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INTRODUCTION

Les plantes médicinales ont été largement utilisés dans le monde entier au cours des
siécles pour le traitement de diverses maladies, et pres de 80% des populations mondiales
comptait sur les herbes médicinales pour leurs soins primaires (Ang, 2010; Chaudhary et
Payasi, 2013).

Malgré la large utilisation de médicaments a base de plantes, les données sur leurs
compositions chimiques sont trés rares (Ang et al., 2010), et peuvent étre source de plusieurs

activités bénéfiques et/ou non bénéfiques(Chaudhary et Payasi, 2013).

Utilisé en médecine traditionnelle locale, Fraxinusangustifoliaest réputée pour ses
activités thérapeutiques diverses, et utilisé comme diurétique, purgatif, et autres. Cet arbre est
reconnu ¢€galement pour son bois et sa croissance rapide comme étant ’une des principales

plantations d’arbres en Europe (Cigeket al., 2002).

Des études antérieures ont révélés un large éventail de composes répartis sur les fleurs,
les feuilles, et I’écorce de Fraxinus angustifolia , a I’instar des polyphénols et des coumarines
reconnus, entre autres, pour leurs activités anti-inflammatoires et antioxydants, d’autres
composés encore tels que la quercétine et I’acide tanique sont présents dans les écorces et
possedent respectivement une excellente activité anti-oxydante et astringente (antidiarrhéique)
(Kostova et al .,2007).

En dépit de I’attention scientifique portée sur cette plante concernant ces bienfaits
thérapeutiques grace a sa richesse en composes et leurs activités citées précédemment, et suite
aux travaux menés au laboratoire de Biochimie appliquée sur Alium cepa, et aux résultats
prometteurs concernant 1’activité antigénotoxique des extraits des écorces de Fraxinus
angustifolia, il est non moins important de traiter un des aspects cytotoxique de cette plante, et
en particulier 1’aspect génotoxique et antigénotoxique que pourrait avoir Fraxinus

angustifolia sur un modéle animal.

Le choix des tests, In vivo sur un modéle murin présente des avantages d’envergure
dans la mesure ou les conditions d’¢levage, la prolificité, et le degré d’homologie entre le
génome murin et humain en font un modele idéal dans ce type d’investigation (Fox et al.,
2006).
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A cet effet, ce travail sera porté sur 1’étude de [D’activité génotoxique et
antigénotoxique des extraits d’écorce de Fraxinus angustifolia, afin de tenter de savoir a
quelles concentrations, ces extraits peuvent avoir un impact négatif ou positif sur 1’intégrité
physique et fonctionnelle du génome, d’une part, et d’autre part, d’avoir une idée sur la nature

des composés qui pourraient jouer un role dans ce type d’activité.
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CHAPITRE I REVUE BIBLIOGRAPHIQUE
I.1.PLANTES MEDICINALES ET USAGES THERAPEUTIQUES

Par definition, une plante meédicinale est une plante utilisée pour ses propriétés
thérapeutiques, une ou plusieurs parties de la plante peuvent renfermer des composés agissant
naturellement contre plusieurs pathologies, d’autre part, on attribue le nom de plante
médicinale a toute plante ayant des propriétés médicamenteuses susceptibles de guérir ou
d’atténuer une maladie. Cependant, I’efficacit¢ d’une plante médicinale contre une

quelcongue maladie releve de la nature de ses composés (Srivastava et al., 1996).

L’usage des plantes médicinales est trés ancien, et les espéces de plantes utilisées par
I’Homme jusqu’a nos jours sont indénombrables, les plantes médicinales utilisés en médecine
traditionnelle pourraient constituer un apport lucratif pour les industries pharmaceutiques,
elles peuvent, en effet, étre pures ou complexées (hémi-synthétique) a des produits de
synthése dans le but d’atténuer les effets secondaires d’un médicament, et de rapprocher du
mieux possible, sur un plan structural, certains médicaments de leurs analogues naturels.
Cependant, 1’usage industriel de ces plantes médicinales devra étre soumis a des
reglementations rigoureuses quant a la récolte, la purification, ainsi que le brevetage de ces
plantes, dans le but de s’assurer que les plantes utilisées sont pures et d’éviter une confusion

entre espéces voisines (Da et al., 2015).

Certaines plantes médicinales célébres a I’instar des thyms, tilleuls, sauges, menthes,
et gingembres, sont reconnus respectivement, pour combattre la toux seche des voies
respiratoires, les angines et les grippes, les troubles menstruels chez les femmes, les troubles

digestifs, I’inflammation et les insuffisances hépatobiliaires (Moulaoui et al., 2015).

Quant a Fraxinus angustifolia, elle est utilisée en médecine traditionnelle pour ses
activités diurétique, digestive, et astringente, 1’écorce de Fraxinus angustifolia est reconnue
pour son activité anti-oxydante liée a la composition de cette partie de plante en flavonoides
tels que la quercétine (glycosylée), la rutine, et le kaempférol (Ayouni et al., 2016),
néanmoins, bon nombre de flavonoides ont un potentiel mutagene, parmi pas moins de 60

flavonoides étudiés, la quercétine est le mutagene le plus fort (Nagao et al., 1981).

Le tableau | représente quelques plantes médicinales de la famille de Fraxinus

angustifolia et leurs activités biologiques :
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Tableau I : Tableau de quelques plantes proches de Fraxinus angustifolia ainsi que leurs activités.

Noms
vernaculaires

Nom scientifique

Principes actifs

Activités

Forsythia.
Mimosa de Paris.

Forsythia suspensa

Lignanes,
flavonoides

Activité anti-
oxydante et anti-
bactérienne (Qu et
al., 2012).

Secoiridoides

Activités anti-

. (ligstroside), dl_abgt_lque,
Olivier. o diurétique,
. Olea europaea triterpénes, ) :
Boutaillon. , vasodilatatrice
flavonoides .
(rutoside) (Bouarroudj et al.,
2016).
Jasmin Jasminum officinalis glcclgglsitzlrl Cgrzliqﬂi, Anti-hepatite B
Lerpeniq (Zhao et al., 2013).
(linalol).
Activité anti-
Muira puama. Ptychopetalum Terper]es, oxydante et
. coumarines, neuroprotective
Maranta. olacoides - - o
alcaloides, stérols. (Siqueiraet al.,
2007).
Troéne Tanins, Activite anti-
T Ligustrum vulgare triméthylamines, oxydante (Nagy et
Frésillon. e
melliferes. al., 2006).
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1.2.DESCRIPTION BOTANIQUE DE FRAXINUS ANGUSTIFOLIA
1.2.1.DESCRIPTION DE LA PLANTE

Fraxinus angustifolia (figure 01), ou de ses noms vernaculaires, fréne a feuilles
étroites ou encore fréne du midi, est un arbre de la famille des Oléacées (Hinsinger et al.,
2014) mesurant 20 a 25 meétres et pouvant aller jusqu’a 40 m de hauteur et 1,5m de diamétre
(de Rigo et al., 2016). C’est une espece vivace, retrouvée dans les eaux douces et ripisylves,
et est largement répandue en mediterranée, en Europe, et retrouvée aussi en Afrique du sud

ainsi qu’en Australie. (Wallander, 2008).

Figure 01 : Photographie originale de I’arbre Fraxinus angustifolia.

Les feuilles sont composées, disposé par groupes de 7-13 folioles, impaires, pennées,
et minces; 3-8 cm de long et 1-1,5 cm de large, vertes brillantes et aux bordures denteées, et le

fruit est une samare 3-4 cm de long, aplati, avec une aile distale, récoltée sur les arbres en

5
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novembre apres la chute des feuilles (Wallander, 2008 ; Wallander., 2013, Caudullo et
Houston, 2016).La couronne du fréne est dense, irréguliére et en forme de déme, avec des
pousses courtes et tombantes, ses rameaux et les pétioles sont glabres et ses bourgeons sont
sombres marron, son écorce est grise et devient finement et profondéement réticulée et
fissurée. L'espece est monoique avec inflorescences hermaphrodites (de 10-30 fleurs);
cependant quelques inflorescences avec des fleurs pures maéles peuvent apparaitre
(andromonoique) (Caudullo et Houston, 2016).

Sur la base des données moléculaires et morphologiques, trois sous-espéces
géographiques sont reconnues: Les cendres a feuilles étroites (Fraxinus angustifolia subsp.
angustifolia) dans le sud-ouest de I’Europe et en Afrique du nord-ouest, la cendre
Caucasienne (Fraxinus angustifolia subsp. oxycarpa) en Europe centrale, Balkans et la région
de la mer noire, et la cendre syrienne (Fraxinus angustifolia subsp. syriaca) dans le sud-est de
I'Anatolie, Moyen-Orient a I’lran (Wallander., 2013; Caudullo et Houston, 2016).

1.2.2.CLASSIFICATION

Selon I’inventaire National du Patrimoine Naturel du Muséum National d’Histoire

Naturelle, Fraxinus angustifolia a été classifiée, comme illustrée dans le tableau Il suivant :

Tableau 11 : Classification botanique de Fraxinus angustifolia.

Régne Plantae (Haeckel, 1866)
Division Magnoliophyta (Cronquist et al., 1966)
Classe Equisetopsida (Agardh, 1825)
Ordre Lamiales (Bromhead 1838)
Famille Oleaceae (Hoffmannsegg et Link, 1809)
Genre Fraxinus (Linné, 1753)

Espéce Fraxinus angustifolia (Vahl, 1804)
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.3.COMPOSANTS PHYTO-CHIMIQUES DE FRAXINUS ANGUSTIFOLIA

Un large éventail de composés tels que les sécoiridoides, les coumarines, les
flavonoides, et les lignanes, ont été identifies chez les espéces de Fraxinus et reconnus pour
leurs activités anti-inflammatoire, antimicrobienne, anti-oxydante, antiallergique, diurétique,
cependant, les composés majoritaires retrouvés chez Fraxinus angustifolia sont les

sécoiridoides, les phenylethanoides, et les coumarines (Garcia-Villalba et al., 2015).

Ces composeés appelés molécules bioactives, dérivent du métabolisme secondaire des
plantes, ils ne constituent pas des éléments fondamentaux pour la survie de la plante tels que
les produits du métabolisme primaire (lipides, protéines, glucides, sels minéraux, acides
nucléiques), et ils ont été longtemps considérés comme des déchets métaboliques, ce n’est
qu’apres plusieurs études faites sur le métabolisme végétal qu’il a été admis que ces composés
avaient un role important dans la vie de la cellule, notamment dans la structure des plantes et

dans les mécanismes de défenses (Hopkins.W., 2003).

Dans ce travail, la structure, les dérivés, et les activités des principales biomolécules

contenues dans I’espeéce Fraxinus angustifolia seront détaillées.

1.3.1.COUMARINES
Les coumarines, ou de leur nomenclature internationale: 2H-1-benzopyrane-2-1, sont

une large famille de composés organiques aromatiques, possédant des hydroxyles phénoliques

pouvant étre méthylés ou engagés dans des liaisons hétérosides.

Les coumarines sont utilisees en cosmétique dans la fabrication de parfums, et dans
I’industrie alimentaire, cependant, une réglementation stricte s’impose quant a leur utilisation
dans les domaines décrits ci-dessus a cause de leur hépatotoxicité (Fentem et Fry, 1993).
Néanmoins, ces derives sont largement utilisés en médecine pour leurs activités

antimicrobienne, et neuroprotectrice (Wang C, 2012 ; Abou-Hussein et Linert, 2013).

Les dérivés coumariniques présents dans Fraxinus angustifolia sont décrits dans le

tableau Il :
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Tableau 11 : Structures et activités des dérivés coumariniques du genre Fraxinus.

Dérivés Structures[1] Abondance chez les Activités
Sp de frénes. [2, 3]
F.angustifolia,
F.americana, Anti-cancéreuse
] H F.chinensis, (Kimet al., 2015).
Esculetine o . F.excelsior, Hypoglycémiante
m F.japonica, (Prabakaran et
0 0 0 F.lanceolata, al., 2012).
! F.oregona, F.ornus,
F.Sogdiana,
F.syriaca.
F.angustifolia,
F.americana,
F.chinensis, Anti-inflammatoire
) F.excelsior, (Niu et al., 2015).
Esculine F.japonica, Anti-apoptotique
o S F.lanceolata, (Zhao et al., 2007).
m F.oregona, F.ornus,
i 0 o F.toumeyi.
F.angustifolia,
] F.americana,
m F.carolinana, Anti-
F.excelsior, inflammatoire,
Cichorioside ; ° ° F.lanceolata, hépatoprotectrice,
: F.oregona, antidiabétique.
F.sogdiana, F.syriaca, (Kisiel et al.,
F.toumeyi. 2002).

Scopolétine

F.angustifolia,
F.excelsior,
F.japonica, F.ornus,
F.pallisiae.

Effet anti-stéatose
hépatique.
(Lee et Al., 2014).

[1]: (Voir références Internet). [2] : (Artem'eva et al

., 1975). [3]: (Plouvier, 1968).
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1.3.2.SECOIRIDOIDES

Les sécoiridoides sont des composés voisins de la famille des iridoides, font partie du
groupe chimique des monoterpénes cyclopentanoides, comportant dix atomes de carbone,
distinguable des autres iridoides par scission du noyau cyclopentane entre les carbones 7 et 8
(Figure 02).

Sguelette iridane Scission du noyau cyclopentane Sacoiridoide

Figure 02 : Schéma représentatif de la formation des sécoiridoides.

Les sécoiridoides sont presque tous des glucosides (Figure03), c’est-a-dire, condensés
avec des hétérosides d’origine glucidiques. (Plouvier et al., 1971), ces composés sont
retrouvés chez les végétaux supérieurs, ou elles sont impliqués principalement dans les
interactions plante-animal dans la défense contre les phytophages. En effet, les sécoiridoides
posseédent plusieurs propriétés thérapeutiques, a savoir, anti-virales, anti-fongiques, anti-

bactériennes et surtout anti-inflammatoires (lvanovska et al., 1998).
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Figure 03 : Structures des secoiridoides présents chez Fraxinus angustifolia.

Des études précédentes ont montrés que les sécoiridoides ont un potentiel
vasodilatateur (Silva et al., 2010), les ligstrosides et I’oleuropeine ont une activité anti-

complément (lvanovska et al.,1998), les ligstrosides encore, font office d’un bon
biomarqueur de biodisponibilité (Garcia-Villalba et al., 2015).
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1.3.3.PHENYLETHANOIDES

Les phenylethanoides sont des types de composés phénoliques caractérises par la

présence d’un phénol conjugué a une fonction alcool pour former un phenylethanol, le tyrosol

et I’hydroxytyrosol (figure 04), qui sont des précurseurs de phenylethanoides retrouvez chez

Fraxinus angustifolia.

Hydroxytyrosol

Tyrosol

Figure 04: Strucutre chimique de I’hydroxytyrosol et du tyrosol [1] :(Voir références Internet).

Une grande variété de phenylethanoides est distribué chez les végétaux, ayant des

activités antibactérienne, antioxydant et anti tumoral (Jiménez et al., 1994) mais il apparait

que le verbascoside (figure 05), est le phenylethanoide présent chez Fraxinus angustifolia

(Kostova et al., 2007).
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Figure 05: Structure chimique du verbascoside. [1] :(Voir références Internet).
1.4.LES BASES DE LA GENETIQUE TOXICOLOGIQUE

L’information génétique est portée par une macromolécule dont la composition est
commune a tous les étres vivants, c’est 1’acide désoxyribonucléique (ADN). C’est une
macromolécule composée de deux chaines sucre-phosphate disposées en hélice 1’'une autour

de I’autre, et qui portent, attachées, des séquences de paires de bases (Sutherland., 2003).

Les constituants chimiques polarisés de ’ADN font de lui une substance a fortes
interactions avec les molécules qui I’entourent. A cet effet, il est trés important qu'une cellule
soit en mesure de protéger son matériel génétique des différentes interactions pouvant lui étres

nuisibles.

Par définition, une mutation est un changement permanent dans une séquence
nucléotidique d’ADN, causée par une erreur de réparation, ou par une exposition a des agents
mutageénes, elle peut se produire au niveau génique ou chromosomique (Friedberg et al.,
2005). Les mutations chromosomiques ne représentent que 8% du taux global des mutations,
les mutations géniques quant a elles sont les plus fréquentes avec un taux de 92% (Popescu et
Pech., 1991).

La plupart des recherches faites sur les dommages causés a I’ADN ont étés menés via
I’utilisation de radiations ionisantes, de rayonnement ultraviolets, et d’agents alkylants, car
ces trois facteurs sont en mesure de causer une majorité tres compléte des différents types de
dommages causés par I’ensemble des agents physiques et chimiques susceptibles d’engendrer

une génotoxicité.

Cette partie mettra en évidence, les types d’aberrations chromosomiques et
chromatidiques rencontrés chez les eucaryotes, les aberrations géniques induites par les agents
mutageénes sur ’ADN, y compris 1’action du cyclophosphamide comme agent alkylant, et

enfin, quelques tests employés pour 1’évaluation de la génotoxicité d’une substance.
1.4.1.ABERRATIONS CHROMOSOMIQUES ET CHROMATIDIQUES

Les aberrations sont définies comme un changement dans la structure normal et le

nombre de chromosomes, elles indiquent un dommage stable et persistant (mutation) qui
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représente un évenement parfois,

potentiellement initiateur du processus cancéreux

(cancérogénése) menant a ’apparition de néoplasmes (larmarcovai et al., 2005). Selon

Léonard, (1999), les aberrations chromosomiques et chromatidiques sont classées comme

Illustrées dans le tableau suivant :

Tableau IV : Schémas des aberrations chromosomiques et chromatidiques (Léonard, 1991).

Aberrations Définition Schéma
Délétions Elles se présentent sous forme de fragments
terminales. chromatidiques disposés par paires.
°
Délétion Fragments acentriques plus petits que les délétions

Interstitielles.

terminales, résultent de deux lésions transversales trés
voisines.

Anneaux
acentriques.

Résultent de deux cassures assez lointaines a
I’intérieur d’un chromosome, les extrémités des
fragments se ressoudent pour former un anneau.

Ce sont des anomalies qui résultent de coupures se

Anneaux produisant de part et d’autre du centromere, suivies
centriques. de la soudure des extrémités.
Inversions Résultent de deux coupures situées de part et d’autre

péricentrique.

du centromére, suivies de I’inversion du segment
contenant le centromere puis de son réassemblage.

Echanges
symétriques.

Ces aberrations resultent de dommages dans deux
chromosomes suivis d’un recollement aberrant
(transloqué)

Echanges

asymeétriques.

Proviennent de dommages produits dans deux ou
plusieurs chromosomes suivis d’une soudure entre les
parties pourvues de centromere, il en résulte la
formation de chromosome polycentrique.

Lacune
(9ap)
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Elles sont relativement simples, elles
Fragment. Peuvent résulter, soit d’une lacune, d’une
Cassure, ou d’un échange entre chromatides.

L ]
Echange
Chromatides aéa #
SQeurs.

1.4.2.LES MUTATIONS GENIQUES
1.4.2.1.REMPLACEMENT D’UNE BASE PAR UN ANALOGUE STRUCTURAL

L’exemple du 5-bromouracile édifie le mieux le mécanisme qui peut conduire a une
mutation de I’ADN. Ainsi, le 5-bromouracil est un analogue structural de la thymine comme
illustré dans la figure 06 (a), lorsqu’il s’incorpore dans son état normal (5-BUt) dans I’ADN il
se lie spécifiquement avec I’adénine, cette liaison ne constitue pas un danger pour I’ADN car
les  séquences nucléotidiques des brins d’ADN néoformés lors de la réplication seront
identiques aux brins matriciels. Ce n’est que lorsque le 5-bromouracile se trouve dans son état
rare, c’est-a-dire se comportant comme une cytosine (5-BUc), qu’il cause une mutation
délétere pour I’ADN, en effet, la forme 5-BUc rare se lie spécifiquement avec la guanine et
cause une transition AT=>GC (substitutions de purines par des purines ou de pyrimidines par
des pyrimidines) illustré dans la figure 06 (b), la séquence nucléotidique est alors mutée et la

réplication de I’ADN perpétuera cette mutation genique (Watson et al., 2014).
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Base nucléotidique normale Analogue TT T
T
CHB O Br O ADN Normal
A
H‘g/_<N— H H‘8/_<N— H e Incorporation du 5-
N g N S l Bromouracile a la place de la
o) O thymine
Thymine 5’-Bromouracile bU
(a) A

Sl Premier cycle de
/ \ replication: bU s'associe
avec la guanine
buU
G

T TI T
A
Ll LLL Second cycle de
/\ /\ replication: le bU
s'associe avec la guanine
] 1 ] ] ] | I L
bU

| 1

T C

A G G
1 | Ll Ll

Substitution de paire de
base dans I'ADN natif

Figure 06: (a) La thymine et son analogue structural ; (b) Schéma de substitution de base par le 5-

bromoUracile. (Traduit de I’anglais) [1] : voir références internet.

1.4.2.2. AGENTS INTERCALANTS

Un grand nombre d’agents intercalants sont connus pour leur grand potentiel
mutagéne a ’instar des proflavines, benzopyrenes, psoralénes, et 1’acridine orange (Figure
07). Toutes ses molécules ont un point commun qui fait d’clles des intercalants de I’ADN, a
savoir, une structure plane, avec laquelle elles produisent des dommages fonctionnels en
induisant une distorsion de la double hélice et en bloguant le plus souvent la réplication de

1’ADN par leur insertion entre deux paires de bases adjacentes (Griffith et al., 2012).

H._ _-CHyCHCI
N
I
_~CHz
-~ CHy
H._ _-CHz
HsC CHg __ Bases
N | N | ~ azotées
H2N-..__| \,NHE /N. l L N\ | T, _OCH;3
HaC O O CHz O G T Molécule
a4 ~ ci- N intercalée
Proflavine Acridine orange ICR-191
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Figure 07 : Intercalation de 1’acridine orange dans de I’ADN (traduit de I’anglais)

(Griffith et al., 2012).

Il est a noter que, les agents intercalants peuvent produire aussi bien des additions que
des délétions au niveau d’un brin néoformé issu de la réplication du brin ou I’agent intercalant
s’est glissé. L’addition ou la délétion d’une ou plusieurs paires de base aura pour conséquence
un décalage du cadre de lecture synonyme de pertes d’informations indispensables si la

mutation a lieu dans une partie codante de I’ADN (Griffith et al., 2012).
1.4.2.3.RAYONS ULTRAVIOLETS

Les rayonnements ultraviolets sont des rayonnements électromagnétiques dont la
longueur d’onde est comprise entre 100 et 400 nanométres, selon leurs spectres d’absorption,
on distingue trois types de rayons UV a savoir, les UVA, les UVB, et les UVC.
Cette énergie lumineuse provient principalement des rayonnements solaires auxquels sont
soumis les organismes vivants, une exposition prolongée ou aigue a ce type de rayonnement
peut provoquer des mutations génétiques méme si 1’épiderme attenue les rayonnements de

grande énergie (Sage., 1993).

Par exemple, ’apparition des mélanomes malins est en étroite corrélation avec 1’activité des
espéces réactives de 1’oxygene (Molognoni et al., 2013), et les risques de développer un
cancer chez les individus atteints du Xeroderma pigmentosum, maladie génétique rare
caractérisée par une sensibilité accrue de la peau aux rayons du soleil, sont dus a d’éventuelles
apparitions de diméres de thymines au niveau de ’ADN causés par les rayons ultraviolets,
notons dans le cas de cette maladie, que les risques sont liés directement au fait que les
systemes de réparations des dommages (principalement le systeme Nucleotid Excision

Repair) sont inactivés.
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Figure 08 : Effets des dommages causés par les ROS sur la cellule (traduit de I’anglais)

1.4.2.2. AGENTS ALKYLANTS

(Matés et al., 1999).

Les agents alkylants sont des composés organiques capables d’introduire un

groupement alkyle sur une molécule d’ADN. 1l existe plusieurs familles d’agents alkylants a

savoir, les moutardes azotées, les oxazaphosphorines, les éthylene-imines, les alkyls alcanes

sulfonates, les triazénes et hydrazines, les nitroso-urées, et les organoplatines (Pourquier.,

2015).
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Les agents alkylants sont classés en deux types selon leur composition et leurs effets
sur I’ADN, on distingue; les agents alkylants mono-fonctionnels ou simples brins, et les
agents alkylants bi-fonctionnels ou doubles brins. Les mono-fonctionnels sont composés d’un
seul groupement réactif et ne forment qu’une seule liaison avec I’ADN, les bi-fonctionnels
par contre, sont formés de deux groupements réactifs et peuvent alors former deux liaisons,

souvent dans des régions voisines, sur les deux brins d’ADN (Connors, 1987).

Les principaux dommages causés par les agents alkylants sur I’ADN sont; 1’arrét de la
réplication; due a la formation d’adduits covalents (pontage ADN-protéine), un arrét de la
transcription au niveau du site de fixation de I’agent alkylant, des cassures d’ADN mono et
double brins, et des modifications de bases azotées tels que I’alkylation des thymines et

guanines par 1’éthyle-méthane-sulfonate (Tripathi et Jena, 2009).

Les agents alkylants sont utilisés majoritairement dans les traitements anti-cancéreux
puisque les dommages causés par ces agents sur I’ADN aboutissent souvent a l'arrét du cycle
cellulaire et a ’apoptose, ces agents ayant la capacité de bloquer la prolifération (néoplasme)
de cellules tumorales d’ou leur appellation d’agents alkylants antinéoplasiques (Schabel et
al., 1978).

» Le cyclophosphamide

Le cyclophosphamide est un agent alkylant bi-fonctionnel anti-néoplasique de type
oxazaphosphorine de la famille des moutardes azotées, c’est une pro-drogue métabolisée au
niveau hépatique, et son action est cycle-dépendante, c'est-a-dire qu’il n’altére que les cellules
en division (Giraud et al., 2010).

Le cyclophosphamide est indiqué dans les traitements des lymphomes hodgkiniens et non-
hodgkiniens, myélomes multiples, leucémies, cancers du sein, rétinoblastomes,
neuroblastomes, et cancers des ovaires. Il est également administré a faible dose dans
quelques maladies auto-immunes telles que les polyarthrites rhumatoides, vascularite de
Wegener, lupus érythémateux disséminés, et les néphropathies auto-immunes cortico-
résistantes (Madondo et al., 2015).

Le cyclophosphamide, illustré dans la figure 09, est transformé en un produit actif appelé
4-hydroxy-cyclophosphamide via les cytochromes CYP2B6, CYP2C19, et CYP3A4 au
niveau hépatique, et se retrouve en équilibre dynamique avec I’aldophosphamide. Ce dernier

sera ensuite transformée en moutarde phosphoramide et en acroléine ou, transformée par
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I’aldéhyde oxydase en carboxyphosphamide puis en moutarde nornitrogéne (Veal et al.,

2016).

L’aldophosphamide est moins effectif en terme de toxicité et d’effet thérapeutique que le 4-
hydroxycyclophosphamide, en effet, ce dernier est apolaire, il se diffuse plus aisément dans la

cellule que son homologue (Zon et al., 1984).

cl HO,
NH © /—/ NH —
\// y CYP \//
/r—n —_

Cyclophosphamide 4-hydroxy-cyclophosphamid

Aldéhyde /
JJ\/ \// /' Spontané JJ\/\ \ r// J oxvda:e o H;N\ [70 / N
4 e _—
. uo/ \_\ i }{D)k/\l]/ \—\ N,

Cl

Acroléine 1 l cl
Moutarde phosphoramlde Aldophosphamide Carboxyphosphamide Moutarde nornitrogene
ADN
l ADN ADN/Protéines i
Acroléine [ adduits ADN)
Moutarde phospheramide {adduits ADN) Moutarde nitrogene ( adduits ADN)

Figure 09: Dérivés métaboliques du Cyclophosphamide (traduit de I’anglais) (Khan et al., 1998).

ClCHzC_Hg CICH2CHg
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CICH2CH2 CH2 CH2
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H

Figure 10: Mécanisme d’alkylation des moutardes azotées (Kufe et al., 2003).

L’action exclusive du cyclophosphamide sur les cellules en division rend son
utilisation trés intéressante, tant sur son utilité dans le test des aberrations chromosomiques
que sur son pouvoir mutagene. En effet, le test d’aberrations chromosomiques est un test

d’analyse génotoxique a court terme, ce qui requiert I’utilisation de cellules a fortes divisions
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mitotiques tels que les cellules de la moelle osseuse et d’un agent mutagéne principalement

cycle-dépendant, donc capable d’agir de maniere imminente sur ces cellules.

Enfin, le cyclophosphamide est un agent possédant un bon potentiel mutagéne In vivo;
il a été trouvé qu’il induisait des dommages a ’ADN des cellules de la moelle osseuse des
souris (Soler-Niedziela et al., 1989), chez les drosophiles, il induisait une aneuploidie, et chez
les humains il augmentait les risques d’aberrations chromosomiques dans les lymphocytes

périphériques et les cellules de la moelle osseuse (Hartmann et al., 1995).

I.5.TESTS D’EVALUATION DE LA GENOTOXICITE

La génotoxicité, appelée également toxicité génétique, représente la capacité de
certains agents physiques, chimiques, ou biologiques, a provoquer I’apparition de dommages
a I’ADN pouvant conduire a des mutations irréversibles du matériel génétique, si ces lésions
ne sont pas réparées. Ces agents sont qualifiés de mutagenes (Dégremont et Cachot, 2009).

Les tests de génotoxicité visent a évaluer I’impact d’une substance, d’une préparation,
ou d’un extrait, potentiellement mutagéne, en mesurant 1’aptitude de ceux-ci & induire des
aberrations géniques ou chromosomiques chez des bactéries ou des cellules eucaryotes
(Berthelot-Ricouet al., 2013).

Les tests les plus utilisés en laboratoire sont : le test de Ames, le test des cométes, le

test des micronoyaux et le test des aberrations chromosomiques.

I.5.1. TEST DE AMES
Le test de Ames est un test de toxicologie génétique in vitro qui consiste a examiner si
une substance chimique ou un agent physique est capable d'induire des mutations spécifiques
chez différentes souches de Salmonella typhimurium (Ames et al., 1973).Les souches
utilisees sont porteuses d'une mutation dans un des genes gouvernant la synthese de I'acide
aminé histidine. Cette mutation (His-) rend les souches incapables de pousser sur un milieu
sans histidine. Avec une fréquence tres faible, ces mutations (His-) reversent spontanément
vers (His+) et donc les cellules retrouvent leur capacité a pousser sur un milieu dépourvu
d'histidine. Cette frequence de réversion peut augmenter en exposant les bactéries (His-) a des
agents mutageénes. Ainsi, le test d'/Ames permet, en quantifiant I'induction de ces mutations
réverses (His+), de mesurer le potentiel génotoxique de la substance testée (Maron et Ames,
1983).
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1.5.2.TEST DES COMETES

Le test des cometes ou Single Cell Gel Electrophoresis (SCGE) est une méthode basée
sur la microscopie fluorescente rapide et tres sensible pour la détection et la quantification des
Iésions primaires de I’ADN, notamment les cassures de I’ADN, qui représentent une des
Iésions a forte probabilité d’apparition aprés exposition a des agents mutagénes (Berthelot-
Ricou et al., 2013).

Le principe est simple; aprés lyse des membranes cellulaires et libération des noyaux,
I’ADN des cellules est ensuite soumis a des conditions électrophorétiques. Compte tenu du
faible voltage et ampérage, les molécules d’ADN intactes et donc trop lourdes pour avoir été
déplacées vont décrire une sphere compacte, tandis que, les fragments endommagés vont
migrer vers I'anode, formant une typique «queue de comeéte ».

Les figures ainsi décrites sont alors tout a fait comparables a des cometes. La lecture
au microscope a fluorescence et 1’analyse d’image permet alors la quantification des effets

observés (Hovhannisyan, 2010).

1.5.3.TEST DES ABERRATIONS CHROMOSOMIQUES

Le test d'aberration chromosomique (CA, chromosomal aberration assay) sur cellules
de mammiféres a été décrit par Preston et al. (1987), est fréquemment utilisé pour évaluer la
génotoxicité, en étudiant les dommages de I'ADN induit par divers agents chimiques et de
I'environnement, et a été adopté comme indice de génotoxicitée (Alsatari et al., 2012). Il
identifie les agents qui provoquent des anomalies structurelles (cassures chromosomiques ou
chromatidiques), ou encore des anomalies de nombre de chromosomes (aneuploidie,
polyploidie) (Livingston et al., 2006 ; Tossa et al., 2014).

Les cellules analysées sont, soit des lymphocytes isolés de sujets humains ou
d’animaux (exposés In vivo a des substances chimiques ou préparations), ou des lignées
cellulaires (exposées In vitro aux agents génotoxiques). Ce type de test va donc pouvoir étre
employé pour mesurer le potentiel génotoxique d’un composé in vitro ou in vivo (Cimino,
2006; Kim et al., 2011; Alsatari et al., 2012).

Le caryotype est réalisé selon les techniques cytogénétiques habituelles (Sram et al.,
2007), en bloquant les cellules en métaphase a 1’aide de la colchicine; 1’analyse d’un grand

nombre de métaphases est souvent requis.
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Les aberrations chromosomiques indiquent un dommage stable et persistant
(mutation), qui représente un événement potentiellement initiateur dans le processus qui mene
a la néoplasie; la présence d’aberrations chromosomiques a d’ailleurs été corrélée avec un
risque accru de survenue de cancers (Norppa et al., 2006; Boffetta et al., 2007).

Dans I’optique d’évaluer la génotoxicité/antigénotoxicité de Fraxinus angustifolia sur

un mod¢le murin, ce dernier s’est avéré étre le test le plus adéquat.
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Il. MATERIEL ET METHODES
11.1. ANIMAUX

Pour évaluer I’activité génotoxique/anti-génotoxique in vivo des extraits des écorces
de F.angustifolia, des souris albinos (NMRI)méles et femelles, d’un poids qui varie entre 27

et 35 g avec une moyenne d’age de 6 (£2) semaines ont été utilisées (Figure 11).

Les souris proviennent du centre d’élevage de I’institut Pasteur d’Alger (Kouba), et
I’expérimentation a été réalisée au niveau du laboratoire d’expérimentation animale de
I’université Abderrahmane Mira de Bejaia. La salle est soumise a des conditions d'éclairage

contr6lés (diurne : nocturne 12h/12h), et a une température ambiante (25 £ 2°C).

T @ — a— — —

Figure 11: Photographie originale d’une souris utilisée lors de 1I’expérimentation.
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11.2. MATERIEL VEGETAL

Les écorces de Fraxinus angustifolia (Figure 13) ont été récoltés a la foret de Chemini
(963m Altitude, 36°35” Latitude, 4°36’ longitude) en juillet 2015 (Figure 12), elles ont été
séchées a I’air libre et a I’abri de la lumiére vive, puis broyées a 1’aide d’un broyeur électrique
(KIKA Labortechnic, Staufen, Germany), et ont été réduits ainsi en poudre fine de (63um).
Les échantillons ont été identifiés par Mr. Hacéne ABDELKRIM, Professeur a 1I’Ecole
Nationale Supérieure d’Agronomie (ENSA) d’El-harrach, Alger.

Chemini

Google

=
néas cartographiques ©2016 Google  Conditions  Confidentialité  Envoyer des commentaires 1 km

4 EEE

um, Donnéea cartographiquea ©2016 Google  Conditions  Confidentialité _ Envoyer des commentaires  20miL— 1

Figurel2: Localisation géographique du lieu de récolte des écorces de Fraxinus angustifolia.
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Figurel3: Photographie originale des écorces de Fraxinus angustifolia.

11.3. PRODUITS CHIMIQUES

Les produits utilisés pour 1’extraction et le test de génotoxicité sont :
Acide acétique (Sigma Aldrich, Etats-Unis);
Carboxymethyl cellulose (CMC) (Sigma Aldrich, Etats-Unis);
C Chlorure de Potassium (KCL) (PRS Panreac, Espagne);
Chloroforme (Biochem Chemopharma, Québec);
Colchicine (Biochem Chemopharma, Québec);
Colorant Giemsa (Sigma Aldrich, Etats-Unis);
Cyclophosphamide monohydrate (Sigma Aldrich, Chine);

Eurokit 100ml, mounting medium for clinical diagnosis (EMMONYA BIOTECH Ltd,
Bulgarie);

Ethanol 96% (Sigma Aldrich, Allemagne);
Huile a immersion (Carl Zeiss, Allemagne);
Méthanol (Biochem Chemopharma, Québec);

Xyléne (Sigma Aldrich, Etats-Unis);
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1.4 PREPARATION DE L’EXTRAIT ETHANOLIQUE DES ECORCES DE
FRAXINUS ANGUSTIFOLIA

La poudre des écorces recupéree a eté macérée dans I’éthanol (96%) dans un rapport
de 1:4/P:V, pendant 12h sous agitation et dans I’obscurité. Apres décantation, le surnageant
obtenu a été ensuite centrifugé a 1500 rpm pendant 10 minutes. Cette étape a éte répétée deux
fois et les surnageants résultant ont été mélangés et séchés a 1’évaporateur rotatif (Heidolph)

pour donner I’extrait sec éthanolique de I’écorce de F.angustifolia.

11.5. EVALUATION DE LA GENOTOXICITE
11.5.1. ADMINISTRATION DES DOSES D’EXTRAITS AUX SOURIS

Huit lots de males et huit lots de femelles de 6 souris chacun ont été constitués dont
chaque lot correspond a un traitement particulier : (Tableau V)), et ont été gavés pendant sept
jours, par différentes concentrations d’extraits d’écorce de F.angustifolia obtenues par
dilution dans du carboxyméthyl cellulose (CMC) a 0,8%, et ce 1h30 a 2h apres le retrait de
I’eau et de nourriture (Figure 14).

Au 7°™ jour de gavage, les lots concernant le test anti-génotoxique, ainsi que les témoins
positifs ont recu une injection intra-péritonéale de cyclophosphamide (50mg/kg) une heure

apres le gavage.
Le tableau ci- dessous illustre la répartition des lots et les détails des différents traitements

Tableau V: Tableau récapitulatif des traitements de souris.

Lot Administration orale Injection
Controles C- CMC 0.8% -
C+ CMC 0.8% Cyclophosphamide
(50mg/kqg)
Tests de GE 250 mg/kg Extrait des écorces 250 mg/kg -

génotoxicité GE 500 mg/kg Extrait des écorces 500 mg/kg -
GE 1000 mg/kg Extrait des écorces 1000mg/kg -

AGE 125mg/kg Extrait des écorces 125 mg/kg | Cyclophosphamide

Tests (50mg/kg)
d’anti- AGE 250mg/kg Extrait des écorces 250 mg/kg | Cyclophosphamide
génotoxicité (50mg/kg
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Figurel4: Photographie originale d’un lot de souris, de gavage et d’une injection intra-péritonéale.

11.5.2. SACRIFICE DES SOURIS ET PRELEVEMENT DE LA MOELLE OSSEUSE

Le 8™ jour, de la colchicine (4mg/kg) a été injectée aux souris par voie intra-
péritonéale 02h avant le sacrifice, les souris ont été mises dans du chloroforme puis sacrifiés
par dislocation cervicale. Les fémurs ont été rapidement excises, et la moelle osseuse a été
extraite dans des tubes contenant une solution de KCI (0.56%) pré-incubée a 37 °C. (Figure
15).

Les cellules récoltées ont été incubées a 37°C pendant 30min, puis centrifugées a 1400
rpm pendant 10 min. Le surnageant a été éliminé et le culot a été re-suspendu dans un petit
volume de KCI (0.56%) puis fixées dans5ml de fixateur de Cornoy (ajouté goutte a goutte

avec agitation manuelle).

Les tubes ont été re-centrifugés pendant 10min a 1400rpm, le surnageant a été éliminé
et le culot a été remis en suspension. 2mlde fixateur de Carnoy ont été ajoutés, et les tubes ont

été stockés a 4 °C.
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-
Figure 15: Photographie originale du prélevement des fémurs et extraction de la moelle osseuse.

11.5.3. FIXATION DES CELLULES SUR LES LAMES, COLORATION, ET EXAMEN
MICROSCOPIQUE

Au 9°™ jour, les suspensions réfrigérées ont été soumises a deux autres centrifugations
avec changement de nouveaux volumes de fixateurs. Les derniers culots obtenus ont été re-
suspendus et déposés soigneusement sur des lames préalablement préparées (étiquetées et
nettoyées). Les suspensions ont été laissées séchées a 1’air libre pendant 1 heure puis colorées
au Giemsa (10%).

L’eurokit a été enfin utilisé pour couvrir les lames par des lamelles et conserver les

échantillons pour une observation microscopique aux grossissements X40 et X100.

Toutes ces étapes sont illustrées dans la figure 16.
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Figure 16: Photographie originale des étapes de fixation, coloration et observation des lames.

» LESPARAMETRES ETUDIES

Les observations au microscope ont impliqué, dans un premier temps le
dénombrement des noyaux en interphase et les noyaux en division incluant les différents
stades de division mitotique afin de calculer les indices mitotique (IM) de chaque souris, selon

la formule suivante :

M%) Nombre de cellules en division 100
= *
0 Nombre total de cellules dénombrées

Parallélement, I’analyse d’une centaine de métaphases ou les chromosomes sont bien
dispersés « well spread metaphasis » a été effectuée, et le pourcentage des cellules aberrantes

(PA) a été calculé selon la relation suivante :

PA(%) Nombre de cellules aberrantes 100
= *
0 Nombre total de cellules dénombrées

Les aberrations recherchées et dénombrées sont les fragments, les lacunes (Gaps), les anneaux
(Rings), les délétions de chromatides, les associations centromeriques, les pulvérisations, et

les polyploidies.
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11.6. TRAITEMENT DES RESULTATS ET ANALYSES STATISTIQUES

Les résultats ont été exprimés en moyenne + somme des écarts moyens (S.E.M) avec
tukey and Dunnett comme post-test pour de multiples comparaisons versus les lots témoins
négatifs et positifs. Afin d’avoir une interprétation statistique des résultats obtenus, une
analyse en utilisant le test one way ANOVA (ANalysis of Variance) a été menée sur le

logiciel « package GraphPadPrism 5 » pour Windows, avec un risque d’erreur de P<0.05%.
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1. RESULTATS ET DISCUSSION

I11.1. RESULTATS DE L’EXTRACTION

L’extraction éthanolique permet d’obtenir une large gamme de composés, tels que les
polyphénols, les coumarines, les phényléthanoides, et quelques terpenes. Le rendement de

I’extraction éthanolique de 1’écorce de F.angustifolia est d’environ10 %.
111.2.INDUCTION DE LA GENOTOXICITE PAR LE MUTAGENE

111.2.1.INDICES MITOTIQUES

Les résultats des indices mitotiques calculés pour les lots de souris traitées par le CMC
(0.8%) et le CP (50mg/kg) sont représentés dans 1’histogramme de la figure 17 suivante:
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Figure 17 : Représentation graphique des indices mitotiques (%)des groupes témoins négatif (CMC 0.8%) et
positif (CP 50mg/kg), males et femelles. Les résultats sont exprimés en moyennexS.E.M et considérés
significatifs par Dunnet post test de ’analyse One-way ANOVA. (***P<0.001) comparé au contrble négatif.
(n=5 pour les males et n=4 pour les femelles).

Les résultats de 1’analyse statistique par le test de Dunett (P<0.05), des contrbles
positifs et négatifs ne montrent aucune différence d’indices mitotiques entre les deux sexes,
néanmoins, la diminution des indices mitotiques des contrbles positifs induite par le
cyclophosphamide est trés hautement significative (*** P<0.001) comparativement aux

contréles négatifs (CMC 0.8%).Ce qui indique que le CP a induit une cytotoxicité par
perturbation du cycle cellulaire.
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111.2.2.POURCENTAGES DE CELLULES ABERRANTES

Les pourcentages de cellules aberrantes calculés pour les lots de souris traitées par le CMC

(0.8%) et le CP (50mg/kg) sont représentés dans 1’histogramme de la figure 18.
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Figure 18: Représentation graphique des cellules aberrantes (%) des groupes témoins négatif (CMC 0.8%) et
positif (CP 50mg/kg). Les résultats sont exprimés en moyenne+S.E.M et considérés significatifs par Dunnet post
test de ’analyse One-way ANOVA (***P<0.001). (n=5 pour les méles et n=4 pour les femelles).

L’analyse statistique via le test Dunnett a rapporté une augmentation trés hautement
significative (*** P<0.001) des cellules aberrantes par rapport au contréle négatif, chez les
males ainsi que chez les femelles (71% contre 21% pour les males; 75.5% contre 23.75% pour

les femelles).

Les différents types d’aberrations chromosomiques détectés dans les cellules de la
moelle osseuse des souris et leur abondance pour les contr6les négatifs et positifs sont

rapportés dans le tableau V1 et illustrés par les photographies de la figure 19.
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Tableau VI : Types et fréquences des aberrations chromosomiques chez les lots témoins.

Met Aberrations chromosomiques
Traitement | spread [ Jacune  anneau  fragment cassure  Asso Pulvéri  Poly-
cent -sation  ploidie
100 14 5 34 13 4 0 0
100 2 3 12 3 0 0 0
1 100 16 5 9 9 4 0 0
O 100 15 3 8 9 2 0 0
= 72 2 2 10 3 0 2 0
© 100 6 6 11 14 0 0 0
? 100 16 5 9 9 4 0 0
100 35 8 164 63 13 31 0
100 16 2 3 12 3 0 0
100 9 17 166 12 14 22 0
3 76 7 21 45 22 12 3 0
o 50 20 1 70 33 4 20 2
(—I_) 100 8 10 96 33 7 5 0
> 70 0 1 7 0 1 0 1
1 2 | 100 5 2 10 1 3 0 0
80 4 7 57 22 2 37 0
100 59 4 152 77 8 7 2

D’apres le tableau VI, une nette augmentation d’aberrations chromosomiques est observée
chez les témoins traités avec le cyclophosphamide (50mg/Kg), principalement le nombre de
fragment.
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Figurel9: Photographie originale des différents types d’aberrations chromosomiques induites par le
CP, détectées lors de I’analyse des cellules de la moelle osseuse des souris sous microscope optique
GX100;1: Gap (vide), 2: Polyploidie, 4: Pulverisation, 5 et 6: cassures et Fragments,7- Anneau (ring).

33



CHAPIIRE 11T RESULTATS ET DISCUSSION

111.3. Evaluation de la génotoxicité des doses de I’extrait de I’écorce de F.angustifolia

111.3.1. INDICES MITOTIQUES

Les résultats du calcul des indices mitotiques des cellules de la moelle osseuse de
fémurs de souris traitées avec les extraits éthanoliques des écorces de F.angustifolia a
différentes concentrations (250, 500 et 1000 mg/kg), sont illustrées dans les figure 20 (a) pour
les males, et (b) pour les femelles.
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Figure 20 : Représentation graphique des indices mitotiques (%) de I’effet cytotoxique des différentes
concentrations d’extrait éthanoliques des écorces de Fraxinus angustifolia (250, 500 et 1000 mg/kg) sur les
cellules de la moelle osseuse des souris. Les résultats sont exprimés en moyenne +S.E.M (***P<0.001) comparé
au contr6le négatif. One-way ANOVA suivie par le test de comparaison multiple Dunnett a été utilisé pour
I’analyse statistique. (n=5 pour les contrdles males et n=4 pour les contrdles femelles et n=3 pour les extraits).
(@) : chez les males, (b) : chez les femelles.

Pour les males, les résultats de I’analyse statistique des indices mitotiques des
controles négatifs comparativement aux différentes concentrations de 1’extrait des écorce de
F.angustifolia, sont trés hautement significatifs a 250mg/Kg, non significatifs a 500mg/Kg et
significatifs a 1000mg/Kg (P<0.05), indiquant que a 250mg/Kg, 1’écore des racines de
F.angustifolia serait cytotoxique.

Chez les femelles, I’analyse statistique des indices mitotiques des contréles négatifs
comparativement aux différentes concentrations de 1’extrait des écorces de F.angustifolia sont

tres hautement significatifs (P<0.05) a 250mg/Kg et 1000mg/Kg, et non significatif a
500mg/Kag.
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111.3.2.POURCENTAGES DE CELLULES ABERRANTES

La figure 21 représente les pourcentages de cellules aberrantes (%) des males et des femelles
chez les lots ayant servis pour 1’évaluation de ’activité génotoxique des extraits d’écorce de

F.angustifolia (250, 500 et 1000mg/Kg).
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Figure 21:Représentation graphique des cellules aberrantes (%) de 1’effet génotoxique des différentes
concentrations d’extrait éthanoliques des écorces de Fraxinus angustifolia (250, 500 et 1000 mg/kg) chez les
souris. Les résultats sont exprimés en moyenne+S.E.M et considérés significatifs par Dunnet post test de
I’analyse One-way ANOVA. (***P<0.001) comparé au controle négatif. (n=5 pour les contrdles males, n=4
pour les contrbles femelles et n=3 pour les extraits). (a) : chez les males ; (b) : chez les femelles.

La comparaison (P<0.05) du contrdle positif aux souris traitées par les différentes
concentrations de I’extraits éthanolique des écorce de F.angustifolia (250, 500 et 1000mg/Kg)
ont présenté une réduction du pourcentage d’aberration chromosomique trés hautement

significative (### P<0.001) aux trois concentrations pour les males.

Les résultats de la comparaison (P<0.05) du contréle positif aux souris traitées par les
différentes concentrations de I’extraits éthanolique des écorce de F.angustifolia (250, 500 et
1000mg/Kg) ont présenté une réduction du pourcentage d’aberration chromosomique
hautement significative (## P<0.05) a 250mg/Kg, significative (# P<0.05) a 500mg/Kg et non
significative a 1000 mg/Kg par rapport au CP chez les femelles.

Ces résultats induisent que les extraits des écorces de Fraxinus angustifolia ont contré 1’effet

du cyclophosphamide.

Les différents types d’aberrations chromosomiques détectées dans les cellules de la

moelle osseuse des souris et leur abondance pour males et femelles traités pour 1’évaluation
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de la génotoxicité des extraits des écorces de F.angustifolia par les différentes concentrations
(250, 500 et 1000 mg/Kg) sont rapportés dans le Tableau VII.

Tableau VII : Tableau récapitulatif de des types et abondances des aberrations chromosomiques chez
les males et femelles traités aux concentrations de 1’extrait d’écorce de F.angustifolia.

Met Aberrations chromosomiques

Traitement | spread [ lacune anneau fragment délétion  Asso Pulvéri  Poly-
cent -sation  ploidie
100 11 7 60 14 4 0 0
° a8 89 5 6 43 10 6 5 0
9 100 17 5 38 11 4 3 0
IEIDJ 70 3 1 1 4 9 0 0
Q 99 19 1 5 4 28 0 0
80 7 2 0 0 19 0 1
100 34 5 54 25 7 1 0
o ) 100 41 8 41 16 7 1 0
B 100 14 8 51 24 8 0 0
IEIDJ 100 84 3 125 40 6 4 0
Q 100 48 2 123 41 3 5 0
100 7 76 25 5 3 0
100 41 5 46 8 4 7 0
o 38 100 39 7 69 28 8 14 0
S 100 43 6 76 22 11 6 0
L 70 18 1 5 7 17 0 0
°l o | w00 35 4 7 8 15 0 0
100 11 1 248 94 14 52 0

Dans le tableau VII, une certaine homogénéité des aberrations chromosomiques est observée
entre males et femelles ainsi qu’aux différentes concentrations des extraits de 1’écorce de

F.angustifolia (250, 500 et 1000mg/Kg).
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I11.4. EVALUATION DE L’EFFET COMBINE DE L’EXTRAIT DE L’ECORCE DE
F.ANGUSTIFOLIA ET LE MUTAGENE

111.4.1.INDICE MITOTIQUE

La figure 22 représente les pourcentages des indices mitotiques (%) calculés pour les
lots de souris traitées par le CMC (0.8%), le CP (50mg/kg) et les extraits de 1’écorce de

F.angustifolia (125 et 250mg/Kg).ces concentrations ont servie a évaluer [ effet
antigénotoxique.
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Figure 22:Représentation graphique des indices mitotiques (%) de 1’évaluation de 1’effet anti-cytotoxique des
concentrations d’extrait éthanolique des écorces de Fraxinus angustifolia (125 et 250mg/kg). Les résultats sont
exprimés en moyennexS.E.M (*** P<0.001) comparé au contrdle négatif. One-way ANOVA suivie par le test de
comparaison multiple Dunnett a été utilisé pour 1’analyse statistique. (n=5 pour les contrdles et n=3 pour les
extraits). (a) : chez les méles et (b) : chez les femelles.

L’analyse du traitement combiné des lots traités par le cyclophosphamide et les
extraits des écorces de F.angustifolia chez les méles, a démontré une augmentation trés
hautement significative (### P<0.001) de I’indice mitotique que ce soit a 125mg/Kg ou a

250mg/Kg par rapport au contrdle positif, autrement dit, elles semblent avoir une activité anti-
cytotoxique.

Les femelles ont montré une augmentation trés hautement significative de 1’indice
mitotique a 125mg/Kg, et non significative a 250mg/Kg par rapport au contréle positif lors du
traitement combiné des extraits (125 et 250 mg/Kg) au cyclophosphamide (50 mg/Kg).
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111.4.2.Evaluation des pourcentages de cellules aberrantes

Les résultats du calcul des cellules aberrantes (%) des souris traitées par les extraits
des écorces de F.angustifolia (125 et 250mg/Kg) combiné au cyclophosphamide (50mg/Kg)
sont représentés la figure 23.
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Figure 23:Représentation graphique des cellules aberrantes (%) de 1’évaluation de 1’effet anti-génotoxique des
concentrations d’extrait éthanolique des écorces de Fraxinus angustifolia (125 et 250mg/kg). Les résultats sont
exprimés en moyenneS.E.M (*** P<0.05) comparé au contrdle négatif et (### P<0.05) comparé au contrdle
positif. One-way ANOVA suivie par le test de comparaison multiple Dunnett a été utilisé pour I’analyse
statistique.(n=5 pour les contrdles et n=3 pour les extraits). (a) : chez les males et (b) : chez les femelles.

L’analyse du traitement combiné des lots traités par le cyclophosphamide et les
extraits des écorces de F.angustifolia chez les males, montre une diminution hautement
significative du pourcentage de cellules aberrantes a 125mg/Kg et non significative a
250mg/Kg par rapport au contrdle positif. L’induction de la diminution du pourcentage de

cellules aberrantes, semble indiquer une activité antigénotoxique.

L’analyse du traitement combiné des lots traités par le cyclophosphamide et les
extraits des écorces de F.angustifolia chez les femelles via le Dunnett test, montre une
diminution hautement significative du pourcentage de cellules aberrantes a 125mg/Kg et non

significative a 250mg/Kg par rapport au contrdle positif.

Cette diminution du taut d’aberrations, pourrait laisser croire que la concentration de

125mg/Kg de I’extrait d’écorce de F.angustifolia aurait une activité antigénotoxique.
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Les différents types d’aberrations chromosomiques détectées dans les cellules de la
moelle osseuse des souris et leur abondance pour males et femelles traités pour 1’évaluation
de D’activité antigénotoxique des extraits des écorces de F.angustifolia par les différentes
concentrations (125 et 250 mg/Kg) sont rapportés dans le Tableau VIII.

Tableau VIII : Tableau récapitulatif de des types et abondances des aberrations chromosomiques

chez les males et femelles traités par les extraits d’écorce de F.angustifolia pour évaluer
I’antigénotoxicité.

Met Aberrations chromosomiques
Traitement | spread | Jacune anneau fragment délétion  Asso Pulvéri  Poly-
cent -sation  ploidie

100 19 4 69 69 1 5 2
o a8 100 64 6 94 28 7 1 3
N 100 43 3 152 64 2 5 4
2 70 6 1 69 32 6 1 0
Q 71 6 0 70 41 4 20 0

70 11 0 65 37 5 0 17

100 25 6 97 33 5 33 1

Q ) 100 17 7 158 42 5 21 0
E 100 20 3 130 25 1 45 0
G} 85 9 3 155 53 16 20 0
<1 o | 100 11 5 81 48 17 26 1
100 16 8 25 26 13 22 1

Comparativement au tableau VI, il a été démontré dans le tableau VIII, une diminution du
nombre d’aberrations chromosomiques, sans doute suite au pré-traitement par les extraits des

écorces de F.angustifolia.
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111.5.DISCUSSION

Ce travail avait pour objectif de tester sur des souris albinos, par le test des aberrations
chromosomiques, des extraits brutes d’écorce a des concentrations différentes en vue de

I’évaluation des activités antigénotoxique et génotoxique de F.angustifolia.

Cette derniére est traditionnellement indiquée dans le traitement des coliques, des
fievres, des cystites, de la goutte, ou des excés d’acide urique (Calis et al., 1993) de plus,
diverses activités biologiques ont été découvertes chez cette plante tels qu’antibactérienne,

anti-inflammatoire, et notamment anti-oxydante (Atmani et al., 2009).

Ses activités ont été attribuées principalement a ses métabolites secondaires
majoritairement constitués de phenylethanoides a I’instar du verbascoside, de flavonoides a
I’instar de I’acide tannique, catéchine, quercétine et rutine, et de secoiridoides a 1’instar du

ligstroside et de 1’oleuropeine.

L’extraction réalisée avait pour but d’extraire principalement cette gamme de
composés. Le rendement de I’extraction était d’environ 10%, un résultat semblable a celui
rapporté par les travaux de (Atmani et al., 2009; Ayouni et al., 2016). Ce rendement
relativement faible par rapport aux rendements d’extraction des feuilles peut étre li¢ a la
nature de la matrice végétale. En effet, I’extraction peut étre influencée par plusieurs
paramétres tels que le diamétre de la poudre, les solvants utilisés, le ratio entre
solvant/échantillon, le temps et la température durant I’extraction (Spingo et al, 2007; Xiao et
al., 2009; Kim et Verpoorte, 2010).

Dans cette étude, 1’évaluation de la génotoxicité des extraits de Fraxinus angustifolia a
été réalisée par le test des aberrations chromosomiques. C’est un test treés sensible utilisée
pour déterminer I’impact génétique potentiel produit par un agent mutagéne sur les cellules de
la moelle osseuse de mammiferes(Shelby et Witt, 1995; Meng et Zhang, 2002; Valadares
et al., 2007; Nie et al., 2015), ce test s’appuie sur le calcul de L’indice mitotique, qui
caractérise le nombre total de cellules en division dans le cycle cellulaire, cet indice a été
considéré par plusieurs auteurs comme étant un paramétre indicatif de la
cytotoxicite(Kovalchuk et al., 1998; Chukwujekwu et Van Staden, 2014), et le
pourcentages d’aberrations chromosomiques, ces parametres ont été considéré comme

marqueur d’instabilité génomique (Macosco et al., 2015).
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Plusieurs études ont rapportée la cytotoxicité du cyclophosphamide (Tripathi et al.,
2008; Shukla et al., 2012). La cytotoxicité induite par ce mutagéne n’est pas due au
cyclophosphamide lui-méme, mais elle est principalement médiée par ses métabolites
secondaires; le cyclophosphamide réagit avec les molécules par ses groupements
bischloroethyl, il réagit via 1’intermédiaire aziridinium, le reste de la molécule détermine les
propriétés physiques de la molécule a savoir le transport, la distribution, et la réactivité aux
agents spécifiques (Connors, 1983).

La moutarde phosphoramide, un dérivée métabolique du cyclophosphamide, libere un
atome de chlore et devient une molécule cationique ou autrement dit, une substance
¢lectrophile, elle va interagir avec 1’azote numéro 7 des guanines car la guanine est la base
azotée la plus nucléophile, une fois liés, la guanine sera chargée positivement, et subira une
réaction d’hydrolyse spontanée, conduisant a la formation de sites apuriques, ces derniers
fragilisent la structure de I’ADN et peuvent produire des cassures et fragmentations
monobrins ou double brins, les cassures et fragmentations répétées sur des sites riches en
guanines dans le génome pourrait expliquer I’apparition des pulvérisations, et des fréquences
élevées de délétions chromatidiques et fragments, observés chez les souris ayant recu le

cyclophosphamide ( Benson et al., 1988).

Un autre derivé métabolique comme la moutarde nornitrogéne, a été rapporté, comme

étant a ’origine de recombinaisons (cross-link) (Hemminki, 1987).

’acroléine, dérivé toxique issu de la transformation de 1’aldophoshamide en moutarde
phosphoramidea été également rapporté comme ayant un réle direct dans la formations
d’adduits exocycliques qui durent dans le temps et influent sur la viabilité des cellules
(Wilson et al., 1991), d’autre part, cette méme acroléine agit par inhibition sur la glutathion
(GSH) protéine impliquée dans la détoxification de la cellule, ceci implique I’accumulation de
produits mutagenes, susceptibles d’augmenter la génotoxicité d’une cellule ou d’entrainer les

cellules vers 1’apoptose.

Tous ces effets induits par les dérivés métaboliques du cyclophosphamide pourraient
expliquer pourquoi le cyclophosphamide diminue I’indice mitotique (12% chez les témoins
négatifs, contre 4% chez les témoins positifs) et augment la fréquence des aberrations
chromosomiques (70% chez les témoins positifs, contre 20% chez les témoins négatifs) trés

significativement (P< 0.05) chez les souris témoins ayant regus cet agent.

41



CHAPIIRE 11T RESULTATS ET DISCUSSION

L’effet des extraits des écorces de F.angustifolia sur les indices mitotiques ont été
comparés a ceux des témoins. A une dose de 250mg/Kg, I’extrait a diminuer 1’indice
mitotique de fagon significative (*** P<0.05) chez les males comme chez les femelles,
contrairement aux concentrations de 500mg/Kg et 1000mgKg ou I’effet n’est pas prononcé.
Ceci suggere, dans un premier temps, que 1’extrait des écorces contient des biomolécules qui
interagissent a faible dose avec des protéines impliquées dans la division cellulaire, en effet,
I’action des composés peut étre influencé par la dose, ceci implique qu’une dose importante
induit une saturation des protéines cibles par différents types de composés inclus dans I’extrait
brut, favorisant un effet inverse a celui retrouvé a faible dose, ce phénomeéne est appelé
compétition stéréochimique (Crozier et al., 2008). Dans un deuxiéme temps, des études ont
rapportés que la catéchine, jouait un role dans la modulation de I’activité des produits
métaboliques du cyclophosphamide, par inhibition du CYP3A enzyme responsable de la
détoxification du cyclophosphamide, et activation du CYP2B enzyme de biotransformation du
cyclophosphamide, ceci a pour effet d’accumuler les produits toxiques du mutagéne qui
influent a leur tour sur I’indice mitotique ainsi que sur les pourcentages d’aberrations (Muto

et al., 2001).

L’effet des extraits d’écorces de F.angustifolia sur les pourcentages de cellules
aberrantes montre une augmentation dose dépendante, des pourcentages d’aberrations. Ceci
serait peut-étre lié a la concentration croissante des extraits en quercétine, ce composé a été
rapporté comme étant un puissant agent mutagene, en effet, ce composé ne requiert, non
seulement, pas une activation métabolique au niveau hépatique pour exercer son action, de
plus sa métabolisation augmente son effet mutagéne (Nagao et al., 1986), car il génere des
composés appelés quercetine orthoquinones et quinones methydes, rapportés comme étant des
composés mutagéniques et pro-oxydants (Mazumdar et al., 2011). Il a été rapporté dans une
étude que la quercétine, pouvait se fixer sur I’ADN et stabiliser sa structure, mais une liaison
prolongée entre I’ADN et la quercétine conduit a la dégradation de la quercétine et la
déstabilisation de la structure secondaire de I’ADN, donnant naissance aux cassures
monobrins et double brins (Alvi et al., 1986), ce composé est rapporté également comme
inhibiteur de la réplication par inhibition de la thymidylate synthase et ’ADN polymérase
(Mizushina et al., 2003 ; Hertzog et Tica., 2012).

L’effet des extraits d’écorces de F.angustifolia combinés au mutagéne sur 1’indice
mitotique, montre une légere augmentation de I’indice mitotique chez les souris administrées

avec une concentration de 125 mg/Kg comparativement aux souris administrées avec

42



CHAPIIRE 11T RESULTATS ET DISCUSSION

250mg/Kg, ce résultat appui d’avantage 1’hypothése d’une relation dose-effet, des molécules

contenus dans ’extrait brut.

L’effet des concentrations d’extraits combinés au mutagéne sur les pourcentages
d’aberrations montre une diminution hautement significative des aberrations a la
concentration 125mg/Kg par rapport aux témoins positifs, et une meilleure inhibition de

I’effet du mutagéne en comparaison avec la concentration de 250mg/Kg.

Ces résultats suggeérent que la concentration & 125mg/Kg possede une meilleure
biodisponibilité que celle a 250mg/Kg, en effet, plus la dose administrée est basse, mieux elle
est absorbée, et donc, la biodisponibilité augmente (Crozier et al., 2008). De plus, I’analyse
comparative au contr6le positif des pourcentages des indices mitotiques et des cellules
aberrantes chez les deux doses, montre que la dose 125mg/Kg tend mieux vers un effet anti-
génotoxique plutdt que génotoxique, comparativement a la dose de 250mg/Kg.

Il est supposé que I’inhibition des aberrations chromosomiques obtenus dans cette
étude a la dose de 125mg/Kg, serait d(i en grande partie a la présence de phenylethanoides tels
que le ligstroside, en effet, des études ont rapportés que ce composé possédait une excellente
activité anti-oxydante et anti-génotoxique, car il lutterait contre la peroxydation lipidique des
membranes (Li et al., 1999), et posséderait des propriétés de réparation de I’ADN contre les

dommages produits par le stress oxydant (Fabiani et al., 2008).

43



CONCLUSION



CONCLUSION

Les plantes médicinales connaissent un essor trés important du fait des propriétés
thérapeutiques qu’elles procurent. En effet, Fraxinus angustifolia, est douée d’activités

biologiques, dues a ses métabolites secondaires.

Dans cet étude le test des aberrations chromosomiques In vivo a été utilisé afin d’évaluer la
cytotoxicité ; en calculant I’indice mitotique, la génotoxicité et 1’anti-génotoxicité; en
calculant le pourcentage de cellules aberrantes, d’un mutagéne ainsi qu’a son action combiné

aux extraits de 1I’écorce de Fraxinus angustifolia a 125, 250, 500 et 1000mg/Kg.

Le traitement avec le cyclophosphamide (50mg/kg) a induit une génotoxicité et une
cytotoxicité accrue, avec une différence  hautement significative (*** P<0.05) en
comparaison avec le controle négatif, accompagné d’une fréquence élevée d’aberrations,

notamment, des fragments et les pulvérisations.

Une activité antigénotoxique prometteuse a été obtenue avec une dose de 125 mg/kg,
ceci en co-traitement avec le cyclophosphamide. Ce qui permet de conclure que 1’extrait de
I’écorce de F.angustifolia contient des substances bioactives, qui auraient empéché les effets
déléteres induits par I’action du mutagéne, qui s’est exprimé par une hausse de I’indice

mitotique accompagné d’une baisse du taux d’aberrations.

En perspectives, il serait intéressant de reconsidérer quelques parametres qui
pourraient optimiser les résultats présentés dans ce travail, a savoir, le rendement d’extraction
des extraits obtenus par le type de solvants a adopter dans des études ultérieures, le choix des
animaux, d’autres types de mutagenes. D’appuyer ces résultats par des tests a cibles
moléculaires plus précises afin d’identifier les molécules précisément impliquées dans les

mécanismes de la protection ou de I’altération du matériel génétique.
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Résumé :

Fraxinus angustifolia est un arbre de la famille des oléacées traditionnellement réputé pour ses
vertus thérapeutiques, il est souvent utilisé pour soigner les problémes d’ordre gastrique et urinaires.
L’utilisation de 1’écorce de Fraxinus angustifolia comme matrice végeétale dans ce travail a pour but
d’étudier ’activité génotoxique et antigénotoxique de ses extraits a différentes doses (125, 250, 500 et
1000 mg/Kg), pour une meilleure connaissance du mode d’action de ces composes, et I’impact que
peuvent avoir ces derniers sur la cellule et son matériel génétique.

La méthode utilisée pour €lucider I’activité de cette plante est le test des aberrations chromosomiques,
c’est un test qui requiert 1’utilisation de souris albinos auxquels sont administrés quotidiennement
pendant sept jours, des doses variables d’extraits de 1’écorce de Fraxinus angustifolia, I’intérét de cette
méthode étant de lier du mieux possible I’effet que pourrait avoir ces extraits sur I’Homme, a partir de
I’observation de ces effets sur des mammifeéres.

Les résultats de I’étude ont montré une activité antigénotoxique a faible doses, notamment une
meilleure activité a une dose de 125mg/Kg par rapport a une dose légérement plus élevée de
250mg/Kg, et une activité génotoxique a partir de 500mg/Kg.

Enfin, I’étude réalisée a permis d’ouvrir un champ d’investigation important pour 1’étude des
mécanismes par lesquels les biomolécules affectent la stabilité du génome.

Mots clés: Fraxinus angustifolia, génotoxique, cyclophosphamide, aberrations chromosomiques,
souris

Abstract:

Fraxinus angustifolia is a tree of the Oleaceae family traditionally famous for its therapeutic
virtues, it is often used to cure gastric and urinary problems.

The use of the bark of Fraxinus angustifolia as vegetable matrix in this work is to study the genotoxic
and anti-genotoxic activity of its extracts with various doses, in order to understand the mode of action
of compounds, and the impact which is the latter can have on the cell and its genetic material.

The method used to elucidate the activity of this plant is the test of the chromosomal aberrations, it is a
test which requires the use of albinos mice to which are managed daily during seven days, variable
doses of extracts of the bark of Fraxinus angustifolia, the benefit of this method isto linkthe effect as
well as possible that could have these extracts humans, starting from the observation of these effects
on mammals.

The results of the study showed an anti-genotoxic activity with low dose, in particular a better activity
with an amount of 125 mg/kg compared to an amount slightly higher of 250 mg/kg, and a genotoxic
activity from 500 mg/kg.

The study carried out made it possible to open an important field of investigation for the study of the
mechanisms by which the biomolecules affect the stability of the genome.

Key words: Fraxinus angustifolia, genotoxic, cyclophosphamide, chromosomal aberrations, mice.
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