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Introduction

Introduction

La plante est un organisme vivant qui existe depuis I’antiquité. Elle constitue un
maillon trés important et fondamental dans le cycle biologique de vie des organismes vivants
(MADI, 2010). les propriétés odorantes et thérapeutiques des plantes étaient, déja, connues
par I’ancienne Egypte et en Chine (FELLAH et al., 2006). Le recours aux plantes médicinales
pour se guérir a pris naissance depuis bien longtemps. De nombreuses formes
médicamenteuses a base de plantes ou de substances végétales ne cessent de croitre a 1’échelle
mondiale (WICHT et ANTON, 2003).

De nos jours, l'utilisation des plantes médicinales en phytothérapie a recu un grand
intérét dans la recherche biomédicale. Ce regain d'intérét vient d'une part du fait que les
plantes médicinales représentent une source inépuisable de substances et de composés
naturels bioactifs et d'autre part du besoin de la recherche d'une meilleure médication par une
thérapie plus douce sans effets secondaires.Les plantes médicinales représentent une source
inépuisable de substances et composés naturels bioactifs qualifiées de métabolites
secondaires. Leur répartition qualitative et quantitative est inégale selon les especes, dont
I’accumulation de ces composés dans les différents organes des plantes joue un role essentiel (
DURAFFOURD et al., 1997) .

Les traitements anticancéreux par les produits d’origine végétale a suscité I’intérét des

cancérologues depuis la naissance de la chimiothérapie anticancéreuse, par la révélation en
1934 de I’effet antimitotique de la colchicine sur le sarcome greffé type Crocker de la souris
(MATHE ET KENIS, 1975).
Phlomis bovei De Noé appartient a la famille des lamiacées ,est une espece rare et endémique
en Algéries . Généralement utilisée en médecine traditionnelle comme cicatrisante de plaies,
antidiabétique, antimicrobienne et antioxydante . Ces effets sont liés a sa composition en
métabolites secondaires.

Afin de contribuer a la valorisation des plantes médicinales locales réputées pour leurs
vertus thérapeutiques, ce travail vise a étudier I’activité antimitotique des fractions
flavonoiques aqueuse et butanolique des feuilles de Phlomis bovei De Noé ,sur les cellules
méristematiques radiculaires d’Allium cepa Nous avons egalement evalué I’effet de nos

fractions sur I’intégrit¢ membranaire erythrocytaire.
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Chapitre | : Phlomis bovei De Noé

1.1. Généralités

Le nom Phlomis vient du grec « phlox » qui signifie flamme car les feuilles de ces
plantes servaient a la fabrication de meches de bougies (ALBALADEJO et al,2005).Le genre
Phlomis comprend prés de 100 especes dont 34 croissent en Turquie(DAVIS,1982) ,17 se
trouvent en Iran(RECHINGER,1982). En Algérie ce genre est endémique ,on le trouve en
Kabylie surtout dans les forets de montagnes(AIT YOUCEF,2008) et depuis des millénaires
les feuilles de Phlomis sont utilisées comme cicatrisantes pour traiter les brdlures, les
lésions et les infections de peau et les allergies (LIOLIOS et al., 2007),il est également
exploité en médecine traditionnelle comme remede contre les désordres gastriques (douleurs
d'estomac et ulceres peptiques) (YASILADA et al .,2002).

1.2. Classification

La principale classification botanique de 1’espéce Phlomis bovei est celle de
CANTINO(1992), présentée ci-dessous.

Embranchement Spermaphytes (Plantes a graines)
Sous embranchement Angiospermes (plante a ovaire)
Classe Dicotyledone

Sous classe Gamopetales

Ordre Lamiales

Famille Lamiaceés(Lamiaceae)

Tribu Stachrydées (selon Deyssam)
Genre Phlomis

Espece Phlomis bovei

Sous-espéce Phlomis bovei subsp bovei
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1.3. Etude botanique

D’aprés AIT YOUCEF(2008) I’espece Phlomis bovei De Noé est une plante herbacée
vivace, avec des tiges puissantes, peu rameuses, font de 50 a 80 cm de haut .ce genre est
caracterisé par des feuilles inferieurs grisatres sur la face supérieur et blanchéatre ou jaunatre
sur la face inferieur ,les feuilles florales(prés des fleurs) sont aussi opposéees, mais sessiles,
simple, de forme oblongue-triangulaire,elles sont aussi épaisses et tomenteuses, vert grisatre
sur la face supérieur et blanchatre ou jaunatre sur la face inferieur. La fleur est jaune .Le
calice est couvert de poils soyeux et présente 5 dents linéaires .La corolle est jaune d’or
intense, ses pétales sont soudés, formant un court tube terminé par 5 lobes : 2 lobes formants
la levre supérieur fortement voutée en casque, et les trois autres lobes formant la levre
inferieur. Les 4 étamines (2 grandes et 2 petites) sont fertiles. La figure suivante représente les
fleurs et les feuilles du genre Phlomis .

Fleurs Feuilles

Figure 1 : Présentation des parties aériennes du genre Phlomis bovei De Noé(LILIOS et
al .,2007) .

1.4. Les principaux métabolites secondaires

Le genre Phlomis se caractérise par un bon nombre de métabolites secondaires, on y
trouve principalement parmi les polyphénols : les flavonoides et les phényléthanoides,les
iridoides et les terpenoides.

1.4.1. Les flavonoides

Le terme flavonoide dérive du mot grec flavus qui wveut dire jaune
(WOLLENWEBER,1980). Les flavonoides appartiennent a la famille des polyphénols,
possedant le méme élément structural de base, sont constitués de deux noyaux aromatiques,
que désigne les lettres A et B ,reliés par un hétérocycle oxygené,que désigne la lettre C . La

structure correspondant au flavonoides est annoncée dans la figure 2 (GHEDIRA,2005).
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Figure 2 : Structure de base des flavonoides (ANDERSON et MARKHAM.,2005) .

Les flavonoides sont divisés en plusieurs classes :flavones, flavanones, flavonols,
anthocyanes (D’ ARCHIVO0,2007). Présentes dans la figure ci dessous.

flavanone R3' flavone

flavanonol . flavonol

flavan 3-ol . isoflavone

OH 2 O_ 2
@V
OH .

Figure 3 : Structure chimiques des différentes classes de flavonoides (D’ ARCHIV0,2007).

Les flavonoides sont les principaux composes isolés du genre Phlomis, Les glycosides
flavonoides, 7-O-glucosides, 7-O-glucuronides et 7-rutinoside, de l'apigénine, la lutéoline et
chrysoeriol, la flavone C-glycoside vicenin-2 et la flavanone, la naringénine et ériodictyol se
retrouvent dans la majorité des espéces Phlomis et dans la famille des Lamiacées(AZIZIAN et
al.,1986).
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1.4.2. Les phényléthanoides (ou phénylpropanoides)

Les phényléthanoides du genre Phlomis sont des composés polyphénoliques naturels,
caracterisés par une structure d'alcool phénéthylique, le verbascoside est le composé le plus
souvent trouvé dans ce genre. Les phényléthanoides isolés d'espéces Phlomis sont dressés

dans le Tableau I.

Tableau I : Quelque phénylethanoides isolés du genre Phlomis (BEN-AMOR ILEF et
al.,2009).

Phényléthanoide Structure Espéce

HO
MO—QCH ==CH —c00 . .
Actéoside cs.on o Phlomis carica
RnO Phlomis monocephala

(Verbascoside) o ) )
HO—QWQCHN Phlomis bovei

acétylmartynoside

o
/U\CI) OH
OH \OH . .
@ < Phlomis bovei
o © s o OH
HO : l - o OH

o OH

1.4.3. Les iridoides

Un certain nombre d’iridoides glycosides ont été isolés a partir des espéces Phlomis.
Les iridoides les plus fréquents sont le méthyle shanzhiside ester, le 8-O-ester méthylique
acetylshanzhiside qui sont representés dans le tableau Il. (ISMAILOGLU et al.,2002).
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Tableau I1 : Structure de quelque iridoides (ISMAILOGLU et al.,2002).

méthyle shanzhiside ester

8-O-ester méthylique acetylshanzhiside

H
H

(= — ]
—Y =
D o
A
HO s K e e
HO B e OH
OH
HO
O,

[ 2T
L]
==
iy O
o o

1.4.4. Autres métabolites secondaires

Des métabolites secondaires de nature glycosidique ont été identifiés tel que

I'acétophénone glycoside,le glycoside alcool aliphatique.On trouve également des terpenoides

comme, les nortriterpenes , I’ester glycosyle diterpénoide, les monoterpénes glycosides et les

oléananes type triterpénes glycoside (saponoside a génine triterpénique) .Un autre alcaloide

est présent en quantité moindre qui est 1” acridone alcaloide (ISMAILOGLU et al.,2002).
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Chapitre Il : Cycle cellulaire et mitose

2.1. Description du cycle cellulaire

Comme le disait Frangois Jacob en 1974, « The dream of every cell is to become two
cells. ».

Le cycle cellulaire est un processus fondamentale commun a toutes les cellules
eucaryotes, il est constitué d’ensemble d’événement moléculaire et cellulaire orchestré dans le
temps et dans I’espace et qui doivent étre réalises suivant 1’ordre chronologique précis.ll
permet ainsi le maintient d’une information génétique constante en quantité et en qualité au
niveau des chromosomes malgré la duplication des cellules de génération en génération
(KITAJIMA et al ., 2011).

Le cycle cellulaire se divise en deux grandes étapes : une étape de croissance appelée
interphase et une étape de division cellulaire appelée mitose (Figure 4).

&;\N

Figure 4 : Les différentes phases du cycle cellulaire (GALAS et al., 2008).

2.1.1. Les principales étapes du cycle cellulaire
2.1.1.1. Interphase

L’interphase est décomposée en trois phases différentes appelées G1, S, G2 qui
succédent dans 1’ordre (MAILLET ,2002) .La durée de cette phase non proliférative varie en
fonction de la nature et les conditions physiologiques de la cellule (MAILLET et
LEMULLOIS ,2006).
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2.1.1.1.1 Phase G1

C’est la phase de croissance d’une cellule qui correspond a D’intervalle entre la
division cellulaire précédente et la phase de synthése d’ADN, au cours de laquelle la cellule
choisit de proliférer, d’attendre ou de se différencier (KITAYIMA et al., 2011).
2.1.1.1.2. Phase S

L'évenement central au niveau de la phase S (S pour "synthese™) est la réplication de
I’ADN. Cette synthése commence au niveau des origines de réplication, dont I’accessibilité a
la machinerie de réplication est finement régulée pour ne permettre qu’un seul tour de
réplication (RATTANI et al., 2014).

1.1.1.3. Phase G2

La phase G2 est une phase courte, d’une durée de 4 a 5 heures, débutant dés que la
réplication d’ADN est achevée, c’est une période durant laquelle la cellule fabrique les
protéines necessaires a la division cellulaire comme la tubuline (NORBURY et NURSE
,1992).
2.1.1.2. La mitose

La mitose est une étape cruciale du cycle cellulaire, durant laquelle la cellule mere se
divise en deux cellules filles. Tous les mécanismes précédent et ceux composant la mitose ont
pour objectif d’assurer une division intégre et égale entre les deux cellules filles (KOPS et
al ., 2005) .Cette équipartition du matériel génétique est importante pour le maintien de la
stabilité génétique (MARY ,2015). Elle se déroule en quatre étapes reconnaissables
morphologiquement a savoir : la prophase, la métaphase, I’anaphase et la télophase (figure
5) (ESSAD, 1977).

Interphase (G22) -

Teélophase _ @ \ Prophase

\

Y E=T"X <=

Anaphase

[ b

] Prometaphase
_Kineétochore “ : \
Milcrotubule )

Chromatides soeurs Métaphase

Figure 5: Les différentes phases de la mitose (CHEESEMAN et DESAI, 2008).
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2.1.1.2.1. La prophase

La prophase correspond a la premiere phase de la mitose ou la cellule prépare la
répartition des chromosomes durant 15 a 30 min (MAILLET et LEMULLOIS, 2006).
Cette phase se caractérise par :
-la condensation de la chromatine en chromosomes qui est visible en
Microscope photonique ; chaque chromosome est constitué de deux chromatides sceurs réunis
au niveau de centromere (BLACK et BASETT ,2008) ;
-a la fin de la prophase, il ya disparition du ou des nucléoles ainsi que le noyau lors de la
rupture de D’enveloppe nucléaire, cet événement rend accessible les chromosomes a la
machinerie de séparation des chromosomes lors de I’anaphase, il ya aussi formation de fuseau
achromatique dont le fuseau mitotique entre en contacte avec les chromosomes par
I’intermédiaire de kinétochore (HEBERT et al ., 2003).
2.1.1.2.2. La métaphase

Au cours de cette phase, les chromosomes sont plus visible et plus facile a analyser

par un simple écrasement de la cellule, car I’enveloppe nucléaire a disparu et ils s’étalent sans

probléme dans les préparations cytologique (CLAUDE CALLEN ,2005).

La métaphase se caractérise par le rassemblement de tous les chromosomes sur la
plaque équatorial, les chromosomes se lient aux microtubules par une protéine appelée
kinétochore, puis s’alignent sur la plan équatorial de la cellule pour former la plaque

métaphasique (COLOMBEL, 2009).



Chapitre Il : Cycle cellulaire et mitose

> La tubuline

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

a la formation de microtubules (13 protofilaments) (Figure 6).

20Uz unté o
S0U3 Uit 8 8
[:? % nucléation Elongation
T . il i L

e 8

&/

tubdine protofisment microtubule

Figure 6 : Tubuline et microtubules (NOGALES et al., 1999).

> Les microtubules

Un microtubule est un cylindre creux de 25 nm de diamétre et constituée d’assemblage
de 13 protofilaments, chacun d'eux est une succession d'hétérodimeres alpha/béta tubuline

qui s’associent toujours dans la méme direction (EVANS et al., 1985).

Le microtubule est un polymere extrémement dynamique qui comporte deux
extrémités passant leur temps a basculer entre deux états : la polymeérisation et la
dépolymérisation (instabilité dynamique) (figure7), ces deux extrémités étant chargées
difféeremment en GTP et GDP, elles possédent une dynamique plus ou moins importante.
(AMOS et BACKER, 1979).

On parle d’extrémité « plus» (coiffée par la tubuline «) pour celle chargée en GTP ou
la vitesse d’addition des monomeres de tubuline est plus élevée (dynamie plus importante) ,et
d’extrémité moins (coiffée par la tubuline) pour celle chargée en GDP ou la vitesse de

dissociation des monomeres de tubuline est plus élevée (NOGALES et al.,1999) .
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Figure 7: Description de I’instabilité dynamique des microtubules (NOGALES et al., 1999).

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

- mouvements (cils et flagelles) ;

- transport intracellulaire et cytoplasmique de divers composants tels que des vésicules ou
autres grandes protéines;

- organisation du fuseau mitotique (centrosomes, microtubules du fuseau et du kinétochore).
Les microtubules, participent au maintien de la forme tridimensionnelle de la cellule (MATA
et NURSE, 1997).

> Les kinétochores
Les kinétochores sont des structures protéiques complexes qui s’associent au niveau des
centroméres des chromosomes au niveau d’histone H3 (appelé CENP-A). Ils permettent
I’attachement des chromosomes aux microtubules, générant des forces d’attraction lors de la
métaphase et I’anaphase (LUY KX, 1965).
Il est composé de deux régions (Figure 8) :
« la plaque interne qui s’associe de maniére trés spécifique avec la chromatine centromérique

par I’intermédiaire entre autre de I’histone CENP-A.
« la plaque externe, est une région épaisse de 50 a60nm qui posséde desc sites d’ancrage

pour les microtubules permettant le mouvement des chromosomes durant la mitose
(RICHARD MCINTOSH et al., 2013).
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Plaque interne
du kinétochore

Plaque interne ' \
du kinétochore \‘

Microtubule — &8

Centromere

Plaque externe
du kinétochore

Plaque externe
du kinétochore

Figure 8: Structure d’un kinétochore. A. Vue d’un kinétochore humain de c6té par microscopie
électronigue (MCEWEN et al., 2007). B. Schéma des différentes plaques d’un kinétochore.

2.1.1.2.3. L’anaphase

L’anaphase est 1’étape décisive au cours de laquelle se déroule la séparation des
chromatides sceurs de chaque chromosome qui se partagent en deux lots identique en migrant
vers les pbles opposés du fuseau. Dans un premier temps, appelé anaphase A, les
microtubules kinétochoriens se dépolymeérisent et tractent les chromatides vers chacun des
poles. Puis dans un second temps, appelé anaphase B, les microtubules polaires s’allongent
par polymérisation éloignant de ce fait I'un de l’autre les deux poéles du fuseau
(CHEESEMAN et DESAL, 2008).

2.1.1.2.4.Latélophase

Le terme « télophase » dérive du grec «telos» signifiant « fin ».Durant cette phase les
microtubules kinétochoriens se détachent, les chromosomes se décondensent et retournent a
leur état initial de brins d’ADN (MARY, 2015).Deux enveloppes nucléaires se forment autour
des chromosomes fils. Les autres microtubules s’allongent jusqu’a la formation de deux

cellules filles (COLOMBEL, 2009).
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Chapitre III : Effet biologiques des métabolites secondaire

3.1. Effet antimitotique
3.1.1. Les antimitotiques d’origine végétale

Aujourd’hui, la recherche de produits antimitotiques a des fins thérapeutiques s’appuie
sur I’utilisation directe de régulateurs du cycle cellulaire comme cibles (POMMIER et
KOHN, 2003).

Les agents antimitotiques sont soit des substances qui, a faible ou relativement faible
Concentration, sont capables d’inhiber la mitose, de la perturber ou de [1Darréter
(CHEVREMONT, 1979) , soit des radiations capables d’inhiber ou de modifier le
déroulement de la mitose (MAILLET, 2002).

Des substances chimiques de structure et d’origine variées sont capables d’exercer une
action antimitotique spécifique soit sur (CHEVREMONT , 1979) :

& L’ADN : par action des agents alkylants et des agents scindants ;
& Lesenzymes: par action des antimétabolites et des antitopoisomérases ;
& Les microtubules : par action des poisons du fuseau mitotique.

La plupart de ces substances exercent leur action durant le cycle cellulaire soit a une

phase spécifique du cycle, elles sont dites « agents phases dépendants » ; soit tout au long du

cycle, elles sont dites « agents cycle dépendants » (GORIN et al., 1996).
3.1.1.1. Classification des antimitotiques et leur mécanisme d’action

Dans un cycle mitotique il y a deux moments favorables a I’action des poisons du
fuseau (VERDIER —PINARD., et al., 2001) :
- au cours de la polymérisation des tubulines en microtubules ce qui correspond a I’action des
Inhibiteurs d’assemblage de la tubuline en microtubules tels que la colchicine, les alcaloides
de vinca, podophyllotoxine.
- au moment de la dépolymérisation des microtubules en tubuline ce qui correspond a 1’action

des inhibiteurs de désassemblage des microtubules en tubuline tel que taxol.

3.1.1.1.1. La colchicine
La colchicine est un alcaloide extrait principalement de deux plantes de la famille des
Liliacées : Gloriosa Superba et Colchicum automnale. Les concentrations de colchicine dans

les plantes précédentes sont d'environ 0,1-0,8% en poids (SCHLINGER ,2014). Sur le plan
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chimique la  colchicine est caractérisée  par une  structure tricyclique

Benzocyclohéptanotropolonique (figure 9), sa formule brute est C22H25N 06

Figure 9 : Structure de la colchicine (ALLAIN, 2005).

Une fois fixée sur la tubuline, la colchicine induit un changement de conformation au
niveau de la terminaison carboxyle de la sous unité  au niveau des acides aminés Phe389 et
Lys392. La sous-unité a n’est pas modifiée par la fixation de la colchicine, le complexe
tubuline-colchicine peut donc se lier a I’extrémité d’un microtubule (TOURNOUX,
1994).Une fois ce complexe fixé, il va empécher la fixation d’une autre molécule de tubuline
car la présence de colchicine sur la B-tubuline engendre un encombrement spatial empéchant
tout allongement ultérieur du microtubule et donc la polymeérisation de ce dernier est bloquee
(VIGNERON, 1983).

3.1.1.1.2. Les vincalcaloides (Alcaloides de vinca)

Les vincalcaloides sont deux principes actifs: vincristine et vinblastine, qui
appartiennent a la famille des alcaloides (hétérocycle azotés), ils sont principalement extraient
a partir d’une plante Gathranthus roseus, qui fait partie de la famille des Apocynaceae
(GUERITTE et FAHY, 2005).Leur structure est représentée par la figure ci-dessous (figure
10) .
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Figure 10 : Structures des vincalcaloides (HAIT et al .,2006).
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Les vincalcaloides sont des substances phase dépendant, qui exercent leurs activités
apres la liaison a la tubuline (GORIN et al ., 1996). Ces substances ont une affinité pour la
forme dimerique de la tubuline avec laquelle se lient en provoquant 1’inhibition de la
formation des microtubules (forme polymérique) et en interférant avec ses principales
fonctions (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 dans le
cytoplasme( EPSIE et al ., 1998).
3.1.1.1.3. Podophyllotoxine

La podophyllotoxine est une molécule naturellement présente dans le genre
Podophyllum qui fait partie de la famille des rodophyllacea, elle est principalement extraite de
rhizome et racine de certains espece, Elle est inscrite a la pharmacopée américaine en 1820,

elle ne fut que tres peu utilisée car trop toxique pour 1’estomac ((LEE et XEAQ, 2005).

La figure ci-dessous illustre la structure de podophyllotoxine, qui est composée de
cing cycles. Les cycles A, B, C et D sont liés entre eux avec un cycle aromatique E est

indépendant.
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Figure 11 : Structure de podophyllotoxine (HAIT et al ., 2006).

L’effet inhibiteur de podophyllotoxine est dii a sa fixation a la tubuline qui se traduit
par la modification de la structure de cette protéine en le rendant impropre a la formation des

microtubules, il inhibe ¢galement en partie la synthése d’ADN (HAIT et al ., 2006).
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3.1.1.1.4. Taxol

Le taxol est un ditérpéne qui a été découvert en 1971 (WANI et al.,1971) ,il s’agit d’un

composant qui est extrait de tronc du Taxus baccata L(if pacifique )ou du Taxus bevifolia

Nutt(if nain),qui appartient a la famille des taxaceaceae (HATWELL,1982),(figure 12).
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Figure 12 : Structure chimique de Taxol (SLICHENMYER, 1991).

Parmi les dérivés du taxol on distingue

les taxoides ou taxanes qui correspondent aux

docetaxel et paclitaxel, ces derniers sont des diterpenes généerés par hemisynthése a partir de
précurseur contenus dans les feuilles d’if (EPSIE et al ., 1998) (figure 13).

0
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Figure 13 : Structure des taxanes (HAIT et al ., 2006).
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Le taxol est utilisé pour le traitement de quelques cancers, a savoir : le cancer de sein,
de I’ovaire et des poumons (WANTI et al., 1971).

Les taxoides facilitent la polymérisation de la tubuline a laquelle ils se lient
spécifiqguement et réversiblement inhibant aussi la dépolymérisation des microtubules, ils

empéchent donc la formation (et la disparition) du fuseau mitotique (EPSIE et al ., 1998).

Parmi les inhibiteurs des kinases cyclines dépendantes on distingue la quercetine qui
est, un flavonoide de type flavonol, présenté sous forme hétéroside ou glycoside, autrement
dit associé a un glucide (Figurel4).Elle est parmi les milliers de pigments, origines de la
coloration des légumes, des fruits et des fleurs. Sa tenecur varie grandement d’une espéce
végétale a une autre, en fonction de la variété cultivée, de la période de récolte, et des

différentes conditions dans lesquelles les plantes ont poussé (WILLIAMS et al. , 2004).

Figure 14 : Structure chimique de la quercetine (HEIM et al., 2002).

La quercétine posséde une activité antiproliférative par sa capacité a inhiber la
transformation et la prolifération cellulaire. Elle inhibe certaines kinases comme la protéine
kinase C et certaines sérine/thréonine kinases.Ceci a pour effet de moduler les voies de
signalisation de la survie cellulaire PI-3K1Akt(Phosphatidylinositol 3-kinase proteine kinase
B) et ERK1/2(extracellular signal-regulated kinases) et inhibe aussi la voie des cyclines
Cdk2(Cyclin-dependent kinase 2) impliquée dans la division cellulaire (Casagrande and
DARBON, 2001). La Quercetine joue le role d’un antagoniste des topoisomérases I et Il
produites par les cellules tumorales (PIETTA, 2000 ; TOMOFUJI et al., 2009).
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3.2. Effet sur la membrane érythrocytaire
3.2.1. Membrane érythrocytaire

Les globules rouge (GR) ou hématies ou encore érythrocytes sont des cellules
sanguines matures, les plus abondantes, formées dans la moelle osseuse, dépourvues de
mitochondrie et de ribosome, anuclées, ayant une forme biconcave avec un diamétre variant
de 6.8 a 7.5 um. La durée de vie moyenne des hématies est de 120 jours (MOHANDAS et
GALLAGHER, 2008).Les globules rouges sont constitués d’hémoglobine (Hb) qui est une
chromoprotéine contenant du Fer, assure 1’oxygénation tissulaire elle est formée de : 4

chaines de globine et 4 molécules de ’heme (WAJCMAN, 2005).

La structure du globule rouge comporte : La membrane plasmique qui est composée
principalement 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 I’intérieur

(DODGE et al., 1963).

La membrane érythrocytaire est responsable de propriétés mécanique du globule
rouge, elle contient des protéines membranaires qui jouent des réles importants dans les
échanges avec le milieu extérieur tel que les pompes d’ATPase Nat/K+ et Ca 2+, les
protéines de transport des anions, de 1’eau et du glucose. Elle est impliqué 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) (figure 15).
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Figure 15 : Schéma de la membrane érythrocytaire (DELAUNAY, 2007).
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3.2.2. Mode d’action de la saponine sur I’intégrité membranaire

L’hémolyse est un phénomeéne physiologique, qui se produit suite a une perturbation
de la membrane cellulaire des globules rouges en libérant des composants intracellulaires des
érythrocytes notamment 1’hémoglobine (THOMAS, 2013).Depuis longtemps les saponines
sont responsables d’un bon nombre d’effet biologique.ils ont le pouvoir de former des pores
dans la membrane cellulaire et ainsi entrainer une hémolyse (SPARG et al.,2004).le
mécanisme de cet effet hémolytique est expliqué par ’interaction des saponines avec les
stérols de la membrane des érythrocytes en particulier le cholestérol (DAS et al.,2012) .
L’interaction induit une augmentation d’air entre les deux feuillets de la membrane lipidique
ce qui provoque la dissociation des domaines spécifiques de la membrane avec le
cytosquelette qui devient fragile, provoquant un bourgeonnement a la surface de la membrane
donnant naissance a des echinocyte.les canaux spécifiques de la membrane érythrocytaire par
effet d’inhibition engendre le gonflement de la membrane érythrocytaire par ’entrée de I’eau
dans la cellule en milieu hypotonique ainsi le GR devient un spherocyte jusqu’a éclatement de

la membrane permettant la fuite d’hémoglobine . (BRUNETON ,2009).
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Matériel et méthodes

I. Matériel et méthodes

Afin de déterminer 1’activité antimitotique et hémolytique des fractions aqueuse et
butanolique des flavonoides de la plante Phlomis bovei De Noé nous avons procédé par
I’extraction de ces flavonoides par la méthode liquide —liquide (BEKKARA et al. 1998). Ce
travail est realisé dans le Laboratoire de Recherche de Biochimie Analytique et
Biotechnologie(LAABAB), au niveau de la faculté de biologie, université Mouloud Mammeri

de Tizi —Ouzou.
1.1. Matériels
1.1.1. Matériel biologique

Des feuilles de Phlomis Bovei de Noé ont été récoltées dans le centre Algérien a
Bejaia .Ces derniers ont été séchées a température ambiante et broyées en fine poudre pour
des usages ultérieure. L’évaluation de 1’effet antimitotique a été réalisée par le test Allium

cepa a I’aide des cellules méristématiques.

L’¢évaluation de I’effet sur la membrane érythrocytaire a été réalisée a 1’aide d’un sang

frais hépariné prélevé d’un sujet sain.
1.1.2. Solvants et réactifs

Les différents solvants et réactifs sont présentés dans le tableau IlI.

Tableau I11 : Solvants et réactifs
concentration role Activité testée

Meéthanol 99,7%
Acétate d’éthyle N- L Extraction
butanol Solvant a polarité croissante flavonoides
carmin acétique / coloration
Ethanol+acide V IV :1/3 (alcool/acide | fixation Antimitotique et
acétique acétique) effet  sur
eau distillé / Témoin négatif membrane
Quercitrine 1mg/ml Témoin positif érythrocytaire et
HCI 5% Acidification dosage
AICl; 2% flavonoides
Saponine 1mg/ml Témoin positif (agent hémolytique)
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1.1.3. Matériels utilises
Parmi les appareils utilisés on cite :
-rotavapeur pour éliminer les solvants ;
-centrifugeuse et spectrophotometre utilisés lors du dosage ;
-microscope optique a fin de visualiser les cellules meristématiques d’oignon ;
-bain marie ;
-vortex ;
-étuve.

Parmi la verrerie de laboratoire utilisé : une ampoule a décanter a permis d’obtenir les

fractions de flavonoides.
1.2. Méthodes
1.2.1. Extraction des flavonoides

L’extraction des flavonoides était réalisée a partir de la poudre de feuilles de Phlomis
bovei De Noé par la méthode (liquide-liquide) décrite par BEKARA et al., (1998). Les

différentes étapes sont décrites ci-dessous :
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1g de poudre de feuilles

20 ml de méthanol

pendant48haT’

Extrait

méthanoliaue

Evaporation

a sec (60C°)

10 ml (eau distillée) et

10 ml (acétate d’éthyle)

Décantation (ampoule) \

Phase acétate d’éthyle

Décantation

Phase aqueuse

10mln

butanolique

Phase aqueuse

Fraction de flavonoides

|

Phase butanolique

|

Fraction de

flavonoides

Figurel6 : Protocole d’extraction des flavonoides (BEKARRA et al., 1998).
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1.2.2. Activité antimitotique

L’évaluation de I’effet de 1’activité antimitotique est réalisé suivant le protocole décrit

Par SHWETA et al., (2012).

Germination pnd48h a

T°ambiante

Sélection des racines

uniformes (pointe)

Aspirer et essuyer le reste des
solutions

1h

Solution de fixation composée : d’acide

acétique —alcool (1 :3)

Aspirer et essuyer le reste des
solutions

Coloration avec carmin acétique

Préparation de frottis

Observation au M.O (X40).

Figure 17 : Protocole de I’activité antimitotique (SHWETA et al., 2012) .



Matériel et méthodes

1.2.2.1. Indices et paramétres biologiques a calculer
Apres observation sous microscope optique, différents indices ont été calculés :

- L’indice mitotique (IKEDA et al., 2000) :

IM(%) = Nombre de cellules en division .
%)~ Nombre de cellules examinées(350 cellules)

- L’indice de phase (GLINSKA et al., 2007) :

P Nombre de cellule en (P, M, A, T) o
(%) = Nombre de cellules examinées(350 cellules)

-La valeur limite de cytotoxicité (ANTONSIE et al., 1990) :

VLC(%) = IM de cellules traitées S
LA IM des cellules non traitées

-L’indice des aberrations (RACUCIN et GEANGA, 2007) :

Total des aberrations

IA (%) = : ; .
(%) total des cellule examinées pour chaque type d aberration
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1.2.3. Evaluation de I’effet des fractions de flavonoides sur la membrane érythrocytaire
1.2.3.1. Préparation de la solution érythrocytaire

La préparation de la solution érythrocytaire a été réalisé suivant les étapes décrites par KOGA

et al., (1998) mentionnées au niveau de la figure 18 ci-dessous :

Du sang frais est prélevé dans un tube héparine

Centrifugation a 2500 tours/min pendant 5 min

Plasma

écarté

[

Lavage a l'eau physiolq%j fois suivi dune centrifugation

Préparation d’une suspensiona 2 %

Surnagent

écarté

Figure 18 : Protocole de préparation de la solution érythrocytaire (KOGA et al., 1998).
1.2.3.2. Effet des fractions flavonoiques sur la membrane érythrocytaire

Dans le but d’évaluer I’effet de la fraction aqueuse et butanolique des flavonoides de

Phlomis bovei De Noé sur la membrane érythrocytaire nous avons suivi les étapes suivantes :

- 1Iml des deux fractions flavonoiques (aqueuse et butanolique) solubilisées dans de 1’eau
physiologique sont mise en contacte avec 1ml de suspension érythrocytaire. Dune autre part
un témoin positif et un témoin négatif constitu¢ respectivement de la saponine et de 1’eau

physiologique sont réalisés ;

-a 1’aide d’un basculateur électrique les solutions sont agitées modérément pendant 20
minutes. Apres incubation, les solutions sont centrifugées a 2500tours/Smin, puis les
absorbances sont déterminées a 540 nm par un spectrophotometre en vue de calculer le
pourcentage d’hémolyse. Cette absorbance est proportionnelle a la libération d’hémoglobine
liés a une hémolyse .Le taux d’hémolyse est calculé selon 1’équation suivante décrite par

DUCHNOWICZ et al .,(2012) .
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DO de lechantillon — DO du temoin negatif
X100

T ' %) =
aux d hemotyse(%) DO obtenue par la saponine

1.2.4. Dosage des flavonoides

Pour le dosage des flavonoides on a procédé suivant le protocole ci-dessous décrit par
BAHORUN et al ., (1996).

1ml de standard (quecetine : Img/ml)
+

1ml solution d’AICl 5:2% dilués dans le

méthanol

10 min d’incubation a T°

ambiante

Lecture 430nm des absorbances

Figurel9 : Protocole de dosage des flavonoides (BAHORUN et al .,1996).

Les concentrations des flavonoides sont déduites a partir de la gamme étalonnage
établie avec la quercetine, et sont exprimés en microgrammes équivalents de quercetine par

millilitre de fraction (ug équivalent par ml de fraction) .

1.2.4.1. Dosage des flavonoides dans la fraction butanolique et aqueuse

-pour les phases aqueuses et butanolique on a utilisé la dilution a 1/10 qui veut dire :
-100pul de la phase+ 900ul de méthanol +1000ul d’AlCl; ;

-blanc : 100ul de la phase + 900 pl de méthanol+1000 pl de méthanol.






Résultats et discussion

I1. Résultats et discussion
2.1. Dosage des flavonoides

Une courbe d’étalonnage établie avec la quercetine (figure 20), nous a permis de
calculer les concentrations en flavonoides pour la phase aqueuse et butanolique a partir de
I’équation de la courbe d’étalonnage y=0.0175x .Les résultats sont exprimes en

microgramme equivalent de quercetine par millilitre de fraction (ug EQ/ml de fraction).
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Figure 20 : Courbe d’étalonnage avec de la quercétine.

La teneur en flavonoides des deux phases aqueuse et butanolique de Phlomis bovei de

Noe sont résumés dans le tableau suivant :

Tableau IV : Dosage des flavonoides dans la fraction aqueuse et butanolique

Concentration en flavonoides (LgEQ/mI de
Phases .

fraction)
phase butanolique de Phlomis 150 + 0.46
phase aqueuse de Phlomis 80.65 +0.75
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Sur les deux phases aqueuse et butanolique de I’espéce Phlomis bovei de Noe, une teneur
importante en flavonoides a été observée avec la phase butanolique (150 + 0.46 pgeQ/ml)
comparativement a celle enregistrée pour la phase aqueuse (80.65 + 0.75 pgEQ/mI).Le
contenu flavonoique dans les deux phases dépend de la polarit¢ du solvant d’extraction, en
raison de la nature polaire des composés flavonoiques .En effet le butanol est un bon solvant
en raison de sa polarité et de sa bonne solubilité (BELGAID et al.,2013).

Cette plante est considérée comme riche en flavonoides, ce qui concorde avec les
résultats obtenus dans 1’étude menée en 2014 par RAOUI et ZELLAGUI, sur I’espéce Salvia
officinalis et du Mentha peperita des familles des Lamiaceae.Selon les travaux de NAIT
SAID sur I’extrait butanolique du méme genre ;Phlomis crinita, 3 types de flavonoides ont été
isolés qui , sont des flavone methylés (chrysoeriol), des flavone (lutéolin-7-O-b-D-
glucoside),des flavon-3-ol(tanin condensé) , on peut les attribuer par analogie a la

composition de la phase butanolique de la plante étudiee.

D’apres I’étude menée en 2018 par HAFIANE et OUNNAS sur I’extrait aqueux de
I’espéce Origanum vulgare , de la famille des Lamiaceae (méme famille que Phlomis bovei de
Noe ),il convient de considérer comme probable que la phase aqueuse issu des feuilles de
Phlomis bovei de Noe contient les méme composants que 1’extrait aqueux issu de Origanum

vulgare qui sont des flavones ,et dépourvu de flavonone,flavonol et flavononol.

La concentration en flavonoides dans la phase aqueuse de Phlomis bovei de Noe est
nettement inferieure a celle enregistrée par BOUGANDOURA et BENDIMERA en 2012
dans I’extrait aqueux de 1’espéce Satureja calamintha (3130+ 0,154 pgEqg/mgE).

2.2. Action sur ’intégrité membranaire érythrocytaire

Afin de déterminer I’action de nos deux fractions flavonoiques a savoir la fraction n
butanolique et aqueuse sur I’intégrité membranaire €érythrocytaire nous avons déterminé les
taux d’hémolyse. Parallélement, 1’effet de la saponine a 1 mg/ml et de I’eau physiologique
représentent respectivement le témoin positif et le témoin négatif. Les taux d’hémolyse

obtenus sont résumés dans le tableau suivant :
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Tableau V : Taux d’hémolyse de la phase aqueuse et butanolique

DO % d’hémolyse
Témoin 0.031 0,00+0,00
Saponine 1.9 100+0,00

0.161 6.84+1,2
Phase aqueuse

0.26 12.05+3,12

0.036 0.26+0,02
Phase butanolique

1.501 77.36+£12,08

Sur les deux phases aqueuse et butanolique de I’espece Phlomis bovei De Nog, un
pourcentage d’hémolyse important a été remarqué dans la phase butanolique avec un taux de
77% comparativement a celui de la phase aqueuse avec un taux de 12.05%.L’¢tude réalisée
en 2013 par BELGAID et CHIKHOUN a confirmé que 1’extrait aqueux issu des feuilles de
I’espéce Phlomis bovei témoigne une absence totale de saponine dont on connait I’effet
cytotoxique sur la membrane érythrocytaire ce qui peut expliquer la raison pour la quelle le
pourcentage d’hémolyse obtenu dans la phase aqueuse est faible par rapport a celui de la

phase butanolque.

La phase aqueuse issue de I’espece Phlomis bovei De Noé représente un taux
d’hémolyse faible, ce qui concorde avec les résultats obtenus sur I’étude de I’extrait aqueux
de I’espece Origanum vulgare de la famille des Lamiaceaes réalisée en 2013 par HAFIANE

et OUNNAS qui représente un taux d’hémolyse faible a 16.24 %.
2.3. Activité antimitotique

Le model expéerimentale d’A/lium cepa est I’'un des meilleurs systémes d’évaluation
de I’activité antimitotique in vitro .Ce test est validé par le programme de 1’environnement des
Nation Unies (UNEP) et le Programme International de Sécurité Chimique (IPCS), il est utile

pour toute étude préliminaire des substances anticancéreux (KURAS et al ., 2006).

En outre les cellules végétales étant généralement plus grosses que les cellules

animales et donc plus facile a observer au microscope ,facile a obtenir et peu couteux .Ce bio
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essai date de 1938 avec les premiers travaux réalisé sur les cellules racinaires d’Allium cepa

en ¢étudiant 1’effet antimitotique de la colchicine (LEVAN ,1938) .

2.1. Détermination des indices mitotique et indices de phases

L’activité antimitotique des fractions aqueuses et butanoliques des feuilles de Phlomis
bovei ainsi que la quercetine (témoin positif), et ’eau (témoin négatif), a été testée sur les
cellules méristimatiques racinaires d’Allium cepa, puis elle a été déterminée par le calcule de
différents indices mitotique et de phases apres observation sous le microscope optique au

grossissement (X400) :
2.1.1. Indice mitotique

L’indice mitotique consiste a comptabiliser le pourcentage des cellules arrétées en
mitose sur le totale des cellules examinés (IKEDA et al,2000 ,SUBHADRADEVI et
al .,2011 ;SHWETA et al.,2012 ;CHANNABASAVA et MELAPPA,2014 ) :

Nombre de cellule en division
IM(%) = x100
Nombre de cellules examinés

2.1.2. Indice de phase

L’indice de phase est calculé¢ afin de déterminer le pourcentage des cellules dans

chaque phase de la mitose (P, M, A, T) (GLINSKA et al ., 2007 ; FASLA ,2009) :

Nombre de cellule en différentes phases (P, M, A, T)

IP(%) = x100

Nombre total de cellules examinés

Les résultats de notre expérience sont illustrés dans le tableau ci —dessous :
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Tableau VI : Indices mitotiques des différents fractions testées.

Indici(:/gy IM£ES P+ES M+ES A+ES T+ES
raction

T() 92,2+1,34 82,4+10,78 0,62+0,60 0,97+0,57 7,94+3,54
T(+) quercetine | 44,4+0,73 39,08+4,31 0,057+0,049 0,57+0,09 5,14+3,53
Ph butanolique | 39,13 + 2,52 25,54 + 4,39 0,06 +£0,05 0,06 £0,05 13,49 £7,38
(flavonoide)

Ph aqueuse | 60,91 + 1,61 48,85 +11,52 0,11 0,10 0,00 £ 0,00 11,94 +4,70
(flavonoide)

A partir du calcul de ces indices, on remarque que I’indice mitotique des cellules
méristématiques racinaires d’Allium cepa qui n’ont subit aucune fraction (témoin négatif)

correspond & 92.2+1.34%, ce dernier est I’indice le plus elevé que ceux des autres fractions.

L’exposition des cellules méristématique d’Allium cepa a la fraction aqueuse des
flavonoides de feuilles de phlomis bovei De Noé a donnée un indice mitotique de 60.91 +
1.61%, tandis que leurs contact avec le témoin positif (quercetine) a baissé I’'IM jusqu’a
44.4+0.73% . Par ailleurs, leurs exposition a la fraction butanolique des feuilles de plante
testée a donné un IM de 39.13 + 2.52% qui est I’indice le plus bas comparé aux autres indices

précedents.

Dans le tableau ci —dessus , on remarque que la prophase est le stade dominant, que ce
soit chez les cellules témoins(positif et négatif ) ou chez les cellules traitées avec la fraction
aqueuse et butanolique des feuilles de plante Phlomis bovei De Noé , alors que les autres

stades (metaphase ,anaphase et télophase ) ne représentent qu’une minorité.

Le pourcentage ¢levé des indices des phases au niveau de la prophase chez 1’ensemble des
fractions de la plante testés indique la présence d’un empéchement de passage aux autres
stades de la division cellulaire & ce niveau. Cette méme action est enregistrée par 1’extrait
aqueux de Solanum torvum, plante de la famille des Solanacées (THENMOZHI et
MAHADEVA, 2011). Il semble que les composés présents dans ces extraits de A. niger et A.
nidulans : endophyte foliaire de Limonia strumfeei, bloquent la division cellulaire avant la

métaphase, ce qui differe du mécanisme de blocage de la colchicine. La diminution constatée

au niveau des différents indices mitotiques chez les cellules racinaires d”Allium cepa

indique un effet mitodépressif de toutes les fractions de plantes testées.

Une diminution de 1’index mitotique a €té aussi observée chez des cellules d’apex

racinaires d’A. cepatraitées par une infusion des feuilles de Pterocaulon polystachum DC.
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(Astéracées) (KNOLL et al., 2006). Des résultats similaires ont é€té obtenus pour des infusions
de Maytenusilicifolia Mart. et de Bauhinia candicans Benth (CAMPARQOTO et al., 2002).

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

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

Les pourcentages des 4 phases chez le témoin négatif sont relativement élevés par
rapport a ceux d’extrait végétal et de la quercetine.

L’augmentation du nombre de prophases chez des cellules méristématiques racinaires
d’A. cepa traitées par la fraction aqueuse des feuilles de Phlomis bovei laisse suggeérer selon
D’AMATO (1954), que cela est da, soit a une durée de traitement trop longue, soit a
I’utilisation de doses trop élevées, ce qui aboutit au ralentissement de 1’engagement des
cellules aux autres stades de la mitose, notamment : la métaphase, 1’anaphase et la télophase.

Le blocage de la mitose en prophase a été observé également chez des cellules
méristématiques de Pisum sativum L. traitées par le cadmium, (FUSCONI et al.,2006).
L’augmentation du nombre de prophase doit probablement étre reliée a une intense altération
de microtubules en empéchant 1’assemblage des chromosomes au stade métaphase
(FUSCONI et al., 2006).

2.2. Détermination des anomalies

Les observations microscopiques des cellules méristématiques d’Allium cepa traitées ou
non par D’extrait de la plante étudiée a permis de visualiser les différents stades du
développement mitotique . En outre, quelques aberrations et anomalies chromosomique

, nucléaires, et cellulaires ont aussi été révélées.
» Témoin négatif

Les figures ci-dessous ont été réalisées avec un grossissement du microscope (X400).
IIs présentent dans l'ordre chronologique du déroulement les phases caractéristiques de la
mitose : prophase, métaphase, anaphase et télophase des cellules méristématiques racinaires

d’A. cepa traitées avec 1’eau distillée (témoin négatif) (Figure21 ).
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Figure2l : Les differentes phases de la mitose observées chez les cellules méristématiques

des racines d’Allium cepa , vues sous microscope optique (x400).
Prophase (P), Métaphase (M), Anaphase (A), Télophase (T).
» Témoin positif (La quercetine )

L’exposition des cellules méristématiques racinaires d’A. cepa a la quercetine a
diminué I’'IM jusqu’a 44.4+0.73 %, générant des anomalies nucléaires, chromosomiques et
cellulaires a savoir : des agglutinations chromosomiques, des allongements des cellules,
désorganisation des chromosomes de la plaque équatoriale en métaphase, ainsi que des

fragmentations chromosomiques (figure22).

Figure 22: Anomalies chromosomiques et cellulaires observées au niveau des cellules méristématiques

racinaires d’Allium cepa traités par la quercetine vues sous microscope optique (x400).

Agglutination des chromosomes (AG), Allongement des cellules (AL), Désorganisations de la plaque

équatoriale en métaphase (DP), Fragmentations des chromosomes (FR).

» La phase aqueuse des feuilles de Phlomis bovei De Noé

Les cellules méristématiques racinaires d’Allium. cepa traitées par la fraction aqueuse
des flavonoides des feuilles de Phlomis bovei De Noé sont accompagnés des aberrations
nucléaires, chromosomiques et cellulaires dont les plus observées sont : cellules binucléés,
cellules gigantesques, désorganisation des chromosomes de la plaque équatorial en

métaphase et cellules sans noyau (Figures23) .
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Figure23: Anomalies chromosomiques et cellulaires observées au niveau
des cellules méristématiques racinaires d’Allium cepa traités par la fraction
aqueuse des feuilles de Phlomis bovei quercetine, vues sous microscope
optique (x400).

Allongements des cellules (Al), Cellules gigantesques (CG) , Fragmentations des chromosomes

(FR) , Agglutinations chromosomiques (AG) ;

» La phase butanolique des flavonoides des feuilles de Phlomis bovei De Noé

Les cellules méristématiques racinaires d’Allium cepa traitées par la fraction butanolique
des flavonoides des feuilles de Phlomis bovei De Noé sont accompagnées des aberrations
nucléaires, chromosomiques et cellulaires dont les plus observées sont : allongement des
cellules, fragmentation des chromosomes, cellules sans noyau et agglutination des

chromosomes (Figure24)

_—

Figure24 : Anomalies chromosomique et cellulaires observées au niveau des cellules

meéristématiques racinaires d’Allium cepa traitées par la fraction butanolique des feuilles de

Cellules binucléées (CB) , Cellules gigantesques (CG) , Cellules sans noyaux (fantdmes)( CS) ,Désorganisations

de la plaque équatoriale en métaphase (DP) .
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Les anomalies rencontrées chez les cellules méristématiques des apex racinaires

d’Allium cepa traitées par la quercetine (témoin positif) et celles traitées par la fraction

flavonoique butanolique et la fraction aqueuse des feuilles de Phlomis bovei De Noé sont

regroupées dans le tableau VII et sont de types :
-agglutinations chromosomiques (AG) ;
-cellules binucléées (CB) ;

- allongements des cellules (Al) ;

- ponts chromosomiques-(PC) ;

- fragmentations des chromosomes (FR) ;

- désorganisations de la plaque équatoriale en métaphase (DP) ;
- cellules gigantesques (CG) ;

- cellules sans noyaux (fantomes)( CS) ;

- corps apoptotiques (CA) ;

-absence de cytodiérese(AC) .

Tableau VII :Les indices d’aberrations et anomalies rencontrées

AG CB AL PC FR DP CG CS CA AC TOTAL(%)
T(+) 8,97 0,00 1,71 0,00+ 6,8 0,17 1,08 0,00 1,14 3,54 23.41+8.47
quercetine + + + 0,00 + + + + + +

1,80 | 0,00 1,48 2,52 0,10 0,60 0,00 1,2 0,95
Ph 8,86 | 2,29 11,1 | 0,00+ 9,6 0,17 1,77 7,6 0,00 0,00 41.43+10.09
butanolique | + 4 0,00 + + + + + +
flavonoide 3,30 | 1,31 + 1,42 0,15 0,80 1,84 0,00 0,00

1,27

Ph aqueuse | 2,51 | 0,89 4,17 0,00+ 6,63 | 0,00 1,03 0,57 | 0,00 0,00 15.8+4 ,83
flavonoide + + + 0,00 + + + + + +

1,74 | 0,47 0,64 1,08 0,00 0,80 0,1 0,00 0,00

L’indice des aberrations (IA%) est calculé a partir de 1’équation (3) (RACUCIU et

CREANGA, 2007) :

Total des aberrations chromosomiques
IA (%) = %100

Total des cellules analysées
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Les mémes aberrations apparaissent chez les cellules méristématiques racinaires
d’Allium cépa soit pour celles traitées avec la quercetine ,phase aqueuse ou butanolique des
feuilles de phlomis bovei ,c’est le pourcentage d’aberration seulement qui se différe .

On remarque les fragmentations chromosomiques rencontrées chez les cellules
méristématiques racinaires d’A. cepa sont considérablement importantes chez celles traitées
par la fraction butanolique de feuilles de Phlomis bovei par rapport a celles traitées par la
fraction aqueuse ou par la quercetine dont leurs indice d’aberration est presque le méme
.Ces fragmentations chromosomiques sont dues probablement aux effets clastogenes de
I’extrait, et son action sur les chromosomes est généralement considérée comme étant due a
une action sur ’ADN (GRANT, 1978).

Pour les agglutinations des chromosomes sont considérablement importantes est de
valeurs qui se rapproche chez les cellules traitées par la quercetine et par la fraction
butanolique des feuilles de Phlomis bovei .En outre, les allongements les cellules sont
importantes chez les cellules traitées avec la phase butanolique des feuilles de Phlomis bovei.

Pour la désorganisation des chromosomes de la plaque équatoriale se manifeste avec
du méme pourcentage pour les cellules traitées avec la quercetine et avec la phase butanolique
des feuilles de Phlomis bovei mais elle est absente chez celles traitées avec la fraction
aqueuse des feuilles de phlomis bovei.

D’aprés nos résultats on remarque que c’est la phase butanolique des feuilles de Phlomis
bovei qui a un indice d’aberration le plus élevé par rapport a celui de la fraction aqueuse et

celui de la quercetine.

> Valeur limite de cytotoxicité

La valeur limite de cytotoxicité (VLC%) est calculée selon

(SHARMA, 1983, PANDA et SAHU ,1985 et ANTONSIE —WIEZ, 1990) a partir de la

formule :
IM des cellules traitées

VLC(%)= x100

IM des cellules témoin
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Tableau VIl : Les valeurs limite de cytotoxicité

IM (% + ES) VLC (%)
Quercetine 44,4 +0,73 48,15+0,79
Ph butanolique flavonoide 39,13 +2,52 42,4442 99
Ph agqueuse flavonoide 60,91 +1,61 66,06+2,21

Selon ANTONSIEWICZ (1990), quand I’indice mitotique diminue en dessous de 22%
du témoin il provoque ce qu’on appelle un effet létal sur les cellules en division. Une
diminution de I’indice mitotique de 50 % par rapport au témoin est habituellement un effet
sublétal (PANDA et SAHU, 1985) et est nommée «valeur limite de cytotoxicité» (SHARMA,
1983).Selon ces deux définitions on pourra deduire que la fractions flavonoique aqueuse et
butanolique  des feuilles de Phlomis bovei sont considérées comme sublétales pour les

cellules méristématiques racinaires d’Allium cepa.

2.3. Etude statistique de I’activité antimitotique

L’étude statistique (ANOVA a un facteur ) a révélé une difference hautement
significative des indices mitotiques entre le témoin négatif et le témoin positif ,le témoin
négatif et la fraction aqueuse ,le témoin négatif et la fraction butanolique , avec des P values
inferieure a 0,05. Cette étude a révélé également qu’il existe une difference hautement
significative des indices mitotiques entre les effets de la quercetine et la fraction butanolique
,JJa quercetine et la fraction aqueuse ainsi qu’entre  la fraction aqueuse et la fraction
butanolique avec des P values inferieure a 0,05(annexes 1,2, 3,4 ,5,6) .

Pour les indices de phases le teste statistique montre qu’il existe aucune difference

significative avec des P values supérieur a 0,05 (annexes 7,8,9,10,11,12).

L’étude statistique (ANOVA a un facteur) a révélé une difference hautement
significative des indices d’aberrations entre le témoin positif et la fraction aqueuse, le témoin
positif et la fraction butanolique ,cette derniére et la fraction aqueuse , avec des P values
inferieure a 0,05(annexes 13,14 ,15) .

L’¢tude statistique (ANOVA a un facteur) a révélé une différence hautement
significative des valeurs limites de cytotoxicité (VLC) entre le témoin positif et la fraction
aqueuse, le témoin positif et la fraction butanolique ,la fraction butanolique et la fraction
aqueuse , avec des P values inferieure a 0,05 (annexes 16,17 ,18).
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Conclusion et perspectives

Les deux fractions aqueuses et butanolique issues des feuilles de Phlomis bovei De
Noé ont fait ’objet d’une étude basée sur 1’évaluation de ’activité antimitotique et de I’effet

cytotoxique vis-a-vis de la membrane érythrocytaire.

L’étude de I’activité antimitotique a révélé que les deux fractions aqueuses et
butanolique ont un effet antimitotique. Des indices mitotiques calculés pour ces deux fractions
indiquent des taux de 39.13% et 60.91% respectivement pour la fraction butanolique et
aqueuse .L’ indice d’aberration le plus élevé est observé avec la fraction butanolique
(41.43£10.09). Par ailleurs, la valeur limite de cytotoxicité a montré un taux de 42.44+2.99%

et 66.06+2.21% correspondant respectivement a la phase butanolique et aqueuse.

Le test de cytotoxicité réalis¢ sur les deux fractions a montré un taux d’hémolyse de
77,36+£12.08% pour la phase flavonoique butanolique et 12,05+ 3.12% pour la phase

flavonoique aqueuse.

L’estimation quantitative des flavonoides par la méthode du dosage colorimétrique a
montré que les fractions aqueuse et butanolique sont caractérisées par des teneurs en
flavonoides, qui sont respectivement de 8,65 + 0,75 HgEQ/mI de fraction et de 15 £+ 0,46
MOEQ/mI de fraction.

L’ensemble des résultats obtenus dans ce travail montre que la plante Phlomis bovei
De Noé possede un pouvoir antimitotique, ce qui confirme son usage traditionnel pour le

soulagement de diverses pathologies.

En perspective, il est souhaitable de réaliser des études in vivo sur des lignées
tumorales afin de comprendre le mécanisme moléculaire et cellulaire des activités biologiques
qui sont attribués aux flavonoides de la plante Phlomis bovei De Noé .IlI est également
intéressant d’identifier les molécules bioactives par des techniques analytique comme HPLC
(Chromatographie liquide a haute performance) ,SM(Spectrométrie de Masse) et

RMN(Résonance Magnétique Nucléaire) .
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Annexe0l : Table de teste ANOVA a un facteur pour les résultats de comparaison des IM

entre le témoin négatif et témoin positif.

sC Degr. de MC F p
Effet Liberté
ord. origine |4I3I348.EJD_ 1) 46648, 90| 6434 331| 0.000000
Ti+)et T(-) 571210 1) &712.10) 787_876| 0.000000
Erreur 58,00 8 7.25

Annexe02 : Table de teste ANOVA a un facteur pour les résultats de comparaison des IM

entre le témoin négatif et la fraction aqueuse.

Effet

ord. origine

T{-) et Fraction {A)

Erreur

Annexe 03 : Table de teste ANOVA a un facteur pour les résultats de comparaison des IM

entre le témoin négatif et la fraction butanolique .

sC Degr. de MC F p
Effet Liberté
ord. origine |42??1.I3D_ 1) 42771.60| 2311,978| 0,000000
T{-) et Fraction (B) | 718240 1) 718240 388,238| 0,000000
Erreur 148,00 8 18,50

Annexe 04 : Table de teste ANOVA a un facteur pour les résultats de comparaison des IM

entre le témoin positif et la fraction aqueuse.

SC Deqgr. de MC F p
Effet Liberté
ord. origine IEFJE?.ED_ 1| 27457 60| 1085.281 0,000000
T{+) et Fraction (A) 640,00 1 640000 25296 0001015
Erraur 202,40 8 25 30




Annexe 05 : Table de teste ANOVA a un facteur pour les résultats de comparaison des IM
entre le témoin positif et la fraction butanolique .

5C Degr. de MC F p
et Liberté
ord. origine |1?‘222.5El_ 117222 50| 1183 677 0.000000
Ti(+) et Fraction B 84 .10 1 84 .10 5780 0042596
Erreur 116,40 a8 14,55

Annexe 06 : Table de teste ANOVA a un facteur pour les résultats de comparaison des IM
entre la fraction aqueuse et la fraction butanolique .

sC Degr. de MC F p
Effet Liberté
ord. origine |245[32.5El_ 1) 24602 60| 670,3830 0,000000
Fraction (A) et Fraction (B) 1188.10 1 1188.10| 32,5062 0,000454
Erreur 292 40 a 36,55

Annexe 07 : Table de teste ANOVA a un facteur pour les résultats de comparaison des IP

entre le témoin négatif et le témoin positif.

SC Degr. de MC F p
Effet Liberté
ord. origine 1) 1444804 | 14 99829 0,000411
Ti-) et T(+) 17388.9 1 17388,9 1.80512) 0,187064
Erreur 3660587 38 96331

Annexe 08 : Table de teste ANOVA a un facteur pour les résultats de comparaison des IP
entre le témoin négatif et la fraction aqueuse.

Effet Liberté

F

p

ord. origine 174504 1
T(-) et Fraction (&) 8680.4
Erreur 405445 5

1
1
38

1745041 16,35523 0,000245
88804 0.83231 0,367358

106696



Annexe 09 : Table de teste ANOVA a un facteur pour les résultats de comparaison des IP
entre le témoin négatif et la fraction butanolique .

5C Degr. de MC F p
Effet Liberté
ord. origine |132595.2_ 1| 132595 2| 16,25476| 0,000373
T(-) et Fraction (B) | 218556 1 218556 251444 0121096
Erreur 3302982 38 BB921

Annexe 10 : Table de teste ANOVA a un facteur pour les résultats de comparaison des IP
entre le témoin positif et la fraction aqueuse.

_ SC |[Degr.de | MC F p
Effet Liberté

ord. origine B5747 .6 1/ 8574760 19.49132] 0.000081
T(+) et Fraction (A) | 1988.1 1 1988,10 045192 0505494
Erreur 1671723 38 439927

Annexe 11 : Table de teste ANOVA a un facteur pour les résultats de comparaison des IP
entre le témoin positif et la fraction butanolique .

SC Degr. de MC F P
Effet Liberté
ord. origine 5677623 1) 56776,23| 2306700 0,000025
Ti+) et Fraction B 483,03 1 483,03 0,19624 0,660282
Erreur 93531,75 38 246136

Annexe 12 : Table de teste ANOVA a un facteur pour les résultats de comparaison des IP
entre la fraction aqueuse et la fraction butanolique .

5C Degr. de MC F p
Effet Liberté
ord. origine | 76650.01 1) 766A0,02| 2216469 0,000033
Fraction A et Fraction B 3667 2 1 3667.23 1.06044 0309625
Erreur 1314117 38 3458.20




Annexe 13 : Table de teste ANOVA a un facteur pour les résultats de comparaison des IA

entre le témoin positif et la fraction aqueuse.

5C Degr. de MC F p
Effet Liberté
ord. origine |2?45?.ED_ 1) 27457 60| 1085, 281| 0000000
T(+) et Fraction (A) 640,00 1 640000 25296 0001015
Erreur 202 40 8 25630

Annexe 14 : Table de teste ANOVA a un facteur pour les résultats de comparaison des IA

entre le témoin positif et la fraction butanolique .

5C Degr. de MC F p
Effet Liberté
ord. origine |1?388.L—'JD_ 1) 17388,90| 1251,000  0.000000
T(+) et Fraction (B) 72,90 1 72,90 5,245 0,051256
Erreur 111,20 8 13,90

Annexe 15 : Table de teste ANOVA a un facteur pour les résultats de comparaison des IA

entre la fraction aqueuse et la fraction butanolique .

s5C

Deqgr. de MC F p
Effet Liberté
ord. origine |24?DD.EJD_ 1) 24700,90| 688,0474| 0,000000
La fraction (A} et Fraction (B) 1144 90 1 1144 900 31,8914 | 0,000483
Erraur 287,20 8 35.90

Annexe 16 : Table de teste ANOVA a un facteur pour les résultats de comparaison des VLC

entre le témoin positif et la fraction aqueuse .

sSC Degr. de MC F p
Effet Liberté
ord. origine |3E|95|3.EIB. 1) 30956,98| 540 2629| 0000000
T(+) et FractionA BAG 07 1 BAG6.07|  9.7045| 0014332
Erreur 458 40 8 57,30




Annexe 17 : Table de teste ANOVA a un facteur pour les résultats de comparaison des VLC
entre le témoin positif et la fraction butanolique .

5C Degr. de MC F p
Effet Liberté
ord. origine IEDES?.J,D_ 1) 20237 40| 1589,949| 0000000
T(+) et Fraction(B) 10214 1 102,14 6,025 0022054
Erreur 101,83 8 12,73

Annexe 18 : Table de teste ANOVA a un facteur pour les résultats de comparaison des VLC
entre la fraction aqueuse et la fraction butanolique .

5C Degr. de MC F p
Effet Liberté
ord. origine IE?EDE.EB_ 1) 27502 63| 420 2353 0,000000
Fraction [A) et Fraction(B) 1134 86 1) 1134 86| 173405 0.003147
Erreur h23.57 8 65 45




Résumé

Phlomis bovei De Noé est une plante qui appartient a la famille des Lamiaceae,
largement utilisée en médecine traditionnelle.Notre étude a pour objectif d’évaluer 1’activité
antimitotique et I’effet cytotoxique des fractions flavonoiques aqueuse et butanolique issus
des feuilles de Phlomis bovei De Noé sur la membrane érythrocytaire. L’estimation
quantitative des flavonoides par la méthode du dosage colorimétrique révéle que la fraction
butanolique présente une meilleurs teneur en flavonoides estimée a 15 + 0.46 pgeQ/ml de
fraction. L’évaluation de 1’effet cytotoxique sur la membrane érythrocytaire est réalisée par la
mise en contact du globule rouge humain avec les fractions flavonoiques aqueuse et
butanolique. Le pourcentage d’hémolyse a été calculé et comparé a un témoin positif
représenté par la saponine. Nos résultats montrent que la fraction butanolique présente le taux
d’hémolyse le plus élevé et estimé a 77.36%%12.08 . Par ailleurs la mise en évidence de
I’activité antimitotique des fractions flavonoiques aqueuse et butanolique a été réalisée in
vitro sur les cellules méristématiques d’Allium cepa et a montré que les deux fractions
inhibent la division cellulaire. L’indice mitotique le plus faible est observé pour la fraction
butanolique avec un taux de 39.13+2.52% et un indice d’aberration élevé et estimé a
41.43+£10.09 %. Ceci se traduit par la présence de différentes anomalies nucléaires, cellulaires
et chromosomiques notamment des agglutinations chromosomiques, des fragmentations
chromosomiques, des cellules gigantesques et des cellules allongées.

Mots clés : Phlomis bovei De Noé , fractions flavonoiques, effet antimitotique, Allium cepa
et effet cytotoxique.

Abstract

Phlomis bovei De Noé is a plant belonging to the family Lamiaceae, widely used in
traditional medicine.Our study aims to evaluate the antimitotic activity and the cytotoxic
effect of aqueous flavonoids and butanolic fractions from the leaves of Phlomis bovei Noé on
the erythrocyte membrane. The quantitative estimation of flavonoids by the colorimetric assay
method reveals that the butanolic fraction has a better flavonoid content estimated at 15 +
0.46 pgEQ / ml fraction. Evaluation of the cytotoxic effect on the erythrocyte membrane is
carried out by contacting the human red blood cell with the aqueous and butanolic flavonoids
fractions. The percentage of hemolysis was calculated and compared to a positive control
represented by saponin. Our results show that the butanolic fraction has the highest hemolysis
rate and is estimated at 77.36% + 12.08. Moreover, the demonstration of the antimitotic
activity of the aqueous and butanolic flavonoid fractions was carried out in vitro on the
meristematic cells of Allium cepa and showed that the two fractions inhibited cell division.
The lowest mitotic index is observed for the butanolic fraction with a rate of 39.13 + 2.52%
and a high aberration index estimated at 41.43 = 10.09%. This results in the presence of
various nuclear, cellular and chromosomal abnormalities including chromosomal
agglutination, chromosomal fragmentation, gigantic cells and elongated cells.

Key words: Phlomis bovei De Noé, flavonoid fractions, antimitotic effect, Allium cepa and
cytotoxic effect.
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