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Introduction générale

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

culture africaine.

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

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

Afin de contribuer a la valorisation des plantes médicinales locales réputées pour leurs
vertus thérapeutiques, nous nous sommes intéressés dans le présent travail, a I’étude de
I’activité antiproliférative et cytotoxique de la fraction des flavonoides des feuilles de
Peganum harmala L., récolté a Timzerth. Dayate Aiat dans la wilaya de Laghouat au sud

algérien.



Peganum harmala L.

1.1 Description de la plante

Peganum harmala L. appelé aussi « Harmel ou Harmel El sahari » est une
plante herbacée, vivace, glabre, buissonnante de 30 a 90 cm de hauteur a rhizome
épais. Les tiges dressées, tres rameuses disparaissent I'hiver. Elles portent des feuilles
alternes, découpées en lanieres étroites. Les fleurs solitaires, assez grandes (25 a 30
mm), d’un blanc-jaunatre veinées de vert. Les graines : nombreuses, petites,
anguleuses, sub-triangulaires, de couleur marron foncé, dont le tégument externe est
réticulé (figure 1). Elles ont une saveur amére. On les récolte en été. Le tégument
externe de la graine renferme un pigment rouge connu sous le nom de "Turkey red".
Cette plante est présente surtout dans les zones arides, sur les sols sableux et
légérement nitrés (PREEDY et al ., 2011)

Figurel : les différentes parties de Peganum harmala L. A : arbuste ; B :la graine ; c : le
fruit ; D :la fleure (PREEDY et al ., 2011)
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1.2 Classification

Peganum harmala L. appartient a la famille des Zygophyllaceae, qui compte 22 genres
et plus de 250 espéces (JINOUS et FERESHTEH, 2012). D’aprés DOBIGNARD et
CHATELAIN (2013), la position taxonomique du Harmel est la suivante :

Ordre : Sapindales
Famille : Zygophyllaceae
Genre : Peganum

Espece : Peganum harmala L.

1.3 Distribution geographique
Elle est largement distribuée a travers le monde, généralement dans la zone
méditerranéenne surtout dans les zones séches en Europe comme I’Espagne, la Russie,
Hongrie, en Afrique (Maroc oriental, Sahara septentrional et hauts plateaux Algériens,

Tunisie, steppes de la Lybie, déserts d'Egypte), et en Asie, elle est répandue dans les

steppes de I'lran, du Pakistan, du Turkestan jusqu'au Tibet et en Sibérie (YOUSFI et al.,
2009 ; MOSHIRI et al., 2013).

1.4 Utilisation traditionnelle

L’Harmel est trés utilisé en médecine traditionnelle algérienne et maghrébine. Elle est
utilisée pour traiter différents troubles. En gynécologiques elle traite I’emménagogue et la
stérilité féminine. En médecine générale, elle est utilisée comme hypnotique, antipyrétique,
antalgique et antitussif. Elle est également tres utilisée dans le traitement de troubles digestifs
(GOEL et al., 2009). On peut I'utiliser dans les traitements cutanés et infectieux. Cutané par
ce qu’elle est antiseptique et cicatrisante, dermatoses (eczémas) et bralures, (MONSIF et al.,
2004) et infectieux comme tétanos néonatal ; antipaludique ; oreillons (IDRISSI AND
HERMAS, 2008), et aussi utilisé contre autres maladie tel que : diabéte, hypertension
artérielle, empoisonnement (venins de serpent) le rhumatisme et les problémes nerveux.

L'hermine permet d'atténuer les tremblements de la maladie de Parkinson (ISERIN, 2001).

1.5 Les métabolites secondaires
Le métabolisme primaire regroupe toutes les voies de synthese de composés

indispensables a la croissance et au développement de la plante. Les métabolites primaires qui
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en proviennent ont donc un réle clé et bien établi chez tous les végétaux (acides aminés et
protéines, acides gras, sucres et polysaccharides...). Par opposition, le métabolisme
secondaire regroupe les autres voies de synthese de composés qui ne sont pas directement
impliqués dans la croissance de la plante. Les métabolites secondaires interviennent dans
I’adaptation de la plante a son environnement (soutien, protection contre les UV, défense,
mise en place de symbiose, attraction d’insectes utiles pour la pollinisation...). Ces composés
sont composés phénoliques (les flavonoides, Les lignines, Les acides phénoliques (HERMS et
MATTSON, 1992).

Les polyphénols ou composés phénoliques constituent un groupe largement distribué
dans le monde végétal. lls sont divisés en une dizaine de classes chimiques, qui présentent en
commun la présence dans leur structure d’au moins un cycle aromatique a 6 carbones, lui-
méme porteur d’'un nombre variable de fonctions hydroxyles (OH) (VERMERRIS et
NICHOLSON, 2006). Les composés phenoliques (acides phénoliques, tannins et flavonoides)
forment le groupe des composés phytochimiques le plus important chez les plantes (BETA et
al., 2005).

1.5.1 Les flavonoides

Les flavonoides sont des métabolites secondaires, hydrosolubles. Ce sont des pigments
quasiment universels des végétaux et sont en partie responsables de la coloration des fleurs,
des fruits et parfois des feuilles. Ils sont largement abondants dans les lIégumes, les feuilles
(salade, choux, épinards, etc), et aussi dans les téguments externes des fruits (LAWSON,
2006). Les flavonoides ont plusieurs roles tels que la protection des tissus contre les effets
nocifs du rayonnement UV (HADI, 2004), et aussi un role dans la défense des plantes contre

les micro-organismes pathogenes (BOVY, 2004).

1.5.1.1 Structure chimique et classification

Les flavonoides possedent un méme squelette de base a quinze atomes de carbones,
constitué de deux unités aromatiques, deux cycles en C6 (A et B), reliés par une chaine en C3
(Figure 2), et le pont a 3 carbones entre les deux phényles forme généralement un troisieme
cycle pyrone (VERMERRIS et NICHOLSON, 2006).
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Figure 2 : structure moléculaire de base des flavonoides (VERMERRIS et NICHOLSON,
2006).
1.5.1.2 Les classes des flavonoides
Les flavonoides se répartissent en fonction de la structure de molécules. En effet, plus
de 6400 structures ont éte identifiées (HARBORNE et WILIAMS, 2000), les plus importantes
7 Generalités sur les plantes medicinales sont les flavones, isoflavandiols, flavanols,

flavondiols, aurones, chalcones, anthocyanins (EFFENDI et al., 2008). Tableau |I.
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Tableau I : les principales classes de flavonoides (EFFENDI et al., 2008)

Flavonoides Exemple Structure Caracteristique
Flavonols Quercétine ' Le groupes le plus
Kaempférol abondants des
Myricétine COMpPOSEs
phénoliques.
Flavones Utéoline Les flavones se
Apigénine différent des
Chrysine flavonols seulement
par le manque d'un
OH libreen C3, ce
qui affecte leur
absorption aux UV,
mobilité
hromatographique et
les réactions de
coloration.
Flavanone Genisteine Caractérisés par leur
Daidzeine variabilité
Naringénine structurale dont
I'attachement du
cycle B se fait en
C3. lIs sont présents
dans les plantes sous
forme libre ou
glycosylée
Flavan3-ols Catéchine Flavan3ols ainsi que
Epicatéchine flavan3, 4diols sont
Epigallocatéchine ') tout les deux

impliqués dans la

biosynthese de

proanthocyanidines
OH (tanins condensés)
par des
condensations
enzymatiques et
chimiques
Représentent le
groupe le plus
important des
substances colorées,
ces pigments
hydrosolubles
contribuent a la
coloration des
angiospermes.

Anthocyanidines | Cyanidine
Delphénidine
Cyanidol
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1.5.1.3 Localisation, distribution et biodisponibilité des flavonoides

Les flavonoides ont été identifiées dans presque toutes les parties de la plante : les
feuilles, les racines, les tiges, les fleurs, les graines et 1’écorce (VERMERRIS and
NICHOLSON, 2006). Ces molécules sont retrouvées dans les fruits, les légumes, les noix, les
herbes, les épices, aussi bien que dans le thé et le vin rouge. Elles sont consommées
réguliérement avec I’alimentation humaine qui nous apporte environ 75 mg de flavonoides
par jour. En effet, le the, les agrumes, les pommes, 1’huile d’olive, les oignons, le cacao et
plusieurs autres fruits et légumes sont tres riches en flavonoides type flavines et flavanols
qui sont les plus abondants (SCHEWE and SIES, 2003). La majorité des flavonoides apportés
par ’alimentation sont sous forme glycosylée, ils peuvent occasionnellement y étre présents
sous forme aglycone (ISHII et al., 2003). La plupart des flavonoides aglycones sont
hydrophobes et peuvent donc traverser passivement les membranes biologiques. Alors que la
liaison d’un groupement glucidique a un composé phénolique diminue son hydrophobicité et
limite séverement sa diffusion passive. Il semblait alors que 1’absorption des flavonoides
glycosylés ne pouvait pas avoir lieu au niveau de l'intestin gréle (WILLIAMSON et al.,
2000).

1.5.2 Autres métabolites secondaires

En plus des flavonoides, Peganum harmala L. renferme d’autres métabolites
secondaires d’intérét biologique. Les alcaloides constituent la principale classe de ces

molécules bioactives. Les alcaloides de type B-carbolines tel que I’harmine, 1’harmaline

I’harmalol et I’harmane et leurs derives forment une grande famille hétérogéne. Ces composés
phytochimiques présentent un intérét par leurs propriétés pharmacologiques et leurs
applications en médecine (KAMEL et al., 1970). lls sont caractérisés par un grand nombre
d’activités biologiques telles que: [Pactivité analgésique, diurétique, anthelminthique,
antiproliférative, abortive et antimicrobienne (TAHROUCH et al., 2002). En plus des
alcaloides, il existe aussi les composés terpéniques qui sont des molécules a nombre de
carbones multiple de 5, et dont le précurseur est I’isopreéne. Ce sont des composés synthétises
a partir de ’acétyle-CoA. Les iridoides et les saponisides sont les principaux composes

terpéniques du genre Peganum (BIANCO et al., 1980).




Cycle cellulaire

2.1 Définition du cycle cellulaire

Le cycle cellulaire est ’ensemble des modifications qu’une cellule subit entre sa
formation, par division de la cellule mére, et le moment ou cette cellule a fini de se diviser en
deux cellules filles grace a la mitose. Le cycle cellulaire comprend deux phases I’interphase et

la mitose. (MAILLET, 2002).

2.1.1 I’interphase
L’interphase correspond, en général, a la plus grande partie du cycle, elle se

décompose en une phase G1, une phase S et une phase G2 (MAILLET, 2002). Figure 3.

» Phase G1
La phase G1 est une phase de présynthése au cours de laquelle la cellule se prépare a
la réplication (synthése d’enzymes) et accumule des réserves pour la division cellulaire, et
synthétise les molécules d’ARN (messagers, ribosomaux et de transfert) et les protéines
nécessaires a I’accroissement cellulaire.
> Phase S
C’est la phase de synthése caractérisée par : la duplication de I’ADN, la synthése des
histones la duplication du centriole.
» La phase G2

C’est la phase pré mitotique, Un certain nombre de facteurs y sont synthétisés, en
particulier les facteurs de condensation de la chromatine. Comme la phase G1, elle représente

une phase de croissance cytoplasmique.

Mitose : M

Interphase | :
G1, Set G2

Figure 3 : les différentes étapes du cycle cellulaire (COLOMBEL.2009)




Cycle cellulaire

2.1.2 La mitose

La mitose est un phénomeéne continu, qui désigne une étape bien particuliére du cycle

de vie des cellules eucaryotes. Ce processus comprend, une division nucléaire (caryocinese);

une division cytoplasmique (cytodiérese). La caryocinése comprend quatre phases : la

prophase, la métaphase, I’anaphase et la télophase. Elle est produite grace au fuseau mitotique

constitué de microtubules (ALBERTS et al., 1997). Les différentes phases de la mitose sont

mentionnées dans le tableau? ci-dessous.
Tableau 11 : les différentes phases de la division cellulaire (ALBERTS et al., 1997).

La prophase

Dure 20 a 30 minutes, et est
caractérisee par :

La condensation de la
chromatine en structures tres
ordonnées et individualisées
appelées chromosomes,
suite a un enroulement accru
de la fibre chromatinienne
qui semble se "condenser".

Le nucléole diminue de
taille et disparait.

Le cytosquelette de
microtubules se réorganise
pour former le fuseau—
mitotique, structure
bipolaire qui s'étend entre
les deux centrosomes.

Prophase

Centrioles Centromére

Fuseau de :
rer Chromatides
division soeurs =

chromosome

La métaphase

Dure 20 a 30 minutes,
caractérisee par :

Un rassemblement de tous
les chromosomes sur la
plaque équatoriale (partie
moyenne de la cellule)
fixés par leurs
kinétochores, a distance
égale des deux poles.

Condensation maximale
des chromosomes.

Le chromosome
métaphasique est au
maximum de sa
condensation, et est
constitué de deux
chromatides reliés par un
centromere.

Plaque
équatorjafe

Fuseau de
division

L’anaphase

Dure 5 a 8 minutes.

Clivage du centromére,
les chromatides
deviennent
indépendants.
Raccourcissement  des
microtubules
kinétochoariens, et
ascension polaire des

chromatides qui
deviennent des
chromosomes

indépendants, partagés

en deux lots identiques
dans chaque pole.

Elongation des
microtubules  polaires
entrainant un

allongement de Ila
cellule.

Microtubules

Anaphase du kinétophore

Fuseau de
division

La télophase

Dure 20 minutes

Arrét de migration des
chromosomes regroupés en

éventail aux poles
cellulaires
Les chromatides
commencent a se
décondenser

Télophase Fé)rmalion dle_,r,_

Anneau
contractile
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2.2 Agents antimitotiques et leur différente action

Des substances végétales ou des radiations qui a faible concentration sont capables de
perturber la division cellulaire empéchant ainsi la formation des deux cellules filles
(MAILLET, 2002 et FASLA, 2009). Des molécules bioactives chimique de structure et
d’origine variée sont capable d’exercée une action antimitotique spécifique soit sur ’ADN,

I’enzyme ou les microtubules.
2.2.1 Action sur PADN

2.2.1.1 Agents alkylants

C’est un groupe d’agents chimique de constituants assez différents, qui possede en
commun la propriété alkyler a la température de 1’organisme plusieurs fonction organique
thiol (SH) hydroxyle (OH) carboxyle (COOH) amine (NH2) incluse dans une chaine linéaire
ou dans un cycle comme celui des base purique et pyrimidique ainsi que les phosphate des
liaisons phosphodiesters (ALLAIN ,2005).

L’alkylation au niveau des groupements phosphates est suivie d’une cassure de la
chaine de ’ADN (FOLLEZOU et POUILLART, 1980). L’alkylation des bases nucléiques
porte principalement sur la guanine en 06 ou N7 (Figure 4), ainsi on distingue (BERTHET,
2006).

X Les alkylants monofonctionnels : provoquent surtout des mutations GC— AT
par ce que la guanine en 06 s’apparie a la thymine plut6t que la cytosine.
% Les alkylants bi fonctionnels : forment des ponts entre résidus, guanines voisines,

bloguant ainsi la réplication de I’ADN.

Figure 4 : Principaux sites d’action des agents alkylants sur nucléotide (FOLLEZQOU et
POUILLART, 1980).
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2.2.1.2 Agents scindants (Bleomycines)

Les bleomycines sont des glycopeptides chélateurs de métaux qui dégrade I’ADN
provocant des fragmentations de la chaine et la libération des bases agent scindant ciseaux
chimiques, ainsi que leur action sur I’ADN est liée a la libération de radicaux libres par
chélation de I’ion ferreux, puis oxydation générant des ions su peroxyde. La bleomycine est
activée en phase G2 durant la mitose mais aussi sur les cellules qui ne sont pas en
division(GO0).

2.2.2 Action sur les enzymes

2.2.2.1 Les Anti métabolites
Ce sont des substances dont la configuration spatiale est tres voisine des métabolites
indispensables aux synthéses cellulaires. Dans certains cas, I’anti métabolite est un inhibiteur

compétitif d’une enzyme (MAILLET, 1979).

2.2.2.2 Les antifolique

Les folates sont essentiels a la synthése des bases puriques (thymidine), lesquels sont
essentiels pour la synthése de ’ADN et la division cellulaire. Pour agir comme coenzymes.
Les folates doivent étre réduits en tétrahydrofolate (FH4) par la dihydrofolate réductase
(LECHAT, 2004).

Le méthotrexate analogue des folates présente une affinité supeérieure pour la
dihydrofolate réductase que les folates eux-mémes. Cette compétition conduit rapidement a la
duplication de la cellule en tétrahydrofolate et donc a I’interruption de la synthése de I’ADN

(figureb). La toxicité du méthotrexate est maximum en phase S (GORIN et al ; 1996).

glutamic residue

H
COOH
e
HOOC \)(NH
MH= " /@D OH /@/\D
e B \ )
e o
HNT N N . =

pterin portion

methotrexate folic acid

Figure 5 : structures de I’acide folique et du méthotrexate (ALLAIN, 2005)
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Un microtubule est un cylindre creux de 25 nm de diametre dont la paroi est constituée
de 13 protofilaments, chacun d’eux est une succession d’'hétérodimeres alpha/béta tubuline
(Figure 6). Ce cylindre comporte deux extrémités (Amos et Baker, 1979) :

« Extrémité plus (+) » ou la vitesse d’addition des monomeres de tubuline est
plus élevée

« Extrémité moins (-) » ou la vitesse de dissociation des monomeéres de

tubuline est plus élevée.
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Figure 6 : dynamique de la formation de microtubule (AMOS ET BAKER, 1979).

Les microtubules se forment généralement a partir du centre organisateur des
microtubules (MTOC : microtubule 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) ; en présence de phosphatase, elle décroit
(dépolymérisation par phosphorylation). Le passage de la polymérisation a la
dépolymérisation ou I’inverse correspond a ce qu’on appelle « instabilité dynamique Cette
instabilité est essentielle a (VERDIER-PINARD et al., 2001) :

- L’attachement des chromosomes au fuseau mitotique ;
- Leur alignement en métaphase

- La séparation des chromatides durant la mitose
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Figure 7 : les protéines motrices des microtubules (VERDIER-PINARD et al., 2001).

2.2.3 Action sur les microtubules : poisons du fuseau mitotique

Lors de la mitose il y a deux moments favorables a 1’action des poisons du fuseau
(MAUSSANG, 2005).

-Au cours de la polymérisation des tubulines en microtubules ce qui correspond a
I’action des inhibiteurs d’assemblage de la tubuline en microtubules (alcaloides de Vinca ;
colchicine ; podophyllotoxines

-Au moment de la dépolymeérisation des microtubules en tubuline ce qui correspond
a I’action des inhibiteurs de désassemblage des microtubules en tubuline (taxol).

-En interagissant avec la tubuline et les microtubules, ces poisons bloquent les
cellules en mitose, ce qui se traduit par (VERDIER-PINARD et al., 2001) :

-Leur accumulation en phase G2/M du cycle ;
-L'augmentation du nombre de cellules a ADN chromosomique condensé ;

- L'accumulation de complexes cdkl1/cycline B actifs.
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2.3 Inhibiteurs d’assemblage de la tubuline en microtubules

2.3.1 La colchicine
La colchicine est un alcaloide extrait des tiges souterraines charnues du colchique

colchicum autumnale L. (Liliaceae), qui en se fixant sur une molécule de la tubuline empéche
sa polymérisation en microtubules (figure 7).

L’absence ou I’insuffisance des microtubules entraine le blocage de la division
cellulaire au stade métaphase : 1’inhibition de la motilité cellulaire et le transport

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

Figure 8:(A) colchicum autumnale L., (B) structures de la colchicine (ALLAIN, 2005)

2.3.2 Les Vinca-alcaloides

Les Vinca-alcaloides proviennent de Catharanthus roseus G. de Madagascar, de la
famille des Apocynacea (GUERITTE et FAHY, 2005). Cette plante produit deux molécules
bioactives qui appartiennent a la famille des alcaloides (hétérocycles azotés) : la vinblastine et
la vincristine (figure 8). Ces derniéres inhibent la formation des microtubules et interferent
avec la formation du fuseau mitotique et 1’établissement du cytosquelette. Ceci conduit a un
blocage de la mitose en métaphase en empéchant la formation du fuseau mitotique et la

dispersion des chromosomes au hasard a travers le cytoplasme (EPSIE et al., 1998).
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Figure 9 : site d’action des Vinca-alcaloides (EPSIE et al., 1998).

2.3.3 La curcumine
La curcumine une molécule extraite de la racine de Curcuma longa, une plante

originaire d’Asie (Figure 9). Elle est utilisée depuis des siécles dans les cuisines et les
médecines traditionnelles hindoues et chinoises. Cette molécule est reconnue pour ses
propriétés anti-inflammatoires (REUTER et al., 2009). Elle est également capable d’induire la

mort des cellules cancéreuses, principalement par apoptose (DUVOIX et al.,2003 ;TEITEN et
al.,2010).

"HO OH
0 A 0
CHs O O CH,

Figure 10 : Structure de la curcumine (REUTER et al., 2009).
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1. Matériel et méthodes

Notre travail a été réalisé au Laboratoire de Biochimie Analytique et Biotechnologies
(LABAB) de I'université Mouloud Mammeri.

L’objectif de cette étude est d’étudier I’effet antiprolifératif de la fraction des
flavonoides des feuilles de Peganum harmala L. en utilisant la levure Saccharomyces

cerevisiae comme modéle de cellules eucaryotes.
1.1 Matériel

1.1.1 Matériels biologiques
Le matériel biologique est constitué :

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

Levure boulangére Saccharomyces cerevisiae commercialisée, qui présente les

caractéristiques morphologiques et physiologiques représentées dans le tableau suivant :

Tableau 111 : Caracteristiques morphologiques et physiologiques de Saccharomyces
cerevisiae (GUIRAUD et GALZY, 1998).

Caracteristiques

Température optimale de croissance 28-30°C
PH optimaux de croissance 4-4.5
Temps de génération 1-2 heures
Mode respiratoire Aérobie anaérobie facultatif
Mode de reproduction Sexué et asexué
Meétabolite Production d’éthanol par voie fermentaire
Forme Sphérigue plus ou moins arrondie
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1.1.2 Matériel de laboratoire
En plus du matériel conventionnel de laboratoire nous avons utilisé entre autres :

-I’évaporateur rotatif pour éliminer les solvants ;
-un bain Marie, une centrifugeuse, et un spectrophotométre utilisé pour les dosages ;

-ampoules a décanter qui nous ont permis d’obtenir les fractions de flavonoides.

1.1.3 Réactifs et solvants

Les différents solvants et réactifs utilisées sont présentés dans le tableau suivant :

Tableau IV : liste des solvants et réactifs

Composés Concentration Fonction
Méthanol 99.7%
N-butanol 99.5%
Solvant d’extraction
Acétate d’éthyle 99.5%
Eau physiologique -- Témoin négatif
Quercetine 1mg/ml Témoin positif : inhibe la prolifération
des cellules (agent antiprolifératif)
Bleu de méthylene 0.1% Colorant bleu a I’état oxydé et incolore a

I’état réduit

1.2 Méthodes

1.2.1 Extraction des fractions de flavonoides
L’extraction des flavonoides a été réalisée a partir de la poudre de feuillets de

Peganum harmala L. par la méthode (liquide-liquide) décrite par BEKKARA et al., (1998).
Les différentes étapes sont résumees ci-dessous :
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1 g de poudre de feuilles de Peganum harmala L.

Extraction avec 20 ml de
méthanol

Pendant 48h1 g de poudre de

feuilles de Peganum harmala L.
A\ 4

[ Extrait méthanoique ]

Evaporation a sec (60°C)
+ 10 ml d’eau distillé

+ 10 ml d’ Acétate d’éthyle

A 4

Phase d’acétate
d’éthyle

[ Phase aqueuse J

v

Phase
butanolig

\ 4
L | u Phase aqueuse
ue

-

Figure 11 : schéma récapitulatif des étapes de I’extraction des fractions
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1.2.2 Préparation du milieu Potato-Dextrose-Broth (PDB)
Le milieu PDB est préparé comme suite :

% 100g de pomme de terre épluché et découpée en fins des sont mises a cuisson dans
100ml d’eau distillée pendant 15a 20min suivie d’une filtration.

% Le filtrat récupéré est mis dans un Erlen Meyer a agiter en chauffant.

% On rajoute 10gde glucose et on complete a 500ml de I’eau distillé. Le mélange est
retiré de la plaque chauffante lorsqu’il est homogene et clair.

% Repartir le bouillon dans des flacons puis autoclaver le milieu de culture 120°c
pendant 20 min.

1.2.3 Evaluation in vitro de I’activité antiproliférative
Le test antiprolifératif a été effectue suivant le protocole de SHWETA et al. (2012),
optimisé par OUZID et al. (2019) utilisant la levure Saccharomyces cerevisiae comme

modele de cellule eucaryote.
1.2.3.1 préparations de I’inoculum de levure Saccharomyces cerevisiae

La levure Saccharomyces cerevisiae est un modé¢le d’étude possédant de nombreux
avantages : croissance rapide, préparation de milieux culture facile, conservation des
caracteres biochimiques, pouvoir prolifératif rapide. La préparation de I’inoculum de levures
consiste a les revivifier dans un milieu PDB stérilisé et incubé a 30°C pendant 24 heures.
Ces différents étapes ce sont déroulées dans des conditions stériles afin d’éviter toute

contamination pouvant fausser les résultats.

Des dilutions de demi en demi ont été préparées a partir d’une solution mere de
levures d’une densité optique (DO a 650 nm) proche de 1. Une numération a ’aide de la
cellule Malassez. A partir d’un aliquote de 10 pl pour déterminer la concentration qui
correspond a chaque dilution. Les principales étapes de dénombrement cellulaire avec la
cellule de Malassez sont détaillées en annexe2. Ces valeurs nous ont permis de tracer une

courbe étalon DO= f (concentration cellulaire).

1.2.3.2 Actions des fractions de flavonoides sur la prolifération Saccharomyces

cerevisiae

Pour mettre en évidence l’effet de la fraction flavonoides sur la prolifération

Saccharomyces cerevisiae nous avons optée pour la méthode de bleu de méthylene
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» Principe de coloration au bleu de méthyléne
La méthode de coloration au bleu de méthylene est une méthode qui permet de faire
une estimation rapide du taux de viabilité et mortalité des cellules. Les cellules de levures
vivantes posseédent une enzyme qui décolore le bleu de méthylene contrairement aux cellules
mortes. Il est par conséquent simple de distinguer les cellules vivantes des cellules mortes en
les observant sous microscope optique : les cellules mortes sont colorées en bleu et les
cellules vivantes sont incolores (PAINTING et KIRSOP, 1990).

» Mode opératoire

Une série de quatre tubes (figure 12) contenant 2.5 ml du milieu de culture pdb stérile
sont inoculés par 250 pl d’une suspension de levure Saccharomyces cerevisiae de densité
optique 0.1 a 650nm (équivalent a 1076cellule /ml).250ul de I’agent antiprolifératif est
ajoutés aux précedent tube (fraction flavonoide aqueuse, fraction flavonoide butanolique). Un
témoin positif (la quercetine 1 mg/ ml) et un témoin négatif (eau distillée aprés I’incubation
30°C pendant 24heure. 0.5 ml de bleu de méethylene sont ajoutés a tous les tubes, puis sous
microscope optique et a I’aide de la cellule de Malassez (annexes 2) un comptage des cellules
vivantes et mortes a été effectué dans 16 chambres. Trois observations ont été faites pour
chaque tube. Les cellules vivantes apparaissent incolores et les cellules mortes sont de couleur

bleu. Le pourcentage de cytotoxicité est estimé en utilisant la formule suivante :

Nombre de cellule morte

% de cytotoxicité = %100
Nombre de cellules mortes + nombre des cellules vivantes

La figure suivante récapitule les différentes étapes suivies lors de la réalisation du test
antiprolifératif de la fraction de flavonoides (aqueuse et butanolique)
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Figure 12 : les différentes étapes du test antiprolifératif
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1.2.4 Analyse statistique

Pour cette étude des analyses statistiques ont été effectuées en utilisant le test

d’analyse de variance (ANOVA) pour mettre en évidence la signification des différences

obtenues entre les fractions étudiées, et les standards.
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2 Résultat et discussion
2.1 Extraction des flavonoides

Le principe utilisé pour I'extraction des flavonoides est basé sur leur degré de
solubilité dans les solvants organiques (BRUNETON, 1999 ; KEBIECHE et al., 2011). Les
solvants utilisés sont le méthanol, acétate d’éthyle et le n-butanol. Apres décantation on
récupéré deux phases de flavonoides : phase aqueuse et une phase butanolique représenté dans
la figurel3 suivante.

Phase butanolique

Phase aqueuse

Figure 13 : décantation des deux fractions des flavonoides
2.2 Activité antiproliférative des flavonoides de Peganum harmala L.

L’activité antiproliférative des fractions de flavonoides (aqueuse et butanolique) des
feuilles de Peganum harmala L. sur les levures Saccharomyces cerevisiae est comparé a

I’action du témoin positif (quercétine).

2.2.1 Action de la quercétine sur la viabilité de Saccharomyces cerevisiae

Les pourcentages de cytotoxicité de la quercétine sur Saccharomyces cerevisiae sont
consignés dans le tableau suivant
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Tableau V : pourcentages de cytotoxicité de la quercétine

Eau distillée 0.000 0.000 + 0.000
0.000
0.000

Quercétine 52.110 47.026+2.262
40.000
48.970

Ces résultats montrent que la quercétine présente un pourcentage de cytotoxicité 47.026 +
2.262%. La quercétine est un flavonoide connu pour son activité antiproliférative. Elle est
isolée a partir de nombreuses plantes médicinales. Elle posséde des effets toxiques et
génotoxique (SILVA et al., 2002 ; SOARES et al., 2006 ; ENGEN et al., 2015). Elle présente
une forte affinité de liaison avec I’ADN, ce qui induit des dommages au niveau de I’ADN et

des chromosomes dans les cellules cancereuses (CANTERO et al., 2006).

Le test type ANOVA réalisé entre le témoin négatif et la quercétine montre une
différence hautement significative (P=0.00), cela confirme le bon choix de la quercétine

comme témoin positif dans la détermination de I’effet antiprolifératif et cytotoxique.

2.2.2 Action de la fraction butanolique des flavonoides sur la viabilité de

Saccharomyces cerevisiae

Les pourcentages de cytotoxicité de la fraction butanolique sur Saccharomyces cerevisiae sont
consignés dans le tableau suivant

Tableau VI : le pourcentage de cytotoxicité de la fraction butanolique.

% de cytotoxicité Moyenne + ES

Eau distillée 0.000 0.000 + 0.000
0.000
0.000

Fraction butanolique 76.595 74.218+0.980
flavonoide 73.333
72.727

La fraction butanolique de flavonoides présente un pourcentage de cytotoxicité

de74.218+0.980. L’extrait butanolique des parties aériennes de Fagonia microphylla
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(Zygophyllaceae), qui est une espece endémique du Sahara septentrional, récoltée dans la
région de Ghardaia, montre bien la richesse de ce dernier en saponosides (ABDEL et al.,
2000). Vu que Peganum harmala L appartient a la famille des Zygophyllaceae, on peut
déduire que I’effet cytotoxique de la fraction butanolique peut étre expliqué par la présence
des saponines, qui ont la capacité d’induire la formation des pores a travers les membranes

cellulaires (MAKKAR et BECKER, 1997).

Le test type ANOVA réalisé entre la fraction butanolique et le témoin négatif (eau
distillee) montre une différence hautement significative (P=0.004). Ceci confirme I’effet
cytotoxique de la fraction butanolique des flavonoides des feuilles de Peganum harmala L.

2.2.3 Action de la fraction aqueuses de flavonoides sur la viabilité de
Saccharomyces cerevisiae
Les pourcentages de cytotoxicité de la fraction aqueuse sur Saccharomyces cerevisiae sont
consignes dans le tableau suivant.

Tableau VII : pourcentage de cytotoxicité de la fraction aqueuse.

% de cytotoxicité Moyenne + ES

Eau distillée 0.000 0.000 + 0.000
0.000
0.000

Fraction aqueuse 53.125 45.297+3.217
flavonoide 42.187
40.579

La fraction aqueuse de flavonoides présente un pourcentage de cytotoxicité de
45.297+3.217. Les flavonoides sont généralement cytotoxiques. Cette efficacité dépend d’une
part de leur glycolisation éventuelle et d’autre part de leur degré de méthoxylation. Ces
résultats sont en accord avec ceux de VERSTRAETEN et al., (2003) et RAMCHOUN et al.
(2015), qui ont montré que les flavanols et les procyanidines interagissent avec les
groupements polaires des phospholipides membranaires par des liaison hydrogenes et

s’accumulent ainsi a la surface.

Le test type ANOVA réalise entre la fraction aqueuse et le témoin négatif montre une
différence hautement significative (P=0.00). Ceci confirme I’effet cytotoxique de la fraction

aqueuse des flavonoides des feuilles de Peganum harmala L.




Conclusion

La présente étude a concerné 1’évaluation de I’effet antiprolifératif et cytotoxique des
fractions flavonoiques : aqueuse et butanolique des feuilles de Peganum harmala L. sur les levures
Saccharomyces cerevisiae par la méthode au bleu de méthyléne.

Nos résultats ont révélé que nos deux fractions ont un effet sur la prolifération des
levures. Le pourcentage de cytotoxicité de la fraction butanolique (74.218+0.980%) est  plus
important que celui obtenu avec la fraction aqueuse (45.297+3.217 %) comparativement a la
quercétine (47.026 + 2.262%) utilisé comme standard. L’étude statistique de type ANOVA a
mis en évidence une différence hautement significative (P=0.00) entre les extraits testés (la
fraction butanolique, aqueuse) et la quercétine.

La détermination de I’effet antiprolifératif et cytotoxique d’extrait de plante par la
coloration au bleu de méthylene est une méthode fiable, peu colteuse et rapide. De plus les
cellules de  Saccharomyces cerevisiae représentent un bon modeéle de cellules eucaryotes
dans la recherche des molécules bioactives a 1’origine de I’inhibition de la prolifération des

cellules tumorales.
En perspective il serait intéressant de :

% Isoler et identifier les principes actifs responsables de [Dactivité
antiproliférative et cytotoxiques ;

¢ Réaliser une étude in vitro sur des lignées cellulaires cancéreuses ;

% Déterminer d’autre activités biologiques de la fraction de flavonoides telle que

I’activité antibactérienne, anti parasitaire et anti mitotique.
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Annexes 1

Tableau de la gamme d’étalonnage
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Courbe d’étalonnage de nombre de cellule en fonction de DO optique

Annexe 2
Description de la cellule Malassez

La cellule Malassez est une lame spéciale, quadrillée, qui permet de dénombrer dans un
volume précis et connu, tous les ¢léments visibles a ’objectif 40 du microscope.
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Sur Malassez un rectangle ou unité de comptage contient 0,01 mm’ c'est-a-dire 0,01uL d’échantillon (rappel
Imm’ = IuL = 1.10° mL=1.10° L). BCLYES XHlIGa

ANNEXE 3

Résultats obtenus de ’analyse des pourcentages de cytotoxicité (%) par le test ANOVA
a un facteur

Tableau d'analyse de variance

ddl SC CM F Proba
Fraction 5,00 14412,21 2882,44 75,21 0,00
Var. résiduelle 12,00 459,89 38,32
Total 17,00 14872,10

(A) : tableau d’analyse de variance avec P value = 0.00



Résumé

Peganum harmala L. est une plante de la famille des Zygophyllaceae , largement
utilisée en médicine traditionnelle. C’est une plantes riche en métabolites secondaires a
I’origine de plusieurs activités biologiques principalement : antibactérienne, anti cancéreuse et
antiproliférative. Dans le présent travail nous avons procédé a I’extraction des flavonoides
foliaires (fractions aqueuse et butanolique). L’évaluation du pouvoir antiprolifératif est
réalisée en utilisant la levure de Saccharomyces cerevisiae comme modele expérimental, par
la coloration au bleu de méthyléne. Nos résultats ont révélé que les deux fractions présentent
un effet cytotoxique et antiprolifératif sur les cellules de Saccharomyces cerevisiae. Le
pourcentage de cytotoxicité de la fraction butanolique (74.218+0.980%) est plus important
que celui obtenu avec la fraction aqueuse (45.297+£3.217 %) comparativement a la quercétine
(47.026 = 2.262%) utilisée comme standard. L’étude statistique de type ANOVA a mis en
évidence une différence hautement significative (P=0.00) entre les extraits testés (la fraction

butanolique, aqueuse) et la quercétine.

Mots clés : Peganum harmala L., Saccharomyces cerevisiae, flavonoides, antiprolifératif et

cytotoxique.



Abstract

Peganum harmala L. is a plant of the Zygophyllaceae family,widely used in
traditional medicine. It is a plant rich in secondary metabolites which are responsible for
several biological activities, mainly antibacterial, anti-cancer and antiproliferative. In the
present work we proceeded to the extraction of leaf flavonoids (aqueous and butanolic
fractions). The evaluation of the antiproliferative power is carried out using Saccharomyces
cerevisiae yeast as experimental model, by methylene blue staining. Our results revealed that
both fractions show cytotoxic and antiproliferative effect on Saccharomyces cerevisiae cells.
The percentage of cytotoxicity of the butanolic fraction (74.218+0.980%) is higher than that
obtained with the aqueous fraction (45.297+3.217%) compared to quercetin (47.026 +
2.262%) used as standard. The statistical study of ANOVA type showed a highly significant

difference (P=0.00) between the tested extracts (butanolic, aqueous fraction) and quercetin.

Key words: Peganum harmala L., Saccharomyces cerevisiae, flavonoids,

antiproliferative and cytotoxic.
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