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Introduction

Introduction

La phytothérapie est le traitement curatif ou préventif des maladies et des troubles subjectifs
obtenus a partir de plantes entiére ou d’organes de plantes (feuilles, fleurs, racines, fruits,

graines) (V.Fintelmann et al ., 2004) .

Partout dans le monde I’intérét pour la médecine traditionnelle s’accroit constamment,
I’utilisation des plantes est trés ancienne, et pendant tres longtemps elle a représenté

pratiquement le seul moyen de soigner, basé sur I’empirisme.

Il est connu que les plantes sont une source d’antimutagénes, en dépit de leurs avantages,
plusieurs études ont rapporté la toxicité et mutagénicité de certains de leurs constituants
(Kwan et al.,2012).

L’utilisation de certaines plantes est reliée & la formation de tumeurs chez certaines
populations (Tulay et al.,2010), par conséquent plusieurs études se sont intéressees a
I’évaluation de I’activité génotoxicique et antigénotoxicique des extraits de plantes (Khakdan
et al.,2012).

Les plantes supérieures sont trés utilisées pour I’évaluation de I’activité cytotoxique,
génotoxique et antigénotoxique. (Sarhanet al .,2010).

Dans notre étude on a opté pour le modele Allium cepa suite a la facilité de sa réalisation.

Le but de notre étude est I’évaluation de I’activité génotoxique et antigénotoxique de I’extrait
éthanolique d’écorce de Ulmus campesrtis, et de savoir si ces activités sont dépendantes ou

indépendantes du temps d’incubation.
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I-Le cycle cellulaire

La reproduction cellulaire dépend de la transmission de I’information génétique, et cette
derniere dépend des étapes du cycle cellulaire qui sont impliquées dans la réplication et la
ségrégation des chromosomes (Andrew et al. 1995) ; le cycle cellulaire c’est la division d’une

cellule mere en deux cellules filles (figure 1) (Marc., 2002).

Figure 1 : le cycle cellulaire (Marc., 2002).

I-1Les phases du cycle cellulaire

Les phases du cycle cellulaire sont définies comme des événements chromosomiques, I’ADN
de la cellule est répliqué par I’ADN polymérase (Pagan., 1998) qui utilise un brin d’ADN
pour synthétiser le brin complémentaire par I’addition de nucléotides fournis par le
précurseur d’ATP, TTP, GTP et CTP. (Lacave et al, 2005), ces événements se produisent lors
de la phase S du cycle cellulaire, la deuxieme phase la plus importante est la phase M ou
mitose elle-méme subdivisée en 4 phases (figure 2) : la prophase, la métaphase, I’anaphase
et la télophase (Irniger, 2002) durant ces 4 phases deux événements trés importants se
produisent : la division du noyau (mitose) et la division de la cellule (cytokinese)
(Morga .,2007).
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Figure 2 : Les phases du cycle cellulaire (Irniger., 2002).

Le cycle cellulaire contient des phases additionnelles (figure 2) connues sous le nom de gap
entre la phase S et la phase M , la premiére est la phase G1 qui se déroule avant la phase S
(Gary .,2004) c’est la phase la plus longue du cycle cellulaire ,en conditions défavorables a la
croissance ,le cycle cellulaire peut étre arrété et les cellules entrent en phase GO(Grunwald et
al, 2010), la deuxiéeme phase est G2 ,elle se déroule avant la phase M (Gary .,2004). Les
phases gap procurent a la cellule le temps suffisant pour sa croissance, elles permettent la
régulation de la progression du cycle cellulaire (Morgane .,2007).Toutes ces phases
contribuent au contrdle et a la synthese de composés indispensables (protéine, ADN...) au
bon déroulement de la mitose. La mitose est la phase finale de la division cellulaire elle est
subdivisee en 4phases qui doivent impérativement étre bien régulées afin d’éviter des
anomalies cellulaires. Les différentes phases et leurs caractéristiques sont résumées comme

suit :
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L'interphase : les chromosomes ne

La prophase : les chromosomes
sont pas individualisés. Les

La prométaphase : un fuseau
s'individualisent, ils sont constitués constitué de microtubules est formé.
nucléoles sont présents. Le noyau de deux chromatides réunies par leur  Les chromosomes individualisés
est entouré de l'enveloppe nucléaire.  centromére. Les nucléoles et la sont groupés a l'intérieur de ce
membrane nucléaire disparaissent. fuseau.
r Y M

La métaphase : les chromosomes

La métaphase : sur cette
se regroupent progressivement a

L'anaphase (début) : les deux
photographie, on constate que les  chromatides de chaque chromosome
I'équateur du fuseau. lls y restent  chromosomes regroupés en plaque  se séparent. Tous les chromosomes
jusqu'a ce que tous soient bien  métaphasique sont bien constitués de réagissent en méme temps.
placés. deux chromatides.
. §

—

v Y

9

| o]

L'anaphase (suite) : les deux La télophase (début) : les La télophase : les chromosomes
chromatides de chaque chromosome ~ chromosomes se regroupent aux perdent leur individualité et
sont séparées. Les deux lotsde  poles. La nouvelle paroi cellulaire se reconstituent deux noyaux. La
chromosomes fils montent vers les forme a partir du centre nouvelle paroi cellulaire va séparer
poles. (phragmoplaste). complétement les deux cellules

filles.
Figure 3 : les étapes de la mitose (Gary .,2004).
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I-2Réqulation du cycle cellulaire

Le cycle cellulaire est contr6lé par des cyclines dépendantes de protéines kinase (Figure 4), la
plupart des genes de cyclines sont hautement exprimés dans les régions prolifératives des

plantes plus spécifiquement le méristeme (Carter ., 2005).

CDEK1
Cycline B
M
CDEK1
Cycline A G2

CDEK4/6
Cycline D

G1

5
CDE2
Cycline A CDEK2
Cycline E

Figure 4 : intervention des cycline/CDK au niveau du cycle cellulaire (Carter ., 2005).

e Les etapes du cycle cellulaire sont initiées par trois check points :

Le premier est appelé START ou G1/S, il est contr6lé par un complexe protéique de six
unités ORC ce dernier recrute deux facteurs Cdc6 (ATPase) et Cdt 1 qui vont permettre le
recrutement des protéines MCM (Carter .T ., 2005) .

Le deuxieme est G2/M (figure 5), durant la phase G2 la kinase CDK1/cycline A est active
(Lacave. R et al, 2005), mais durant la transition G2/M le complexe CDK1/cycline B est

inactive et cytoplasmique ( Irniger.,2002).

AT
[Cyclin H] m'—-
[cbczse]
(cbcz5A) lllll
—@\ P)
G2/ M ondensin _
transition ' ' Mue mrimn lacation

C clin F
Importin Erkl/2

Figure 5 : Régulation de la transition G2/M et de I’activité de CDK1/cyclineB
(Lacaveet al ., 2005)
5
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Le troisieme est la transition métaphase /anaphase, la progression de cette transition ce fait a
travers I’activité du complexe cycline B/CDK qui stimule I’activation d’une enzyme appelée
anaphase promoting complexe (APC) qui engendre la destruction des cyclines et des protéines
qui permettent la liaison des deux chromatides, donc séparation et ségrégation des deux
chromatides ( Morgan .,2007) .

D’autres protéines interviennent pour réguler la progression, si la régulation est positive elles
sont dites oncogénes comme la P21, P27, au cas contraire elles sont dites anti-oncogénes tel
est le cas de PRB, P107 et P130 ( Lacave et al., 2005).

II-Mutagéneése et génotoxicité

La génotoxicité peut se manifester directement par son action sur le matériel génétique ou
indirectement par I’intermédiaire des lésions des macromolécules biologiques provoquant
des dysfonctionnements enzymatiques. La mutagénése peut résulter de ces altérations et
notamment des mutations qui peuvent émerger suite a des erreurs durant la réplication de
I’ADN .Celles-ci sont tres rares, ce sont des mutations spontanées. Le taux de mutation
augmente lorsque les cellules sont exposées a des agents chimiques ou physiques appelés
mutagénes qui interagissent directement avec I’ADN (Winter et al .,2006) et modifient la
structure de certains nucléotides .Ceci peut conduire a une modification ou a une impossibilité
d’appariement des bases de sorte que lorsque I’ADN est répliqué, une base incorrecte est
insérée face a la base modifiée ce qui modifie la séquence d’ADN. Les cycles de réplication
suivants rendent le changement permanent et laissent la sequence d’ADN mutée .Certains
mutageénes agissent de facon différente et provoquent de sérieuses distorsions physiques de
I’ADN qui bloquent sa réplication ou sa transcription (figure 7) (' Brusick.,1987).

Mutation

Microlésion macrolésion

O\

Changement Chagement de
dans le nombre structure dans le
de chromosome chromosome

» Délétion
» réarrangement
» cassure
Figure 6 : Classification de changement moléculaire dans I’ADN provoquant une mutation
(Brusick.,1987).

6

Substitution de Décalage de
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11-1 Types de mutations

Les trois types de génotoxicité les plus connus pour provoquer des complications pour la
santé sont : mutations au niveau des génes, aberrations chromosomiques et changements dans
le nombre de chromosomes (Brusick.,1987).

Les mutations peuvent étre divisées en 2 types : mutation ponctuelle et mutation de grande
ampleur :

I1-1-1Les mutations ponctuelles

Se sont des mutations ou une seule base est concernée, selon leurs conséquences sur la

protéine codée par le géne muté elles sont divisées en plusieurs catégories.
*Mutations faux sens

L altération de la base modifie le codon de telle sorte que I’acide aminé soit aussi modifié,
I’effet de cette mutation sur I’organisme est variable, cela dépend des régions modifiées des
protéines, les régions qui sont importantes pour la structure et la fonction de la protéine sont

plus susceptible d’avoir un effet létal (Jack et al ., 2003).
*Mutations non sens

L’erreur se produit lors de la réplication de I’ADN se qui va provoquer un décalage du cadre
de lecture, cette altération provogue le changement du codon d’acide aminé en un codon stop
(figure 7), par conséquent la protéine traduite sera plus courte et perdra une partie de sa région
c-terminale. Les mutations non sens ont un effet important sur I’activité de la protéine mutée
(Claire., 2001).

Replication c Fran::tslhift
mu 10N
ACC CCT AGC error ACC CCT AGC ACC CCC TAG
TGG GGA TCG P TGG GCATCG P 1GG GGG ATC
Thr Pro Ser Monsense mutation » ThrPro

Figure 7 : mutation non sens (Claire., 2001).
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*Mutations silencieuses

Les mutations silencieuses n’ont pas d’effet sur la protéine codée et ne conduisent pas a un
phénotype mutant, elles s’accumulent dans I’ADN des organismes sous forme de

polymorphismes (Jack et al ., 2003).

I1-1-2Mutations de grande ampleur

Des séquences d’ADN de plus grande taille sont mises en jeux, provoquant des altérations au
niveau de I’ADN impliquant la perte de longs €léments. Elles sont divisées en plusieurs

catégories :

-Les délétions qui consistent en la perte d’une partie de séquence d’ADN qui peuvent étre

engendrées par des cassures.

-Les insertions qui sont des mutations qui résultent de I’insertion de base et qui engendre un

décalage de cadre de lecture.

-Les Réarrangements comme les inversions et les translocations qui correspondent a des

échanges mutuels entre segments d’ADN.

Parmi toutes ces mutations certaines peuvent étre spontanées et d’autres induites, nous nous

intéresserons aux mutations induites par des agents dis mutagenes.

11-2 Agents mutagenes

L’agent mutagéne est un produit chimique ou physique qui induit des altérations de la
structure ou du nombre de chromosomes des cellules .La nature de la Iésion que provoque un
agent mutagene est trés importante pour I’évaluation de son potentiel ( Brusick.,1987). Il
existe plusieurs types d’agents mutagenes dont les plus importantes catégories sont résumées

dans le tableau |I.
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Tableau I : types d’agents mutagénes (Léonard., 1990)

Agents mutagenes

Effet

Rayonnement UV

Les UV ont la propriété de produire des liens
entre les brins opposés et aussi des liaisons
entre I’ADN et les protéines connues sous le

terme « cross-links »

Agents chimiques

Une grande variété de produits chimiques est
en mesure de causer des mutations de

I”’ADN .Certains mutagenes chimiques sont
des analogues de bases azotées d’autres
modifient les bases, souvent par I’addition de
groupements alkyles ou aryles ou par

désamination

Radiation ionisante

Des radiations ionisantes sous forme de
rayons X ou gamma endommagent I’ADN de

facon extensive.

La plupart des mutagénes qu’ils soient chimiques ou environnementaux induisent leur

toxicité principalement via I’augmentation de la production des EROs et donc du stress

oxydant.

11-2-1 Les Radicaux libres et le stress oxydant

Les radicaux libres sont des agents mutagéniques, I’exces de production de radicaux libre in

vivo par des sources endogenes ou exogenes, la cellule en état de stress oxydant ce qui peut

avoir comme résultat des dommages des biomolécules, incluant I’ADN et les proteines et des

lipides et donc des membranes cellulaires (Miral, 1991 ; sorg, 2004 ; Saharabway et al.,

2006).

La génotoxicité de la plupart des produits chimiques incluant les métaux vient de leur

capacité d’induire la production de variété de radicaux libres tels que H,O,, 05 et OH™ qui

interagissent avec I’ADN et provoquent des cassures et d’autres dommages a I’ADN

(Saharabway et al., 2013).
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11-2-1-1 Action du stress oxydatif sur I’ADN

L’ADN et ses acides nucleiques sont tres sensibles aux attaques radicalaires (figure 8). Les
Iésions se résument en :

e Des dommages au niveau des bases d’ADN (apparition d’analogue de base)
e Des liaisons ADN-protéine (DPCs)
e Des dommages au niveau des 0ses

e Des coupures simples brin

e Des coupures doubles brin (Miral., 1991)

0
N)ﬁ’\%:
0
HZNJ%N N
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— {ANCHO
J: /
AN N N—dRib
:
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pontage OH H H
ADN-protéine NN
J “d
0 0
Acide oxalurique
dduit de dérive | 2z~ N
d'oxydation [\j\\ | N>
lipidique N ]
R
Malonaldehyde-dG
coupure de
chaine double ,
brin [DEF}‘H 0
]
Ly
0=\ 0] \NlNHz
OH
Lysino d guanosine

Figure 8 : Action du stress oxydatif sur I’ADN (Miral., 1991).
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11-2-1-2 Action du stress oxydatif sur les lipides

Le stress oxydatif a un effet surtout sur les acides gras polyinsaturés et provoque une
peroxydation de ces derniers et elle peut aussi se produire sur les acides gras composant la
membrane cellulaire ce qui va provoquer la toxicité de la cellule (Randoux., 1997), le
mécanisme peut étre divisé en trois phases : initiation, propagation et terminaison. La phase

d’initiation (figure 9) est caractérisée par I’activation d’O2 et I’oxydation d’un radical.

Initiation

' .

Addition de "'oxvgéne

>=/\\_< N\
L o, ——
® (ROO) O-0

Figure 9 : La phase d’initiation de la peroxydation lipidique (Randoux., 1997)

les radicaux libres peuvent agir sur les lipides de la membrane cellulaire et former des
lipides hydroperoxides et des radicaux peroxyls , ces derniers sont tres réactifs et capables de
propager la réaction (figure 10) . Les lipides hydroperoxides peuvent subir un clivage

réducteur par les métaux réduits tels que Fe2 + (Marisa et al., 2012).

Propagation et amplification

-

P
= >"Qa

AL . M
>_/\_/ =
(ROOH)

Figure 10: La phase de propagation de la peroxydation lipidique (Randoux., 1997).
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Toutes les étapes de peroxydation lipidique au niveau de la membrane cellulaire sont

représentées dans la figure 11.

Figure 11 : les étapes de peroxydation lipidique au niveau de la membrane cellulaire

(Marisa et al., 2012).

11-2-1-3 Action du stress sur les protéines :

Leur effet est surtout sur le thiol des cystéines et méthyle des protéines comportant des
groupements sulfhydryles (méthionines) qui sont oxydées en sulfate ou en un intermédiaire
radicalaire  ce qui provogue un changement de conformation, de groupements
(Randoux .,1997 ) et méme a la formation de réticulation (Favier., 2003). Les protéines ainsi
oxydées deviennent plus sensibles aux actions des protéases et perdent leur fonctionnalité
(figure 12).
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Modification des protéines par voie oxydative

Oxydation

Tous les acides aminés

Hydroxyls B-OH

“arbonvls R-C-H, B-C-R’ Protéine native . 1

Carbonyls E. ﬁ H__RT] B Histidine
o o Cystéine

Disulfide cvs-5-S-cys ysine

Methionine sulfoxide Me30

Conjugaison avec des
produits de péroxydation
Produits d’ Amadoeri lipidique (e.g. HNE, MDA)

Glycation

! AGEs ":}‘/
(O\]/i\ §—R  R_NH —CH! —COO° "\0,;\/\:' ﬁ

o @
B Carboxymethylysi (0
N N ar ¥ a4 8
» | arboxymethylysine R\/\/\
R H s
OH
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Figure 12 : Modification des protéines par voie oxydative (Randoux.,1997 ).

Comme il a été déja cite le stress oxydant est capable d’induire des dommages au niveau des

biomolécules, le schéma représenté dans la figure 13 résume tous ces dommages.

Inside ﬁ\iﬁ, - ca=z Cutside
Q%_!ii'nﬂ T~
Proteln :F:}E’ l)/]:r 3
e a< e/ (?(11/%[".'”1)%\ Lipid peroxidation
\ f‘lzz‘ “ﬂlf -
"h.j"\/ !»-’f_‘) 51’ Changes in
et e Al B
= e
“"a:r -B y | e : \ ‘b_) ﬁ?(ﬁ’ I
Membrans /"::1 . _;k"\\‘ - C} 'TT
damage ( ,}“}ﬁ l.;lltaochondri.:l l-|‘,,||::j'r n?ﬁ)‘{%{”}
——— amage
DNA damage x) Y:’\;rh)

Figure 13: Les dommages induits par le stress oxydant sur I’ADN, lipides et protéines
(Marisa et al., 2012)
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I11-Mécanismes d’anti-mutageniciteé :

Un antimutagéne est toute substance capable d’inhiber les propriétés mutagénes ou

cancérogenes d’autres composés, ils peuvent étre exogenes ou endogenes.

Les organismes développent des mécanismes permettant d’empécher les mutations et ceci en
réparant les dommages causés a I’ADN, en diminuant le stress oxydatif, en activant et
I’apoptose et / ou induisant la dégradation des protéines inactives et la détoxification cellulaire
(figure 14) (Evgeniya et al.,2008).

Test dose
(same or other agent)
— Inter-treatmente time > "
//— Cell ﬁ'lﬂl'f_-.‘_lTH.‘i_L‘l][ - —\ Measured as:
u detoxification of free 2 A ;
= o /' radicals & | -increased survival
~ = LT = . .
s | OO _—W| DNA repair systems > g | -reduced induction of
| | 2% Activation pTnduction of new p| 5 | muiations / chromosomal
EILP & ofcell proteins 5 | aberrations / micronuclei
OfPE & defenses MTrrocd ool = :
Sl |2 5‘- Il.,#!:j:t,l'.]'[ff“‘jm"“'d‘““ P | -accelerated DNA break
ol |—= = = = rejoIming
=1 = e Cell evele regulation |_+ - )
< s = = | -reduced neoplastic
L \\\_ Induction of ‘LF”]“”""‘)7+ transformation fn vitro

Figure 14 : Les mécanismes de réponse antimutagenique de la cellule
(Evgeniya et al.,2008).

111-1 Mécanismes de Réparations

Ces mécanismes de réparations sont complexes mais on distingue trois types principaux :
I11-1-1 Réparation par excision

Il intervient dans le cas de dommages graves (dimeres), une premiére enzyme reconnait le
dommage et incise le brin correspondant. Une exonucléase enléve la région endommageée,
alors une ADN polymeérase intervient et reconstitue la séquence en prenant pour matrice le
brin complémentaire intact et enfin une ADN ligase intervient pour coller les extrémités
(Clark., 2010).plusieurs protéines interviennent dans le mecanisme de se systeme de

réparation :

-La RPA intervient pendant la réplication pour stabiliser le monobrin, son interaction avec la
protéine XPA permet d’augmenter I’affinité de cette derniére avec I’ADN simple brin.
14
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-XPA va se lier avec le complexe XPC/Hhr23B qui va lui permettre de reconnaitre la lésion.

- le facteur de transcription TFIIH qui est une protéine de 9 sous unités, XPD et XPB font
partie des 9 sous unites.

-TFIIH va se lier au complexe, I’endonuclease XPG incise I’ADN de 2a9 nucléotides du
coté 3’ de la Iésion.

- Une autre endonuclease XPF/ERCC1 intervient et coupe du coté 5.

- L’ADN poly ¥ ou I’ADN III assisté de PCNA et RFC allonge I’extrémité 3’, enfin I’ADN
ligase I lie les extréemités libres (figurel5) (Friedberget al ., 1996) .

XPA

(1) 3" T SRNENNANAENANRANANNE
5
RPA
endonuclease TEIIH :
PG compiex
( ) (XPC) (with XPB, XPD)
(2) : » S T T T T T T TITTTTITTIT]

endonuciease
{ERCC1/XPF)

(3) 2 IR T T T T T 1111
helicase

4y 2 nzm@mm
RPA

(8)

Figure 15 : mécanisme de réparation d’ADN par excision (Friedberget al ., 1996) .
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I11-1-2Réparation par réversion

C’est le systeme le plus simple, se fait par I’inversion d’altérations structurales des
nucléotides dont I’exemple le plus démonstratif est la photoréactivation des diméres produits

par les UV par I’enzyme ADN photolyse (Winter et al .,2006).
111-1-3 Réparation des mésappariements

C’est une réparation des erreurs introduites durant la réplication de I’ADN, en identifiant le

mésappariement et le réparer (Clark., 2010).

La MutSa(MSH2/MSH6) reconnait la 1ésion et la MutLa ( MLH1/PMS2)va se lier en
présence de RFC et PCNA , I’endonuclease MLH1/PMS2 va couper le brin et I’exol/RPA
coupe uniquement dans le sens 5— 3’ ensuite I’ADN poly 3 va combler le vide et enfin la

ligase | va souder les extrémités libres(figure 16) (Friedberget al .,1996) .

[

Figure 16 : Mécanisme de réparation des mésappariement (Friedberget al .,1996).
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111-2 Mécanismes antioxydants

Le mécanisme antioxydant est un systéme de protection contre les radicaux libres en cas
d’exces, le métabolisme est capable de les éliminer par des antioxydants intracellulaires de
nature enzymatique tels que SOD (superoxide dismutase), catalase et GTPx (glutathione
peroxidase ) et ceux de nature non enzymatique tel que vitamine E et C , la ferritine et les

oligoéléments (Kakehashi et al.,2013).

De nos jours, I’apport exogéne d’antioxydant est préconisé pour la prévention de plusieurs
pathologies, tel est le cas des polyphenols qui sont des métabolites secondaire des plantes, ils
sont composés de cycle de benzene avec au minimum un groupement hydroxyle associée
directement a la structure cyclique (lopez et al ., 2013) . les acides phénoliques représentent
les formes les plus simples et les tanins représentent les formes les plus polymérisées de plus
de 30000dalton (Vermerris et al ., 2006) ,les flavonoides font parties des classes les plus
importantes des polyphenols et ils sont connus pour leur activité antioxydant (Nigun et al .,
2012), qui se manifeste soit par leur pouvoir scavenger, soit par chélation des métaux qui
catalyse les réaction de production des EROs et /ou en modifiant I’activité d’une ou plusieurs
kinase impliqué dans la régulation du cycle cellulaire, des protéine telles que kinase A,
kinase B, kinase C,JNK1 ,CDK2 et CDK4 sont activées ou désactivé par ces antioxydants
,cela peut se passer directement ou indirectement a travers I’activation de certains facteurs de
transcriptions tels que NF-IL6 ou gene P21 et P27 qui sont des suppresseurs de tumeurs, la
figure 17 représente les modifications de transduction du signal induites par les composés
vegétaux avec une activité antioxydant, ces derniers réduisent la protéine kinase A (PKA),
PKA réduite est transloquée vers la membrane ou elle va phosphoryler le facteur de
transcription C/EBP qui sera transloqué au noyau ou il va induire la tarnscription de P21 , ce
dernier va provoquer I’inhibition de CDK-2 ,par conséquent la croissance de la cellule va étre
bloquée en phase G1 .La P21 va aussi se lier a JNK-1 et va inactiver SAPK( stress-activated
protein kinase ) .Les flavopiridoles se lient directement aux CDK en modulant leur activité

( Colic et al.,2000)
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Figure 17: modification de la transduction du signal par les polyphenols(Colic et al.,2000)

111-3 Induction de I’apoptose

L’apoptose est la mort cellulaire programmée résultant le plus souvent d’agression
extracellulaire, plusieurs protéines sont impliquées dans la régulation de I’apoptose entre
autres bcl2, P53, caspases , Bax (Bernard et al., 1998) , I’apoptose est induite en réponse a
des signaux intrinséques et extrinséques, les polyphenoles font partie des inducteurs de
I’apoptose en leur capacité a moduler le taux d’expression des protéines impliquées dans la
régulation de I’apoptose (Martin etal., 2002), tel que la P53 qui est inhibée dans des
conditions physiologiques par Mdm2 qui interagit aussi dans la progression du cycle
cellulaire par la modulation de I’activité de p21 .

Des études in vivo et in vitro ont démontré que les polyphenols sont des inhibiteurs de Mdm2
ce qui va induire la surexpression de la p53 ( figurel8) et la cytotoxicité des cellules
concereuses .

polyphenols
Tembrane

Oxidative
—_—
polyphencols stress —_— - )

-
MAPK =— COX-2

v
ATM, DNA-PK

g — SIRT1
MTA1/NuRD Ter SO AT

=\ =< g
N, v 4

Figure 18 : effet des polyphenols dans les cellules cancéreuses

(Martin et al., 2002)
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Comme mentionné précédemment, I’activité de P53 dépend de son niveau d’expression, mais
aussi de sa localisation au niveau de la cellule; d’autres études ont rapporté que les
polyphénols ont la capacité de controler I’expression et la localisation de la P53 par
conséquent son activité pro-apoptotique chez les cellules cancéreuses (Nelly et al ., 2013).
D’autres effets régulateurs des polyphenols ont été décrits qui sont reliés a la
phosphorylation et I’acétylation de P53 (Nelly et al ., 2013).

111-4 Détoxification et dégradation

L’ elimination des mutagenes se fait grace a des proteines de détoxification (Kakehashi et al .,
2013) .

Le proteasome est une protéase formée de deux sous-unités. Il a comme fonction la

dégradation via la chymotrypsine et la trypsine (Robert et kuhu.,2008 ).

Les composés exogenes (xénobiotiques) subissent des réactions métaboliques en rentrant dans
I’organisme, ces réactions sont classées en 3 grandes classes : réactions de phase 0 qui sont
caractérisées par le passage des molécules dans la circulation sanguine, réactions de phase |
sont celles qui aboutissent a la modification de la structure de I’exogeéne et enfin les réactions
de phases Il permettant I’élimination de I’exogene par I’intermédiaire d’enzymes qui ont la
capacité de rendre I’exogene hydrosoluble, ces derniéres sont essentiellement la glutathion s-
transférase(GST), la UDP-glucuronosyltransférase (UGT) et la quinone réductase (QR)
(Robert et kuhu.,2008 ).
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IVV-Méthodes d’étude de I’activité mutagenique et antimutagénique

1VV-1 Teste de comet :

Le test de Comet aussi appelé SCG (single cell gel assay) est defini pour la premiere fois par
Ostling et Johonson en 1984 comme une technique microélectrophoretique qui permet la

visualisation directe des dommages au niveau de I’ADN (Fairbairnet al ., 1994) .

Ce test présente une tres forte sensibilité aux lésions de I’ADN durant I’exposition des
cellules a un agent mutagéne, c’est un outil tres important pour I’étude de la génotoxicité a
cause de sa grande sensibilité et la courte durée de sa réponse (Turkoglu .,2012).

Le test de Comet est une technique rapide et quantitative qui permet la visualisation évidente
des dommages d’ADN les cellules eucaryotes et qui peut étre mesuré. Il est basé sur la
quantification des fragments d’ADN dénaturés migrant durant I’électrophorése (Wenjuant et
al. ,2009).

Le protocole est simple un ensemble de cellule irradier qui sont suspendu sur le gel
d’agarose, puis vont étres lysees soit une lyse alcaline ou bien neutre (figurel9) et puis la
lysat va subir une électrophorése et enfin la coloration avec un colorant fluorescent qui

permettra la visualisation de I’ADN (Fairbairn et al ., 1994) .

Traitement

l

Suspension

/ cellulaire \

Lyse alcaline Lyse neutre
v
Déroulement Lavage
d’ADN l
Electrophorése Electrophorese
Coloration Coloration
v
Analyse d’image Analyse d’image

Figure 19 : schéma générale du protocole du teste de comet (Fairbairn et al ., 1994)
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IV-2 Test d’Ames :

Le test d’Ames a été spécifiqguement développé pour déterminer la mutagénicité induite par
les produits chimiques, il a été développé par Burce Ames et il est utilisé dans le monde entier
comme un test de déterminination du potentiel mutagénique de nouveaux produits chimiques
et médicaments ( Noushd .,2009).

Le test d’Ames utilise la souche mutante de Salmnella Typhimurium qui ne peut pas croitre en
absence d’histidine c'est-a-dire elles sont auxotrophes pour I’histidine (Mortelmans et al
.,2000).

Un extrait de foie de rat (S-9mix) est ajouté parce que les bactéries sont incapables de
métaboliser les produits chimiques par le cytochrome P450 comme les mammiferes et
certains vertebres. Dans le test d’Ames le mutagene est defini comme un composé permettant
la réversion de la premiére mutation c'est-a-dire que les souches deviennent prototrophes, le

protocole est résume dans la figure 20 (Sebastien ; 2008).

Mutagene
Croissance des bactéries
A cause de la mutation
Extrait de foie provoquer par le mutagene
d’un rat
plate incubate
l —_— — - :_F' - -
Milieu pauvre en
histidine
plate incubate
Salmnella — - =
Typhimurium

Controle

Figure 20 : le protocole du teste d’Ames ( Noushd ;2009)
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1VV-3 Teste Allium cepa

Les plantes supérieures sont un important matériel pour les tests génétiques (Khanna et al.
2013), le teste Allium cepa a été utilisé depuis 1938 par Leva pour examiner I’effet de la
colchicine sur le fuseau mitotique ( Santosh et al.,2011 ; Khanna et al. 2013), ce test est
utilisé par beaucoup de chercheurs pour I’évaluation du potentiel génotoxique des plantes
médicinales, parmi ces avantages: la croissance des racines en contacte directe avec la
substance d’intérét et aussi la possibilité d’observer les altérations chromosomiques. ( Irfan et

al. ,2011) . C’est pour cela que notre choix s’est porté sur cette technique.
Plus de details sur le protocole de ce teste seront décrit dans la partie matérielle et méthodes.

1VV-4 Avantages et limites des méthodes d’étude de la génotoxicité in vitro

Il est reconnu que les tests de génotoxicité in vitro sont extrémements utiles, leur

organisation est simple et utilise une quantité faible de substances (Ouerdraogo et al. ,2012).

Parmi les limites des tests in vitro c’est que ces tests ne se font pas dans des conditions
reflétant la véritable physiologie du corps par exemple la température du corps, les

interactions cellule-cellule dans les tissus (Ouerdraogo et al. ,2012).
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V- Matériel et méthodes

V-1-Matériel

V-1-1-Produits chimiques

HCI 1N, Ethanol 70%, diméthyl suloxide (DMSO), CaS04, MgSo4, NaHco3, KCI, Carmin),

Azide de sodium.

V- 1-2- Autres matériels

- Microscope optique de marque ZEISS avec grossissement x 100

- Bain marie de marque MEMMERT

- Etuve de marque BENDER et ECOCELL

- loupe optique de marque ZEISS

- Balance analytique de marque RADWAG

- Sonicateur de marque RAYPA

V-1-3-Matériel végétal

e Allium cepa : Allium cepa a été choisie pour étudier la génotoxicité car les racines de

ce dernier ont une dynamique de croissence trés sensible au polluants, les phases
mitotique de I’Allium cepa sont tres claire et le caryotype est stable il est diploide 2n
(tulay., 2010 ; Firbas et al.,2013).Les racines de I’Alllium cepa présentent une réponse
claires et rapide aux substances génotoxiques et en dernier la présence d’aberrations

chromosomiques spontanées sont rares ( Firbas et al.,2013).
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Classification (Allium cepa) (breu ., 1996)

Tableau Il : classification de Allium cepa

Regne plante

Sous regne Angiospermes
Ordre Liliales

Classe Monocotylédones
Famille Alliacées

Genre Allium

Espece Allium cepa

Pour I’expérimentation des oignons frais de petits calibres (3 a 4cm de diamétre) ont été

utilisés.

e Description de la plante testée : Ulmus campestris

Classification (Baba-Aissa ., 2000)

Tableau 11 : Classification de Ulmus campestris

Regne

plante

Embranchement

spermatophytes

Sous embranchement

angiospermes

Classe Magnoliopsides
Ordre Urticales

Famille Ulmaceaes

Genre Ulmus

Espece Ulmus Campestris

24

L’extrait de plante utilisé est
I’extrait éthanolique de I’écorce
de Ulmus campestris, obtenu a
partir d’une extraction solide/

liquide. (poudre/ethanol 1 :4) ;
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(a) (b)
Figure21 : a) Ulmus campestris b) écorce de Ulmus campestris
- Déscription de la plante testée : Ulmus campestris

Arbre de grande taille de 30 a 35 m (figure21) (Rameau et al.,1980) a feuille normale et a
fleurs hermaphrodites, c’est la seule famille du groupe dans ce cas, les fleurs unisexuée
possedent des rudiments du sexe opposé, I’écorce est trés épaisse (Guy., 1976 ; Battandier .,

1978).

- Usage thérapeutique
L’écorce intérieure de I’Ulmus campestris posséde des propriétés stimulantes,
sudorifiques, diurétiques et émollientes .On [I’utilise avantageusement contre la

diarrhée, les affections goutteuses et contre le rhumatisme (Beloued .,2009).
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V-2- Méthodes

V-2-1- Préparation des echantillons

Avant tout test de génotoxicité et anti-genotoxicité, la préparation des échantillons (bulbes
d’oignons) a été réalisée comme suit :

- Tout d’abord, enlever la premiere couche des bulbes, et couper les racines déja présentes sur
les bulbes pour permettre la poussée de nouvelles racines.

- Ensuite immerger les extrémites des bulbes dans un milieu de culture (60 mg/l CaSO4, 60

mg/l Mg S04, 96 mg/l NaHCO3, 4mg /I Kcl), et incuber dans une étuve a 25°C (figure 22)

(a) (b)

Figure22 : a) bulbe divisée en quatre b) les bulbes incubés dans une étuve a 25°C

- changer le milieu de culture toutes les 24 h pendant 72h.
- diviser en 4 parties les bulbes apres 48 h d’incubation (figure22) (comme repére pour les
mesures de 18h 24h 48h et 72h)
- subdiviser en 11 groupes (de 06 bulbes) puis immerger dans leur milieu respectif :

*09 groupes pour I’évaluation de I’activité génotoxique de I’extrait : 5 groupes contréles
dont les milieux sont (eau distillé, DMSO, azide de sodium a 25 pg /ml, a 50 pg /ml et a 100
ug /ml) respectivement, et 4 groupes test pour la détermination de I’effet de I’extrait est a

différentes concentrations (& 50ug /ml, a 100 pg /ml, a 300 pg /ml et a 400 pg /ml)
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* 02 groupes pour I’évaluation de I’activité anti-génotoxique de I’extrait (figure23) : un

groupe contr6le dont le milieu comporte de I’azide de sodium a 100ug/ml et un groupe test

dont le milieu contient de I’azide de sodium a 100 pg/ml et de I’extrait & 100 pg/ml.

Figure 23 : bulbes pour I’évaluation de I’activité anti-génotoxique

V-2-2- Evaluation macroscopique

L effet de I’extrait sur la croissance et la morphologie des racines ont été évalués en mesurant
la longueur des racines prélevees et en observant la forme des modifications morphologiques
visibles, comme des changements de la consistance de la racine et la couleur aussi bien que la
présence de gonflant, de crochets ou de torsions au niveau des extrémites des racines ont aussi
été observés.

Le pourcentage de croissance des racines a été calculé comme suit :

IC = AI/LO0x100
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Al : différence entre la longueur de la racine avant et aprés le traitement.
LO : longueur de la racine avant le traitement.

V-2-3- Etude cytologique :

Les racines (4 a 5) ont été prélevées dans les zones prédéterminées (18h 24h 48h et 72h) puis

fixées pendant 24h dans une solution fixatrice (figure 24).
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Figure 24 : les racines dans la solution fixatrice

les racines de chaque bulbe ont été hydrolysées dans du HCI 1N pendant 10min puis

colorées avec du carmin acétique a 2% et a 60 °C pendant 15min.

Les extrémités méristematique des racines ont été coupées puis écrasées entre lame et lamelle.

Le nombre moyen total des cellules analysées par bulbe était de 1000 cellules. Les lames ont
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été analysées par observation des cellules en différentes phases du cycle cellulaire sous
microscope optique avec un objectif x40. La moyenne des cellules dans chaque phase du
cycle de division d’Allium cepa et le pourcentage de I’indice mitotique ont été calculés
comme suit :

IM= (nombre de cellules en division / le nombre total de cellules) x100.

Le pourcentage d’aberration dans chaque groupe a été calculé comme suit :
%Aberrations = (le nombre d’aberration / le nombre total de cellules) x 100.

Le pourcentage de réduction d’aberration a été calculé comme suit :
A-C/ A-B x 100 avec

A : Pourcentage d’aberration dans I’azide 100.

C : Pourcentage d’aberration dans I’azide et U.campestris 100.

B : Pourcentage d’aberration dans I’eau distillé.

On rajoutera au début « les activités génotoxique soit cytotoxique et anti-génotoxique de
I’extrait éthanol de U. campestris ont été réalisés en utilisant les tests de Allium cepa selon le
protocole de Mieczyslaw et al (2006), avec quelques modification.

V-2-4 Analyse statistique

Tous les résultats sont exprimés par la moyenne £SEM. L’étude statistique a été réalisée par
I’analyse de la variance ANOVA one way du logiciel GraphPad Prism version 5.3, avec

Dunett’s post-test.
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VI-Evaluation macroscopique
VI-1 Evaluation morphologiques

L’évaluation des modifications morphologiques des racines traitées avec I’azide de sodium et
I’extrait U.campestrice a montrée la présence de crochets chez les racines traitées avec de
I’azide & 100 pg/ml et I’absence de ces derniers chez les autres groupes (figure 1), on a aussi
remarqué la présence d’une coloration marron chez les racines traitées avec

I’extrait(figure25).

Figure 25 : a) racines non traitées b) racines traitées avec U.campestris c) racines traitées

avec I’azide de sodium
VI1-1-1 la croissance des racines

Le taux de croissance des racines traitées a eté calculé. Les resultats de I’effet de I’azide de
sodium et de I’extrait U.campestris sont représentés dans la figure 26, le taux de croissance le
plus grand a été observé avec I’U.campestris apres 72h d’incubation et le plus faible avec
I’azide de sodium a 100pg/ml apres 72 h d’incubation. Une augmentation avec le temps qui
se ressemble entre les différents échantillons sauf pour I’azide 100 et ulmus 50
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Figure 26 : effet de I’extrait U. campestris sur le taux de croissance des racines d’Allium cepa

Les résultats sont exprimés comme la moyennexSEM, 6 bulbes dans chaque groupe, L analyse statistique est

réalisée par le logiciel Graph pad en utilisant le test one-way ANOVA

*Le taux de croissance des racines incubées dans un milieu de culture contenant de I’azide de
sodium a 100ug/ml et I’extrait U .campestris a 100ug/ml a été calculé , les résultats
représenté dans la figure 27 montrent une augmentation du taux de croissance dans le groupe
traité avec de I’azide de sodium a 100ug/ml en présence d’ U .campestris par apport au

groupe traité avec de I’azide de sodium seulement .
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Figure 27 : effet d” U .campestris sur le taux de croissance en présence de I’azide de sodium

Les résultats sont exprimés comme la moyennexSEM, 6 bulbes dans chaque groupe, L’analyse statistique est

réalisée par le logiciel Graph pad en utilisant le test one-way ANOVA.
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VI-2- Activité cytotoxique

Pour I’évaluation de I’activité cytotoxique a été réalisée en utilisant le teste Allium cepa
,1000 cellules par bulbe en différentes phases du cycle cellulaire ont été observées sous

microscope optique.

-Pour I’évaluation de I’effet de I’azide de sodium L’indice mitotique caractéristique des

groupes traités avec I’azide de sodium a différentes concentrations a été calculé.

On a remarqué la diminution de I’indice mitotique des groupes traités avec I’azide de sodium
a toutes les concentrations par apport au groupe traité avec de I’eau distillée et DMSO et cette
diminution continuent avec le temps (figure 28), la valeur la plus faible a été observée apres
72 h d’incubation avec I’azide de sodium a 100ug/ml .L’indice mitotique des groupes traités
avec I’extrait Ulmus campestris a été calculé ,les résultats représentés dans la figure 28
montrent une augmentation de I’indice mitotique par apport aux groupes traités avec |’azide
de sodium et une diminution par apport au groupe traité avec I’eau distillée sauf pour le
groupe traité avec I’ Ulmus campestris a 100ug/ml apres 72h d’incubation .et la diminution
n’est significative que chez les racines traité avec I’extrait a 400ug/ml, I’indice mitotique est
passe de la moyenne de 64,3% avec I’eau distillée a une moyenne de 51,9 % avec I’extrait a
400pug/ml.
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Figure 28 : effet de I’extrait d’Ulmus campestris sur I’indice mitotique

Les résultats sont exprimés comme la moyennexSEM, 6 bulbes dans chaque groupe, L analyse statistique est

réalisée par le logiciel Graph pad en utilisant le test one-way ANOVA, les différences sont significatives a

*p<0.05; **p<0.01 and ***p<0.001 par rapport au groupe contrble (eau distillé et DMSO)

*le pourcentage d’aberration dans tous les groupes a eté calculé et les résultats sont

dans le tableau IV

tés

représen
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Tableau IV : Pourcentage des aberrations chromosomiques observées dans les cellules

d’allium cepa

heure Stiky pontage Chromosome cassure Mis Bi- micronoyau
c-mitose metaphase isolé segregation nucléique
DMSO - 0,13+0,02 - - - - - -
~—~
=
% AZIDE 25 | 0,1740,01 - 0,01+0,01 - - - - -
N
o
S AZIDES50 | 2,560,58 | 0,34+0,12 - - - 0,03+0,03 - -
e
g azide 100 1,93%+0,38 0,68+0,07 - - 0,01+0,01 0,06+0,03 0,38+0,03 0,01+0,01
D
@ ulmus 50 0,060,03 - - - - - - -
5 ) )
-
2 ulmus300 | 0,06+0,01 | 0,07+0,02 - - - 0,01+0,01 - -
5
E_ ulmus400 0,26%0,11 0,08+0,05 - - - 0,01+0,01 - -
—_ DMSO 0,07+0,04 0,14+0,06 - 0,01+0,01 - 0,01+0,01 - -
)
<
N AZIDE 25 | 0,14%0,14 - - - - - -
c
(<] AZIDE 50 1,18+0,52 0,83%0,22 - 0,01+0,01 - 0,04+0,01 - -
5
,5 azide100 7,01+2,19 0,54+0,17 - - - 0,03+0,02 0,54+0,34 -
©
S
o ulmus 50 _ - _ - - - - -
@
,g ulmus300 0,14+0,06 0,07+0,02 - - - - - -
X
8 ulmus 400 | 1,28+0,48 | 0,02+0,02 - - - - - -
DMSO 0,01+0,01 | 0,01+0,01 _ - - - - -
~
e
o AZIDE 25 | 0,20+0,11 - - 0,01+0,01 0,01+0,15 _ - -
N
)
5 AZIDES0 | 1,59+0,47 | 0,52%0,20 - - . R i -
S
q) <
P azide 100 | 2,15+0,62 | 0,21%0,11 _ - - - - -
©
1.
% ulmus 50 | 0,03+0,01 - - - _ _ - -
S
2 ulmus 300 | 0,21+0,07 | 0,010,01 - - - - - -
8
- ulmus 400 | 1,71+0,38 | 0,06+0,06 _ - - - - -
DMSO 0,16+0,15 0,01+0,01 - - - - - -
—_
c
g AZIDE 25 | 0,09+0,07 | 0,07+0,05 - - - R i -
€
g AZIDES50 | 1,03+0,27 | 0,59+0,20 _ - - - - -
2
] Azide 100 3,62%1,35 0,04+0,02 - - - - - -
bt
% ulmus 50 - - - - - - - -
5
= ulmus300 | 0,20+0,08 | 0,19+0,04 - - - - - -
g
(@] ulmus400 2,82%0,59 0,08+0,03 - - - - - -
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4|
-

Figure 29: les différentes observations des cellules d’allium cepa qui ont subit le traitement

avec I’azide de sodium a 25 ug / ml a: pontage b :c-mitose c :mis ségrégation d : cassure
e : c-mitose f:c-mitose g : stiky metaphase h: c-mitose
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Figure 30 : les différentes observations des cellules d’allium cepa qui ont subit le traitement
avec I’azide de sodium a 100pg/ml i : micro-noyau j : stiky metaphase k :mis segregation | :

stiky metaphase m : cassure n: stiky metaphase o : binuclcléique p : mis segregation

37



Résultats et discussion

.

Figure3l: les différentes observations des cellules d’allium cepa qui ont subit les testes

d’activité génotoxique ¢: c-mitose r:chromosome isolé (azide a 50ug/ml) s: mis
segregation(Ulmus campestris a 400 pg/ml) t: stiky metaphase (Ulmus campestris a 300

pg/ml) u : mis segregation (Ulmus campestris a 300 pg/ml) v: stiky metaphase (DMSO)
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VI-3-Activité anti-génotoxique

L activité anti-génotoxique d’Ulmus campestris a été également évaluée .L’indice mitotique
et le pourcentage de réduction d’aberrations des groupes traités avec la combinaison Azide de

sodium et U .campestris ont été calculés, les résultats sont représentés respectivement dans

les figures 30 et 31.
80~
T 2] T = =
S . 7 I 7 1 .
5 ) L Ez . meE /
E % e % E % E %
§ *kk % 2 E *okk % o :E:j *kk % Eiﬁ i, %
é % 5 = % 22 M e % 2 ::::c %
£ B LB ] 1 |E %
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Eau distillée B DMSO B Azide de sodium 100pg/m| I ULMUS 100 pg/mIEZA ulmus-azide 100 pg/ml

Figure 32 :I’effet d’Ulmus campestris sur I’indice mitotique en présence de I’azide de
sodium
Les résultats sont exprimés comme la moyennexSEM, 6 bulbes dans chaque groupe L’analyse statistique est

réalisée par le logiciel Graph pad en utilisant le test one-way ANOVA, les différences sont significatives a
*p<0.05; **p<0.01 and ***p<0.001 par rapport au groupe controle (eau distillé et DMSQO)

*Les résultats représentés dans la figure 32 montrent une augmentation de I’indice mitotique
du groupe traité avec I’extrait Ulmus campestris en présence de I’azide de sodium par apport
au groupe traité avec I’azide de sodium seul et les résultats représentés dans la figure 33

montrent que le pourcentage de réduction d’aberrations le plus élever est de 87,94%.
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100 .
ULMUS-azide 100

réduction d'abération %

Figure 33 : effet d’Ulmus campestris sur le pourcentage d’aberration

*Le pourcentage d’aberration le plus élevé a été observé apres 24 h d’incubation

(A)

(B)

Figure 34 : A : observation des racines traitées avec I’azide de sodium a 100ug/ml B :

observation des racines traitées avec I’azide de sodium et ulmus campestris & 100pg/ml
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VI1I-Discussion

Les produits naturels surtout ceux d’origine végétale sont des sources thérapeutiques
importantes (Deborah et al., 2013).

En raison de I’utilisation de plus en plus intensive des plantes médicinales, des études sur

leurs propriétés sont nécessaires pour contribuer a une utilisation plus efficace.

Dans le but d’évaluer I’effet génotoxique et antigénotoxique de I’extrait Ulmus campestris, on
a sélectionné le modele Allium cepa qui est souvent utilisé pour déterminer la génotoxicité
et cytotoxicité des produits chimiques (Otinothy et al., 2013) a travers I’étude macroscopique
et microscopique qui permet de déterminer I’indice mitotique et d’observer les aberrations

chromosomiques induites par les produits chimiques .

Lors de I’évaluation macroscopique on a remarqué la formation de petits crochets au niveau
des racines traitées avec I’Azide de sodium a 100ug/ml et une diminution du taux de
croissance par rapport au groupe traité avec I’eau distillé qui est peut étre due a la
mutagénicité de I’azide de sodium (Nassreen et al., 2013), on a aussi remarqué la coloration
marron des racines traitées avec I’extrait de Ulmus campestris , cette coloration a été
observée dans d’autres études avec I’extrait de feuilles d’l.viscosa (Tulay et al .,2010) qui

serait due au pigment.

Parmi les observations macropscopiques, nous nous sommes intéresses a la croissance (taille
des racines) des racines en présence du mutagene et en présence de I’extrait a différentes
concentrations, qui a été exprimée en taux de croissance (%). Ce parameétre est important car
il permet dors et déja d’estimer I’effet de I’azide et de I’extrait sur la prolifération cellulaire. Il
a été observé que le taux de croissance des racines de Allium cepa augmente en fonction du
temps d’incubation (18h ,24h ,48h ,72h), tous les échantillons ont présenté
approximativement le méme profil a I’exception de I’azide a 100pug/ml ou une diminution de
la croissance a été remarquée surtout a 72h nous laissant penser que I’azide de sodium a
inhibé la croissance des racines d’Allium cepa, par I’arrét de la division cellulaire ce qui
pourrait étre expliqué par sa mutagenicité, qui est méditée a travers la production d’un
métabolite d’un compose d’azide qui est amino acidanalogue L- azidoalanine(N3-CH2-
CH(NH)2-COOH)(Owais et Kleinhofs, 1988).ce métabolite entre dans le noyau, interagi
avec I’ADN et crée des mutations au niveau du génome . (Khan et al .,2009) ,méme si aucune

significativité n’a été retrouvée apres étude statistique.
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Un autre aspect macroscopique a été évalué celui de I’effet de I’extrait sur la croissance des
racines en présence du mutagene. Le taux de croissance des racines augmente en fonction du
temps d’incubation de la méme maniére qu’en absence d’azide. Ceci pourrait étre expliqué
par I’action antimutagénique de I’extrait grace a sa composition en polyphenols qui sont une
source d’antioxydant qui présente une protection a I’ADN (phanikumar et al. 2013).

Pour compléementer les résultats de I’étude macroscopique, nous avons réalisé une étude
cytolgique en calculant I’indice mitotique qui est relié a la prolifération des cellules d’un tissu
et il est défini comme étant le rapport entre le nombre de cellules en mitose sur le nombre
total des cellules (Khan et al, 2009), La diminution de I’indice mitotique refléte la
cytotoxicite (Kawan et al .,2012) et elle est peut étre due a I’inhibition de la synthése d’ADN
ou a un blocage des cellules en phase G2 du cycle cellulaire (Namita et al .,2013). La
diminution de I’indice mitotique en dessous de 22% du contrdle provoque un effet Iétale
(Irfan et al.,2011) et si la diminution est de 50% c’est un effet sublétal appelé la valeur
limite toxique (Tulay et al .,2010) .

L’indice mitotique des groupes contrdles a été calculé et les résultats suggerent la
cytotoxicity de I’Azide de sodium (figure 28) puisque I’indice mitotique des groupes traités
avec I’azide de sodium a 25ug/ml ,50ug/ml et 100ug/ml diminue significativement par apport
a celui du contrdle négatif et cette diminution est directement proportionnelle au temps, cela
peut étre expliqué par la déficience en ATP causée par I’azide de sodium, De plus, I’azide de

sodium est supposé induire un changement dans le Ca** cytosolique a travers I’inhibition de

I’AMPC et I’inhibition de calmoduline ( Khan et al, 2009) .

L’analyse des résultats de I’indice mitotique pour les racines traitées avec I’Ulmus
campestris a différentes concentrations a 50pg/ml,100ug/ml,300ug/ml,400ug/ml (figure 28)
ne montre pas de différence significative de I’indice mitotique par apport aux racines

traitées avec I’eau distillée hormis celles traitées avec I’UImus campestris a 400ug/ml .

La diminution significative de I’indice mitotique chez les racines traitees avec I’UImus
campestris a 400ug/ml suggére sa cytotoxicité pour cette concentration, qui est peut étre
due a la richesse de I’extrait en tanins qui provoquerait la précipitation et I’inhibition des
protéines du cycle cellulaire (Teixeira et al ., 2003 ) ,d’autres études ont montré qu’une
grande concentration d’acides gallique a un grand effet cytotoxique sur les cellules

cancérigenes.
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L’ effet mitodepressif de certains extraits de plantes incluant leur capacité a bloquer la
synthése de I’ADN a fait I’objet de plusieurs études (Tulay et al .,2010) , et les résultats de
ces dernieres suggére que cet effet est due a la composition de ces extrait en polyphenols qui
bloquent les voies de transduction de signal telles que la voie des MAP kinases (mitogen-
activated protein kinase, MAPK), la voie P13 kinase (phosphatidyl inositol-3 kinase) et la voie

d’activation du facteur de transcription NFxB (Nuclear Factor kappa B) .

Plusieurs études ont rapporté la cytotoxicité de certaines plantes utilisées dans la médecine
traditionnelle si elles sont consommées au dessus de certaines concentrations, bien que leur

potentiel thérapeutique soit aussi confirmé (Selestin et al .,2013) .

Des résultats similaires ont été observés avec I’extrait aqueux d’Arctium lappa qui est

cytotoxique a des concentrations élevées (Khakdan et al ., 2012) ,

La diminution de I’indice mitotique est en relation avec I’augmentation du taux des
aberrations chromosomiques, ces derniéres sont des changements au niveau de la structure des

chromosomes (Otimothy et al. ,2013 ).

L’azide de sodium est le principal mutagéne environnemental, il cause une sévére
génotoxicité aux plantes par I’inhibition de la synthese et la réplication d’ADN, sa
génotoxicité a déja été démontrée dans plusieurs études (Nasreen et al ., 2013) les
aberrations induite par I’azide de sodium dans cette étude (tableau 1V) sont c-mitose, stiky

metaphase, chromosome isolé, mis segregation , binucleique et micronoyau .

La fréquence des c-mitose chez les cellules est maximale par rapport aux autres aberrations,
le pourcentage le plus élevé a eté observé avec I’azide de sodium a 100ug/ml apres 24 h

d’incubation avec un pourcentage de 7,01+2,19.

La c-mitose n’est pas tres toxique (Kawan et al., 2012), elle est le résultat de I’empéchement
de I’assemblage des fibres du fuseau ce qui provoque la dispersion des chromosomes au

niveau de la cellule (Namita et al .,2013) .

Par contre la sticky metaphase a un effet tres toxique et irréversible, elle mene a la mort
cellulaire (Kwan et al., 2012).

Dans cette étude la fréquence des pontages est faible, ils ont été observés juste avec I’azide
de sodium a 25ug/ml aprés 18h d’incubation (tableau 1V), les pontages sont formés par

cassure et fusion de chromatides. (Kwan et al ., 2012).
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Certaines aberrations peuvent augmenter le risque d’aneuploidie, tel est le cas du chromosome
isolé qui est causé par la distribution inégale des chromosomes ce qui crée une disjonction.
(kawan et al ., 2012) , dans notre étude il a été observé avec I’azide a 50ug/ml apres 24h

d’incubation et I’azide a 25 pg/ml apres 48 h d’incubation .

Toutes substances capables d’induire des micronoyaux sont génotoxiques (Namita .,2013),
les micronoyaux ont été observés avec I’azide de sodium a 100ug/ml apres 18h d’incubation
ils peuvent se développer a partir d’un chromosome isolé (Namita .,2013).

L’ extrait Ulmus campestris induit lui aussi des aberrations mais avec un pourcentage moins

important que celui observé avec I’Azide de sodium.

La c-mitose est I’aberration la plus fréquente pour les racines traitées avec I’extrait, Le
pourcentage le plus élevé a été observé avec I’Ulmus campestris a 400ug/ml apres 72h

d’incubation avec un pourcentage de 2,83+0,59.

Les stiky metaphase ont été observés avec I’extrait mais avec de faibles pourcentages, c’est

aussi le cas des mis ségrégations qui ont été observé avec I’U.campestris a 300 et 400ug/ml.

On a remarqué I’absence d’aberration chez les racines traitées avec I’UImus campestris a
100pg/ml, ce qui peut étre expliqué par sa composition en flavonoides qui posséde la
capacité de protéger les cellules des dommages des rayons X, inhiber les mutations et aussi

prévenir plusieurs étapes de la carcinogénese (Reddy ., 2003).

Pour I’évaluation antimutagénique d’UImus campestris on a utilisé I’extrait a la concentration

qui n’a pas présenté d’aberrations chromosomiques.

L’indice mitotique des racines traitées avec la combinaison extrait a 100ug/ml et Azide de
sodium a100ug/ml augmente en fonction du temps d’incubation  (figure 32),0n a trouve
gu’il ny “ avait pas de différence significative par apport a celui des racines traitées avec
I’eau distillée et le DMSO, toute fois on a constaté une augmentation significative de cet
indice par apport aux racines traitées avec I’azide de sodium & 100pg/ml seul ,cette
augmentation d’indice mitotique est accompagné d’une réduction du pourcentage d’aberration
par apport au pourcentage observé chez les racines traitées avec I’azide de sodium seul ,
I’analyse des résultats du pourcentage de réduction d’aberrations chromosomiques(figure 33)
montre que cette derniére atteint son maximum apres 24 h d’incubation avec un pourcentage
de 87,94%.
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Selon I’étude de Nasreen et al (2013) sur I’évaluation de I’activité antigénotoxique du
curcumin, la reduction du pourcentage d’aberrations chromosomiques reflete un potentiel
antigénotxique ceci peut nous conduire a suggeérer que I’extrait Ulmus campestris a lui aussi

un potentiel antigénotoxique.

L’eétude d’Aslanturk et al suggere la présence d’un potentiel antigenotoxique apres
I’observation de la réduction du pourcentage d’aberrations chromosomiques par apport au

controle positive.

L’activité anti génotoxique d’écorce de Ulmus campestris est peut -étre due a sa
composition qui est riche en flavonoides qui sont connue pour leurs propriétés
antimutageniques  par leur capacité a interagir avec les radicaux libres et les substances

produites par le stress oxydatif(Deborah et al .,2013).
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Conclusion et perspectives

Conclusion

D’apres les résultats de cette étude, il semble que I’extrait éthanolique de Ulmus campestris
qui est fréquemment utilisé dans la médecine traditionnelle présente un effet cytotoxique a
une concentration de 400ug/ml, d’autre part il présente un effet antigénotoxique a une
concentration de 100ug/ml contre les dommage induits par le mutagéne azide de sodium, par
conséquent, il est nécessaire de tester d’autres concentrations pour confirmer ce résultat et
déterminer la dose létale 50(LD 50). Pour les observations microscopiques aucune aberration
notable n’a été observée. Par contre une diminution de ces dernieres par I’extrait en présence

du mutagene sont a noter.

Cependant des études complémentaires s’imposent pour confirmer d’une part I’activité
antigénotoxique et d’autre part la cytotoxicité de la plante. 1l serait préférable de compléter ce
test par I’utilisation d’un modeéle animal, et I’évaluation de I’activité antimutagénique contre
des aberrations chromosomiques induites par un autre agent mutagene comme par exemple

les UV .Ou d’autres tests comme le test d’ Ames.

Comme il serait intéressant d’isoler et de caractériser le principe actif responsable de ces

activités.
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Résumé

Les plantes supérieures, tel que I’Allium cepa, sont un modéle intéressant pour les éudes de
génotoxicité et d’antigenotoxicité. Dans cette étude quatre concentrations d’extraits ethanolique
d’écorce d’ulmus campestris (50, 100, 300,400ug/ml) ont été testées pour évaluer leurs activités
génotoxique, cytotoxique et leurs effet antigénotoxique contre les aberrations chromosomiques
induites par le mutagene azide de sodium chez les racines d’Allium cepa pour 18h ,24h, 48h, 72h
d’incubation a une température de 25°C. Les résultats observés suggerent la cytotoxicité d’ulmus
campestris a 400pg/ml suite a la diminution de I’indice mitotique par apport & celui du contréle
négatif, I’observation de la réduction du pourcentage d’aberrations chromosomiques chez les racines
traitées avec la combinaison extrait et azide de sodium a 100ug/ml suggere la possession d’UImus
campestris d’un potentiel antigénotoxique a cette concentration .

Mots clés: ulmus campestris, génotoxicité, antigénotoxique, azide de sodium, Allium cepa,
cytotoxique.

Abstract

Higher plants, such as Allium cepa, is an interesting model for genotoxicity studies and
antigenotoxicité . In this study four concentrations of ethanolic extracts of bark of Ulmus campestris (
50, 100, 300.400 g / ml ) were tested to evaluate their genotoxic activities and their cytotoxic effect
against antigenotoxic chromosomal aberrations induced by the mutagen azide sodium in the roots of
Allium cepa for 18h , 24h, 48h , 72h incubation at 25 ° C. the results observed suggest that Ulmus
campestris may have a cytotoxic effect at 400ug/ml concentration after we observed a decrease in the
mitotic index .We also tested the antigenotoxic effect of Ulmus campestris at 100pg/ml against the
chromosomal aberration induced by sodium azide at 100ug/ml , the results showed a decrease of
aberration rates which suggest the presence of an antigenotoxic potential in Ulmus campestris at this
concentration.

Keywords: ulmus campestris, génotoxic, antigénotoxic, sodium azide, Allium cepa , cytotoxic.
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