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Résumé

Les plantes médicinales sont une source inépuisable de molécules bioactives a 1’origine
de plusieurs activités biologiques. C’est dans cette optique que nous nous sommes intéressés a
I’évaluation in vitro de Dactivité antimitotique (Test Allium cepa) des extraits d’acétate
d’éthyle des feuilles de Peganum harmala L, une plante spontanée des zones arides d’Algérie
(Laghouat). Différentes concentrations (16 ; 10 ; 4 ; 1mg/ml), ainsi que les deux standards a la
concentration Img/ml : la colchicine et la quercetine ont été testés. Des indices mitotiques
(IM%); des valeurs limites de cytotoxicité (VLC%) et des indices de phases (IP%) ont été
calculés, et différentes aberrations ont été recensées chez les cellules méristématiques
d’Allium cepa L., traitées par les différentes concentrations ainsi que les deux standards. Nos
résultats révelent que I’extrait d’acétate d’éthyle des feuilles de Peganum harmala L. inhibe la
mitose, avec un effet comparable a celui des deux standards. L’augmentation des
concentrations en extrait s’accompagne par une diminution des différents indices calculés.
Des moyennes d’IM (%) de 43,80 + 0,46% et de 29,13+0,55%, ainsi que des VLC de 1,16+
0,20% et 33,20 £ 0,07% ont ét¢ obtenues pour les concentrations 16 et 1 mg/ml
respectivement. Nos extraits bloquent la mitose en prophase qui est majoritairement présente,
et causent une augmentation d’indices d’anomalies (IA%), représenté par des taux dominants
d’agglutinations, de fragmentations chromosomiques et des cellules binucléés. L’analyse
statistique type ANOVA et le test de Newman Keuls appuie 1’effet antimitotique des extraits
d’acétate d’éthyle des feuilles de Peganum harmala L. a différentes concentrations, similaire

aux deux standards (colchicine et quercétine).

Mots clés : Peganum harmala L; activité antimitotique; extrait d’acétate d’éthyle, molécules

bioactives, colchicine, quercétine, Laghouat.



Abstract

Medicinal plants are an inexhaustible source of bioactive molecules at the origin of
several biological activities. It’s with this in mind that we are interested in the in vitro
evaluation of the antimitotic activity (4llium cepa test) of the ethyl acetate extracts of the
leaves of Peganum harmala L, a spontaneous plant in the arid zones, Algeria,(Laghouat).
Differents concentrations (16, 10, 4, 1 mg / ml) as well as the two standards at Img /ml
concentration: colchicine and quercetin were tested. Mitotic indices (IM%); cytotoxicity limit
values (VLC%) and phase indices (IP%) were calculated, and different aberrations were
recorded in the meristematic cells of Allium Cepa L. treated with the different concentrations
as well as the two standards. Our results reveal that the ethyl acetate extract of the leaves of
Peganum harmala L. inhibits mitosis, with an effect similary to that of both standards. The
increase in extract concentrations is accompanied by a decrease in the various indices
calculated. MI (%) averages of 43.80 £+ 0.46 of 29.13 + 0.55, as well as VLC (%) of 1.16 £+
0.20 and 33.20 £ 0.07 (%) were obtained for the concentrations 16 and 1 mg / ml respectively.
Our extracts block the predominantly present prophase mitosis, and cause an increase in
abnormality indices (IA%), represented by dominant rates of agglutination, chromosome
fragmentation and bi-nucleate cells. The ANOVA statistical analysis and the Newman Keuls
test support the antimitotic effect of the ethyl acetate extracts of Peganum harmala L. leaves

at different concentrations, similar to both standards (colchicine and quercetin).

Keywords: Peganum harmala L, antimitotic activity, ethyl acetate extract, bioactive

molecules, colchicine, quercetine, Laghouat.
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Introduction geénérale

L’¢tude des relations entre I’homme et les plantes existe depuis 3 millions d’années,
ou il est confirmé que I’homme utilisait ces derniéres premiérement comme source de
nourriture, mais bien plus encore, aussi pour se soulager de ces maux et douleurs. La plupart
des produits utilisés par ’homme pour des fins thérapeutiques étaient d’origine végétale.
Cela a été clairement mentionné dans plusieurs écrits historiques (Tablettes sumériennes,
Papyrus d’Egypte, recueil d’HIPPOCRATE, DeMateria Medica de DIOSCORIDE). En effet,
les hominidés n’ont pas attendu 1’émergence de la disciplines scientifique pour apprendre a
classer et utiliser les plantes, il était vital pour eux de distinguer les plantes utiles de celles a

¢viter, pour se nourrir, pour prévenir des maladies ou se soigner (Anonyme 1, 2002).

De nos jours, méme si le développement de la recherche scientifique et des industries
pharmaceutiques est important, les plantes médicinales et les remeédes qu’on pouvait en tirer
ne sont pas abandonnés. L’organisation mondiale de la sant¢ (OMS) estime que 80% de la
population mondiale utilise des plantes a des fins thérapeutiques (BOUSLIMAN et al.,
2012). Les plantes médicinales sont une source importante de molécules bioactives, a
I’origine de plusieurs activités biologiques a savoir: antioxydante, antibactérienne,
antiproliférative, antimitotique, etc... (ZHAO et al., 2010 ; TENGURIA et al., 2011). D’effet
antimitotique des molécules bioactives issue de végétale prend le devant pour ’effet

irreverssible que ce derniers a sur I’organisme biologique cela explique

L’Algérie avec sa position géographique, présente plusieurs étages bioclimatiques,
induisant a une biodiversité importante (AMEENAH et al., 2006). Malgré tout cela, peut
d’efforts dans le domaine des plantes médicinales ont été fournis, pour améliorer les sources

des molécules bioactives recherchées et intéressantes pour I’homme.

Peganum harmala L. est 'une des especes de plantes qui présente des vertus
thérapeutiques. Elle appartient a la famille des Zygophyllacées et elle est tres répandue dans
les régions arides et semi-arides (DARABPOUR et al., 2011). Elle posséde plusieurs noms :
Bender Tiffin, Syrian Rue, dans les sociétés anglophones, Rue sauvage, Rue verte, en France,
harmel, harmel el sahari en Algérie et en Afrique du Nord. Elle est caractérisée par son odeur
forte, désagréable, qui repousse tous les herbivores. Le seul animal qui I’a consomme est le
lézard saharien pour résister aux piqures des scorpions, cela peut nous inspirer 1’idée de la

présence de molécules bioactives tres intéressantes (BELAKHDAR et al., 1997).
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Les recherches faites a travers 1’histoire se sont intéress¢ d’avantage a 1’effet

antimitotique vu son effet irréversible sur I’organisme biologique.

Au cours de cette étude, nous allons déterminer 1’effet antimitotique des extraits en se
basant sur le test d’Allium cepa, mis au point par DEYSSON et al. (1948). Ce test représente
un modele de référence pour I’évaluation de I’activité antimitotique in vitro. Il est validé par
le programme d’environnement des nations unies (UNEP) et par le programme international

de la sécurit¢ mondiale (IPCS) (MEDJEBER et al., 2018).

Dans notre présente étude nous nous sommes intéressés a 1’extrait d’acétate d’éthyle
des feuilles de Peganum harmala L. des régions arides et semi arides d’Algérie. Ce travail
rentre dans les problématiques du laboratoire Ressources Naturelles de I’Université de

Mouloud Mammeri de Tizi Ouzou (UMMTO).
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I. Cycle cellulaire et mitose
1.1. Rappels génétiques.
1.1.1. Historique et définition du chromosome

Le terme chromosome a été utilisé pour la premicre fois en 1888 par WALDEYER et
al. (1888), pour désigner les éléments colorés, visibles au cours de la division cellulaire. Le
nombre de chromosomes varie entre 16 et 24 pour les cellules haploides et 32 a 48 pour les
cellules diploides, en fonction des matériels et des techniques utilisées (coupes de tissus,
¢crasement sur lame ou «squash») (TURPIN et LEUJEUNE et al., 1965 ; SANDBERG et al,.
1990). Le nombre exact de 46 chromosomes somatiques humains a été établi en 1956 par
TJIO et LEVAN, qui ont utilisé des cultures de fibroblastes de poumons embryonnaires, en
bloquant les mitoses au stade métaphase par la colchicine, appliquant ensuite un choc

hypotonique (HSU et al., 1952).

1.1.2. Constituants moléculaires et structure du chromosome

Le chromosome est un édifice formé par un ensemble organisé de molécules, au sein
duquel, I'ADN, représente un constituant permanent, des protéines, les histones, intimement
associ¢es a 1I'ADN, jouent un rdle essentiellement architectural.. Les chromosomes sont
composés de deux chromatides identiques, attachées au niveau du centromeére lors de la
métaphase. Aux extrémités de chaque chromatide se trouvent les télomeéres, constitués de
séquences répétitives d'ADN, qui assurent une protection des terminaisons chromosomiques.
Les télomeres et le centromere ne codent pas d'information génétique, il s'agit dADN non
codant épi-génome. En microscopie optique, on distingue sur les chromosomes des régions
condensées, formées d'hétérochromatine et des régions décondensées formées d'euchromatine.
Les génes exprimés se localisent principalement au niveau de I'euchromatine. Le chromosome

est une entité cellulaire en équilibre dynamique (BERKALOFF et al., 1981).

1.2. Cycle cellulaire

La division cellulaire peut conduire a des résultats trés différents selon I'espece ou le
stade de développement auquel elle a lieu. De la méme fagon, il est possible d'observer, en
fonction des especes et de leur stade de développement, des cycles de division cellulaire qui
prennent plus ou moins de temps pour se dérouler en totalité, c'est-a-dire jusqu'a la production

de deux cellules filles a partir d'une cellule mére (DOLISI et al., 2009).
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1.3. Modéle de base du cycle de division cellulaire

Le cycle de division cellulaire le plus complexe se compose de quatre phases
successives qui ont été, pour certaines, initialement identifiées grace aux changements de la
structure du matériel génétique dans les cellules en division, alors que la réplication de l'acide
désoxyribonucléique (ADN) découverte plus tardive dans les années 1950, était liée a une
période plus discréte du cycle de division cellulaire pendant l'interphase. Le déroulement de

ces phases est schématisé ci-dessous (Figure 1).

Figure 1 : schéma du cycle cellulaire (GALAS et al., 2008).

1.3.1 Interphase

L'interphase est la période comprise entre la fin d'une division et le début de la
division suivante, elle constitue 90% du temps du cycle cellulaire (plus grande partie du
cycle), L’interphase se décompose en une phase G1 (G: initiale de gap, intervalle), une phase
S (synthese) et une phase G2 (pré mitotique), qui se succedent dans I’ordre (MAILLET et al.,
2002). La durée de cette phase non proliférative varie en fonction de la nature et des

conditions physiologiques de la cellule (MAILLET et LEMULLOIS et al., 2006).
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1.3.2 Phase G1

C’est intervalle de temps qui s’écoule entre la fin de la mitose et le début de la phase
suivante. C’est une phase de présynthese ou la cellule croit et prépare la duplication de I’ADN
(syntheése d’enzyme de réplication) et accumulation des réserves pour la division cellulaire
(MAILLET et LEMULLOIS et al., 2006). (Figure 1)
1.3.3. Phase S

Le cytoplasme est I’endroit ou se fait la synthése et la réplication de I’ADN et des
histones (protéines basiques qui protegent I’ADN). L’ADN polymérase est 1’enzyme qui
permet la duplication ADN (MAILLET et al, 2002), en formant un ARNy qui est
responsable de transmettre le message génétique du noyau jusqu’au cytoplasme , ou se fait la
synthese des polypeptides ou protéines, que sont utilisé pour dans le quotidien de la cellule.
Ces polypeptides sont aussi utilisés pour garantir une division cellulaire a fin qu’une cellule

mere abouti a deux cellules filles (MAILLET et al., 2002). (Figure 1)

1.3.4. phase G2

C’est la phase de vérification, qui permettra par la suite a la cellule soit d’entrer en
mitose, soit d’entrer en apoptose (autodestruction cellulaire), ou de retarder 1’entrée en mitose
(blocage). Pendant cette période de « vérification », la cellule est tétraploide de maniére
provisoire et contient un noyau avec plusieurs nucléoles entouré d’une enveloppe nucléaire et

une paire de centrosomes qui organisent les microtubules du fuseau mitotique (MAILLET et

LEMULLOIS et al., 2006). (Figure 01)

1.4. Différentes phases de la mitose

1.4.1. Prophase

Durant la prophase, la cellule va abandonner ses fonctions et se consacrer pleinement a
la division. La prophase prépare la répartition des chromosomes en une durée de 15 a 30 mn
(MAILLET et LEMULLOIS et al., 2006). Pendant cette phase, les chromosomes sont
parfaitement individualisés et le centrosome est dupliqué pendant que la chromatine
commence a se condenser sous forme de filaments plus ou moins épais, compacts, facilement
visibles en microscopie photonique. Puis, il y’a formation du fuseau reliant les centrosomes
s’¢loignant au podle de cytoplasme et aussi fragmentation de la membrane du noyau et la

disparition des nucléoles sont observé (Figure 2).
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Figure 2 : (A) Représentation schématique d’une cellule en prophase. (B) structure du

chromosome (DOLISI, 2009).

Corilinmenss
SNEL
Erdochonas
akzctes

Crigeem  — ¢

1.4.2. Prométaphase

On peut considérer qu’elle fait partie de la prophase, mais certains scientifiques
préferent la distinguer. Durant cette partie, la membrane nucléaire va complétement
disparaitre tandis que le fuseau achromatique est complétement formé et entre en contact avec
les chromosomes par intermédiaire des kinétochores, induisant 1’alignement des

chromosomes (Figure 5).
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Figure 3 : représentation schématique de la prométaphase (BERKALOFF et al.,1981).

1.4.3. Métaphase

La métaphase est caractérisée par le rassemblement de tous les chromosomes sur la

plaque équatoriale. Le fuseau est alors constitué¢ par un ensemble de microtubules (Figure 6).
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Les microtubules interviennent dans la mise en place du fuseau, en rayonnant a partir de
chaque centrosome déterminant ainsi le plan de la cytodiérése. Les microtubules polaires
partent d’un centrosome et dépassent les chromosomes. Ils maintiennent 1’intégrité du fuseau.
IIs n’atteignent pas I’autre pdle 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
(KARP, 1998).Les microtubules kinétochoriens : caractérisés par la présence des kinétochores
(complexes multiprotéiques assurant la polymérisation et la dépolymérisation des
microtubules), attachent les chromosomes aux microtubules, les dirigent vers le plan

équatorial de la cellule.

1.4.3.1 Microtubules

Un microtubule est un cylindre creux de 25 nm de diamétre dont la paroi est constituée
de 13 protofilaments, chacun d'eux est une succession d'hétéromeres alpha/béta tubuline
(EVANS et al., 1985). Ce cylindre comporte deux extrémités (BAKER et al., 1979 ;
NOGLAES et al., 1999) : extrémité plus (+) et extrémité moins (-), ou selon 1’ordre la vitesse
d’addition et dissociation des monomeres de tubuline est plus ¢élevée (Figure 2).
Les microtubules se forment généralement a partir du MTOC (Micro Tubule Organizing
Center), auquel ils restent attachés par I'extrémité dite «moins». Le microtubule est par nature
instable. Ainsi, en présence de protéine kinase, sa taille s'accroit (polymérisation GTP
dépendante), alors qu’en présence de phosphatase, elle décroit (dépolymérisation par
phosphorylation). Le passage de la polymérisation a la dépolymérisation ou l'inverse
correspond a ce qu'on appelle « instabilité dynamique ». Cette instabilité¢ est essentielle a
I’attachement des chromosomes au fuseau mitotique et leur alignement en métaphase et
permet la séparation des chromatides durant la mitose (VERDIER-PINARD et al., 2001). Les
microtubules interviennent dans de nombreux processus cellulaires (ALBERTS et al., 1997),
dont les mouvements (cils et flagelles), et le transport intracellulaire d'organelles (MAILLET

et LEMULLOIS et al., 2006) (Figures 2 et 3).



Partie Bibliographie

- Vs ® 6 s il o e kel a

I-Assomidogs o protal il omant- Z-Ansociation laldrals
parl i d Salion ds o e da protofloments

wigtmall premal o ot i

Figure 4: Dynamique de la formation des microtubules (VERDIER-PINARD et al., 2001).
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Figure 5 : les protéines motrices des microtubules (VERDIER-PINARD et al.,2001).

Déplacemaent vers le noyau.

Tableau I : Principaux constituants des microtubules (ALBERT et al., 1997)

1. Proteines constructrices et contrile de I"assemblage

Conitrale de "assemblage

Protéines construcirlices
Type de tubuline Nombre Alasse molaire Mloléculs Rile
i acides aminés (R
Tubuline o 450 S0 KIDa GTP Indispenzable
Tubuline p 44% 30 KIa hig! Activatens
Ca* Inhibiteur
2. Proteines mofrices

Rile

Tranzport des organites el des vésicules vers

Sedéplacent  vers sediplacent vers
I"extremite {+) Iextremite (=3 du différents compartiments de la cellule.
dumicrotubule. microtubule.
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Figure 6: Représentation schématique du fuseau mitotique en métaphase (ALBERTS et
al.,1997).

1.4.4. Anaphase

L’anaphase produit le partage des chromosomes en deux lots identiques. Ce stade est
caractérisé dans la plupart des cellules par deux événements distincts (BERKALOFF et al.,
1981). La ségrégation des deux chromatides sceurs de chaque chromosome et la migration des
chromosomes vers les poles mitotiques, avec raccourcissement des microtubules
kinétochoriens. C’est I’anaphase A. L’allongement de la forme générale du fuseau
mitotique ainsi que 1’¢longation des microtubules polaires entrainant un allongement de la
cellule qui va par la suite se contracter a I’équateur, grace a la formation et la contraction d’un

anneau d’actomyosine résume I’anaphase B (Figure 7) (DOLISI et al., 2009).
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Figure 7 : Représentation schématique d’une cellule en anaphase

(DOLISI et al., 2009).

1.4.5. Télophase

Le terme « télophase » dérive du grec «telos» signifiant « fin » (Figure 8). Elle débute
par l'arrét de la migration des chromosomes qui se regroupent en ¢€ventail aux poles
cellulaires, ainsi que la formation du sillon de clivage. Durant cette phase, le fuseau mitotique
disparait petit a petit puis les lots de chromosomes se décondensent et reviennent a 1’état de
chromatine suivie par la formation des nucléoles et des enveloppes nucléaires et enfin le début

de la cytodiérese (DOLISI et al., 2009).
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Figure 8: Cytodirése cellules animale et cellule végétale ; (a) zygote d’un oursin ; (b)
formation de la plaque cellulaire (DOLISI et al., 2009).
1.4.6. Cytodiérese
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 (MABUCHI et al., 1986). La cytodiéreése est produite grace a un anneau
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contractile constitué de filaments d’actine chez la cellule animale, ou grace a la plaque

cellulaire (phragmoplaste) chez la cellule végétale.

2. Antimitotiques

2.1 Historique

En 1820, la colchicine a été isolée par les chimistes frangais PIERRE JOSEPH
PELLETIER ET JOSEPH BIENAIME CAVENTOU et depuis I’intérét porté aux molécules
poisons du fuseau mitotique été vraiment remarquable. En 1887, les HARTWING montrent
I’influence des narcotiques (éther, chloroforme, phényluréthane) sur la division des ceufs
d’invertébrés, par apparition d’anomalies de la fonction fusoriale (DUSTIN, 1956). En 1905,
KORNICKE fut le premier a étudier 1’action exercée par les rayons X et le radium sur
I’activité mitotique des méristemes radiculaires de Vicia faba et de Pisum sativum
(DEYSSON, 1956). Entre 1957 et 1986, I’institut national américain du cancer (NCI) et de la
recherche programmée s’est dirigé vers la découverte de nouvelles drogues anticancéreuses
d’origine végétales (PETIT et al.,1994). Cette recherche a contribu¢ a la découverte et le
développement des poisons du fuseau mitotique (CASSADY et DOUROUS et al, 1980).
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 et
al., 2003). Les agents antimitotiques sont soit des substances, soit des radiations capables
d’inhiber ou de Modifier le déroulement de la mitose (MAILLET et al., 2002). Les substances
antimitotiques sont des substances qui, a faible concentration, sont capables d’inhiber la
mitose, de la perturber ou de D’arréter et ainsi empécher la cellule d’entrer en division

(CHEVERMONT et al., 1979).

2.2. Antimitotiques et mécanisme d’action

Selon CHEVERMONT et al. (1979), des substances chimiques de structure et
d’origine variées sont capables d’exercer une action antimitotique spécifique soit sur:

- ’ADN : les agents alkylants (moutarde azotées), chlorméthine, cis platine (WONG et
GANDMENICO et al., 1999), la béomycine (FOLLEZOU et POUILLART ef al., 1980) ;

- les Enzymes : tel le méthotrexate (SIMARD et BERNHARD et al.,1966 ; VIEL et
al., 1982); la comptothecine extraite d’un arbuste chinois Comtotheca acuminata ;les

anthracyclines, 1’acridines, les mitoxantrones .
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- les microtubules : colchicine est ’exemple phare, extraite de plante (Cloriosa superba

et Colchicum automnale.

2.3. Molécules antimitotiques issues du végétal

Parmi les molécules incontournables dans le Domain des études antimitotique, nous pouvons
siter certaines (Figure 9) :

J T -
! .::'2-- :!.-'m |-= -I-' }- _:IH
L 4 H
- R aH | j
N s g S
il o R R R AT
R VR Ry d'Tr o T Seh
N ,:-"ﬁ:-:-..--;n I O 46_?:”':5 E
e L. I\'.— ih-l i
== L
Docatansl Quercetine Calchicine |C_H, MO

a
Il

e ) aH

Hy00 7 =~ FO, o
B S04

".‘____:T’_,E'_-\_.I:l o, F’,- H

OCH; s

Vincriskina ;
Tamol [C.,H. WO,

Figure 9 : Structures chimiques des molécules antimitotiques (AY et al., 2007 et

NOTHLINGS et al., 2007).

e La colchicine (C22H25NOg): c’est est un alcaloide tricyclique (figure 10), extrait au
départ des colchiques, principalement la colchique d’automne. Cette molécule est
souvent utilisée pour établir un caryotype, car en inhibant la polymérisation des

microtubules la colchicine bloque la mitose en métaphase.
e La vincristine : c’est est un alcaloide de la pervenche de Madagascar (Catharanthus

roseus), utilis¢€ comme traitement de chimiothérapie dans la lutte contre les cancers.

Cette substance inhibe la polymérisation des microtubules lors de la mitose.
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La quercetine : ou quercétol est un flavonoide de type flavonol présent chez les
plantes comme métabolite secondaire. Le quercitron est parmi les plus actifs des
flavonoides et plusieurs plantes médicinales doivent leur efficacité et vertus a leur taux

fort en quercétol.

Le taxol (C47H51NO14): Le taxol ou autrement dit le paclitaxel est une molécule
produite par des champignons endophytes que I’on trouve ¢galement dans les extrais
de certains ifs, a qui elle confére une forte toxicité. C’est I’'une des molécules utilisée
en chimiothérapie anticancéreuse. Le paclitaxel est un inhibiteur du fuseau mitotique,

il inhibe la polymérisation des microtubules bloquant ainsi le mécanisme de la mitose.

Le docétaxel : c’est une substance active aux propriétés anticancéreuses. C’est un
alcaloide obtenu par hémi-synthése a partir d'une molécule extraite des feuilles de 1'if

(Taxus baccata).

I1. Peganum Harmala L.

2.1.Description de Peganum harmala L.

El harmel est une plante vivace, a racine pivotante. Ces tiges sont peu rameuses de 30

a 90 cm de haut, a entre nceuds assez courts, qui présentent une densité importante de

feuilles de couleur vert claires dispos¢ d’une manicre alterne sur la tige, allongés et

irrégulierement divisés en étroites lanieres (MANSOUR et al., ; SONDABE et al., 2012).

Cette plante présente des fleurs solitaires et blanches avec 5 sépales inégaux persistants, qui

dépassent la corolle, 5 pétales libres créme lavés de rose orangé a nervures jaunes, dotées de

10 étamines, son gynécée est généralement de 8 mm de longueur environ, ovaire supére et

globuleux, composé de 3 loges et de stigmates (Figure 10). Le fruit est une capsule

globuleuse renfermant des graines brunatres (MASSAOUDI, 2005).
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Figure 10 : A. Photo de Peganum harmala L B. Photo de la fleur de Peganum harmala L C.
Fruit de Peganum harmala L D. Fruits et graines de Peganum harmla L. Dayate Aiat

(Laghouat, Algérie).
2.2. Systématique et taxonomie de Peganum harmala L.

Peganum harmala L appartient a la famille des Zygophyllacées (MOGHADAM et
al., 2010 ; TANWEER et al., 2012). Sa systématique est la suivante (GUINOCHET et al., ;
VILMORIN et al., 1973-1984; FOURNIER et al., 1934-1940 ; TISON & DE FOUCAULT et
al., 2014) :

| 23 1 U Plantae
Embranchement..........cccoeviiniiinninnnnnn. Spermaphytes
Sous embranchement............cccceveininnnn Angiospermes
Classe c.ooevevneineiniieiieiiiiiiieiieciecnenacnees Eudicots

Sous Classe ..ocuvevriiiiniiiniiiieiiiniiiieiennn Magnoliidae
Ordre...ccieeeiiineiiinieiieicinecsnecosnscsnces Sapindales

Famille ...cocovvviiiiiniiiiiiiiiiiiiiiiiininn Zygophyllacées
€3 11 Rt Peganum L.

ESPECe cvvvvvviiiniiiiiiiiniiiiiiiniiinnccnnnens Peganum harmala L.
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2.3.Aire de répartition et distribution de Peganum harmala L.

Peganum harmala L. est une espece cosmopolite largement distribuée dans le monde et
trés commune sur les sols sableux, originaire des zones arides et semi arides. Cette plante est
présente et originaire du Moyen Orient et d’Afrique du Nord, Turquie, Inde, ensuite elle a été
export¢ vers le continent américain et en Australie (CHEVALLIER et al., 1996 ;
DARABPOUR et al., 2011).

En Algérie, cette espéce est commune dans les Hauts Plateaux, au Sahara septentrional et
aux montagnes du Sahara central. Cette plante aime les terrains sableux. Par ailleurs, en
Europe, elle est trés commune dans les zones séches en Espagne, steppes de la Russie
méridionale, Hongrie. En Asie, elle est répandue dans les steppes de 1'Iran, du Pakistan, du
Turkestan jusqu'au Tibet et en Sibérie (CHOPRA et al., 1960 ; PARIS & DIMANT et al.,
1960 ; QUZEL et SANTA et al., 1963 ; OZENDA et al,1977).

2.4. Ethnobotanique et utilisation thérapeutiques de Peganum harmala L.

Peganum harmala L est une plante utilisée en médecine traditionnelle. Son histoire
¢thnobotanique au Moyen Orient et en Afrique du Nord dit étre utilisée comme emménagogue
abortif ou a des fins rituelles magiques, prophylactiques et surtout thérapeutiques. En
¢thnobotanique, le harmel est réputé pour traiter la plupart des troubles (HAMMICHE et al.,
2013), tels que I’hypertension, I’asthme, la toux, la jaunisse, le lombago, la colique,
I’hypoglycémie et encore plusieurs autres maladies (DARABPOUR et al,. 2011;
LAMCHOURI et al, 2014 ; AKBARY et al., 2014). Cette derniére a été¢ classée comme
plante toxique, riche en molécules bioactives, notamment les alcaloides présents dans ses
différentes parties. Ses graines et ses feuilles sont connues pour avoir des propriétés
hallucinogénes et hypothermiques. En effet, des expérimentations faites sur Peganum
harmala L ont révélé des activités biologiques générées par cette derniere, tel 1’effet
antibactérien, antifongique, antiviral, antitumoral, cytotoxique, antispasmodique,

antihistaminique, anti-inflammatoire, immunomodulateur. (AKABARY et GUL KANAWAL
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etal., 2016 ; JAVADIAN et al., 2016). L’intoxication au harmel n’est pas rare, elle représente
généralement un pourcentage important de I’ensemble des intoxications par plantes regues

dans les centres Antipoison en général.
2.5. Etude phytochimique de Peganum harmala L.

Peganum harmala L. est constitué d’alcaloides qui ont un noyau indole (harmane,
harmine, harmaline, harmalol (harmol), qui représentent les principales toxines. (BUKHARI
et al., 2008), de flavonoides qui sont représentés par les coumarines, les bases volatiles et les
tanins, ainsi que différents pigments, a I’exemple des téguments externes de la graine qui
renferme un pigment rouge dit « Turkey Red » qui est un composé fluorescent.

Peganum harmala L est caractérisé par sa teneur en alcaloides qui peut aller jusqu’a
5% représenté par I’harmane (C12 H10 N2), ’harmaline (C13 H14 N20), I’harmine (C13 H12
N20) et ’harmalol (C12 H12 N20) (Figure 11 et 12). Ces alcaloides présentent une quantité
importante dans les graines et les racines (3 a 4 %), suivi des feuilles (0,52 %) puis des tiges

(0,36 %) et. Ils sont complétement absents dans les fleurs (HARRAIZ et al., 2010).

L’¢étude phytochimique de Peganum harmala L. a défini que la concentration des
alcaloides et leur présence varie selon le stade de développement de la plante. La synthese des
alcaloides est maximal pendant les trois premieres semaines, se stabilise lors du début de la
croissance végétative, et diminue directement lors du début de la floraison. Peganum harmala
L. reste I’'une des importantes sources d’alcaloides avec une concentration maximale
enregistrée de 26,96 mg/g d’extrait, dont I’harmine est la molécule la plus abondante. Les
anthraquinones, péganine, isopéganine, désoxypéganine ont été également identifiés chez
Peganum harmala L. par KHASHIMOV et al (1970), confirmé 30 ans aprés par
FATHIZAD et al. (2007).

La graine de Peganum harmala L. est la partie la plus concentré en alcaloides. On dit
que les graines mures sont plus concentrées en alcaloides que les jeunes graines. En
pharmacologie il a été¢ définie que les molécules bioactives de Peganum harmala L. sont
précisément les alcaloides B carbolines (I’harmine, 1’harmaline, harmalol, harmane) (Figure
11), ainsi que les dérivés de quinazoline tel que la wvasicine, la vasicinone et la

désoxyvascinone (Figure 12) (KARTAL et al., 2003).
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Figure 11 : principaux alcaloides de Peagnum harmala L : harmine, harmaline, harmol,

harmalol (MAYAD et al., 2013).
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Figure 12: Synthése des B-carbolines de Peganum harmala L. et de la sérotonine a partir du

tryptophane (ANISZEWSKI, 2007).
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2.6. Activités biologique de Peganum harmala L.

L’effet hallucinogeéne et hypothermique, les problémes visuels, la perte de contrdle, la
paralysie corporelle sont causés par Peganum harmala L., certainement a cause des alcaloides
que cette derniere contient (LAMCHOURI et al., 2002). Ces alcaloides présentent plusieurs
activités biologiques, tels que les effets anti-tumoraux (JAHINIANI et al.,(2005),
analgésiques (FAROUK et al., 2008), activités vaiso-relaxante (ASTULLA et al, 2008),
activité antimicrobienne (ARSHAD et al., 2008), activité acétylcholinestérase (ZHENG et al.,
2009) ; activité insecticide (GOEL et al., 2009) ; anti-leishmania (MIRZANE et al., 2007 et
KHOSHZABAN et al.,2014) ; antispasmodique et antihistaminique (ASGHARI et al.,
2002 ;LOCKWOOD et al., 2002) ; antioxydant , immuno-modulatrice (ZAKER et al., 2007).
El Harmel a aussi un effet hypoglycémique (SINGH et al.,2008); hépato protecteur
(KHALED et al.,2008) ; anti fongique (DARABPOUR et al.,2011) En outre, SCHWARZ et
al ., (2003) a définie sur une études des alcaloides de Peganum harmala L. une possibilité
d’inhibition réversible de la monoamine oxydase grace a ces alcaloides. LAMCHOURI et al.,
(2010) définie les P carbolines et ’harmine comme des molécules a un effet cytotoxique
hautement significatif. Plus encore HAMSA et KUTTAN et al., (2011) entreprennent les
travaux de LAMCHOURI concluent que 1’harmine inhibe significativement la formation de
nodules dans le tissu pulmonaire et diminue divers parameétres biochimiques associées a la

métastase pulmonaire.

18



Matériels et méethodes



Partle EXperlmentale Matériels et Méthodes

I. Partie Expérimentale
1. Matériels et méthodes
1.1. Lieu d’étude et expérimentation

Le travail fait dans notre étude rentre dans les problématiques du laboratoire des
Ressources Naturelles de 'universit¢ de MOULOUD MAMMERI de TIZI OUZOU. Son
objectif consiste a mettre en évidence 1’effet antimitotique de 1’extrait d’acétate d’éthyle des

feuilles de Peganum harmala L.
1.2. Matériel biologique

Les feuilles de dix sujets sains de Peganum harmala L. ont été récoltées au mois d’avril
2015 de maniere aléatoire. L’échantillonnage a été effectué a dayate Aiat, région de Timzerth,
wilaya de Laghouat (Algérie) (Figure 13).Cette région est caractérisé par des sol plus au moins
sablonneux et une végétation peut dense adapté au climat et au lieu. Ces échantillons ont été
placés dans des enveloppes et conservés au réfrigérateur jusqu’a leur utilisation au laboratoire, ou
on a suivis un protocole pour obtenir une poudre de feuilles séchées de Peganum harmala L,
aussi des Racines jeunes d’A/lium cepa ont été suivies comme modele expérimentale a 1’étude

respective des activités antimitotiques figure 14.
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Figure 13 : Région de I’échantillonnage des feuilles de Peganum harmala L.
ResarchGate Article Houali K. (2019).
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Figure 14 : Utilisation des racines d’Allium cepa comme témoins a suivre pour définir les

différentes phases de la division mitotique.

Les racines jeunes d'A/lium cepa L. (oignon). ont servi comme un mode¢le testeur. Les

oignons utilisés dans cette étude sont issue du marché local.
1.3. Matériel de laboratoire
1.3.1 Solvant et réactifs utilisés

Le solvant et les réactifs utilisés dans cette étude ainsi que leurs concentrations sont
illustrés dans les deux tableaux ci-dessous.

Tableau II : Solvants et réactifs utilisés.

Solutions Concentrations | Formule chimiques Roles
16mg/ml Extraction de métabolites
Solution d’acétate 10mg/ml C4Hs02 secondaire des feuilles de
,, 4mg/ml
d’¢éthyle P.harmala L
Img/ml
Acide acétique 99% CH3;COOH Fixations

Réalisation de témoin

Solution de Img/ml C22H25NOs positif 2

colchicine

Solution de Img/ml CisH1007 Réalisation de témoin

quercetine positif 1
Carmin acétique inconnue inconnue Coloration des racines
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1.4 Méthodes utilisées :

Les feuilles de Peganum harmala L. ont été nettoyées de toutes traces de terre, ensuite
séchées a ’ombre a température ambiante. Ensuite, elles ont été broyées pour aboutir a une

poudre fine, utilisée pour la préparation des extraits (Figure 15).

%

Fenlles de Popoosuee furrminin 1
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Broyage

Figure 15 : protocole de transformation des feuilles de Peganum harmala L. en poudre.

Les bulbes d’Allium cepa ont été mis a germer dans de 1’eau pendant 3 a 4 jours afin
d’obtenir des racines contenant des cellules méristematiques en division, la croissance des
racines est rapide de 1’ordre de quelque millimetres par jour, elle résulte des mitoses qui se

produisent dans le méristéme racinaire, situé¢ dans la zone subapicale da la racine (Figure 16).

Figure 16 : photo et schéma illustratif de la mise en croissance des racines d’Allium cepa.
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1.5. Déroulement des différentes parties de I’expérimentation

Le protocole utilisé pour I’évalution in vitro de 1’effet antimitotique (test Allium cepa) des
extraits d’acétate d’éthyle de la poudre de feuilles de Peganum harmala L. est celui adopté
par SHWETA et al., (2012), modifié par nos soins. Les différentes étapes de ce protocole sont

illustrées dans la figure 18.

Pour la préparation des extraits d’acétate d’éthyle des feuilles de Peganum harmala L.
50ml d’acétate d’éthyle ont étés ajoutés a 5g de poudre de feuilles de Peganum harmala L.
Ce mélange est homogénéis¢ pendant 48h par un agitateur magnétique. Apres 48h, le
mélange est mis dans un tube a essai fermé, dans lequel il doit subir une centrifugation de
2500 T/min, pendant 10 min. Une fois que la solution homogene est obtenue on fait évaporer

le solvant a I’aide du rotavapeur.

Le contenu séché obtenu est tout de suite pesé grace a une balance d’analyse ultra
précise et donc un poids de (0,04 g) d’extrait brut d’acétate d’éthyle des feuilles de Peganum
harmala L est obtenu. Le produit obtenu est ensuite reparti en quatre échantillons d’un poids
homogene et subit ensuite un processus de dissolutions et des dilutions pour obtenir 4

solutions a des concentrations voulus.

Quatre concentration de solutions ont ét¢ obtenus : 16mg/ml, 10mg/ml, 4mg/ml, 1mg/ml.

Figure 17 : préparation et dilutions de différents extrais.
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Figure 18: schéma récapitulatif du protocole expérimental de I’extraction par
I’acétate d’éthyle et de D’activité antimitotique (SHWETA et al., 2012).
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La préparation des solutions de colchicine et de quercitrine afin de définir nos deux
témoins positifs est faite d’une mani¢re ordonné ou on a effectué¢ séparément des
dissolutions et des dilutions de la Colchicine et de la Quercitrine a 1’état solide pour obtenir
des concentrations voulus de Img/ml pour chaque un, ensuite un lot d’extrémités
meristematiques racinaires d’Allium cepa a été trompé dans des verres de montre contenants
les deux solutions au laboratoire pendant 48h, résultant ainsi au tissus meristematiques
racinaires traités par les solutions de colchicine et de quercitrine a 1mg/ml observées est

considérés comme témoins positifs

1.6. Evaluation in vitro de 1'activité antimitotique des extraits aqueux d’acétate d’éthyle

des feuilles de Peganum harmala L.

L’¢évaluation in vitro de I’activité antimitotique des extraits aqueux des feuilles de
Peganum harmala L. a été réalisé donc en suivant le test Allium cepa L. (SHWETA et al.,
2012), ou des concentrations d’extrait d’acétate d’éthyles des feuilles de Peganum harmala
L. ont été testé a savoir : 16mg/ml, 10mg/ml, 4 mg/ml, et 1mg/ml, ainsi que les deux

standards considérés que sont la colchicine (Img/ml) et la quercetine (1mg/ml).

La croissance des racines résulte des mitoses, qui se produisent dans les méristeémes
racinaires situés dans les zones subapicales des racines d’Allium cepa. Ces zones
méristématiques ont été sélectionnées pour former les échantillons, deux ont été considérés
comme des témoins positifs, un a été traité par la colchicine (1mg/ml) et ’autre par la
quercetine (1mg/ml). Ces deux composé€s ont un effet antimitotique connu; Les quatre
¢chantillons ont été traités par les extraits préparés : 16mg/ml, 10mg/ml , 4mg/ml et 1mg/ml.
5 lames ont été examinées pour chaque concentration (échantillon), ainsi que les deux

standards.

Tous les échantillons ont ensuite étés soumis a une analyse cytologique qui comprend les

étapes suivantes :

e la fixation : les apex racinaires d'un centimetre environ de longueur (1cm), ont été
enrobés dans la solution de fixation, préparée d'un volume d'acide acétique et de trois

volumes d'éthanol (1:3v/v) pendant 24 heures, la fixation a pour but de bloquer toute

23



Partle EXperlmentale Matériels et Méthodes

évolution de division cellulaire et permet de conserver l'intégrité structurale de
chromosomes (DAHIER, 1992) ;
e la coloration : elle ¢été effectuée en utilisant le carmin acétique qui est généralement

préférée pour I'obtention d'un bon contraste entre les chromosomes et le cytoplasme
incolore (JAHIER ,1992) (Figure 19) ;

———

Figure 19 : coloration au carmin acétique.

e préparation des lames : la partie meristématique sélectionnée et colorée a été
déposée sur une lame a l'aide d'une pince, dans une goutte de carmin acétique et
écrasée entre lame et lamelle, en tapotant doucement avec le bout des doigts, afin

d'obtenir un bon étalement des cellules.

1.7. Evaluation microscopique I'observation et l'examination des lames a été réalisée en

utilisant un microscope optique et un appareil photo, ce qui a permis d’effectuer le comptage

et la détermination des :

indices mitotiques (IM%).
indices de phases (IP %).

indices des aberrations (IA%).

D N N NN

valeurs limites de cytotoxicité (VLC%).
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1.7.1. Indice mitotique (IM%)

I1 est défini par le ratio de cellules en division normal sur le total des cellules comptées

(350cellules) (IKEDA et al., 2000) selon I'équation suivante:

IM% Nombre de cellules en division X 100
0 =

Nombre total de cellules comptées(350)

1.7.2. Indice des phases (IP%)

Il est déterminé par le nombre de cellules en prophase (P), en métaphase (M), en
anaphase (A) et en télophase(T) sur le nombre de cellules examinées (350) multipli¢ par 100

(GLINSKA et al., 2007), selon la formule suivante :

Nombre de cellules en (P,M,A,T) X 100
Nombre de cellules examinées (350)

IP% =

1.7.3. Valeur limite de cytotoxité (VLC)
Elle est calculée selon ANTONSIE-WIEZ (1990) a partir de la formule suivante :

IM des cellules taitées x 100

VLCY% =
% IM des cellules temoins

1.7.4. Indices des aberrations (IA%)

L’indice des aberrations est calculé¢ a partir de l'équation suivante (RACUCIU et

al,2007 ;CREANGA et al., 2007).

Total des aberrations chromosomique X 100

0p =

Total des cellules examinées (350)

25



Reésultats et discussions



Partie Expérimentale

Résultats et discussions

I1. Résultats et discussions
2.1. Différentes phases de 1a mitose observées chez le témoin négatif

L’analyse cytologique des cellules méristématiques d’Allium cepa L. n’ayant subis
aucun traitement (témoin négatif) avaient une moyenne d’indice mitotique de 87.74+1.37%,
avec une présence de toutes les phases de la mitose qui ont été nettement observées a savoir :

la prophase, la métaphase, 1'anaphase, et la télophase comme montré si dessous (Figure 20).

Formation de 2

. -
Condensation de 'ADN . .| Migration des chromosomes “ cellules filles et
Formation de la 1 . | 1
en chromosome . ) ) aux pdles de la cellule.
P =3 plaaue équatoriale

P : Prophase ; M : Métaphase ; A : Anaphase ; T : T¢lophase

Figure 20 : Observations des différentes phases de la mitose chez les cellules méristématique

d’Allium cepa (x400) (Témoin négatif)

La mitose est le processus de la division cellulaire, durant laquelle on observe la
division du noyau appelée caryocinese, et la division du cytoplasme nommée la cytodiérese.
La caryocinése comprend différentes étapes : tout d’abord, la prophase qui correspond a la
condensation des chromosomes et la rupture de I’enveloppe nucléaire, puis intervient la
métaphase, période de la formation du fuseau et I’alignement des chromosomes sur la plaque
¢quatoriale, puis suivra 1’anaphase qui est caractérisée par la disjonction de ces derniers et
enfin la télophase: disparition du fuseau et les chromosomes se décondensent et se dirigent
vers les poles, puis la cytodiéreése durant laquelle la cellule se sépare en deux cellules filles.
(A.BERKALOFF, J.BOURGUET, FAVARD, J-C LACROIX. Livre Biologie et

physiologie cellulaire.)
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2.2. Aberrations observées et enregistrées
2 .2.1.Aberrations observées et enregistrées sous I’effet de la colchicine

L’analyse cytologique des échantillons traités par la colchicine (Img/ml) et
quercetine (1mg/ml), (t¢émoins positifs 1 et 2) a montré 1’apparition de plusieurs aberrations et
n’a pas montré la présence de toutes les phases de la mitose. Les résultats obtenues sous

microscope sont montrés dans les figures ci-dessous.

AG : Agglutination chromosomique; FR : Fragmentation des chromosomes; CG : cellule gigantesque;
AL : Allongement des cellules ; CB : cellule binucléé

Figure 21 :Aberrations causés par la Colchicine [ 1mg/ml] sur les cellules méristématiques des

extrémités racinaires d’Allium cepa Observé au microscope Optique (X400) (Témoin Positif 01)
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2 .2.1.Aberrations observées et enregistrées sous I’effet de la quercetine

AG : Agglutination chromosomique ; FR : Fragmentation des chromosomes; DP : désorganisation de la plaque équatorial ; CG :
cellule gigantesque; CS : cellule sans noyau AL : Allongement des cellules;  CA : corps apoptotique CB : cellule binucléé;
AC: absence de cytodiérése.

Figure 22: Aberrations causés par la Quercétine[ Img/ml] sur les cellules méristématiques des extrémités

racinaires d’A/lium cepa Observé au microscope Optique (X400). (Temoin positif 02)
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2.3.Indices mitotiques (IM)% et valeurs limites de cytotoxicité (VLC)%

L'analyse des cellules traitées par la colchicine (1mg/ml) et par la quercitine (1mg/ml)
arévélé une diminution remarquable de la moyenne de 1'indice mitotique (Tableau III) dont
le taux a atteint (33,88 + 1,37)% pour la colchicine, et de (43,80 + 0,46)% pour la quercetine,
ce qui correspond a la moiti¢ de celui calculé pour le témoin négatif justifiant [’effet
antimitotique de ces agents. La colchicine est un alcaloide végétal qui bloque la formation du
fuseau mitotique, elle se fixe sur la tubuline et empéche sa polymérisation en microtubules,
I’absence ou I’insuffisance de ces dernicres entraine le blocage de la mitose au stade
métaphase. Quand a la quercetine, qui est un flavonoide de type flavonol, elle agit directement
par inhibition de la protéine kinase et inhibe la lipogenése, bloquant ainsi la mitose

(LALAOUI et al., 2004).

Tableau III: les indices mitotiques (IM) et les valeurs limites de Cytotoxitée (VLC) des deux

témoins positifs utilisés dans notre étude.

Extraits IM £ ES (%) VLC £ ES (%)
33,88 £ 1,37 38,61 +1,94
Colchicine (1mg/ml)
43,80 + 0,46 49,92 + 0,52
Quercetine (1Img/ml)

IM : Indice mitotique; VLC : valeur limite de cytotoxicité; ES : Erreur standard ;

L’analyse cytologique des échantillons traités par les extraits d’acétate d’éthyle des
feuilles de Peganum harmala L a différentes concentrations (16; 10; 04; 01 mg/ml)
préparés pour notre étude a révélé I’observation de plusieurs aberrations, mais aussi la non

présence de toute les phases de la mitose (Figure 23). :
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2 .2.3.Aberrations observées et enregistrées sous ’effet I’extrait d’acétate d’éthyle des
feuilles de Peganum harmala L. a differentes concentration

AG : Agglutination chromosomique ; FR : Fragmentation des chromosomes; DP : désorganisation de la plaque équatorial ; CG : cellule gigantesque; CS : cellule sans
noyau AL : Allongement des cellules; CA : corps apoptotique CB : cellule binucléé; AC: absence de cytodiérese.

Figure 23 : aberrations causées par ’extrait brut d’acétate d’éthyle des feuilles de Peganum Harmala L sur

les cellules méristematiques des extrémités racinaires d’Allium cepa observé au microscope optique (X400)
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Le tableau IV montre que les indices sont de 1,02 + 0,10 pour la concentration

l6mg/ml ; 10,91+0,46%; 23,71+£0,44%et de 29,13+0,55 %, respectivement pour les

concentrations 10 mg/ml ; 4 mg/ml et Img/ml .

Tableau IV: comparatif des indices mitotiques (IM) et les valeurs limites de cytotoxitée

(VLC) obtenus dans notre étude.

Extraits IM £ ES (%) VLC £ ES (%)
33,88 +1,37 38,61 + 1,94
Colchicine (1mg/ml)
43,80 + 0,46 49,92 + 0,52
Quercetine (1Img/ml)
Extrait acétate d’éthyle 1,02+0,10 1,16+ 0,20
(16mg/ml)
Extrait acétate d’éthyle 10,91+0,46 12,43+0,12
(10mg/ml)
Extrait acétate d’éthyle 23,710,44 27,02+0,07
(4mg/ml)
Extrait. acétate d’ éthyle 29,13£0,55 33,20+0,07
(1mg/ml)

IM : Indice mitotique; VLC : valeur limite de cytotoxicité; ES : Erreur standard ;

Des tests statistiques ont été¢ exécutés sur les différents résultats de notre étude en

commengant par une étude statistique type ANOVA, qui a révélé une différence hautement
significative entre les indices mitotiques des extraits d’acétate d’éthyle des feuilles de
Peganum harmala L et le témoin négatif. Nos résultats ont été similaires aux résultats des
deux témoins positifs (colchicine et quercétine) (P= 0,00). Cela justifie et prouve un effet
antimitotique de nos extraits a différentes concentrations (Img/ml ; 4mg/ml ; 10mg/ml et 16

mg/ml).

Nous avons exécuté un test de comparaison multiples des moyennes (Test Newman

Keuls), Cela a révélé la formation de 6 groupes montrant que la moyenne de 1’ indice
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mitotique de ’extrait d’acétate d’éthyle des feuilles de Peganum harmala L. (1mg/ml), qui est
de 29,13+0,55 est classée en dessous de la moyenne de I’IM de la colchicine (33,88%) et
celle de la quercetine (43,88%). L’extrait d’acétate d’éthyle des feuilles de Peganum harmala
L (1mg/ml) possede un effet anti mitotique semblable a celui de la colchicine (1mg/ml) et
supérieur a celui la quercetine (Img/ml), ceci suggere que ce dernier contient dans sa

composition des composées bioactifs avec le méme effet que les témoins positifs (Tableau V).

Tableau V : comparaison multiple des moyennes des indices mitotiques des différents

extraits.
Extraits (Mg/ml) Groupe Moyenne

Extrait acétate d’éthyle 16 mg/ml A 1,02
Extrait acétate d’éthyle 10 mg/ml B 10,91
Extrait acétate d’éthyle 4 mg/ml C 23,71
Extrait acétate d’éthyle 1mg/ml D 29,14
Colchicine 1mg/ml D 33,88
Quercétine 1mg/ml E 43,88
Témoin négatif 87,74

La diminution de D’activité antimitotique indique une action de I’extrait d’acétate
d’éthyle de feuilles de Peganum harmala L. bloquant la division mitotique. Plusieurs études
ont été réalisées, en utilisant pour I’extraction de différents extracteurs a 1’exemple du
méthanol qui a permis d’avoir un extrait avec des résultats comparables a ceux qu’avec
I’acétate d’éthyle. Ces résultats ont été similaires a ceux obtenue en utilisant des extraits a
base de méthanol des feuilles de la méme plante effectué¢ au méme temps que notre étude au
méme laboratoire (ZEGHANANE,2019). Autre exemple connu aussi le résultat de la
diminution de I'indice mitotique observée chez les cellules méristématiques d'4llium capa L

traitées par une infusion des feuilles Maytenus ilicifolia et de Banchiniq candicans

(CAMPAROTO et al. 2002).

Peganum harmala L est connu par sa richesse en alcaloides (harmines, harmalines...etc),
phénols, terpénes et saponosides dont 1’activité cytotoxique a été largement étudiée (FASLA
2009). Selon EL-CHAMERY et al., (2000), les composants contenus dans un extrait doivent

interférer avec le développement normal de la mitose, en favorisant ’entrée en prophase pour
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nombre de cellules , bloquent ainsi le cycle mitotique durant I’interphase. La réduction de
I’activité mitotique pouvait &étre due a I’inhibition de la synthése de I’ADN et des
nucléoprotéines de la synthese biologique, ou a une prolongation de la durée des phases G2 et

S (WEBSTER et DAVIDSON, 1969).

Selon SIDDIQUI et al. (2007), la diminution de I’indice mitotique est due
probablement & une modification ou une altération dans I’expression de certains genes,
chaque action survenant séparément dans le noyau interphasique par I’influence ultime de la
structure. Cet indice permet d’évaluer les effets antimitotiques et génotoxiques des divers
extraits naturels (MARCANO et al., 2006). Quand il diminue en dessous de 22% du témoin
négatif, il provoque un effet 1étal sur les organismes testés et la diminution de ce dernier de
50% par rapport au témoin a habituellement un effet sublétal. Cette limite est nommée valeur

limite de cytotoxicité (SHARMA, 1983).

Selon les définitions précédentes, nous pouvons dire que I’extrait d’acétate d’éthyle
des feuilles de Peganum harmala L est considéré comme Iétal pour les cellules
méristématiques d’Allium cepa L. traitées par les concentrations 16 mg/ml et 10 mg/ml, et
nous avons obtenus une valeur limite de cytotoxicité de 1,16+ 0,20% et 12,43+0,12%
respectivement. Pour les extraits a 4mg/ml et Img/ml, et les deux standards sont considérés

comme sub-létal.

La lecture du tableau IV montre qu’a la méme concentration (1mg/ml), la valeur
limite de cytotoxicité des standards est de 38,61 + 1,94% pour la colchicine et de 49,92 +
0,52% pour la quercetine. La quercetine est moins toxique que la colchicine, qui a un effet
comparable de celui de I’extrait des feuilles de Peganum harmala L. a 1mg/ml (33,20 + 0,07).
Nous remarquons aussi que [’augmentation de la concentration des extraits est

automatiquement suivie par une diminution des valeurs limites de cytotoxicité.

33



Partie Expérimentale

Résultats et discussions

L’¢étude statistique type ANOVA a révélé une différence hautement significative entre
les valeurs limites de cytotoxicité des extraits d’acétate d’éthyle des feuilles de Peganum
harmala L., le témoin négatif et les deux standards (colchicine et quercétine) (P= 0,00). Ce
qui démontre un effet cytotoxique de nos extraits a différentes concentrations (1, 4, 10 et 16

mg/ml), ainsi que la colchicine et la quercetine (1 mg/ml).

Les comparaisons multiples des moyennes (Test Newman Keuls) ont révélé la
formation de 5 groupes (Tableau VI). La moyenne de la valeur limite de cytotoxicité de
I’extrait d’acétate d’éthyle des feuilles de Peganum harmala L. a la concentration 1mg/ml
(33,20 + 0,07 %) est classée en dessous de la valeur limite de cytotoxicit¢é moyenne de la
colchicine (38,62%) et celle de la quercetine (49,92 + 0,52%) . De ce fait, I’extrait d’acetate
d’éthyle a la concentration Img/ml, possede un effet plus toxique supérieur a celui de la

quercetine (1 mg/ml) et la colchicine(1mg/ml).
2.3.3.Moyennes des valeurs limites de cytotoxicité

Tableau VI : comparaison multiple des moyennes des valeurs limites de cytotoxicité des

différents extraits.

Extraits (Mg/ml) Groupe Moyenne
Extrait acétate d’éthyle 16 mg/ml A 1,16
Extrait acétate d’éthyle 10 mg/ml B 12,43
Extrait acétate d’éthyle 4 mg/ml C 27,02
Extrait acétate d’éthyle 1mg/ml D 34,16
Colchicine 1mg/ml D 38,62
Quercétine 1mg/ml 50,00

Les pourcentages des différentes phases de la mitose calculées sur l'ensemble des cellules
examinées sont rapportés dans le tableau VII, nous avons calculé a la concentration 16mg/ml
I’indice de prophase de 0,68 + 0,17et un indice de télophase de 0,34 + 0,20. Il est a noté que
I'indice de prophase est relativement le plus ¢élevé et diminue en augmentant les
concentrations des extraits d’acétate d’éthyle préparés, suivie par celui de la télophase. Par
rapport a la métaphase et I’anaphase, elles sont minoritairement présente, et dans la plupart

des cas leurs présence est nulle.
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2.3.4. Indices de phases

Tableau VII : Les moyennes des indices de phases comparées au témoin.

Indices IM = ES IM’ £ ES IA £ ES

Extraits (%) IP £ ES (%) (%) (%) IT £ ES (%)

Témoin (-) 871’73‘;i 59,60 £3,38 | 1,42+0,39 | 2,05+0,56 | 24,57 +4,83

Colchicine 33.88E | 3 051,58 | 0,00+0,00 | 0,00+0,00 | 1,82+ 040

(1mg/ml) 1,70

Quercetine 43,88 +

(Img/ml) 0.46 40,57+0,90 | 0,00+0,00 | 0,00=+0,00 | 3,26+1,07

Extrait. Acétate

d’Ethyle 1,02+0,10 | 0,68+0,17 | 0,00+0,00 | 0,00+0,00 | 0,34 +0,20

(16mg/ml)

Extrait. Acétate 10.91 +

d’Ethyle ’ 07,19 +0,79 | 0,00 +0,00 | 0,05+0,07 | 3,53+0,90
0,46

(10mg/ml)

Extrait. Acétate 2371 +

d’Ethyle ’ 18,11 £0,73 | 0,00+0,00 | 0,11 £0,09 | 5,02+0,56
0,44

(4mg/ml)

Extrait. Acétate 2913 +

d’Ethyle ’ 22,28 +0,51 | 0,00+0,00 | 0,00+0,00 | 6,85+0,55
0,55

(1mg/ml)

IM : indices mitotique ; IP : indice de prophase ; IM’ : indice de métaphase ;

IA : indice anaphase ; IT : indice télophase ; ES : erreur standard

L’étude statistique type ANOVA a révélé une différence hautement significative entre
les valeurs des indices de phases des extraits d’acétate d’éthyle des feuilles de Peganum
harmala L. et le témoin négatif (P= 0,00). Ce qui démontre un effet cytotoxique de nos
extraits a différentes concentrations.Les comparaisons multiple des moyennes (Test
Newwman Keuls) ont révélé la formation de 5 groupes (Tableau VII). La moyenne de I’indice
mitotique

de Dextrait d’acétate d’éthyle des feuilles de Peganum harmala L a la

concentration 1mg/ml (29,13 £ 0,55) est classée en dessous de la moyenne de I’'IM de la
colchicine (33,88 £ 1,70) et de celui de la quercetine (43,88 £+ 0,46) De ce fait, nous
pouvons dire que D’extrait d’acétate d’éthyle des feuilles de Peganum harmala L. a la
concentration Img/ml, possede un effet plus toxique et un impact supérieur et plus important

que celui de la colchicine et la quercetine (1 mg/ml).
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Tableaux VIII : résultats de comparaison de moyennes pour les indices de prophase.

Extraits (Mg/ml) Groupe | Moyenne
Extrait acétate d’éthyle 16 mg/ml A 0,68
Extrait acétate d’éthyle 10 mg/ml A 7,19
Extrait acétate d’éthyle 4 mg/ml B 18,11
Extrait acétate d’éthyle 1mg/ml B 22,28
Colchicine 1mg/ml C 32,05
Quercétine 1mg/ml D 40,57
Témoin négatif 59,60

Tableaux IX : résultats de comparaison de moyennes pour les indices de métaphase.

Extraits (Mg/ml) Groupe | Moyenne
Extrait acétate d’éthyle 1 mg/ml A 0,00
Colchicine Img/ml A 0,00
Extrait acétate d’éthyle 10 mg/ml A 0,00
Extrait acétate d’éthyle 16mg/ml A 0,00
Quercétine 1mg/ml A 0,00
Extrait acétate d’éthyle 4 mg/ml A 0,00
Témoin négatif 1,43

Tableaux X : résultats de comparaison de moyennes pour les indices d’anaphase.

Extraits (Mg/ml) Groupe | Moyenne
Extrait acétate d’éthyle 1mg/ml A 0,00
Colchicine 1mg/ml A 0,00
Extrait acétate d’éthyle 16 mg/ml A 0,00
Quercétine 1mg/ml A 0,00
Extrait acétate d’éthyle 10mg/ml A 0,06
Extrait acétate d’éthyle 4mg/ml A 0,11
Témoin négatif 2,06
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Tableaux XI : résultats de comparaison de moyennes pour les indices de télophase.

Extraits (Mg/ml) Groupe | Moyenne
Extrait acétate d’éthyle 16 mg/ml A 1,02
Colchicine Img/ml A 1,83
Quercétine 1mg/ml A 3,26
Extrait acétate d’éthyle 10mg/ml A 3,54
Extrait acétate d’éthyle 4mg/ml A 5,02
Extrait acétate d’éthyle 1mg/ml A 6,85
Témoin négatif 24,57

Ce phénomeéne est probablement 1i¢ a une intense altération de microtubules en

empéchant 1’assemblage des chromosomes au stade métaphase (FUSCONI et al, 2006).

Certains composés naturels comme certains saponines et flavonoides pourraient entrainer une

disparition progressive des métaphases, des anaphases et des télophases avec une

augmentation relative du nombre de prophases qui disparaissent ensuite peu a peu par retour a

I’état interphasique (ABUDUNIA et al., 2017). Selon ROGER (2007), I’extrait végétal

pourraient provoquer soit un ralentissement des cellules d’entrer en d’autres stades de mitose

notamment en métaphase, soit une altération des microtubules en empéchant I’assemblage des

chromosomes au stade condensation structurale final au niveau plaque équatoriale, ou bien

méme un blocage des cellules en prophase.
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2.5. Indice d’aberrations

Les aberrations chromosomiques observées dans cette étude sont évidemment causés
par les constituants chimiques présents dans les extraits d’acétate d’éthyle de feuilles de

Peganum harmala L puisque aucune aberration n’a été observée chez le témoin négatif.

La plupart de ces anomalies sont définie par la présence des agglutinations
chromosomiques (AG), dont la moyenne est de 47,82+3,02 % a la concentration 16mg/ml en
extrait d’acétate d’éthyle (Figure 24), elles présentent un taux relativement €levé, par rapport
aux autres anomalies dans tous les extraits (annexe). Selon BASS et a/.(2000), cette tendance
a D’agglutination pourrait étre le résultat d’une diminution de la viscosité transformant les
molécules allongées en molécules globulaires, elle est probablement causée par une liaison
sub-chromatidique entre les chromosomes qui perdent la capacit¢ de mouvement et
deviennent incapable de parvenir a leur destination finale. Elles pourraient aussi résulter de la
dépolymérisation de I’ADN et de la dissolution des nucléoprotéines suite a un stress, cela
refléte un état toxique, de type habituellement irréversible et qui méne probablement a une

mort cellulaire.

En plus des agglutinations chromosomiques, nous avons observé la présence d’autre
anomalies, (Figures 22 et 23) : les cellules binucléés(CB) ; fragmentation des chromosomes
(FR) ; allongement des cellules (AL) ; cellules gigantesques(CG) ; cellules sans noyau (CS) ;
désorganisation de la plaque équatoriale(DP), des corps apoptotiques (CA) et 1’absence de
cytodiérese (AC).
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Figure 24 : histogramme des aberrations observées
Tableau XII : Moyennes des aberrations rencontrées lors de nos observations.
berratio
ns AL % PC =+ FR + DP: | CG+ CA: | ACx
E%C(;o/i) c1(;02 ;zs ES ES ES ES ES CS&,,Z )ES ES Bs | o
Extrait (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)
Colchicine | 26,45 | 0,11% | 0,00+£0 | 0,00£0 | 3,59+0 | 0,000 | 0,170 | 0,00+£0 | 0,00+£0 | 0,000 | 30,3
(Img/ml) +2.,56 0,09 ,00 ,00 ,32 ,00 ,09 ,00 ,00 ,00 0
Quercetine | 17,08 | 0,510, | 0,39+0 | 0,000 | 1,14+0 | 0,22+0 | 2,510 | 0,34+0 | 2,85+0 | 0,450 | 25,4
(1mg/ml) +1,22 20 ,20 ,00 ,065 ,09 ,39 ,17 93 ,12 0
Extrait.
Acetate 47,82 | 10,28+ | 1,08+1 | 0,000 | 1,42+1 | 0,00+0 | 0,000 | 1,65+0 | 3,14+0 | 0,00+0 | 65,3
@’Ethyle +3,02 1,96 ,38 ,00 ,33 ,00 ,00 ,59 ,44 ,00 9
(16mg/ml)
Extrait.
Acetate 39,42 | 2,22+0, | 0,22+0 | 0,00+0 | 0,570 | 0,05+0 | 0,45+0 | 1,94+0 | 1,25+0 | 0,8+0, | 46,9
@’Ethyle +2,64 42 ,09 ,00 ,33 ,04 ,09 ,55 ,33 22 2
(10mg/ml)
Extrait.
Acetate 34,74 | 1,88+0, | 0,45+0 | 0,00+0 | 0,850 | 0,170 | 0,450 | 0,80+0 | 0,740 | 1,18+0 | 41,2
@’Ethyle +4,59 52 31 ,00 ,23 ,06 23 221 ,16 ,58 6
(4mg/ml)
Extrait.
Acetate 6,39+ | 0,91+0, | 0,85+0 | 0,000 | 0,17+0 | 0,00+0 | 0,850 | 1,14+0 | 0,62+0 | 0,45+0 | 38,3
@’Ethyle 2,31 49 ,27 ,00 ,12 ,00 ,26 51 ,26 ,16 0
(1mg/ml)

ES : Erreur standard ; AG : Agglutination chromosomique; CB cellule binucléé; AL : Allongement des cellules;

PC : Pont chromosomique; FR : Fragmentation des chromosomes; DP: désorganisation de la plaque équatoriale;

CG : cellule gigantesque; CS : Cellule sans noyau ; CA : corps apoptotique; AC : Absence de cytodiérése.
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En ce qui concerne les cellules binucléées (0,91+£0,49)% chez les cellules traitées
par I’extrait d’acétate d’éthyle Img/ml), leur présence laisse suggérer qu’elles sont dues
probablement a I’éruption du processus de la cytokinese a n’importe quel point de controle du
cycle cellulaire, en agissant sur la formation du phragmoplaste, et empéchant la formation

des cellules filles, conduisant a 1’apparition de cellules polyploides (GRANT, 1976).

La présence des cellules binucléées est détectée dans toutes les concentrations testées
( Tableau XIII), elle est d’une moyenne de 1,88+0,52% chez les cellules traitées par 1’extrait

d’acétate d’éthyle des feuilles de Peganum harmala L a concentration de 4mg/ml.

De méme, les fragmentations des chromosomes sont enregistrées présentes est
majoritaire chez les cellules traitées par la colchicine, avec une moyenne de 3,59+0,32%.
Selon MOREAU (2006), ces derniéres sont probablement dues a la nécrose. La nécrose est
une mort cellulaire dite « accidentelle » qui survient lors d’'un dommage tissulaire et elle

implique des groupes de cellules.

Les cellules dépourvues de noyaux sont également présentes, avec un taux de
1,94+0,55% a la concentration 10mg/ml tandis que leurs moyenne en concentration 1mg/ml
est de 1,144+0,51%, suite a un traitement a I’extrait d’acétate d’éthyle de Peganum harmala L.
Selon ROGER (2007), elles sont le résultat d’une caryolyse .Celle-ci est définie comme une
dissolution du noyau avec perte de ses affinités tinctoriales, elle s’accompagne de
modifications des nucléo-protéines, avec dépolymérisation de I’ADN et hydrolyse sous 1’effet

d’enzymes cellulaires.

Les corps apoptotiques sont €galement présents ou leurs taux moyen a attiens
1,25+0,33% a la concentration 10mg/ml et 0,74+0,16% a la concentration 4mg/ml de
I’extrait d’acétate d’éthyle de feuilles de Peganum harmala L tandis que pour la
concentration 1mg/ml de ce dernier ces corps atteint un taux moyen de 0,62+0,26%. D’apres
WYLLIE et al., (1984) la présence de ces corps est dues au clivage de la chromatine en
fragments irréguliers ou bien au bourgeonnement de la membrane plasmique, les corps

apoptotiques renferment une partie du cytoplasme de la cellule.
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En ce qui concerne les cellules gigantesques, elles sont considérées comme une
sorte d’adaptation aux stress abiotique, celle-ci peut étre la conséquence d’endo-réduplication,
alors une polyploidie. Il s’agit d’une alternative du cycle cellulaire classique ou I’ADN est
dupliqué sans division de la cellule, la mitose n’a pas lieu et le cycle cellulaire est réinitialisé

(FASLA ,2009).

Les désorganisations de la plaque équatoriale quant a elles, leurs présence est avec
un taux de 0,17+0,06; 0,05+0,04% respectivement pour les concentrations; 4mg/ml et
10mg/ml en extrait d’acétate d’éthyles de feuilles de Peganum harmala L. et sont absent a la

concentration de 0lmg/ml ; 16mg/ml.

D’apres ROGER (2007), les microtubules pourraient étre la cible de certains
flavonoides et tri-terpénes, leur action empécherait la formation de la plaque cellulaire. Ce
phénomene a été observé en utilisant 1’extrait de fleurs de Peganum harmala L et des feuilles

Lantana camara L (TURKUGLO, 2008).

D’autre aberrations sont connues lors des études faite précédemment a I’image du pont
chromosomique (CP), qu’on n’a pas enregistré lors de notre présente tel apparait ¢ca valeur nul

sur le tableau XIII.

En résultat final nous pouvons dire que les travaux accomplie dans notre étude son |
complémentaire aux travaux effectuer auparavant sur les mycoendophytes foliaires de
Peganum Harmala L. Ou on a obtenues des résultats statistique similaire & notre présente
¢tudes (Tableau afin d’illustrer un effet antimitotique antiprolifératif et antioxydant des

mycondophytes foliaires de Peganum harmala L. (OUZID et al.,2018).

Tableau XIII : Les résultats des comparaisons des moyennes des indices

d’aberrations.

Extraits (Mg/ml) Groupe | Moyenne
Extrait acétate d’éthyle 1mg/ml A 1,14
Quercétine 1mg/ml A 2,55
Colchicine 1mg/ml A 3,03
Extrait acétate d’éthyle 4 mg/ml A 4,13
Extrait acétate d’éthyle 10 mg/ml A 4,89
Extrait acétate d’éthyle 16 mg/ml A 6,54
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Conclusion et perspective

L’expérimentation faite dans notre présente étude a révélé que les extrait d’acétate
d’éthyle des feuilles de Peganum harmala L influencent le déroulement du cycle de la mitose

et ont un effet antimitotique sur les cellules d’A/lium cepa L.

Ceci s’explique par une diminution des indices mitotique et des indices de phases des
¢chantillons traités par nos extraits d’acétate d’éthyle de Peganum harmala L a différentes
concentration (16 ;10 ;4 ; Img/ml) par rapport au témoin négatif qu’on a mis en évidence. Ces
propos sont appuyés par les résultats obtenus des valeurs limites de cytotoxicité et leur rapport

avec la concentration de nos extraits.

Notre étude nous a permis ainsi lors de 1’observation microscopique de définir les
différents types d’aberration provoqué par I’extrait d’acétates d’éthyles de Peganum harmala
L. Ces dernicres ont ¢tés clairement comparable résultats obtenus pour les témoins positifs
(colchicine, quercétine.) utilisés déja connus pour leurs effets antimitotiques, Ainsi cette

ressemblance confirme I’effet antimitotique de nos extraits d’acétate d’éthyle.

Le résultat obtenu de I’indices mitotique et de valeurs limites de cytotoxicité de notre
extrait d’acétate d’éthyle des feuilles de Peganum harmala L (1mg/ml) qui sont par ordre de
(29,13+0,55) % et (33,20 + 0,07) %, sont nettement inférieur a ceux obtenus pour les témoins positifs

(colchicine, quercétine). L’extrait d’acétate d’éthyle ont un effet antimitotique meilleur que ces

derniers.

Pour une meilleure valorisation de ces ressources naturelles de nombreuses
perspectives peuvent étre envisagées a savoir :
> Réalisation des extractions avec d’autres solvants ;
> Identification les différentes classes de molécules bioactives responsables de nombreuses

activités biologiques par des techniques analytiques de hautes performances (HPLC, RMN,
SM ...)

> Evaluation I’activité anti mitotique sur d’autre systémes biologiques (culture cellulaire) ;

> Evaluation d’autres activités biologiques éventuelles.
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Annexes

Annexe 1 : Tableau d’indices mitotiques des cellules méristématiques d’Allium Cepa pris
comme témoins négatif :

Phases
Lames | M A T 1M (%)
Lame 01 230 10 16 42 85.14
Lame 02 236 7 5 66 89.71
Lame 03 210 4 5 74 83.75
Lame 04 161 2 6 154 92.28
Lame 04 206 2 4 94 87.81

P : Prophase

M : Métaphase A :Anaphase

T : Télophase IM (%) : Indice mitotique en pourcentage

FR : Fragmentation des chromosomes AG : agglutination de chromosomes CG : cellules gigantesques
AC : absence de cytodiérése
DP: désorganisation de la plaque équatoriale en métaphase

CB : cellules binucléés AL : allongement des cellules
CS : cellules sans noyau CA: corps apoptotique

PC: pont chromosomique
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Annexe 2 : Indice mitotique des cellules meristematiques d’Allium cepa traité a la colchicine

(1mg/ml)
hases
\ P T M Nombres d’anomalies rencontrées
Lame (%)
FR: 25 AG : 36
CG:01 CB: 00
Lame 131 3 38,28 AL : 00 AC: 00
01 PC: 00 CS:00
CA: 00 DP: 00
FR:11 AG:81
Lame CG:02 CB:00
02 103 4 30.57 AL : 00 AC: 00
PC: 00 CS:00
CA: 00 DP: 00
FR : 66 AG : 32
Lame CG:02 CB:00
03 114 7 36 AL : 00 AC: 00
PC: 00 CS:00
CA: 00 DP: 00
FR:32 AG:24
Lame CG:02 CB:00
04 118 4 35.71 AL : 00 AC: 00
PC: 00 CS:00
CA: 00 DP: 00
FR:22 AG:40
AL:18 CB:02
Lame 95 28.28 | 28.28 CG:02 AC:00
05 PC: 00 CS:00
CA: 00 DP: 00

P : Prophase M : Métaphase A :Anaphase T : Télophase IM (%) : Indice mitotique en pourcentage

FR : Fragmentation des chromosomes
CB : cellules binucléés

AG : agglutination de chromosomes
AL : allongement des cellules
CS : cellules sans noyau CA: corps apoptotique DP: désorganisation de la plaque équatoriale en métaphase

AC : absence de cytodiérése

CG : cellules gigantesques
PC : pont chromosomique
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Annexe 3 : Indice mitotique des cellules d’Allium Cepa traité a la colchicine (1mg/ml)

Phases
P T IM Nombres d’anomalies rencontrées
Lames (%)
FR: 00 AG:29
CG:01 CB: 00
Lame 01 140 9 42.57 AL : 00 AC: 02
PC: 00 CS:00
CA: 00 DP: 01
FR: 01 AG : 86
CG: 06 CB: 00
Lame 02 153 2 44.28 AL : 01 AC: 01
PC: 00 CS:01
CA: 09 DP: 01
FR: 00 AG:94
CG:04 CB: 02
Lame 03 147 3 42.58 AL : 04 AC:03
PC: 00 CS:00
CA: 17 DP: 02
FR: 15 AG:74
CG:18 CB: 04
AL : 02 AC: 00
Lame 04 134 18 43.42 PC: 00 CS:03
CA: 04 DP: 00
FR : 04 AG : 66
CG:16 CB: 03
AL : 00 AC: 02
Lame 05 136 24 45.71 PC: 00 CS:02
CA: 10 DP: 00

P : Prophase M : Métaphase A :Anaphase

FR : Fragmentation des chromosomes
CB : cellules binucléés

T : Télophase IM (%) : Indice mitotique en pourcentage

AG : agglutination de chromosomes CG : cellules gigantesques
AL : allongement des cellules AC : absence de cytodiérése ~ PC: pont chromosomique

CS : cellules sans noyau CA: corps apoptotique DP: désorganisation de la plaque équatoriale en métaphase
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Annexe 4 : Résultats obtenues de ’analyse de I’indice mitotique, d’indice de phases, d’indice
d’aberrations et de valeurs limites de cytotoxicité par une comparaison multiple des moyenne
ANOVA.

Indice mitotique.

ddl SC CM F Proba
Essai 6,00 23634 92 393915 75943 0,00
Var résiduelle 28,00 145 24 5,19
Total 34,00 2378015
Indice d’aberration
ddl sSC M F Proba
Essai 5.00 179,96 35.99 0.37 0.87
Var.résiduelle 54,00 525141 97.25
Total 59.00 5431,37
Valeur limite de cytotoxicité
il e Tl IF Frake
_ B L] FEFE T f ] =T, ek TEARE
frparall oC gt S LU ) L =35 L2
TeEal SRR AN R
Indices de phases
Indice prophase
[ ) ddi SC CM F Proba
Essai 6,00 8,74 1.46 10,37 0.00
Var résiduelle 28.00 3.93
Total 34.00 12,67
Indice métaphase
ddl SC CM F Proba
Essai 5,00 12242 31 204039 141,26 0,00
War résiduelle 28.00 404 43 14 44
Total 34,00 12646, 74
Indice anaphase
ddl SC CM F Proba
Essai 6,00 17,68 295 10,04 0,00
Var résiduelle 28,00 8,22 0,29
Total 34,00 25,90
Indice télophase
T ableaw o analyse de sariance
dil =T ] i Froba
Ezzai G000 1999 9% 333,33 14,23 Q.00
War ressjedyies|is S8 00 ES5 &7 23 43

Tolal 24 00 2655 B4




Résumé

Les plantes médicinales sont une source inépuisable de molécules bioactives a 1’origine de plusieurs activités biologiques. C’est dans
cette optique que nous nous sommes intéressés a 1’évaluation in vitro de Iactivité antimitotique (Test Allium cepa) des extraits d’acétate
d’¢éthyle des feuilles de Peganum harmala L, une plante spontanée des zones arides d’Algérie (Laghouat). Différentes concentrations (16 ; 10 ;
4 ; 1mg/ml), ainsi que les deux standards a la concentration 1mg/ml : la colchicine et la quercetine ont été testés. Des indices mitotiques (IM%);
des valeurs limites de cytotoxicité (VLC%) et des indices de phases (IP%) ont été calculés, et différentes aberrations ont été recensées chez les
cellules méristématiques d’Allium cepa L., traitées par les différentes concentrations ainsi que les deux standards. Nos résultats révélent que
Pextrait d’acétate d’éthyle des feuilles de Peganum harmala L. inhibe la mitose, avec un effet comparable a celui des deux standards.
L’augmentation des concentrations en extrait s’accompagne par une diminution des différents indices calculés. Des moyennes d’IM (%) de
43,80 £ 0,46% et de 29,13+0,55%, ainsi que des VLC de 1,16+ 0,20% et 33,20 + 0,07% ont été obtenues pour les concentrations 16 et 1 mg/ml
respectivement. Nos extraits bloquent la mitose en prophase qui est majoritairement présente, et causent une augmentation d’indices
d’anomalies (IA%), représenté par des taux dominants d’agglutinations, de fragmentations chromosomiques et des cellules binucléés.
L’analyse statistique type ANOVA et le test de Newman Keuls appuie I’effet antimitotique des extraits d’acétate d’éthyle des feuilles de

Peganum harmala L. a différentes concentrations, similaire aux deux standards (colchicine et quercétine).

Mots clés : Peganum harmala L; activité antimitotique; extrait d’acétate d’éthyle, molécules bioactives, colchicine, quercétine, Laghouat.

Abstract

Medicinal plants are an inexhaustible source of bioactive molecules at the origin of several biological activities. It is with this in
mind that we are interested in the in vitro evaluation of the antimitotic activity (Al//ium cepa test) of the ethyl acetate extracts of the leaves of
Peganum harmala L, a spontaneous plant in the arid zones. Algeria (Laghouat). Different concentrations (16, 10, 4, 1 mg / ml) as well as the
two standards at 1 mg / ml concentration: colchicine and quercetin were tested. Mitotic indices (IM%); cytotoxicity limit values (VLC%) and
phase indices (IP%) were calculated, and different aberrations were recorded in the meristematic cells of Allium Cepa L. treated with the
different concentrations as well as the two standards. Our results reveal that the ethyl acetate extract of the leaves of Peganum harmala L.
inhibits mitosis, with an effect similary to that of both standards. The increase in extract concentrations is accompanied by a decrease in the
various indices calculated. MI (%) averages of 43.80 + 0.46 of 29.13 + 0.55, as well as VLC (%) of 1.16 + 0.20 and 33.20 + 0.07 (%) were
obtained for the concentrations 16 and 1 mg / ml respectively. Our extracts block the predominantly present prophase mitosis, and cause an
increase in abnormality indices (IA%), represented by dominant rates of agglutination, chromosome fragmentation and bi-nucleate cells. The
ANOVA statistical analysis and the Newman Keuls test support the antimitotic effect of the ethyl acetate extracts of Peganum harmala L.

leaves at different concentrations, similar to both standards (colchicine and quercetin).

Keywords: Peganum harmala L, antimitotic activity, ethyl acetate extract, bioactive molecules, colchicine, quercetine, Laghouat.
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