur la membrane érythroCyLaire ..o 30
1.5. Analyses statistiques des FESUIALS ..........ccceiieririiie e 32
[1. RESUIALS B AISCUSSIONS..... ettt 33
2.1.Dosage spectrophotométrique des alcaloides et des flavonoides ............ccccovviviviircnnns 33
2.1.1. D0Sage des AlCaAlOTUES .......cveiviiieie ettt nre s 33
2.1.2. Dosage des flavonoides dans I’eXtrait AqUEUX .........cuveveerieerierieiie st 33
2.2. Etude de I’indice mitotique et de I’indice de phase..........ccccevverieiiiii i 33
2.3. Etude des aberrations et anomalies ChromoSOMIQUES...........cecveveeiieiiiie e 36
2.3.1. Les aberrations ChromOSOMIGUES .........coiiveriirieieieisis e 36
2.4. Valeurs limites de CYLOLOXICITE ..........ceiviiieiiieiee e 39

2.5. Evaluation de I’effet de la fraction d’alcaloides et de 1’extrait aqueux sur la membrane

Y01 (0103, - UL =TRSOOSO PTRPRP 40
CONCIUSION GENEIAIE ...ttt 41
Réferences bibliographiqUES..........ccoiiiiiiiiiiiiie s

ANNEXES ...






Dedicace

Je dédie ce modeste travail a la personne qui m’est la plus chére
au monde, elle a toujours était la pour moi pour me soutenir,
m’encourager et m’aider a me relever quand j’¢étais faible. C’est ma
sceur mon amie ma confidente et surtout mon exemple.

Merci pour tout, maman, je ne serais jamais arrivee la sans tes
prieres.



Remerciements

Notre travail a été réalisé au Laboratorre de Biochimie Analytique et Biotechnologies
(LABAB), au sein de la faculté des Sciences Biologiques et des Sciences Agronomiques,
département de Biochimie Microbrologie de 'université Mouloud Mammeri, sous la direction
du Professeur HOUALI KARIM, a qui jadresse ma profonde gratitude.

Je tiens a exprimer mes sincéres remerciements a mon encadreur Monsieur HOUALT
K, professeur a UMMTO, pour m avoir proposé ce sujet.

Je remercie Madame OUZID Y, Docteur a F'UMMTO, davorr accepté de Co-
encorder ce mémoire, et a qui j exprime ma profonde reconnaissance pour les conseils éclairés
et les encouragements qu elle n’a cessé de me prodiguer tout au long de ce travail.

Je remercie Madame IRATNI G maitres de conférences classe B pour avorr accepté de
présider ce Jury, et pour son arde précieuse.

1l m’est agréable d’exprimer mes vifs remerciements a Monsieur SEBBANE B, maitre-
assistant A a FUMMTO, pour m avorr fait I'honneur d’évaluer ce mémoire et de participer au
Jury.

Ce mémoire ma donné la chance de travailler avec des personnes absolument
remarquables qui ont contribué a animer une joyeuse atmosphére au quotidien.

Jenvore en suite mes plus sincéres remerciements a mes adorables parents et a mon

cher mari Bilal pour leurs encouragements et leur soutien.



LISTE DES ABREVIATIONS

A.cepa : Allium cepa .

AC: absence de cytodiérese.
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Introduction

Depuis les temps anciens, les plantes sont utilisées par ’Homme pour différents
besoins notamment la nourriture et les soins de santé. De nos jours, la nature fournit toujours
une source plus fiable d’agents médicaux. Presque 40 % de médicaments actuellement
disponibles sont des dérivés directs ou indirects des précurseurs naturels issus des plantes
(SOHAIL et al., 2011). En Afrique, les populations dépendent encore largement des plantes
médicinales pour guerir les maladies. L’utilisation des reméedes a base de plantes et d’autres
matériaux est une partie intégrante de la culture africaine.

Environ 2 a 4 % d’espéces végétales contiennent une grande quantité de constituants
antinéoplasiques et/ou cytotoxiques. Les composés isolés a partir de ces espéces conduisent
aux développements de nouveaux produits puissants qui inhibent le développement des
tumeurs (FASLA, 2009)

Peganum harmala L., de nom local harmel, est un remede populaire. Les graines
sont utilisées comme antispasmodiques en Afrique du Nord (BELLAKHDAR, 1997) et au
moyen orient (SIDDIQUI et al., 1987). Peganum harmala L. est trés réputée pour sa
richesse exceptionnelle en alcaloides (de type B-carbolinique), ce qui la classe parmi les
plantes hallucinogenes a effets psychotropes (DUKE, 1929; FARNSWORTH, 1968). Elle
posseéde également des propriétés anti-bactériennes, anti-fongiques, anti-virales, anti-
oxydantes, anti-diabétiques, anti-tumorales, anti-leishmanioses, effet insecticide, une activité
cytotoxique, ainsi que des effets hépato-protecteurs (JINOUS et FERESHTEH, 2012).
Cependant mal utilisée elle peut est trés toxique pour les animaux et I’homme en particulier.
Elle est responsable de la paralysie du systéme nerveux et entraine la mort par arrét
respiratoire chez les vertébrés, et peut provoquer I’interruption de grossesse chez les femmes
(BELLAKHDAR, 1997). Elle est également abortive et anti-fertilisante chez les rats (NATH
etal., 1993).

Afin de contribuer a la valorisation des plantes médicinales locales réputées pour
leurs vertus thérapeutiques, nous nous sommes s’intéresse dans le présent travail, a I’étude de
I’activité antimitotique et hémolytique d’extraits aqueux et de la fraction des alcaloides des
feuilles de Peganum harmala L., récolté a Timzerth. Dayate Aiat dans la wilaya de Laghouat

au sud algérien.
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Chapitre I : Généralités sur Peganum harmala L.

Peganum harmala L. est une espéce vivace de la famille des Zygophyllaceae. Cette
derniére est connue depuis le Tertiaire (entre 65 et 2.5 millions d’années). La famille des
Zygophyllaceae comprends environs 30 genres et 250 espéces xeérophytes et halophytes,
habitant les régions arides et semi-arides du globe (EMBERGER, 1960).

1.1. Systématique

Selon la classification phylogénétique (APG Il, 2003) Peganum harmala L. appartient
aux taxa suivants :

Embranchement : Spermaphytae

Sous-embranchement : Angiospermae

Division: Rosidées

Classe : Fabidées

Ordre : Aucun

Famille: Zygophyllaceae

Genre : Peganum

Espece: harmala L.

1.2. Répartition géographique

C’est une plante endémique des zones arides et semi- arides, P.harmala L., est une
plante cosmopolite tres commune dans les sols sableux et un peu nitrés (OZENDA, 1958),
elle se développe en :

-Afrique: particuliérement dans les zones arides méditerranéennes (Maroc oriental,
Sahara septentrional et hauts-plateaux algériens, Tunisie, steppes de la Libye et déserts
d'Egypte);

-Algérie, Peganum harmala L. est commune aux hauts plateaux, au Sahara
septentrional et méridional, et aux montagnes du Sahara central. 1l est réeputé pour les terrains
sableux, dans les lits d'oued et a l'intérieur des agglomérations (MAIRE, 1933; CHOPRA et
al. 1960 et OZENDA, 1991).

-Europe: dans les zones séches (Espagne, steppes de la Russie meéridionale et
Hongrie);

-Asie: dans les steppes de 1'lIran et de I’Irak, du Pakistan, du Turkestan jusqu'au Tibet
et en Sibérie (PARIS et DILLEMAN, 1960; BEZANGER-BEAUQUESNE et al., 1980).
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1.3. Description botanique

Le Harmel est une plante herbacée, vivace, glabre (OZENDA, 1958), buissonnante de
30 a4 90 cm de hauteur a rhizome épais, a odeur forte, désagréable qui rappelle celle de la rue
(HAMMICHE et MERAD, 1990) (Figure 1.a). Les tiges dressees, tres rameuses portent des
feuilles alternes, découpées en laniéres étroites (HAMMICHE et MERAD, 1990). Les fleurs
de couleur blanc-jaunatre (OZENDA, 1958) sont assez grandes de 25 a 30 mm (QUEZEL et
SANTA, 1963). Elles sont formées de:

-cing sépales verts, linéaires, persistants qui dépassent la corolle ;

-cing pétales elliptiques ;

-dix a quinze étamines a filet trés élargi dans leur partie inférieure (OZENDA, 1958)
(Figure 1.b).

L'ovaire, globuleux, repose sur un disque charnu et aboutit a un fruit qui est une
capsule sphérique, a trois loges, de 6 a 8 mm déprimée au sommet, entourée des sépales
persistants et s'ouvrant par 3 ou 4 valves pour libérer les graines (QUEZEL et SANTA, 1963).

Les graines sont nombreuses, petites, anguleuses, subtriangulaires, de couleur marron
foncée, dont le tégument externe est réticulé. Elles ont une saveur ameére et sont récoltées en
été (CHOPRA et al., 1960) ( Figure 1.c).

= o A R T

¢ : Fruit

b : Fleur

Figure 1 : Morphologie de Peganum harmala L. (www.motherherbs.com/peganum-

harmala.html )


http://www.motherherbs.com/peganum-harmala.html
http://www.motherherbs.com/peganum-harmala.html
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Chapitre 11 : Généralités sur les metabolites secondaires

Tous les étres vivants ont un métabolisme primaire qui fournit les molécules de base
(acides nucléiques, lipides, protéines, acides aminés et glucides). Les plantes produisent, en
plus, un grand nombre de composés qui ne sont pas issus directement lors de la
photosynthése, mais résultent des réactions chimiques ultérieures. Ces composes sont appelés
métabolites secondaires.

Les métabolites secondaires des plantes sont des produits chimiques non nutritifs qui
ont des propriétés préventives ou protectrices des maladies (KARTHISHWARAN et al.,
2010). Nous citerons ci-dessous quelques importants groupes phytochimiques, source de

molécules biologiquement actives.

2.1. Les huiles essentielles

Les plantes aromatiques ont la particularité de renfermer au sein de leurs organes
sécréteurs des cellules génératrices de métabolites secondaires ou des molécules tres volatiles
sont synthétisées a partir d’unités méthyl-2-buta-1,3-diene (isopréne). L’ensemble de ces
produits sont accumulés dans des cellules sécrétrices offrant a la plante une odeur
caractéristique. Les huiles essentielles posseédent de nombreuses activités biologiques telles
qu’antiseptiques, antibactériens et antifongiques. Dans les domaines phytosanitaires et agro-
alimentaires, les huiles essentielles ou leurs composés actifs pourraient également étre
employés comme agents de protection contre les champignons phytopathogenes et les

microorganismes envahissant les denrées alimentaires.

2.2. Les glucosinolates

Les glucosinolates sont constitués d’un résidu B-D-glucose, d’un résidu oxime sulfaté
et d’une chaine latérale de structure variable selon 1’acide aminé dont elle dérive. Leur
hydrolyse, au cours de la mastication ou de la préparation culinaire, aboutit a la formation
d’isothiocyanates dont la formule générale . Les glucosinolates sont notamment rencontrés
dans les Brassicaceae ou Cruciferes (chou, navet, brocoli, radis, moutarde) et présents a des
teneurs variables.

Les glucosinolates sont stockés dans toutes les parties de la plante et libérés lors d'une
attaque de phytophages. Dans l'alimentation, les glucosinolates a forte dose sont toxiques et
antinutritifs mais a faibles doses, leurs produits de dégradation ont des proprietes

antifongiques, antibactériennes, anti-oxydantes, antimutagéniques et anticarcinogéniques.
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2.3. Les alcaloides

Les alcaloides forment une grande famille hétérogéne de métabolites secondaires, qui
présentent un intérét par leurs propriétés pharmacologiques et leurs applications en médecine.
IIs provoquent chez I’homme diverses réponses physiologiques et psychologiques, a forte
dose sont trés toxiques. Ce sont des composés azotés naturels et dont le gout est amer. Leur
synthése a lieu au niveau du réticulum endoplasmique, puis se concentrent dans la vacuole.
Les alcaloides issus du métabolisme des acides aminés sont des alcaloides vrais. Les
alcaloides constituent une classe de produits naturels présentant une grande diversité
structurale. Ils sont caractérisés par des propriétés basiques dues a la présence d’un atome
d’azote hétérocyclique (GUIGNARD et al., 1985). Il peut étre extracyclique mais le plus
fréquemment intracyclique (GUIGNARD et al., 1985). lls sont formés principalement a partir
de divers acides aminés (phénylalanine, tryptophane, ornithine, méthionine) intervenant dans
le processus de transméthylation (HERBERT, 1988). En plus des acides aminés, interviennent
des unités acétate ou terpénique (PARIS et HURABIELLE , 1981).

Leurs propriétés biologiques, aussi variées que leurs structures, continuent a étre
bénéfiques dans les traitements de différentes maladies ou des dysfonctionnements de
I’organisme humain. Les pyrrolizidines et les tropannes sont les plus importants. Les
pyrrolizidines, tres répandues dans la nature, sont présents dans les plantes qui font partie des
familles botaniques Asteracea, Boraginaceae, Fabaceae et Orchidaceae.

Comme alcaloides naturelles on peut citer la cocaine qui est un alcaloide peu abondant
présent dans les Erythroxylum, la lobéline, extraite de la Lobelia inflata, la spartéine, isolée
de Cytisus scoparius, 1’éphédrine, isolée d 'Ephedra sinica, la papavérine, isolée de Papaver
somniferum , la morphine, isolée de la plante de la famille des opiacées et la galanthamine
isolé des Amaryllidaceae .

Quand a P. harmala L. des alcaloides de type B-carbolines: harmine (Ci3H12N2),
harmaline (C1sH14N20), harmalol (= harmol) (Ci2H12N20) et harmane (Ci2H1oN2) ; et les
dérivés quinazolines: vasicine (péganine) (C ;H,.ON,) et vasicinone (C,,H,,O,N,) (KAMEL
et al., 1970), ont été isolés . Les alcaloides du Harmel possédent diverses activités biologiques
. analgesiques, diurétiques, anthelminthiques, antiprolifératives, abortives, antimicrobiennes
(TAHROUCH et al., 2002), antispasmodiques, antipyrétiqgues (CHOPRA et al., 1958) et
hallucinogénes (O’HEARN et MOLLIVER, 1993).
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2.4. Les composés phénoliques

Les composés phénoliques constituent un des groupes les plus importants chez les
végétaux, issus de la grande voie d’aromagenese ; shikimates ou acide shikimique et de la
voie acétate-malonate et peuvent étre divisés en diverses classes sur la base de leur structure
moléculaire, et plus de 8000 composés différents ont été décrits. Les plus abondants sont les
acides phenols, les flavonoides, les stilbenes et les lignanes, dont les flavonoides et les acides
phénols comptent 60% et 30%, respectivement, de polyphénols diététiques. Plus de 4000
variétés de flavonoides ont été identifiées, et partagent un squelette carboné commun de
diphénylpropanes (Ce— C3—Cs ; c.-a-d., deux noyaux benzénes jointifs par une chaine linéaire
de troiscarbones formant un hétérocycle oxygéneé) . Les flavonoides peuvent étre divisés en
diverses classes selon leur structure moléculaire ; les groupes principaux sont les flavanols,
les flavones, les flavanones, les flavonols, les isoflavones et les anthocyanidines.

Les Flavonoides identifiés chez Peganum harmala L. sont des coumarines, tanins,
stérols-triterpenes (AL YAHYA, 1986).

Chapitre 111 : Généralités sur le cycle cellulaire

Découverte il y a plus de 150 ans, la division cellulaire a fait 1’objet de tres
nombreuses études en raison de son caractére fondamental pour toute vie (MEIJER, 2003).
Les chercheurs s’attacheérent a en modifier ce mécanisme complexe et délicat en faisant agir
sur des cellules en croissance des agents chimiques ou physiques (DUSTIN, 1956).

Les travaux de Dustin et ses collaborateurs sur la colchicine en 1934 ont contribué a
un développent considérable des recherches sur les poisons mitotiques.

Aujourd’hui, la recherche de produits anti-mitotiques a des fins thérapeutiques
s’appuie sur I’utilisation directe de régulateurs du cycle cellulaire comme cibles (POMMIER

et KOHN, 2003).

3.1. Définition

Le cycle cellulaire est ’ensemble des modifications qu’une cellule subit entre sa
formation, par division de la cellule mere, et le moment ou cette cellule a fini de se diviser en
deux cellules filles grace a la mitose. Le cycle cellulaire comprend (MAILLET, 2002):

-I’interphase ;

-la phase M ou mitose au cours de laquelle la cellule se divise pour donner naissance a

deux cellules filles strictement semblables.
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3.2. Les différentes phases de la division cellulaire

» L’interphase : ’interphase correspond, en général, a la plus grande partie du cycle,
elle se décompose en une phase G1, une phase S et une phase G2 (MAILLET, 2002)
(Figure 2).

e La phase G1 (G = gap): correspond a I’intervalle qui sépare la fin de la mitose et le
début de la synthése de ’ADN. Au cours de cette étape, la cellule synthétise des
molécules d’ARN (ARNm, ARNr, ARNt) et assure la production des protéines
nécessaires a I’accroissement de la cellule.

e Laphase S (S=synthese) : correspond a la réplication de I’ADN.

e La phase G2 : cette phase prépare la mitose, elle est caractérisée par la synthése des

protéines motrice de la condensation des chromosomes.

Interphase
Gq !z cellule !S S
\ gran(]iz et réalise | Réplication
/ son métabolisme | da ADN et
normal ; | duplication
les organitas | des chromosomes

se dupliquent

G;‘
La cellule grandit
at se prépare a
la mitose

Figure 2 : Différentes phases du cycle cellulaire (KARP, 1998).

> La phase M ou mitose (du Grec mi : en deux ; tom : coupure) :
Le processus de division cellulaire comprend, une division nucléaire (caryocinese);
une division cytoplasmique (cytodiéreése).
La caryocinése comprend cing phases : la prophase, la prométaphase, la métaphase,
I’anaphase et la télophase. Elle est produite grace au fuseau mitotique constitué de
microtubules (ALBERTS et al., 1997) (Figure 3).
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Figure 3 : Différentes phases de la division cellulaire (http:// www.Webencyclo.fr/home.Asp) .

Le microtubule est par nature instable. Ainsi, en présence de protéine kinase, sa taille
s’accroit (polymérisation GTP dépendante) ; en présence de phosphatase, elle décroit
(dépolymérisation par phosphorylation). Le passage de la polymérisation a la
dépolymérisation ou I’inverse correspond a ce qu’on appelle « instabilité dynamique ».

Cette instabilité est essentielle a (VERDIER-PINARD et al., 2001):
- l'attachement des chromosomes au fuseau mitotique ;
- leur alignement en métaphase ;
- la séparation des chromatides durant la mitose.

Les microtubules interviennent dans de nombreux processus cellulaires (ALBERTS et al.,
1997):

- mouvements (cils et flagelles) ;
- transport intracellulaire d'organelles ;

- organisation du fuseau mitotique (centrosomes, microtubules du fuseau et
du kinétochore).

e La prophase correspond a :
- ladivision du centre organisateur des microtubules (MTOC) ;

- la condensation des chromosomes ;


http://www.webencyclo.fr/home.Asp)
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- larupture de I’enveloppe nucléaire ;

- le début de formation du fuseau a I’extérieur du noyau.

e La prométaphase se caractérise par :
- la rupture compléte de 1’enveloppe nucléaire ;
- laformation du fuseau achromatique ;

- le début d’alignement des chromosomes.

e La métaphase est caractérisée par le rassemblement de tous les chromosomes sur
la plague équatoriale. Le fuseau est alors constitué par un ensemble de microtubules
(KARP, 1998):

- les microtubules de I’aster : interviennent dans la mise en place du fuseau :
ils rayonnent a partir de chaque centrosome et détermine le plan de la
cytodiérese ;

- les microtubules polaires : partent d’un centrosome et dépassent les
chromosomes. Ils maintiennent 1’intégrit¢ du fuseau. Ils n’atteignent pas
I’autre pole de la cellule, mais ils s’intercalent avec ceux qui viennent du
pOle opposé. Leurs extrémités, qui se chevauchent, sont unies par des
protéines motrices ;

- les microtubules kinétochoriens : caractérisés par la présence des
kinétochores (complexes multiprotéiques assurant la polymérisation et la
dépolymérisation des microtubules), qui attachent les chromosomes aux

microtubules, les dirigent vers le plan équatorial de la cellule (Figure 4).
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aux poles du microtubule du microtubule

Figure 4 : Représentation schéematique du fuseau mitotique en
métaphase (ALBERTS et al., 1997).

e L’anaphase correspond au partage des chromosomes en deux lots identiques, elle
est caractérisée par :
1’allongement des microtubules polaires ;
- le raccourcissement des microtubules kinétochoriens ;
- la migration des chromosomes vers les pdles mitotiques.

e La télophase est une période caractérisée par :

- P’arrét de migration des chromosomes vers les poles ;
- la disparition du fuseau ;
- la décondensation des chromosomes;

- lareconstitution de 1I’enveloppe nucléaire a partir du réticulum endoplasmique

- le début de la cytodiérese.

e Lacytodiérese :

La cytodiérése commence apres la télophase ou un peu avant sa fin. La cellule se
contracte entre les deux jeunes noyaux jusqu'a couper le cytoplasme et a séparer les deux
cellules filles. La cytodiérese est produite grace a un anneau contractile constitué de filaments
d’actine chez la cellule animale, ou grace a la plaque cellulaire (phragmoplaste) chez la
cellule végétale (MABUCHI, 1986).
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Chapitre IV : Activité cytotoxique des alcaloides
4.1. Action sur les membranes érythrocytaires
4.1.1. Les globules rouges

Les érythrocytes sont des cellules matures ayant une forme biconcave avec un
diamétre variant de 6.8 a4 7.5 um. La durée de vie moyenne des hématies est de 120 jours. La
forme discoide des globules rouges favorise I’ancrage du cytosquelette, 1’organisation des
lipides et les échanges avec le milieu externe. Dans ce type de cellules simplifiées (anucléée)
la membrane est le seul composant structural, mais malgré cela son interaction avec le
cytosquelette est complexe (MOHANDAS et GALLAGHER, 2008).

La membrane plasmique des globules rouges est composée principalement (en poids)
de 52% de protéines, 40% de lipides et 8% de glucides. Les lipides membranaires comportent
. les phospholipides (63%), les cholestérols non estérifiés (25%) et les glycosphingolipides
qui forment une double couche ou les groupements polaires sont orientés vers I’extérieur
tandis que les groupements apolaires sont orientés vers 1’intérieur, (DODGE et al., 1963) (
Figure 5). La cohésion des lipides et des protéines est due a des interactions non covalentes
telles que les interactions des Van Der Waals, les liaisons hydrogéene, les forces
électrostatiques et les liaisons hydrophobes, (DODGE et al., 1963). La membrane
érythrocytaire contient aussi des protéines membranaires qui jouent des réles importants dans
les échanges avec le milieu extérieur tel que les pompes d’ATPase Na* /K* et Ca?*, les
protéines de transport des anions, de 1’eau et du glucose. Elles jouent aussi un réle dans la
stabilité et I’ancrage des hématies avec le cytosquelette cellulaire grace a : la protéine bande
3, la Glycophorine A et la Glycophorine C qui forment des interactions avec les protéines
intrinseques, (ELGSAETER et al., 1986).

11
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Band 4.1, actin, ankyrin

Figure 5 : Structure de la membrane de globules rouges (MANAARGADOO-CATIN
et al., 2016).

4.1.2. Les signes biologiques de I’hémolyse

L'hémolyse (hemo : sang, lyse : perturbation) c’est un phénomeéne physiologique
irréversible due a une libération des composants intracellulaires des érythrocytes notamment
I’hémoglobine, suite a une perturbation de la membrane cellulaire des globules rouges apres
une durée de vie de 120 jours qui est un laps de temps normal, (THOMAS, 2013). Cependant,
dans certains cas I’hémolyse est exagérée, réduisant la durée de vie des hématies on parle

alors d’une hyper hémolyse, (UCAR, 2002).

Généralement, I’hémolyse provoque une augmentation du taux d’hémoglobine, de la
lactate déshydrogénase (LDH) et une diminution du taux d'haptoglobine et de I'hnémoglobine
glycosylé. L'hémoglobine libérée est dégradée en bilirubine, non conjuguée représentant 80%
de la bilirubine totale, ou bien forme un complexe avec I'haptoglobine. Ce complexe est
éliminé rapidement par le foie, ce qui entraine des niveaux d'haptoglobine faibles
(MARCHAND et al., 1980). L'hémolyse est définie par une couleur rose-rouge détectable
lorsque les taux plasmatiques d'hémoglobine dépassent la capacité de liaison a I'haptoglobine
(0,3 g /L) et provoque une augmentation de fer dans les urines, (WILTINK et al., 1972). Cette
hémolyse est la cause de pathophysiologies spécifiques telles que les maladies vasculaires
aigués et chroniques, I'inflammation, la thrombose et I'insuffisance rénale. Elle joue un rdle
important dans la translocation de I’hémoglobine dans 1'espace extravasculaire, les réactions
oxydatives, la libération de I'hnémine dans la signalisation moléculaire, (SCHAER et al.,
2013).
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4.1.3. Exemple de substance hémolytique d’origine végétale
4.1.3.1. Les saponines

Les saponines sont généralement connues comme des composés non-volatils, tensio-
actifs qui sont principalement distribués dans le régne végétal (VINCKEN et al., 2007 in
MANASE, 2014 ) : par exemple le frondoside A isolé de Cucumaria frondosa, I’eximisoside
A isolé de Psolus eximius, les thyonosides A et B isolés de Thyone aurea, et le
neothyonidioside isolé de Stichopus mollis (GIRARD et al., 1990 ; KALININ et al., 1997 ;
BONNARD et RINEHART, 2004 ; MORAES et al., 2004 in MANASE, 2014). Le nom
«saponine» est dérivé du mot latin sapo, qui signifie «savon». En effet, les molécules de
saponines dans I’eau forment une solution moussante.

Comme les flavonoides et les alcaloides, les saponines font partie des métabolites
secondaires. Ce sont des composes qui servent de défense a la plante. Ce sont des hétérosides

complexes appartenant aux terpenes cycliques ou aux stéroides.

4.1.3.2. Structure des saponines.

Structuralement, les saponines peuvent étre classées en deux groupes selon la nature
de la génine, saponine stéroidique (Figure 6) et saponine triterpénique (Figure 7). Hostettman
et Marston, 1995, attribuent aux hétérosides d’amines stéroidiques (solasolenes et
solanidanes) le rang de troisiéme groupe dans la famille des saponines. Cependant d’autres
auteurs distinguent ce groupe comme des alcaloides. Certes, ce ne sont biogénétiquement que
des pseudo-alcaloides et, en termes de propriétés, leur comportement n’est pas sans rappeler
celui des saponosides. Il n’en demeure pas moins que 1’origine de leur atome d’azote les
rapproche d’autres dérivés azotés du métabolisme terpénique que 1’on s’accorde a considérer

comme des alcaloides (ex. : aconitine) (BRUNETON, 2009 in MANASE, 2014).

Figure 6: structure générale des saponines stéroidique (GARAI, 2014).
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AcO™”

Figure 7 : structure générale des saponines triterpénique (GARAI, 2014).

4.1.3.3. Les activités biologiques des saponines.

Les saponines présentent des activités biologiques et pharmacologiques variées,
principalement dans les domaines de I’immunologie, la cancérologie et la microbiologie
(LACAILLE-DUBOIS et WAGNER, 2000 ; LACAILLE-DUBOIS, 2005a,b, 2013 ;
LACAILLE-DUBOIS et al., 2013).

Les saponines sont connues pour leurs activités anti-tumorales (LACAILLE-DUBOIS,
2005¢ ; SAUTOUR et al., 2007b ; PODOLAK et al., 2010), anti-inflammatoires (ADAO et
al., 2011, immunostimulants et immunoadjuvants (LACAILLE-DUBOIS, 1999),
molluscicides (LEMMICH et al., 1995 ; CHEN et al., 2012 ; DIAB et al., 2012), anti-
microbiennes (VERMEERSCH et al., 2009), pour n'en citer que quelques-unes.

Ces activités biologiques s’expliquent par leurs caractéristiques physicochimiques, et
notamment par leurs structures. En effet, les travaux de WANG et al., 2007 indiquent que
I'némolyse et la cytotoxicité des saponines stéroides sont dépendantes de leurs structures, en

particulier de la nature, du nombre et la séquence des sucres dans les saponines.
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4. 2. Actions antimitotiques
4. 2.1. Définition

Les agents antimitotiques sont soit des substances, soit des radiations capables
d’inhiber ou de modifier le déroulement de la mitose (MAILLET, 1977; 2002).

Les substances antimitotiques sont des substances qui, a faible ou relativement faible
concentration, sont capables d’inhiber la mitose, de la perturber ou de I’arréter, ou méme de
perturber et d’inhiber un ou plusieurs phénomeénes de la préparation a la mitose, et ainsi

d’empécher la cellule d’entrer en cinése (division) (CHEVREMONT, 1979).

4. 2.2. Quelques antimitotiques d’origine végétale
4.2.2.1. La colchicine

La colchicine est un alcaloide extrait des tiges souterraines charnues du colchique
colchicum autumnale L. (Liliaceae), qui en se fixant sur une molécule de la tubuline empéche
sa polymérisation en microtubules (Figure 8).

L’absence ou I’insuffisance des microtubules entraine le blocage de la division
cellulaire au stade métaphase ; I’inhibition de la motilit¢ cellulaire et le transport

intracellulaire des vésicules et des organites (GARRETT ET GRISHAM, 2000).

Me
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Figure 8: structure chimique de la colchicine

(http://dictionnaire.acadpharm.org/w/Colchicine)
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4.2.2.2. Les vincalcaloides

La pervenche de Madagascar, Catharanthus roseus G. DON, fait partie de la famille
des Apocynaceae (GUERITTE et FAHY, 2005). Cette plante produit deux principes actifs qui
appartiennent a la famille des alcaloides (hétérocycles azotés): la vinblastine et la vincristine
(Figure 9).

Les vincalcaloides exercent leur activité aprés liaison a la tubuline ; apres liaison avec
celle-ci, elles inhibent la formation des microtubules et interférent donc avec ses principales
fonctions : la formation du fuseau mitotique et 1’établissement du cytosquelette (EPSIE et al.,
1998).

Ceci conduit a un blocage de la mitose en métaphase en empéchant la formation du
fuseau et la dispersion des chromosomes au hasard a travers le cytoplasme.

Figure 9 : structure chimique des vincaloides

(https://patents.google.com/patent/EP1084126B1/fr)

4. 2.2.3. Les podophyllotoxines

La podophyllotoxine est extraite de Podophyllum peltatum L. qui fait partie de la
famille des Podophyllaceae (LEE et XIAO, 2005). L'effet inhibiteur est d0 a sa fixation a la
tubuline qui ce traduit par la modification de la structure de cette protéine en la rendant
impropre a la formation de microtubules.

La podophyllotoxine inhibe non seulement certaines fonctions des microtubules, mais
en partie également la synthése de I'ADN par réduction du transport intracellulaire des

nucléosides.
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Figure 10 : Structure chimique des podophyllotoxines

(http://dictionnaire.acadpharm.org/w/Podophyllotoxine)

4.2.2.4. Taxol

Le taxol est extrait du Taxus baccata L. (if du pacifique) ou du Taxus brevifolia
Nutt. (if nain) qui appartiennent a la famille des Taxaceae (HARTWELL, 1982). Son
extraction se fait avec un rendement tres faible : pour 1 kg on obtient 150 mg du taxol
(MAUSSANG, 2005).

Parmi les dérivés du taxol on distingue les taxoides (ou taxanes) qui
correspondent aux docétaxel et paclitaxel. Ces composés sont des diterpénes générés par
hémisynthése a partir de précurseurs contenus dans les feuilles d’if (EPSIE et al., 1998).

Le taxotere est aussi un dérivé du taxol dont I’activité est 2,7 fois importante que
le docétaxel et le paclitaxel (MAUSSANG, 2005).

Les taxoides facilitent la polymérisation de la tubuline a laquelle ils se lient
spécifiqguement et réversiblement, inhibant ainsi la dépolymérisation des microtubules.
IIs empéchent donc la formation (et disparition) du fuseau mitotique (EPSIE et al.,
1998).

17
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Figure 11 : Structure chimique du taxol
(https://www.scbt.com/scbt/fr/product/taxol-33069-62-4)

4. 2.2.5. La quercétine ou quercétol

C’est un flavonoide de type flavonol présent chez les plantes comme métabolite
secondaire (Figure 12). Le quercétol est le plus actif des flavonoides et de nombreuses plantes
médicinales doivent leur efficacité a leur fort taux en quercétol.

La quercétine, un flavonoide responsable de 1’inhibition de la CDK(Les CDKs sont
enzymes qui catalysent laphosphorylation de protéines cibles (= substrats) jouant un réle dans
les événements du cycle cellulaire : fragmentation de I’enveloppe nucléaire, compaction des
chromosomes, réplication de I’ADN ...., ou dans l'avancement du cycle ) et I’inhibition de la

transition GO-GL1 et bloque la progression du cycle cellulaire (GORDON et al., 2005).

Figure 12 : Structure chimique de la quercétine (https://www.santescience.fr/quercetine/)

18


https://www.scbt.com/scbt/fr/product/taxol-33069-62-4
https://www.santescience.fr/quercetine/

Synthése bibliographique

4. 3. Action génotoxique
4. 3.1. Les génotoxiques

Les génotoxiques sont des molécules qui présentent un effet toxique sur le génome,
en particulier une capacité¢ d’altérer le matériel génétique. Ces altérations peuvent étre soit
directes en induisant une modification de ’ADN (mutations géniques) ou des chromosomes
(mutations chromosomiques), soit indirectes comme la modification de la structure des
nucléotides avant incorporation dans ’ADN ou I’inhibition des enzymes de synthése ou de
réparation (ADN polymérase, ligases, topoisomérases, etc.) (mutations genomiques)
(FAVELIER, 1995).

4. 3. 2. Types de mutations
4. 3. 2.1. Mutations géniques

Dans les mutations géniques on distingue :

> les additions ou délétions de bases sont souvent appelées mutations de
déphasage (frameshift mutations) (LEONARD, 1990).
> les substitutions : sont de deux types, les transitions et les transversions. Les

transitions sont dues au remplacement d’une base purique par une autre base purique, ou au
remplacement d’une base pyrimidique par une autre. Les transversions consistent dans le

remplacement d’une purique par une pyrimidique, ou inversement (BOTTA, 2005).

4. 3.2.2. Mutations chromosomiques

Les anomalies chromosomiques se subdivisent en anomalies de nombre (effets
aneugenes) et en anomalies de structure (effets clastogenes).

Les aberrations chromosomiques peuvent étre chromatidiennes (échanges, cassures,..)
ou chromosomiques (affectant les deux chromatides du chromosome: fragments acentriques,

dicentriques, translocations,..).

» Anomalies de nombre ou aneugéneése

L’aneugénese est définie comme la modification quantitative de la garniture
chromosomique et notamment la perte d’un ou de plusieurs chromosomes au cours de la
mitose avec comme conséquence la perte d’une partie importante de 1’information génétique

des cellules descendantes concernées (BOTTA, 2005).
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Les anomalies de nombre résultent, essentiellement, d’une interférence du mutagéne
avec I’appareil fusorial mitotique ou méiotique (microtubules). Cette interférence consiste le

plus souvent en une inhibition de la polymérisation des microtubules (LEONARD, 1990).

» Anomalie de structure ou clastogenécité

Les anomalies de structure concernent 1’ensemble des modifications qualitatives des
chromosomes, de la structure des chromosomes; elles surviennent a la suite d’une exposition
a un agent clastogéne (LEONARD, 1990).

La clastogénécité peut étre décelable par examen microscopique : cassures de
chromosomes, avec ou sans délétions (morceaux manquants), modification de structure et
d’appariement, erreurs survenues au cours de la mitose (échanges entres chromatides sceurs,

etc.) (BOUNIAS, 1999).

4. 2.2.2. Test des aberrations chromosomiques

Ce test se base sur la mise en évidence des différentes aberrations chromosomiques
(gap) vide, anneau (ring), délétion/fragmentation (BOURAOQUI et al.,2011) polyploidie ou
encore pulvérisation, induites au niveau des cellules de la moelle osseuse des souris
(rongeurs), par un agent mutagene. Ces aberrations sont détectables, sous microscope optique
a la 1re division en bloquant les cellules en métaphase avec la colchicine (inhibiteur de
fuseau) (SIERRA et GAIVAO, 2014). L’utilité clinique de moutardes azotées est affecté par
leurs effets secondaires incluant le cancer secondaire (EDER et al., 1990). C’est pourquoi la
recherche scientifique s’est orientée vers la recherche des molécules actives, a effet

thérapeutique a partir des plantes.
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Matériels et méthodes

I. Matériels et méthodes
Notre travail a été réalisé au Laboratoire de Biochimie Analytique et Biotechnologies
(LABAB), au sein de la faculté des Sciences Biologiques et des Sciences Agronomiques,
département de Biochimie Microbiologie de 1’université Mouloud Mammeri.
L’objectif de cette étude est de tester I’effet de la fraction d’alcaloide et de I’extrait
aqueux des feuilles de Peganum harmala sur la division cellulaire des cellules

méristimatiques d’Allium cepa et sur I’intégrité membranaire et érythrocytaire.

1.1. Matériels utilisés
1.1.1. Matériels biologiques
Le matériel biologique est constitué :

-des feuilles de Peganum harmala, qui ont été récoltées dans la région Timzerth. Dayate
Aiat a Laghouat. Les feuilles de cette plante ont été lavées, puis séchées et broyées en poudre
fine. Le produit final est maintenu a température ambiante pour des étatisations ultérieures ;

-des cellules méristématiques des apex racinaires d’Allium cepa L. qui sont utilisées
comme modele expérimental pour étudier 1’activité antimitotique d’extrait aqueux et de la
fraction d’alcaloides des feuilles de Peganum harmala. Allium cepa est considérée comme
une espece favorable pour évaluer la mitose ainsi que les anomalies chromosomiques et
perturbations dans le cycle mitotique ;

-les globules rouges pour tester I’activité cytotoxique sur la membrane érythrocytaire.
Un prélevement sanguin a été effectué sur un sujet sain et conserver dans un tube héparine

afin d’éviter sa coagulation.

1.1.2. Matériels de laboratoire
En plus du matériel conventionnel de laboratoire nous avons utilisé entre autre :
-I’évaporateur rotatif pour €liminer les solvants ;
- le microscope optique pour visualiser les cellules méristématiques d’oignon ;
-un lyophilisateur qui a permis d’avoir nos extraits aqueux ;
-un bain marie, une centrifugeuse, et un spectrophotometre utilisé pour les dosages ;

-ampoules & décanter qui nous a permis d’obtenir les fractions d’alcaloides.
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1.1.3. Réactifs et solvants

Matériels et méthodes

Les réactifs et solvants utilisés lors de 1’étude de 1’activité antimitotique et cytotoxique

des alcaloides et d’extrait aqueux sont cités dans le tableau I.

Tableau | : Les réactifs et solvants utilisés.

Composés
Carmin acétique

Ethanol+acide acétique
Eau distillée
Colchicine
Quercétine
Carbonate de sodium

Saponine

Acide chlorhydrique
Chlorure ferrique
Chlorure d’aluminium

Eau physiologique

L’éther de pétrole
Méthanol

Chloroforme.

Concentration
/

viv:
1/3(Alcool/A.acétique)

/
Img/ml
Img/ml

5%
Img/ml
32%
5%
2%

9%

Pur
99.7%

Pur

réle
solution de
coloration
solution de fixation
témoin négatif
témoin positif
/

basification

agent hémolytique

acidification
catalyseur
diluant

maintien 1’équilibre
osmotique

Extraction

Activité

- Antimitotique
-l’intégrit¢t =~ membranaire
érythrocytaire.

Dosage des alcaloides et

flavonoides

Solvants
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1.2. Méthodes utilisées
1.2.1. Préparation des extraits

Les plantes sont d’abords débarrassées de toutes impuretés (terre, parties mortes,
plantes parasites, etc.), séchées puis broyées. 10 g de la poudre vegétale de feuilles de
Peganum harmala est mise dans un Erlen contenant 100 ml d’cau distillée et mise a macérer
pendant 24h puis nous 1’avons filtré. Le filtrat récupéré a été centrifugé a 2500 tours pendant

10 min afin de récupérer le surnagent qui constitue I’extrait a queux.

1.2.2. Extraction aqueuse
La figure 12 présente la méthode suivis pour 1’obtention du lyophilisat de poudre des feuilles
de Peganum harmala L. Deux concentrations différentes, 4md/ml et 10mg/ml, solubilisées

dans I’eau ont été préparées.

Og de poudre
Verbascum sinuatum
+100ml d’eau distillée

Macération 24 heures

Congeler pendant 24 heures
la solution récupérée

Lyophilisat (extrait aqueux

Figure 12 : Préparation de I’extrait aqueux a partir de feuilles de Peganum harmala L.

1.2.3. Extraction des alcaloides

Pour extraire les alcaloides totaux, nous avons utilisé la méthode conventionnelle de
HARBONE (1998). Une quantité de la poudre des feuilles de Peganum harmala a été extraite
par du méthanol pendant 24h. Le résidu a été évaporé a sec a 60°C puis repris par du
chloroforme et acidifié par du HCI a 5% a pH=3. La phase aqueuse acide a été extraite par du
chloroforme et basifiée par du Na,COs a 5% a pH=9. La phase chloroformique est ensuite
évaporée. Le résidu sec qui représente les alcaloides totaux est repris par du chloroforme.
La figure 13 résume les principales étapes d’extraction des alcaloides totaux.
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@ (24h)
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A
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[ Résidu récupeéré par 10ml de chloroforme ]

@ Acidification par Hcl a 5% ; pH=3
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Figure 13 : Schéma d’extraction des alcaloides totaux (HARBONE, 1998).
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1.3. Dosage spectrophotométrique des alcaloides et des flavonoides
1.3.1. Les Alcaloides

L’estimation de la teneur en alcaloides a ¢été effectuée par la méthode
spectrophotometrique suivant le protocole de PATEL et al(2015) et TABASUM et al (2016).
Une courbe étalon a été réalisée avec la colchicine pour des concentrations 10 et 100 pg/ml.
La spectrophotométrie permet I'étude de solutions colorées dans I'infrarouge (1 100 nm au
maximum), dans le visible et dans l'ultraviolet (190 nm).

L’intensit¢ de la couleur dont I’absorbance maximale est de 380 nm est
proportionnelle a la quantité d’alcaloides présents dans la fraction végétale et I’extrait aqueux
des feuilles de Peganum harmala L. L’absorbance est mesurée contre un blanc contenant tous
les réactifs sauf nos extraits.

La concentration des alcaloides de nos extraits est déterminée par extrapolation sur la
courbe étalon.

Les résultats sont exprimés en microgrammes d’équivalent de colchicine par

milligramme d’extrait (ug eq colchicine/ml fraction) (Figure 14).

0,8 y=0,0072x
R?=0,9885
0,7 *
0,6 *
0,5
)/
0,4

Les absorbances a 380nm

0,3

0 20 40 60 80 100 120

Concentrations de la colchicine (ug/ml)

Figure 14 : Courbe étalon de colchicine
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1.3.2. Flavonoides
Nous avons utilisé la méthode de BAHORM et al., (1996), qui ce résume dans le

schéma suivant :

r e courbe

* pendant 10

, e INcubation
* Iml de

I'ecgantillon « 1ml solution [nin a t « lecture des
otu éj | alcl3 a 2% embperatl ure absorbances
stanaar dans du ambiante a 430 nm

Figure 15 : Schéma d’extraction des flavonoides (BAHORU et al, 1996)

Les concertations des flavonoides sont déduites a partir de la gamme d’étalonnage
établie avec la quercétine, et sont exprimées en microgramme équivalents de quercetine par

milligramme d’extrait (mg eq/mg extrait) (Figure 16).

1,2
y = 0,0175x
R2=0,9809
1 ' e
£
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T
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© 0,6
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()
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/
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Concentrations de la quecetine (pg/ml)

Figure 16 : Courbe étalon de la quercetine .
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1.4. Activités biologiques
1.4.1. L’activité antimitotique

Obtenus du marché local, des bulbes d’oignon Allium cepa L. (2n = 16) de méme
calibre sont soigneusement debarrassés de la partie brunatre, placés dans des béchers
contenant de I’eau pendant 72 heures a température ambiante du laboratoire.

Apres germination, les apex racinaires d’un centimétre (1 cm) de long sont fixés dans
une mixture fraichement préparée d’un volume d’acide acétique et de trois volumes d’éthanol
95% (1 : 3 V/V) pendant 45 min, puis le surplus est enlevé. La fixation a pour but de bloguer
toute évolution de divisions cellulaires et permet de conserver 1’intégrité structurale des
chromosomes (JAHIER, 1992). Le carmin acétique est utilise pour sa double action de
fixateur/colorant et permet l'observation des noyaux.

A T’aide d’un scalpel, la partie méristématique hydrolysée et colorée (2 mm
environ) est isolée, déposée sur une lame dans une goutte de carmin acétique a 45%.
L’échantillon ainsi préparé est écrasée entre lame et lamelle en tapotant doucement avec le
bout d’une allumette, afin d’obtenir un bon étalement des cellules. L’observation se fait au
microscope optique au grossissement 400. Les lames sont observées de droite a gauche et du
haut vers le bas. Le comptage des cellules normales ou aberrantes est réalisé sur des cellules
par concentration en extrait a raison de 350 cellules par apex racinaire, en prenant en compte
les phases de la division cellulaire : prophase (P), métaphase (M), anaphase (A) et télophase
(T).

Les étapes suivies pour la réalisation du test d’Allium cepa sont réalisés suivant le
Protocol de SHWETA et al.; (2012) et OUZID et al., (2018) ( Figure 17).
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Bulbes d’oignons + eau

Germination

Y
Sélection des racines uniformes (pointes)

v 48 a 72h a température ambiante
Racines sélectionnées +extrait ou colchicine

Fixation avec une solution de fixation composeé de : acide acétique éthanol (1 :3)

A 4
Coloration avec du carmin acétique

Observation au microscope optique (X400)

A 4

Comptage des cellules en division cellulaire
(Prophase, métaphase, anaphase et télophase)

Figure 17 : Schéma de I’évaluation de 1’activité antimitotique (SHWETA et al., 2012).
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L’analyse cytogénétique est réalisée par 1’évaluation de quatre (4) parametres

biologiques. Pour chaque échantillon, 5 essais ont été réalisés. Les parameétres evalués sont :

-Indice mitotique (IM)
Cet indice consiste a comptabiliser le pourcentage des cellules arrétées en mitose sur
le total des cellules examinées (350 cellules) (SHWETA et al ., 2012).

Nombre de cellules en division
IM%= X100
Nombre de cellules examinées

- Indice des phases (IP)

Cet indice est calculé afin de déterminer le pourcentage des cellules dans chaque phase
de la mitose (Prophase, Métaphase, Anaphase et Télophase) (GLINSKA et al., 2007 ;
FASLA, 2009).

Nombre de cellules en différentes phases
IP%= X100
Nombre total de cellules examinées

- Indice des aberrations (1A)
Les aberrations chromosomigues rencontrées sont de différents types :

AG (agglutination chromosomique), CB (cellules binuclées), AL (allongement des
cellules), PC (pont chromosomique), FR (fragmentation chromosomique), DP
(désorganisation de la plaque équatoriale en métaphase), CG (cellules gigantesque), CS
(cellules sans noyau), CA (corps apostoliques), AC (absence de cytodiérése).

L’indice des aberrations (1A%) est calculé selon RACUCIUR et CREANGA (2007)

comme suit :

Total des aberrations chromosomiques
1A%= X100
Total des cellules analyses
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- Valeur limite de cytotoxicité
La Valeur limite de cytotoxicité (VLC %) est calculée selon la méthode de SHARMA
(1983), PANDA et SAHU (1985) et ANTONSIE-WIEZ (1990) a partir de la formule

suivante:

IM des cellules traitées
VLC%= X100
IM des cellules témoin

1.4.2. Evaluation de I’effet de la fraction d’alcaloides et de I’extrait aqueux sur la

membrane érythrocytaire

Dans le présent travail le recours a I’utilisation de globules rouges vise a étudier
I’action des extraits d’alcaloides de Peganum harmala sur P’intégrit¢ membranaire

érythrocytaire. Pour cela nous avons suivi le protocole de DUCHNOWICZ(2012).

1.4.2.1. Préparation de la suspension d’hématies a 2%

Du sang frais a été prélevé d’un volontaire sain dans des tubes héparines. Le sang est
centrifugé a 2500 tours pendant 5min. Apreés élimination du plasma, le culot est lavé trois fois
par une solution isotonique (NaCl a 0.9 %). A chaque lavage, la suspension érythrocytaire est
homogénéisée puis centrifugée a 2500 tours pendant 5 min. A I’issue de la derniére
centrifugation le culot cellulaire des globules rouges est reconstitué sous forme de suspension

a 2% avec la solution isotonique.

1.4.2.2. Action sur la membrane érythrocytaire

L’action des extraits analysés a savoir la fraction des alcaloides et les extraits aqueux
est déterminée par sa capacité a lyser la membrane érythrocytaire. Cette cytolyse est appréciée
par la quantit¢é d’hémoglobine libérée. Pour cela nous nous somme baser sur la méthode
d’écrite par DUCHNOWICZ(2012).

1ml de la suspension érythrocytaire a 2% est mise au contacte pendant 20 min avec
I’eau physiologique (témoin négatif), saponine (témoin positif) et sur deux échantillons, la
fraction d’alcaloides et I’extrait aqueux a 4mg/ml et & 10mg/ml. Apres 20 min d’incubation,
et apres centrifugation a 2500 tours, nous avons déterminé ensuite la densité optique du

surnagent a 560nm selon le protocole annoncer dans la figure 18.
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1ml de la suspension érythrocytaire a 2%

Ny N N

1 ml de 1 ml d’eau 1 ml
saponine physiologique d’échantillon

~N /

Basculer pendant 20 min

Centrifuger a 2500trs/5min

v

Lire les absorbances a 560 nm contre un blanc qui contient que de 1’eau physiologique

Figure 18 : Les différentes étapes du test de 1’activité hémolytique selon le protocole
DUCHNOWICZ(2012).

Les densités optiques obtenues sont proportionnelles a la quantité d’hémoglobine
libérée. A partir des densités optiques, nous avons calculé le pourcentage d’hémolyse selon le
la formule ci-dessous. Les valeurs obtenues permettent d’évaluer la cytotoxicité de différents

extraits, vis-a-vis des membranes des globules rouges humains.
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DOe -DOs
% d’hémolyse = X100
DO+

-DOk: absorbance de 1’échantillon ;
-DOg : absorbance de I’extrait végétal et eau physiologique (sans suspension de globule
rouge) ;

-DOr-+ : absorbance du témoin positif qui est la saponine.

1.5. Analyses statistiques des résultats
Les résultats obtenus dans notre étude, sont soumis a un test spastique d’ANOVA a un
seul facteur, au seuil o= 5%, en utilisant le logiciel STATISTICA, afin de déterminer la

significativité de nos résultats.
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I. Résultats et discussions
2.1. Dosage spectrophotométrique des alcaloides et des flavonoides
2.1.1. Dosage des alcaloides
Les concentrations des alcaloides sont déduites a partir de la gamme d’étalonnage

établie avec la colchicine, et sont exprimées en microgramme équivalents de colchicine par
millilitre de la fraction des alcaloides (ug EC/ml fraction)

La concentration en alcaloides totaux est de 220 pg EC/ml de fraction dans la fraction
alcaloides. Par contre, leur teneur au niveau de 1’extrait aqueux est estimée a 28,42 ug EC/mg
d’extrait. Cette différence pourrait étre di a la méthode d’extraction utilisée pour la fraction,

qui s’avere plus efficace avec 1’utilisation de solvants organique (Annexe 1).

2.1.2. Dosage des flavonoides dans I’extrait aqueux

Les concentrations des flavonoides sont déduites a partir de la gamme d’étalonnage
établie avec la quercétine, et sont exprimées en microgramme équivalents de quercetine par
milligramme d’extrait (g EC/mg d’extrait) .

Le dosage des flavonoides dans 1’extrait aqueux a révélé une concentration de 12.52 ug
EQ/mg d’extraits (Annexel).

2.2. Etude de I’indice mitotique et de I’indice de phase

L’analyse des cellules méristématiques d’4 cepa traitées par notre fraction extraite des
feuilles de Peganum harmala L. révéle une diminution remarquable de I’indice mitotique
(Figure 19). Le taux a atteint 36.60+1.47% ce qui correspond a moins de la moitié de celui
calculé pour le témoin négatif (92.20+1.34%). Cet indice se rapproche de la valeur de I’indice
mitotique des racines traitées avec le témoin positif qui est de 35.00£1.16%, avec la
dominance de la prophase dont 1’indice de phase est égal a 119.40+6.87 %. Notons que
I’indice de métaphase est nul pour la fraction des alcaloides et les extraits aqueux (Tableau
.

L’analyse des extraits aqueux aux différentes concentrations de 4 mg/ml et de 10
mg/ml révele également une diminution de I’indice mitotique avec des valeurs successive de
32.24+0.73 % et de 40.2+2.55 %. Ces valeurs sont faibles comparées au témoin négatif. Nous
observons aussi que I’indice mitotique des cellules meristématiques d’Allium cepa traitées
avec I’extrait aqueux a 4mg/ml est le plus faible et se rapproche le plus de la valeur du témoin

positif (35.00+1.16). L’analyse réveéle également la dominance de la prophase (Figure 20).
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avec des indices de phases de 102.6£1.65% a la concentration 4mg/ml et de 117.4+5.33% a
10mg/ml avec I’absence de métaphase (Tableau I1).

L’indice mitotique est considéré comme un parameétre permettant d’estimer la
fréquence de la division cellulaire (MARCANO et al., 2004). La diminution de I’activité
mitotique chez les cellules méritématiques racinaires d’Allium cepa L. indique un effet
mitodépressif de la fraction et des extraits aqueux de Peganum harmala L. De pareils effets
mitodépressifs ont été observés chez des cellules méristématiques d’A. cepa traitées par des
extraits aqueux de cing plantes médicinales utilisées en pharmacopée Nigérienne
Azadirachta indica A. JUSS ; Morinda ludica Benth ; Cymbopogon citratus DC. Stapf,
Mangifera indica L. et Carica papaya L. aux concentrations suivantes : 1, 2.5, 10, 20 % (m/v)
(AKINBORO et BAKARE, 2007). La réduction de I’activité mitotique pourrait étre due a
I’inhibition de la synthése de I’ADN et des nucléoprotéines du systeme biologique
(CHAUHAN et al., 1998) et a la modification ou une altération dans 1’expression de certains
génes. (SIDDIQUI et al., 2007).

L’augmentation du nombre de prophases chez des cellules d’A. cepa traitées par les
extraits aqueux et la fraction des feuilles de Peganum harmala laisse suggérer selon
D’AMATO(1954), que cela est di, soit a une durée de traitement trop longue, soit a
’utilisation de doses trop élevées, ce qui aboutit au ralentissement de 1’entrée aux autres

stades de la mitose, notamment, la métaphase, I’anaphase et la télophase.

L’analyse statistique type ANOVA des indices mitotiques des différents extraits a
montré des différences significatives entre I’extrait aqueux a 4mg/ml et 1’extrait aqueux a 10
mg/ml (P=0.02). La différence est significative entre la fraction alcaloides et 1’extrait aqueux
a 4mg/ml (P=0.04). Par ailleurs, des différences hautement significatives ont été observées
entre le témoin positif et le témoin négatif (P=0.00), entre le témoin négatif et la fraction
alcaloides (P=0.00), entre le témoin négatif et I’extrait aqueux a 10 mg/ml (P=0.00), ainsi que
pour le témoin négatif et I’extrait aqueux a 10 mg/ml (P=0.00). Cependant, des différences
non significatives ont été observées pour les indices de phases que ce soit pour les extraits

aqueux que pour la fraction d’alcaloides (Annexe 4).
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Figure 19: Histogramme montrant la diminution des indices mitotiques.
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Figure 20: Histogramme des indices de phases.

Tableau(ll) : Indices mitotiques et indices de phase

Indices %

P+E

s M=ES

A+ES T+ES

Témoin 35,00+1,16
positif

Extrait

aqueux 32.20+0,73
4mg /ml

32,28+1,73

102.60£1.65

0,11+0,05

0,00+00

0,28+0,13 2,85%0,70

0,40+0,108 6,80+1,032

IM: indice mitotique, P: prophase, M: métaphase, A: anaphase, T: télophase
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2.3. Etude des aberrations et anomalies chromosomiques

2.3.1. Les aberrations chromosomiques

L’analyse cytogénétique des cellules méristématiques d’Allium cepa traitées par la
fraction et les extraits aqueux des feuilles Peganum harmala L. indique la présence de
différents types d’anomalies de la division cellulaire (Figure 21). Ces anomalies sont
exprimées par des taux variables d’indice d’aberration par rapport au témoin positif

(colchicine) (Tableau I11). Les principales anomalies observées sont:

agglutination chromosomique (Figure 22 AG) : le taux de cette aberration est plus
élevé pour les cellules méristématiques d’A//ium cepa traitées pat I’extrait aqueux a
4mg/ml (14.74 £0.87%) comparé au temoin positif (5.60 £1.42%). Par contre il est
supérieur au témoin positive pour les cellules méristématiques d’Allium cepa traitées
avec la fraction et I’extrait aqueux a 10mg/ml avec des taux de 12.62+0.77% et
8.17+1.28% respectivement ;

cellules binuclées (Figure 22 CB) : comparé au témoin positif qui a un indice
d’aberration de 0.74 £0.66 %, I’extrait aqueux a 4mg/ml présente un indice plus
important de I"ordre de 1.25+0.33%. Cette aberration n’a pas été observée chez les
cellules traitée par I’extrait aqueux a 10mg/ml. Par contre cet indice est de 0.22+0.1%
pour la fraction alcaloide, inferieure a I’indice du témoin positif ;

allongement des cellules (Figure 22 AL) : cette aberration n’est observée que chez
les cellules traitées par I’extrait aqueux a 10mg/ml avec un indice de 0.74+0.55%, qui
se rapproche de I’indice d’aberration du témoin positif (0.86 +0.48%) ;
fragmentation chromosomique (Figure 22 FR) : les indices de cette aberrations
sont relativement faibles pour la fraction (0.17+£0.07%) ainsi que pour 1’extrait aqueux
a 4mg/ml et a 10mg/ml (0.45+0.45%) comparativement au témoin positif. L’indice le
plus faible est observé chez les cellules méristématique d’Allium cepa traitées avec
I’extrait aqueux a 4mg/ml qui est de 0.05 +0.05 % comparer au témoin positive (1.89
+0.55%) ;

désorganisation de la plaque équatoriale en métaphase (Figure 22 DP) : I’extrait
aqueux a 10mg/ml présente 1’indice le plus élevé (0.85+£0.20%) par rapport au témoin
positif (0.23 * 0.14%). Par contre cet indice est inferieur a celui du témoin pour la

fraction alcaloide (0.11 +0.05%) et I’extrait aqueux a 4mg/ml (0.17 £0.03%) ;
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- cellules gigantesque (Figure 22 CG) : I’indice de cette aberration est inférieur a celui
du témoin positif pour les cellules traitées par la fraction alcaloide et I’extrait aqueux a
10mg/ml. Pour I’extrait aqueux a 4 mg/ml aucune aberration de ce type n’est
observée ;

- corps apoptotique (Figure 22 CA): I’indice de cette aberration pour la fraction
alcaloide est égal a celui rencontré chez le témoin positif est correspond & 0.17 +0.15.
Aucune aberration n’est observée avec les autres extraits (Annexe2).

Les aberrations chromosomes observées indiquent I’effet de 1’extrait aqueux et de la
fraction des feuilles de Peganum harmala L.sur 1’organisation de la chromatine. Ceci qui peut
étre en relation avec des troubles dans la quantité des histones, ou autres protéines,
responsables du contrdle de la structure de la chromatine nucléaire (STRYER, 1997). La

condensation de la chromatine peut étre produite suite a des conditions de stress (FUSCONI
et al., 2006).

L’analyse statistique type ANOVA a montré des différences non significatives entre
les indices d’aberrations pour nos différents extraits, traduisant ainsi un effet similaire de nos

extraits avec la colchicine (témoin positif) (Annexe 3).
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Figure 21 : Histogramme des différentes aberrations observées sous 1’effet des 1’extrait

aqueux et de la fraction d’alcaloides des feuilles de Peganum harmala L.

Tableau Il : Indices d’aberrations et anomalie rencontrées
Indice
d’aberra- Total
tions % AGZES CBES | AL+ES | PC:ES | FRES | DP#ES | CG#ES | CStES | CA*ES | AC#ES | .o

Fraction 12,62+ 0,22+ 0,00+ 0,00+ | 0,17+ 0,11+ | 131+ 0,00+ | 017 = 0,0+ 14,6 +
0,77 0,10 0,00 0,00 0,07 0.05 0,28 0,00 0,07 0,00 1,34

Extrait
aqueux 8,17+ 0,00+ 0,74+ | 0,00+ | 0,45% 0,85+ | 15+ 0,00+ | 0,00+ | 0,0+ 11,71+

(10mg/ml) | 1 >g 0,00 055 000 045 020 084 000 000 000 |332
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Figure 22 : Les différentes aberrations observees chez les cellules méristématiques

d’Allium cepa , vues sous microscope optique (X400) .

AG : agglutination chromosomique .FR: fragmentation chromosomique. DP: désorganisation de la
plaque équatoriale en métaphase. CG: cellules gigantesque .CA: corps apoptotique, CB : cellule binuclée,

AL :cellules allongé . CS : cellules sans noyau

2.4. Valeurs limites de cytotoxicité

Le tableau VI regroupe les indice mitotique (IM %) et valeur limite de cytotoxicité
(VLC %) des cellules méristématiques d’Allium cepa traitées par ’extrait aqueux et la

fraction des alcaloides des feuilles de Peganum harmala L. comparés au témoin positif.

TableaulV : les valeurs limites de cytotoxicité

Echantillon IM=ES % VLC+ES

3.6:1.47 39,69 £1.69

Extrait agueux
(10mg/ml)

40.2+2.55 34.92+0.71
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Quand I’indice mitotique diminue en dessous de 22% du témoin il provoque ce qu’on
appel «’effet 1étal» sur les organismes test (ANTONSIEWICZ, 1990). 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 seul 1’extrait aqueux a 4mg/ml des feuilles
de P. harmala L. qui est considéré comme sublétal pour les cellules d’A. cepa, Un tel résultat
a était signaler par FASLA (2009)

L’analyse statistique type ANOVA a montré des différences significatives entre la

VCL de la fraction et celle de I’extrait aqueux a 4mg/ml est avec P=0.03 (Annexe 4)

2.5. Evaluation de l’effet de la fraction d’alcaloides et de I’extrait aqueux sur la
membrane érythrocytaire

L’évaluation des activités biologiques des extraits naturels, nécessite une étude de
’activité hémolytique (GREEN, 2004 ; NCUBE et al., 2008).

Le tableau V représente les pourcentages d'hémolyse des fractions a deux concertations
différentes, des extrais aqueux a 4 et 10 mg/ml et du témoin positif. Les fractions d’alcaloides
totaux ont montré des pourcentages d'activité hémolytique variant entre7, 3% et7 ,5%. Ces
taux sont inférieurs au pourcentage d’hémolyse tu témoin positif (100%). L hémolyse est plus
importante pour les globules rouge traitées par les extraits aqueux comparée a celles traitées
par la fraction. L'hémolyse maximale a été observée dans les cellules traitées par I’extrait
aqueux a 10mg/ml (12.94%) considéré comme étant le plus toxique vis-a-vis des globules
rouges. mais ce pourcentage reste faible comparé au témoin positif. Ceci suggere que les
fractions et les extraits aqueux utilisés présentent une faible toxicité.

Nos résultats sont en accord avec les conclusions de RENGASAMY et al., (2013) qui ont
montré que les extraits aqueux, de plusieurs plantes étudiées, ont des effets hémolytiques
faibles contre les érythrocytes humains.

Tableau V : Les pourcentages d’hémolyse des fractions alcaloides et des extraits aqueux

DO=xES % d’hémolyse
Témoin negatif 0000 0
Témoin positif 1.8+00 100
Fraction 1 0.136+0.02 7.5
Fraction 2 0.132+0.01 7.3
Extrait aqueux a 4mg/ml 0.165+0.003 10.38
Extrait aqueux a 10mg/ml 0.233+0.01 12.94
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CONCLUSION GENERALE



Notre travail qui a porté sur I’étude de I’activité antimitotique et génotoxique des
extraits aqueux et de la fraction des alcaloides des feuilles de Peganum harmala L., réalisées
sur les apex racinaires d’Allium cepa a montré: I’accumulation des cellules au stade
prophase, la présence de chromosomes agglutinés, la présence de cellules a noyaux déformés,
un effet cytotoxique sur les cellules, la présence de cellules a noyaux condensé, la suppression
anormale du noyau et la fragmentation du cytoplasme et du noyau cellulaire.

Un effet mitodépressif sur les cellules méritématiques racinaires d’Allium cepa L. a été
également observé avec 1’extrait aqueux et la fraction des alcaloides des feuilles de Peganum
harmala L. avec un effet sublétal de I’extrait aqueux a 4mg/ml.

Nous nous sommes également intéressés a évaluer I'activité hémolytique des extraits et

de la fraction des feuilles de plante Peganum harmala L. vis-a-vis des globules rouges
humains.
Les tests d'hémolyse réalisée par la méthode spectrophotométrique ont montré que 1’extrait
aqueux a 10mg/ml présente un effet hémolytique plus important comparativement a 1’extrait a
4mg/ml et a celui de la fraction. Les tests biologiques, réalisés in vitro, sur des érythrocytes
isolés du sang humain, en présence des extraits aqueux et la fraction des alcaloides aux
différentes concentrations, montre un effet faiblement toxique. Peganum harmala L. peut
donc étre utilisé a des concentrations bien étudiées, dans les domaines thérapeutiques et
pharmacologiques.

Il est serait judicieux d’examiner l’effet des extraits aqueux et de la fraction
d’alcaloides sur d’autres systémes eucaryotiques et par d’autres approches expérimentales,
afin d’obtenir des informations additionnelles sur I’activité biologique de ces extraits, et qui
devraient contribuer a I’élucidation de leurs mécanismes d’action. De telles approches
pourraient comprendre, a titre d’exemples :

-la technique de cytométrie de flux, pour déterminer plus précisément le degré de
ploidie des noyaux ;

-il est intéressant aussi d'approfondir cette étude par purification des molécules
phytochimiques responsables de I'activité biologique et évaluer leurs effet toxique in vivo.

- une étude toxicologique approfondie est nécessaire afin de pouvoir cerner tout effet

indésirable et mieux identifier les sites d'action des substances actives.
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Annexe 1

Dosage spéctrophotométrique des alcaloides et des flavonoides
1. Dosage des alcaloides
1.1. Fraction
L’équation de la courbe d’étalonnage : Y=0,007X
DOr =1, 54 ]1,54=0.007X ——> X=220 ug EC/mg.
Y=1,154 }
1.2. Extrait aqueux
DOe= 0,199 0,199=0.007X =——> X=28,42 ug EC/mg.
Y=0,199 }
2. Dosage des alcaloides dans I’extrait aqueux

L’équation de la courbe d’étalonnage : Y=0.017X

DOr =0,32=Y =——> X=12.52 mg eqg/mg.



Annexe 2

L’activité antimitotique

Tableau des indices mitotiques

Témoin Témoin fraction Lyophilisat | Lyophilisat

negatif positif (20mg/ml) (4mg/
ml)

P 310 127 114 109 100
M 0 0 0 0 0

T 0 1 2 3 1

A 4 2 10 8 14
IM 90% 37% 36% 48% 35%

P 303 100 99 104 110
M 8 1 0 0 0

T 6 0 0 1 0

A 20 16 10 12 1
IM 96% 33% 31% 33% 31%




Tableau des aberrations

Témoin positif Fraction Lyophilisat Lyophilisat

10mg/ml 4dm

IM =37% IM=36% IM=48%
AG 30
FR 3 CG1
DP 1 DP 5
CP1 AG 20

IM= 33% IM=31% IM=33%
AG 17
FR 10 CA 3 DP 5
CG 22 AG 50 CG 11
CS 8 AG 40
CB 13

Tableau des indices mitotiques des différentes phases mitotiques.

g/ml

IM=35%

AG 60
DP 3

IM=31%

CB6
AG 50
FR1

échantillons | Témoin Colchicine Fraction Lyophilisat | Lyophilisat

négatif (4mg/ml)

(10mg/ml)




Tableau des indices d’aberrations

Aberration colchicine Fraction ' Lyophilisat Lyophilisat
(4mg/ml) (10mg/ml)

T- T+ Fract | Extrait Extrait
ion aqueux aqueux
(4mg/ml) (10mg/ml)



Annexe 3

Action sur la membrane érythrocytaire
Les densités optique on été tester a deux concentrions différentes de 4 et 10 mg/ml a
fin de déterminer le pourcentage d’hémolyse dans la fraction des alcaloides et dans les extraits
aqueux, comme suite :
Fraction
A 4mg/ml (40%) :

DO=0.136
DOt=1.8

100% —» 1.8 % d’hémolyse =7.5%
X — 0.136

A 10mg/ml (100%)

D0=0.132
DO7=1.8

100%—> 1.8 % d’hémolyse =7.3%
Y —» 0132

Extrait aqueux la lecture des DO a été effectuer a deux concentrations différentes de
4et10 mg/ml
A 4mg/ml:

Blanc=0.022

D0O1=0.075 ecart type
D02=0.062 DO0=0.165 avec ES=

D03=0.050 \l 3

100% —» 1.8 % d’hémolyse =10.38%
Y — 0.165

A 10 mg/ml :

Blanc =0.034

DO01=0.067
D02=0.124
DO03=0.076

100% — 1.8
Y —» 0.233

ecart type
(3

} % d’hémolyse =12,94%

D0=0.233 avec ES=



Annexe 4

Tableaux des testes statistiques sur STATISTICA

1) Test pour les indices mitotique

SC  |Degr. de McC E p SC  |Degr. de mC F p
Effet Liberté | | | Effet Liberté | | |
ord. origine [ 14516 10] 1/ 14516,10 579,4850| 0,000000.  ord. origine | 11833 601 1/ 11833,60  1314,844| 0,000000
"FEQ10" ‘ 22 50 1 2250 0.8982 0.371009 "FEQ4" 48,40 1 48,40 5,378 0,048996
Erreur 200.40 8 25.05 Erreur 72.00 8 9.00
SC  |Degr. de MC F
Effet Ligerté | ’ | ° . . sC E:fg;-nqe ‘ MmC ’ F ‘ p
rd. origine [12885.10 1/ 12888,10| 687,3653| 0,000000 =1 iberte | | ,
%g‘m'_'em! 1 13690 73013 0.026935; ord. origine (4277160 1/ 42771,60 1163,853 0,000000
Emeur | 150,00 8 18.75 B -F 718240 1 718240 195439/ 0,000001
SC  |Degr.de | MC r P SC  |Degr.de | WMC F P
=ffet Liberté | | I ffet Liberté | |
ord. origine | 3568840 1/ 38688,40| 5566,676 0,000000 rd. origine [43428.10 1/43428,10/ 1888178/ 0,000000
TEQ4 [ 9000.00 1/ 9000,00 1294,964| 0,000000 -EQ10 6916,90 1/ 6916,90 300,735 0,000000
Srreur 55 60 8 695 rour 184 NN [ 27 NN
SC |Degr.de | MC F P SC  |Degr.de | MC F p
~ffet Liberté l | ffet Liberté | | |
ord. origine [40576.90 1/ 40576,90| 4533,732 0,000000 ~'rd. origine | 12816.40 1] 12816,40| 1077.008| 0,00000C
r+T- 8122,50 1/ 8122,50/ 907,542/ 0.000000 *F 6.40 1 640 0,538 0.484273
Zrreur 71 60 8 8 05 rreur 95.20 8 11.90
SC | Degr. de [ F p SC | Degr. de mC F p
et Liberts | | | Efft Liberté | | |
ord. origine [13912 901 1 13912.90 642.6282| 0,000000 ord. origine [ 11289.60 1/ 11289,60| 2016,000/ 0,000000
T+EQ10 52.90 1 5290 24434 0156646 T+EQ4 [ 19,60 1 1960 3,500 0,098282
Erreur 173.20 8 2165 Erreur 44 80 8 560




2) Test pour les indices de phases

SC  |Uegr. de [ F p SC | Degr. de MC F p
Effet Liberté | | | Effet Liberté ’ ’ ’
ord. origine [3207.323 1 3207.323| 15,62801 0,000324 ord. origine [2931.600] 1/2931,800 15.56367| 0,000332
“Varl" 4692 1 4692 0,02286 0,880613 EQ410 | 21.653 1 21,653 0,11495 0,736447
Erreur 7798.705 38 205,229 . Emeur 7158.233 38 188,375 "
_ SC Dggr. d.e ’ MC | F | P SC  |Degr. de MC F p
f.fﬁt origine [ 9519.76 Hee 11 9819,762| 13,04253| 0,000877 S =i |
Ll L L : : : : _ori 9333.02 1/ 9333,025| 12.67991 0,001014
TF 199163 11991,627 2,64526 0,112125 ‘T’;‘E’ﬁgm—ew e
Erreur 28610,31 38 752,903 Esi 57059 64 58l 736048 =
m » »
SC  |Degr.de | MC E P SC |Degr. de ‘ MC I - p
Eﬁ:t igine [10253.76 IJberte1 10253,76. 13,48807 0,000736 Efel Liberte |
ord. origine [ 10253761 . .76/ 13, 0, ord. origine [ 9990.02 1/ 9990.024 | 13.26825 0,000803
EEGTN—. 1802,36) 1] 1802,98| 2,37168| 0131841 [774 1916,01 11916,010 2,54475 0,118946
Emeur 28887,98 38 760.21 Erreur 2861123 38 752927 |
SC  |Degr. de mC F p SC  |Degr. de MC E p
=ffet Liberté | | | Effet Liberté | ’ |
ord. origine 3060.575! 1 3060,575| 15,46167 0,000345 ord. origine (2791573 1 2791,573| 15,41526  0,000351
“Var1" . 0,732 1 0,732 0,00370 0,951838 “Var1" 11,172 1 11,172 0,06170 0,805174
Erreur 7521,949 38 197,946 Erreur 6881477 38 181,091
SC [Degrde | MC | F p
Effet Liberté
ord. origine 3304 942 1 3304.942 16.,10178 0,000272
“Var1” 1,718 1 1,718 0,00837 0,927583
Ereur 7799,621 38 205,253




Effet

3) Test pour les indices de d’aberrations

sSC

MC F p

Liberté

ord. origine

T+

1,0914

Erreur

Effat

433,2945

[128,1641
L ]

1/ 125,1641| 5,915795 0,024522
11,0914 0,050375 0,52468%
200 21,6647

Effet

s5C

Degr. de
Liberté

MC F P

ord. origine

[ 101.6950
[ ]

11 101,6950) 6,937419 0,015514

T+EQ10

Erreur

Degr. de p
Liberté

0,0368 1
2893,1782 20

0,0368
14,6589

0,002512 0,960527

s5C

Degr. de MC F p

Liberté

ord. origine

[ 144 0768
L

T+EQ4

2,9823

Erreur

Effet

5217909

1/ 144,0768 | 5,522397| 0,029152
12,9823 0,114308 0,738814
20 26,0895

Degr. de MC F p

Liberté

ord. origine

"FEQ4"

0,4655

Erreur

682,9473

[170,2473
[ ]

11 170,2473| 4,985664 | 0,037148
10,4655 0,013631 0,908222
200 34,1474

Effat

123 8564

15201
4543345

1 123,8564 | 5 452210 0,030078
11,5291 0,067311 0,797944
200 227167

Degr. de p
Liberté

ord. origine

[139.5073
]

"EQ4EQ10"

3,6818

Erreur

h42,830%

11 139,6073| 5139990 0,034620
13,6818 0,135652 0,716511
200 271414




Résumeé

L’effet antimitotique et génotoxique d’extraits aqueux et des alcaloides de feuilles de
Peganum harmala L. a été évalué sur des cellules méristématiques d’apex racinaires d’Allium cepa L.

Un effet mitodépressif sur les cellules méritématiques racinaires d’Allium cepa L. a été
observé avec 1’extrait aqueux et la fraction des alcaloides des feuilles de Peganum harmala L. avec un
effet sublétal de I’extrait aqueux a 4mg/ml. L’évaluation de 1'activité hémolytique des extraits et de la
fraction de Peganum harmala L. vis-a-vis des globules rouges humains par la méthode
spectrophotométrique a montré que ’extrait aqueux a 10mg/ml présente un effet hémolytique plus
important comparativement a ’extrait & 4mg/ml et a celui de la fraction. Les tests biologiques,
réalisés in vitro, sur des érythrocytes isolés du sang humain, en présence des extraits aqueux et la
fraction des alcaloides aux différentes concentrations, montre un effet faiblement toxique. Peganum
harmala peut donc étre utiliser a des concentrations bien étudiées, dans les domaines thérapeutiques et
pharmacologiques car 1’é¢tude toxicologique est une étape importante afin de pouvoir cerner tout effet
indésirable et mieux identifier les sites d'action des substances actives.

Mots clés : Peganum harmala L., Allium cepa, antimitotique, hémolytique, extrait aqueux,

fraction des alcaloides.

Abstract

The antimitotic and genotoxic effect of aqueous extracts and leaf alkaloids of Peganum
harmala L. was evaluated on meristematic root apex cells of Allium cepa.

A mitotic effect on the meritemic root cells of Allium cepa was observed with the aqueous
extract and the alkaloid fraction of the leaves of Peganum harmala L. with a sublethal effect of the
aqueous extract at 4 mg / ml. The evaluation of the haemolytic activity of extracts and the Peganum
harmala L. fraction against human red blood cells by the spectrophotometric method has shown that
the aqueous extract at 10 mg / ml has a greater hemolytic effect compared to to the extract at 4 mg / ml
and that of the fraction. Biological tests, performed in vitro, on erythrocytes isolated from human
blood, in the presence of aqueous extracts and the fraction of alkaloids at different concentrations,
shows a weakly toxic effect. Peganum harmala can therefore be used at well-studied concentrations in
the therapeutic and pharmacological fields because the toxicological study is an important step in
order to be able to identify any undesirable effects and better identify the action sites of the active
substances.

Key words: Peganum harmala L., Allium cepa, antimitotic, hemolytic, agueous extract,

alkaloid fraction



