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|.1.Définition dela génotoxicité

L'information génétique, codée chimiquement dans I’ ADN, est maintenue, reproduite et
transmise aux générations successives avec une grande fidélité. Des dommages a I'ADN
peuvent se produire a travers le processus biologique normal ou a la suite de l'interaction de
I’ADN, que ce soit directement ou indirectement, avec des produits chimiques, agents
physiques ou biologiques (Y oung, 2002).

La toxicologie génétique ou genotoxicité est I'étude de la toxicité de substances sur
I'acide désoxyribonucléique (ADN), causant directement des |ésions ou mutations (Figure 1).
Aussi, ces mutations peuvent survenir indirectement suite a une activation métabolique par les
enzymes du foie. Les systémes de réparation de la cellule sont responsables d' éliminer ces
lésions. Néanmoins, une réparation imparfaite peut aussi conduire a des mutations géniques

qui risquent d’ engendrer des cancers (Figure 1).

Figure 01 : I’ effet des agents chimique sur lamolécule d ADN (Fardel, 2014)

g
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|.2. Mutagenése dela moléculed’ ADN

L’ADN d'une cellule humaine moyenne subit plusieurs dizaines de milliers de lésions
par cellule et par jour, dans des conditions habituelles d'activité métabolique et d'exposition
aux facteurs environnementaux, physiques ou chimiques (Quémeéneur, 2007)

Ces lésions sont globalement néfastes causant entre autres le cancer et le vieillissement mais
la mutagenése est également un moteur de I'évolution (Quémeéneur, 2007) et source de la
diversité entre individus (Krahn, 2010). On distingue différents types de mutations:

[.2.1 Les mutations ger minales

Ce sont des changements héréditaires car elles atteignent les cellules reproductrices.
Elles peuvent étre perpétuées tant par la multiplication végétative que sexuée et correspond a

I” apparition d’individus nouveaux ou mutants (Tall, 2000).

|.2.2 Mutations géniques

La mutation génique correspond a une atération de la séquence nucl éotidique del’ ADN
de maniére a soit arréter complétement la synthese d’ une protéine, ou la modifier produisant
ains une proténe inactive. La mutation génique la plus fréguente est la substitution, qui
consiste a remplacer un nucléotide par un autre (Krahn, 2010). L’ addition d’ une base unique
(insertion) ou la perte d’ une base (délétion) unique font aussi partie de ce type de mutations
illustrées dans la figure 2 (Ehrenberg, 1960) comme le 2-Aminofluoréne: qui provoque la
formation d' adduitsal’ADN a laposition C- 8 de la guanine (Peter, 1982).

e
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Figure 02 : différents types de mutation génique (Hanna, 2015)

|.2.3 Les Mutations chromosomiques

Correspondent a la perte (délétion) ou a I'addition (insertion) de  fragments
chromosomiques, a |’ échange des fragments entre chromosomes non homologues et a la
duplication ou a I'inversion d un segment chromosomique (Tall, 2000). Ces mutations sont

plus détaill ées ci-dessous :

[.2.3.1 Insertion

L’insertion chromosomique signifie qu'un morceau de matériel d’un chromosome a
étéinséré dans une position anormae dans le méme chromosome d'ou il provient, ou dans

un autre chromosome (Figure 3) (Krahn, 2010).

e



CHAPITIRE [ ETUDES BIBLIOGRAPHIQUE

Before Insertion After Insertion

bein \\\\\\ Inserted

inserte
Chromosome 20 area

Chromosome 20
Chromosome 4

Chromosome 4
Figure 3: Insertion chromosomique (Iengar, 2012).

[-2-3-2 Délétion

Une déétion signifie qu’une partie d’ un chromosome a été perdue ou détruite (Figure 4).
Une déétion peut survenir sur n’importe quel chromosome et au niveau de n’importe
guelle portion du chromosome (Hanna, 2005).

Figure 4: Déétion chromosomique (Iengar, 2012).

|-2-3-3 Inversions et tranglocations réciproques

Les inversions et les translocations réciproques sont les deux types de modifications

structurelles les plus stables et |es plus intéressantes.
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e Inversions: résultent de deux cassures sur un méme chromosome suivi de

recollement apres inversion du segment intermeédiaire (Figure 5) (L efort, 2010).

Figure5: Inversion chromosomique (Zia, 2011).
e Trandocations réciproques: Les tranglocations réciprogques résultent d'échanges

de matériel chromosomique entre deux chromosomes non homologues (Figure 6 )
(Cohen et al., 2001)

Figure 6: Représentation schématique d une translocation réciproque (Berger, 1998).

2|
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Ces mutations peuvent étre induites par différents types de mutagenes.

|.3 Les Agents mutagenes:

L es agents mutagenes sont classés en plusieurs types:
1.3.1 Agents physiques

Les radiations ionisantes. rayons X, apha, béta, gamma produits par des substances
radioactives, protons, neutrons qui induisent des mutations variables. Ces mutations peuvent
étre de simples mutations génigques généralement récessives mais peuvent également étre des

mutations de structure chromosomique généralement |étales (Tall, 2000).

|.3.2 Agents chimiques

Ce sont des mutagéenes éectrophiles qui établissent une liaison covalente avec un site
nucléophile d'une base d ADN. Parmi les sites nucléophiles, les azotes aromatiques, les
groupements hydroxyles et carbonyles de bases constitutives d ADN qui constituent les cibles

privilégiées des agents chimiques génotoxiques (Goff et al., 2006). On en distingue:

e Lesanaloguesdebase

L’ aminopurine, analogue de A s apparie avec T et cause destransitionsde A-T en G-C ou
I'inverse (Myron et al ., 1977 ; John et al ., 2001 ; Khan et al., 2012).
Le 5bromo-uracil: induit une mutation ponctuelle via la substitution de base. Cette paire de
base changera d'un AT en un GC ou de GC a AT apres un certain nombre de cycles de
réplication (Roger, 1984).

e Lesagentsintercalaires
Le benzene ou I'acridine (utilisée comme colorant) sont des molécules qui Sintercalent

entre les nucléotides de I'ADN au cours de laréplication. Le résultat est I’ insertion ou délétion

d'un nucléotide sur le brin opposé (L anget, 2012).

g
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e Lesmodificateursdebases

L’ hdroxylamine et I’acide nitreux modifient spécifiquement la cytosine, lui permettant de
S associer avec |’adénine pour conduire a une transition d’une paire GC en AT (Perry et al.,
2004)

Les agents alkylants se fixent principaement au niveau des bases puriques, plus
particulierement au niveau des guanines qui présentent quatre sites potentiels de fixation alors
gue les adénines n'en présentent que deux sites (N3, N7). La guanine est la cible
principale de I'akylation puisqu'il a le plus haut potentiel éectrophile de I’ADN
(Langet, 2012).

Un exemple d’ un agent alkylant: le methyl methanesulfonate (MMS) (C2HeO3) (Figure 7)

Figure 07: structure du methyl méthane sulfonate (MMS) (Veenaeech et al., 2014).

Le MMS ajoute un groupe methyl au guanine induisant une transition de GC — AT. MMS
modifie alafois la guanine (7-méthylguanine) et I'adénine (3-methlyladenine) pour provoquer
des mésappariements et le blocage de la réplication (Figure 8). Les |ésions de I'ADN causées
sont principalement réparées par le systeme « base excision repair » (BER) et la voie ADN
alkyltransférases ((beranek ,1990).

Figure 8: Modification et mésappariement induitspar leMM S

D’autres modificateurs de base comme le 2-aminofluoréne sont d abord acétylés par les
enzymes du foie (cytochrome p450) et deviennent mutagenes voire cancérigenes (Sugimur a,
2000 ;Peter D et al.,1982). Cet agent cancérigéne le 2-acétylaminofluoréne forme deux
grands adduits dADN: N - (2'-Désoxyguanosine-8-yl) -2-acétylaminofluorene (AAF-dG) et

son dérivé désacétylé, le N - (2-Désoxyguanosine-8-yl) - 2-aminofluoréne (dG-AF). Ils ont

e
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des effets extrémement différents sur la réplication de I'ADN. dG-AAF représente un bloc
solide pour la synthese dADN et induit principalement des mutations du cadre de lecture dans
les bactéries, ce qui entraine la perte d'un ou deux nucleotides au cours de la réplication de la
lésion. dG-AF est moins toxique et plus facilement contournée par des ADN polymérases,
mais avec une fréguence accrue de misincorporation opposé a la lésion, ce qui entraine
essentiellement des transversions G — T (King, 1995 ; (Dutta et al ., 2004).

| .3.3 Mutagenes biologiques

On en cite: les Réroviridae qui incluent le Virus de I'immunodéficience (SIDA), les
Paramyxoviridae (virus de la rougeole) et les Filoviridae (Virus d Ebola). Leur mutagénicité
peut aboutir au dével oppement du cancer.

1.4 Lestestsgénotoxiques:

Les tests de génotoxicité sont appliqués depuis longtemps dans le monde pour la
surveillance du risqgue mutagéne/cancérogene chez des travailleurs exposés a des agents
génotoxiques. Ils sont un outil, le seul pour I'instant, pour pouvoir évaluer les effets précoces,
prédictifs du risque de cancer, de |’ exposition a des agents génotoxiques (Eslava, 2004). Il est
nécessaire de tester les effets mutagénique de plantes utilisées dans |a médecine traditionnelle.
Les tests sont nombreux avec différentes spécifités.

|.4.1 Test de cométe

Cest une méthode basée sur I'électrophorese sur gel utilisée pour mesurer les
dommages a I'’ADN dans des cellules eucaryotes individuelles. Ce test est smple aréaliser et
sensible. Bien que la plupart des expériences utilisent sa capacité a mesurer les cassures
simple brin, des modifications de la méthode permettent la détection des cassures de I'ADN
double-brin, réticulations, Iésions de base et |es noyaux apoptotiques. La limite de sensibilité
est d'environ 50 cassures de brins par cellule de mammifére diploide.

Il a été initialement développé pour mesurer la variation des dommages de I'ADN et la

capacité de réparation au sein d'une population de cellules mammiferes (Olive et al., 2002).

|.4.2 Test du micronoyau

Les micronoyaux sont constitués de chromosomes entiers perdus au cours de la mitose

(phénomeéne aneugéne) ou de fragments chromosomiques acentriques exclus du noyau de la

9
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cellule fille pendant ladivision cellulaire (phénomeéne clastogene). Letest évalue I’ exposition
a des agents clastogénes et/ou aneugenes. C'est a lafois un test de mutations chromosomiques
et de mutations géniques (Schmidt, 1975 ; Eslava, 2004).

Les tests du micronoyau ont émergé comme I'une des méthodes préférées pour |'évaluation

des dommages de chromosome (Fenech, 2000).

|.4.3. SOS chromotest

Le SOS chomotest est un test in vitro d altération primaire de I’ADN qui consiste en
I”étude des propriétés genotoxiques d’un produit en utilisant la réponse SOS de la souche
PQ37 d’ Escherichia coli. Dans |’ un des génes SOS, le géne SfiA de I’ ADN de cette bactérie a
¢été inséré dans le géne Lac Z responsable de la synthése de la B -galactosidase. Quand un
produit géenotoxique atére I’ADN et qu'il déclenche la réponse SOS, on observe une
induction de LacZ et SfiA . Il ya donc une synthése de P —galactosidase dont il suffit de
mesurer cette activité pour déterminer le niveau d’'induction du mécanisme de réparation SOS
(Lecurieux, 1994).

|.4.4. Letest d'Ames

C'est le plus ancien des tests de toxicologie génétique (Sari-Minodier et al., 2006). I
une bactérie Salmonella typhimurium auxotrophe pour I’ histidine (his). D’ autres bactéries
comme E. coli pKM 101 ont été congues pour réaliser ce test. Ces dernieres sont auxotrophes

pour le tryptophane et résistantes al’ ampicilline a cause de la présence du plasmide Pkm 101.

Les souches de S typhimurium utilisées sont porteuses d'une mutation sur |I'un des
genes gouvernant lasynthése de I'acide aminé histidine. Cette mutation his rend les souches
incapables de se développer sur milieu de culture dépourvu dhistidine. Avec une
fréquence propre a chague souche, cette mutation peut subir une mutation inverse

spontanément vers hist+.

Letest dAmes consiste a examiner si une substance chimique est capable dinduire des
mutations chez bactéries et permet de quantifier I’induction de ces mutations réverses his+
(Figure09) (Godet, 1993).




CHAPITIRE [ ETUDES BIBLIOGRAPHIQUE

Figure 09: Principe du test d’Ames (Nesslany, 2013)

1.5 Lespolyphénols

Les plantes possedent des métabolites dits «secondaires» par opposition aux métabolites
primaires que sont les protéines, les glucides et les lipides, il est cependant clair quils
interviennent dans les relations gu'entretient la plante avec les organismes vivants qui
I'entourent. Ils sont probablement d’ éléments essentiels de la co-évolution des plantes avec les
organismes vivants, tels que parasites, pathogenes et prédateurs, mais aussi pollinisateurs et
disséminateurs. Ces différentes relations ont donné lieu a une extréme diversification des
composes secondaires. On peut classer les métabolites secondaires en plusieurs grands
groupes : parmi ceux-ci, les composés phénoliques (Krief, 2003).

Les polyphénols sont synthétisés par les plantes et constituent un groupe important de
substances naturelles présentes dans le regne végétal (M assaeux, 2012 ; Zarrour, 2012). Ces
composes sont présents dans toutes les parties des plantes mais avec une répartition
quantitative qui varie entre les différents tissus (Boubekri, 2014). IIs sont regroupés en
différentes classes. On lesretrouve en plus grandes quantités dans lesfruits, les légumes et

les cérédles, ainsi que dans des boissons telles que le thé (M assaeux, 2012).
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|.5.1. Structure et classification des composeés phénoliques

La structure des composés phénoliques peuvent étre classés par le nombre et
I’ arrangement des atomes de carbone les composant, en fonction de la nature de leur squelette
carbone et en fonction de la longueur de la chaine aliphatique liée au noyau benzénique. Les
composes phénoliques peuvent étre répartis en deux grands groupes: les flavonoides et les

non-
.5.1.1. Lesflavonoides C6-C3-C6

Les flavonoides sont des composés phénoliques comprenant 15 atomes de carbone
formant une structure C6-C3-C6, soit deux noyaux aromatiques reliées par un pont de 3
carbones (Chira, 2008). Les flavonoides représentent une classe de métabolites
secondaires largement répandus dans le régne végétal. Ce sont des pigments quasiment
universels des végétaux qui sont en partie responsables de la coloration des fleurs, des fruits et
parfois des feuilles (Chira, 2008; Muanda, 2010; Cabanel, 2013).

On distingue différentes structures des flavonoides parmi lesquels se trouvent: les
flavones, flavonols, flavanones, flavanonols, flavanes, flavan-3 ols, flavyliums,

chalcones, aurones, isoflavones et isoflavonols (Muanda, 2010).

Figur e 10:Squelette de base des flavonoides (Chiraet al., 2008).
1.5.1.2. lesnon flavonoides
e Acidesphénoliques (C6-C1 ou C6-C3)

Ces composés sont universellement présents chez les plantes. Deux sous-groupes

peuvent étre distingués :
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v Les acides hydroxybenzoiques, (C6-C1 ou C6-C3) dont les plus répandus sont
I"acide salicylique et I’ acide gallique (NKkhili, 2009).

v Les acides hydroxycinnamique (C6-C3) dont les plus abondants sont I’ acide
caféique et I’ acide férulique (NKkhili, 2009).

Les acides phénols dérivés de I'acide cinnamique sont souvent estérifiés. Les plus
courants sont I’acide cinnamique, |I'acide caféique, I'acide férulique, I’acide coumarique

et I’ acide synaptique ( M essaoudi , 2013).
o Stilbénes C6-C2-C6

Ce sont des phétoalexines produits suite a une attague par les microbes pathogenes
fongiques, bactériens et viraux (Kebbab, 2014). Les stilbénes se trouvent en petites
guantités dans I'alimentation humaine. Ils sont généralement isolés des plantes sous

formes hydroxylés, méthyles, estérifiés, glycosylés ou méme prenylés (Boubekri, 2014).
e Lignines(C6-C3)n

Les lignines constitue une une classe importante de produit naturels dans le régne
veégétal.ils résultent de la polymérisation enzymatique des unités de flavan-3.4-diol liées

majoritairement par les liaisons C4-C8 des unités adjacentes (kebbab ,2014) .
« Lignanes(C6-C3)2

Ce sont des composés phénoliques bioactifs, non-nutritifs, non caloriques. On les retrouve
en plus forte concentration dans le lin et les graines de sésame et en faibles concentrations
dans les fruits et légumes. lIs n'ont guére de vaeur aimentaire humaine. Ils sont présents

dans la plante sous forme de glucosides (L amblin et al., 2008 ; Bennetau-Pdlisser o, 2014).
e Coumarines C6-C3

Les coumarines sont des hétérocycles oxygénés ayant comme structure de base le
benzo-2-pyrene. Ce sont des composes phénoliques cyclisés qui dérivent des acides t-

cinnamique et p-coumarique pour la majorité d’'entre eux (Boubekri, 2014).

e Les tannins:
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Les molécules de tannins se lient aux protéines par des liaisons résistantes aux

attaques fongiques et bactériennes (Haslam,1994).
On distingue deux types;;

v' Tanins hydrolysables : ils sont constitués par une molécule de sucre estérifiée
par |’ acide gallique ou un de ses dérivés. Ils sont facilement hydrolysables par

voie chimique ou enzymatique

v/ Tanins condensés: ce sont des produits de la polymérisation de flavan-3-
ols et flavan-3,4-diols .1ls sont aussi désignés aussi sous le nom de « tanins
catéchiques » et ne sont hydrolysables que dans des conditions fortement
acides ( Nkhili, 2009).

|.5.2. Importances des polyphénols

Les polyphénols sont des métabolites secondaires que les plantes produisent pour se
protéger contre d'autres organismes. Les polyphénols alimentaires jouent un réle important
dans la santé humaine. Une forte consommation de fruits, de légumes et grains entiers, qui
sont riches en polyphénols, a éé liée a une baisse de risques de nombreuses maladies
chroniques telles que le cancer, les maladies cardiovasculaires, I'inflammation chronique et de
nombreuses maladies dégénératives (Tsao, 2010). Seulement, leur utilisation doit étre

dénudée de tout risgue de toxicité ou génotoxicité.
|.5.3. Mutagénicité et anti-mutagénicité des plantes médicinales et polyphénols

Les plantes médicinales sont importantes pour la recherche pharmacologique et
|'éaboration des médicaments, non seulement lorsgue les constituants des plantes sont utilisés
directement comme agents thérapeutiques, mais aussi comme matieres premieres pour la
synthése de médicaments ou comme modéles pour les composés pharmacol ogiquement actifs
(Zhang, 1998; Akinboro et al, 2007).

1.5.3.1. Mutagénicité des plantes médicinales

Une grande attention et des efforts sont actuellement versés a la recherche et I'éude des
plantes médicinales, y compris I'évaluation de leurs effets nocifs potentiels. Beaucoup

d’ espéces vegétales qui sont aujourdhui utilisés dans la médecine traditionnelle ont prouvé

.
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leur efficacité au fil des années, mais souvent ces plantes, leurs extraits ou leurs préparations
ne sont jamais testés pour les effets secondaires nocifs. Certaines plantes médicinales
traditionnelles ont déja été identifiés comme ayant des propriétés génotoxiques et d'autres
effets néfastes sur la santé (Atoyebi et al., 2014). L’ éude citée (Atoyebi et al ., 2014) a
découvert la cytotoxicité d' une formule composée de trois plantes L. cylindrica, N. lotus and S.
mombin. Les auteurs ont conclu a un dysfonctionnement de chromatine ou une perturbation du
cycle céellulaire dus a I'interaction des composés phytochimiques des trois plantes avec
I’ ADN, donc une génotoxicité de laformule.

Une autre éude (Friedmann et al., 2010) a utilisé le test de Comet a conclu ala génotoxicité
de la sylibin a des concentrations élevées (200uM). Sylibin est une molécule extraite de la
Sylimarin qui est un extrait d’ une plante méditerannéenne Slybum marianum.

La génotoxicité aussi bien de la formule que de la sylibin explique leur action
anticanceérigene.

Il est donc important d’ enquéter sur le plan thérapeutique, mais aussi d'étudier les effets
dangereux sur la santé des plantes qui sont utilisées ou destinées a étre utilisées, par exemple
dans la médecine traditionnelle ou comme additifs alimentaires (Rashid et al., 2015).

1.5.3.3 Anti-mutagénicité des plantes médicinales et polyphénols

L’ effet des polyphénols sur les lignées cellulaires cancéreuses humaines est le plus
souvent de protection ou antimutagénique et induit une diminution du nombre de tumeurs ou
de leur croissance. (Ibern-Gomez et al., 2000). De nombreux polyphénols, tels que la
guerceétine, les catéchines, les isoflavones, les lignanes, les flavanones, |'acide ellagique, les
polyphénols du vin rouge comme le resvératrol et la curcumine ont été testés; chacun d'entre
eux ont montré des effets protecteurs dans certains modéles, bien que leurs mécanismes
d'action aient été jugés différents. (Bertelli et al., 1998).

Plusieurs mécanismes d'action ont été identifiés pour I'effet de chimioprévention des
polyphénols, ils comprennent une activité oestrogénique / antiestrogenic, antiprolifération,
I'induction de I'arrét du cycle cellulaire ou I'apoptose, la prévention de I'oxydation, I'induction
d'enzymes de détoxification, la régulation du systéme immunitaire de I'hote, I'activité anti-

inflammatoire et les changements dans la signalisation cellulaire. (Blache et al., 1997).
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Polyphénols influencent le métabolisme des pro-cancérigenes en modulant I'expression des
enzymes du cytochrome P450 impliquées dans leur activation a des agents cancérigenes. lls
peuvent également faciliter leur éimination en augmentant I'expression des enzymes de phase
Il de conjugaison. Cette induction des enzymes de phase Il peut avoir son origine dans la
toxicité des polyphénols. (Jannin et al., 2001).Polyphénols peuvent former des quinones
potentiellement toxiques dans le corps qui sont, eux-mémes, des substrats de ces enzymes.
L'apport de polyphénols pourrait alors activer ces enzymes pour leur propre détoxication et,
par conséguent, induire le renforcement général de nos défenses contre les xénobiotiques
toxiques. (Chang et al., 2000).
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I1.1 Description botanique de Pistacia lentiscus

Pistacia lentiscus est un arbrisseau de 1 a 3 métres de hauteur (Boukeloua, 2009;
Belkhodja, 2014), a odeur résineuse forte et a écorce lisse et grise; trés répandu sur les
versants rocailleux secs, clairieres et bois clairs, sur tout types de sol (Maameri, 2014) les
feuilles persistantes, composées, micronucléus (Boukeoua, 2009). Les fleurs, brunétres,
constituent de denses grappes et apparaissent de mars a mai. Elles sont a I’ origine de petites
drupes rouges (Figure 11), puis noires a maturité, subglobuleuses. Le mastic est une résine
naturelle qui est semi-obtenue comme un exsudat du tronc de I’ arbuste de P. lentiscus. Le
mastic a été utilisé dans des essais cliniques sur des patients souffrant d’ulceres peptiques
(Boullard, 2001 ; Belfadel, 2009).). L'administration du mastic (1 g par jour) soulage la
douleur et guérit I'estomac et I'ulcération duodénale dans la majorité des malades dans les

deux semaines suivant |’ administration.

Figure 11 : photographies de fruits (A), feuilles (B) et fleurs (C) de Pistacia lentiscus
(Koutsoudaki et al ,2005)

11.2 Description taxonomique de Pistacia lentiscus (M aameri, 2014)

La classification taxonomique de P. lentiscus est résumée dans le tableau ci-dessous :

Tableau |: Classification taxonomique de Pistacialentiscus

Régne: Végéta
Embranchement : Spermaphytes
Sous embranchement Angiospermes
Classe Dicotylédones
Ordre Sapindales
Famille Anacardiaceae
Genre Pistacia

Espéce Pistacia lentiscus
Nom vernavulaire berbére | Tidekt




CHAPITRE 11 MATERIEL ET METHODES

11.3 Utilisation thérapeutiquetraditionnelle

> Les feuilles du lentisque sont utilisées sous forme d'infusion, ou décoction, pour
guérir les troubles gastro-intestinaux, traitement de I’eczéma, la diarrhée et les

infections de la gorge, et comme un puissant antiulcéreux (Said et al., 2002).

> La résine de Pistacia a été utilisée par les guérisseurs traditionnels pour le
soulagement des douleurs abdominales, des maux d'estomac, la dyspepsie et |'ulcere
gastroduodéna (Bammou et al., 2014).

» |’Essence des feuilles et rameaux de ces partie est extraite une huile essentielle qui
est utilisée en aromathérapie et phytothérapie pour ses propriétés décongestionnantes,
prescrite aussi pour traiter les problemes veineux dont les hémorroides (Boukeloua,
2009).

» Mastic; est souvent cité comme un remeéde efficace contre certaine maladie, tel que
I’asthme, diarrhée, infection bactérienne, ulcere gastro-duodénaux (Marone et al.,
2001 ; Tuzlaci et al., 2001).

» L’huile: L’huile de lentisque est souvent utilisée en médecine comme astringent,
expectorant, et cicatrisant (Seigue, 1985).

[1.4 Extraction

La plante a été récoltée en juillet 2015 dans la forét d’Azru n’Bechar dans la région

d’ Amizour (wilaya de Bejaia),

Les feuilles et fruits de Pistacia lentiscus ont é&é séchés, dans un endroit ombragé et
aéré, broyés et tamisées pour récupérer alafin une poudre fine pour les feuilles et une pate
homogene pour les fruits.

Dans notre étude, une extraction sélective a plusieurs solvants a éé entreprise selon le

protocole de (Chiang et al ,1994) modifiée par Atmani et al ., 2009).
La poudre fine de la plante Pistacia 100g pour Pistacia feuilles et 160g pour Pistacia graines
ont été maceérés dans I’ éthanol a 95% pendant 24h a un rapport de 1gramme de poudre pour
4 ml de solvant. Apres décantation de la solution une centrifugation de 1500g/ min a été
effectuée. Le surnageant a été seché au rota vapeur (Heidol ph, Germany).

19
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I1.5.Test de génotoxicité

I1.5.1.Souche bactérienne utilisée

La souche qui a été utilisée pour déceler I’ activité génotoxique des extraits de Pistacia
lentiscus est Escherichia coli WP2 (pKM101) décrite par Green et Muriel (1976). Cette
souche a été obtenue du laboratoire de Toxicologie (université de Bourgogne, France). La
souche a été conservée a -80°C dans des Eppendroff stériles.

Son génotype est noté dans le tableau ci-dessous :

Tableau I1: Génotype dela souche E. coli Wp2/Pkm101

Mutation gene TrpE65 Auxotrophe au tryptophane | +
Mutation rfa Augmentation de la|+
perméabilité membranaire
Plasmide pK M 101 Résistance al’ Ampicilline +
Mutation UvrA Systeme de réparation UvrA | -

e Mutagenes

Un mutagene direct le methyl méthane sulfonate (MM S) aux doses de (8 et 16ug /ml) a
éeé utilise pour le test sans activation métabolique, et un mutagéne indirect le 2-
Aminofluoréne (2-AF) a différentes doses: 40 et 80 pug/ml en présence de la fraction S9
(activation métabolique) (Di sotto et al., 2012).

e Préparation des suspensions bactériennes

Dans 10 ml de bouillon nutritif, on ainoculé 100 ul d une culture de souche E.coli WP2
(PKM101) et 200 pul d ampicilline (8mg/ml). Cet inoculum a été incubé a 37°C pendant 15-16

h pour atteindre une concentration approximative de 2 x10° bactéries/m.

e Contrdledu génotype.
Afin de vé&ifier le génotype de la souche bactérienne E. coli WP2 (pKM101) par rapport

aux mutations citées dans | e tableau, | es tests suivants ont &é menés.

e Auxotrophieau tryptophane
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Le test utilise une souche mutée (Trp E65) rendue auxotrophe vis-avis du tryptophane
(Trp) c'est-a-dire gque les bactéries mutantes E. coli WP2 (pKM101) ne peuvent pas se
développer en absence de cet acide aminé. Pour vérifier cette Auxotrophie, 100ul de
tryptophane (0,05 mM) sont appliqués au réateau sur la surface du milieu minimal. Aprés
ensemencement par la technique en strie, la boite est incubée a 37°C pendant 48h. La souche
E. coli WP2 PkM101 doit croitre en milieu riche en tryptophane, inversement aucune
croissance n’ est observée en son absence (De Marini, 1991)

e Mutation rfa

Afin de confirmer la présence de la mutation rfa (augmentation de la perméabilité
membranaire), un test de sensibilité au cristal violet a été entrepris. Pour ce test, un disque de
papier filtre stérile contenant 10pl de cristal violet (Img/ml) est placé sur la surface des boites
de gél ose nutritive ensemencees.

Apreés 48h d'incubation, une zone claire d'inhibition (environ 14mm) doit apparaitre autour du
disque indiquant que le cristal violet a pu pénétrer dans la cellule mutante et exercer une
activité antibactérienne (Ames et al., 1973 ; Araki, 1994).

e Présencedu plasmide pKM 101

Afin de vérifier la présence du plasmide pKM101 conférant a la souche E. coli WP2
pkM101 la résistance a l'ampicilline, un disque de papier filtre stérile contenant 10pl
d’ampicilline (8mg/ml) est placé sur la surface d' une gélose nutritive ensemencée. Aucune
zone d'inhibition ne doit étre trouvée autour du disque d’ ampicilline démontrant la résistance
acet antibiotique (Wright and Bridges,1980)

e Senshbilité aux UV (mutation UvrA)

L’ absence de la mutation UvrA de la souche E. coli WP2 PkM101 peut étre confirmée en
démontrant |I’absence de sensibilité aux UV. Aprés ensemencement des boites de gélose
nutritive, la moitié d’ une boite bactérienne ensemencée par la culture bactérienne a été
recouverte de papier aluminium stérile, puis irradiée avec une lampe germicide (AaUV 15W) a
une distance de 33cm et a une longueur d’ onde de 254 nm. Apreés incubation de 24h a 37 ° C,

les col onies bactériennes doivent apparaitre sur les deux moitiés de la boite. (Witkin, 1974).

11.5.1 Systéme d’ activation métabolique
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e Préparation delafraction S9
Dans le but d’ activer le métabolisme de leurs foies, des rats males (200g) ont été injectés
par un produit chimique Arocolor 1254 (500mg/kg) cing jours avant le sacrifice (Maron et
Ames, 1983). Au cinquiéme jour, les rats ont été sacrifiés et leur foies prélevés. Ce dernier
ont été lavés plusieurs fois avec du Kcl (0,15M) et transférés dans des creusets. Les foies ont
été broyés avec un mortier dans 3 ml/g foie. L’homogénat résultant est mis dans une
centrifugeuse pendant 10 min a 9000 rpm. Le surnageant est ensuite prélevé et stérilisé en le
filtrant. La fraction S9 préparée a été distribuée dans des eppendroff stériles qui ont éé
stockés immeédiatement & -80°C.
e Préparation du S9 Mix
Le S9 mix est composeé dela fraction S9 (10%) additionnée a une solution saline de
MgCl,-6H.0 (32,5 mM) jouant le rdle de cofacteur. Cette solution a été stérilisee a I’aide
d’un filtre (0,45um), tampon phosphate (0,2 M a pH=7,4), Glucose-6-phosphate (1M), et
NADP (0,1M) (Maron et Ames, 1983).

Le glucose et le NADP sont pesés dans un tube stérile puis le tampon phosphate froid est
rgjouté. Apreés dissol ution adéquate du mélange, la solution saline et le SO mix sont rajoutés.

11.5.2. Tests de Mutageénicité/ Antimutagénicité

11.5.2.1.Test de mutagénicité (Test d’ Ames)

Au cours de cette étude, le test de mutagénicité par la méthode d’ incorporation direct a été
réalise, en présence puis en absence de |’ activation métabolique (S9 Mix). Le protocole suivi
est celui décrit par Maron et Ames (1983), pour évaluer la mutagénicité d’une substance
chimique, avec quelques modifications portées par Green et Muriel (1984). Les essais ont été
réalisés sur la souche E. coliWP2 (pKM101) pour évaluer la mutagénicité de |’ extrait brut des

feuilles et fruits de Pistacia lentiscus.

e Principedu test

La souche E. coli WP2 pkM101 est mise en présence de la substance mutagéne a tester
avec ou sans activation métabolique (fraction S9 du foie de rat). Ce mélange est mis a
incuber 48h a 37°C. Si une mutation réverse (trp” en trp*) est induite par la molécule testée,

les bactéries se dével oppent en colonies sur un milieu minimal.

Test d’ Ames
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Du top agar a été reparti dans des tubes en verre stériles et maintenus entre 43-48°C. Au
2,5ml de top agar, 100ul de la soucheE.coliWP2 (pkM101) ont été rajouté, 100ul Na Cl
(0,9%) pour le contréle négatif,
lentiscus (50, 100, 200, 400, 800 et 1000 pg/ml), 500 ul de la solution tampon (0,1M) pour le
test sans activation métabolique (-S9), ou 500ul de S9 mix en présence d activation

le mutagene pour le contréle positif ou I’extrait de P.

meétabolique (+S9). Le contenu des tubes a essai est homogeénéisé (vortex) et versé sur des
boites de Pétri de milieu minimal qui sont laissé a sécher pendant 2 a 3 minutes, puis inversés
et placés dans un incubateur a 37°C pendant 48 h. Le nombre des révertants spontanés ont été

dénombrés a I'aide d’'un compteur de colonies de la marque (Stuart). Le rapport de

mutagénicité (RM) a été calculé par laformule suivante :
RM=Nombre de révertants /Contrdle négatif .

Si le RM >2, la substance chimique ou I’ extrait de plante est mutagéne.
La procédure expérimental e est résumeée dans | e tableau suivant:

Tableau |11: méthodologie du test mutagénique

E. coli NaCl tampon Mutagéne | Mutagene | Extrait
wp2 (-S9) (+S9) (PF, PG)
pKM101 (MMYS) (2-AF)
Contréle + + + - - -
négatif
Contréle + - + + - -
positif
Test + - + - - +

MMS : methyl methane sulfonate ; 2-AF : 2 Aminofluoréne

11.5.2.2. Test d’anti-mutagénicité

Cet a été effectué par la méthode de pré-incubation. Cette méthode est basée sur le
meélange de |’ extrait et le mutagene en méme temps et I’incubation avec les bactéries a 37°C

pendant 30min.
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En effet, la souche E.coli WP2 (pKM 101) a été pré-incubée a 37°C pour une durée de 30 min
en association avec 100ul de mutagéne et d extrait, et 500 pl du mélange S9 pour le test
(+S9), 500 ul de la solution tampon phosphate (0,1 M) pour le test sans S9 (-S9). Aprés la
pré-incubation, 2,5 ml de top agar a été gjouté a chague tube. Ce mélange a é&é homogénéise
puis verse sur des boites de Pétri de milieu minimal. Apresincubation a37°C pendant 48 h,
le nombre de révertants spontanés a é&té dénombré al’ aide d’ un compteur de colonies (Stuart).
Le pourcentage d' antimutagénicité a été calculé par laformule suivante :

% d’ antimutagénicité =100-[(T /M) *100]
T étant le nombre de révertants par boite en présence de mutagene et |’ extrait en méme temps
et M le nombre de révertants en présence juste du mutagene.
Selon (Neigi et al., (2003)
pourcentage d’inhibition de la mutagénicité des composes testés était dans la gamme 25-40%,
et fort quand I'effet inhibiteur dépassait les 40%. Par contre, quand I'effet inhibiteur était
inférieur a 25%, ceci a été considéré faible (Di Sotto et al., 2012). Les contrdles négatifs est

I'effet d'antimutagénicite a été considéré moyen quand le

préparés de fagon similaire au test de mutagénicité, Dans le contrdle positif, I’extrait est
remplacé par le NaCl (0,9%). La procédure expérimentale est résumée dans le tableau

suivant :

Tableau I'V: méthodologie du test antimutagénique

E. coli NaCl | tampon | Mutagéne | Mutagéne | Extrait
wp2 pKM101 (-S9) (+S9) (PF, PG)
(MMS) (2-AF)
Controle négatif + + + - - -
Controle positif + - - + + -
Letest + - - + n ¥

MMS : methyl methane sulfonate ; 2-AF : 2 Aminofluoréne

1.3 Analyse statistique

Tous les résultats sont la moyenne + SD (n=2).les résultats obtenus ont é&é anaysés en

utilisant le logiciel Graph-Pad Prism (version 5.3).
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I1l. Résultats et discussion

La souche bactérienne E. coli WP2 pkM 101 auxotrophe pour le tryptophane (Trp) a
été cultivée sur un milieu minimal ne contenant pas cet acide aminé (le tryptophane). Seules
les bactéries qui ont subi une mutation spontanée (Trp” a Trp*) conduisant a des colonies
phototrophes pour cet acide aminé (Trp*) vont croitre sur ce milieu pour former des colonies
visibles (Figurel2). Le nombre de colonies qui ont survécu ne dépasse pas le nombre de
révertants spontanés (163) ce qui confirme I’auxotrophie de la souche utilisée pour le

tryptophane.

Figure 12: la croissance d' E.coli dans un milieu minimal riche en tryptophane.

[11.1.Présence du plasmide pKM 101 et mutation rfa

L’inhibition de la croissance bactérienne dans la zone qui entoure le disque qui contient
le cristal violet indigue une mutation rfa qui modifie les propriétés de la paroi bactérienne en

augmentant sa perméabilité au cristal violet (Figure 13).
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Figure 13: L inhibition de la croissance bactérienne dans les zones qui entourent les disques
qui contiennent I’ampicilline et le Cristal violet.

Par contre, malgré une zone d’inhibition de 20mm autour du disque d ampicilline (8mg/ml),
la présence de colonies autour de ce disgue confirme la présence du plasmide pKM101 qui

confere dla souche larésistance al’ ampicilline.

[11.2.Sensibilité aux UV

Un test a été mené pour confirmer que la souche E. coli WP2 pkM101 n’avait pas subi
une mutation uvrA qui larend sensible aux UV. Cetest qui consiste a exposer la moitié d’ une
culture bactérienne d'E. Coli WP2 pkM101 aux rayons UV aors que |'autre moitié a éé
couverte pour la protéger contre ces rayons a montré que dans la partie exposée, des colonies
ont pousse aussi bien que dans la partie non exposee (Figure 14). L’exposition de E. coli
WP2 pkM101 aux rayons UV endommage fortement I’ADN en créant des dimeéres de
pyrimidine qui empéchent une réplication normale de I’ ADN ce qui conduit a |’ accumulation
d’ADN simple brin. Le géne uvrA fait partie du systeme de réparation d'excision de
nucléotides pour exciser ces dimeres et réparer les dommages a I’ADN. Si ce gene était
déficient, la souche aurait dével oppé une hypersensibilité aux UV et par conséquence n’ aurait
pas survécu en présence des rayons UV. Les résultats illustrés dans la (figure 14) montrent
une croissance normale de colonies bactériennes dans la partie qui a été exposée aux UV ce

qui confirme | absence de la mutation uvrA chez la souche E. coli WP2 pkM 101.
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Figure 14: Croissance de colonies dans la moitié couverte et non couverte de la boite de
Pétri contenant une culture bactérienne de E. coli WP2 pKM101.

[11.3.Test de mutageénicité

e Sansactivation métabolique

Dans cette étude, les extraits de feuilles et graines (fruits) de Pistacia lentiscus ont été
évalué pour leur effet mutagéne par le test de Ames en utilisant une souche bactérienne
spécifique E. coli wp2 (pKM101) qui porte une mutation AT au niveau d' un site de mutation
critique dans le gene du trpE. Cette mutation rend la souche auxotrophe pour le tryptophane.
Les résultats de ce test sont résumés dans le Tableau V.

e Controle négatif

Ces résultats montrent que lorsgue la souche bactérienne E. coli WP2 pkM 101 est cultivée
sur un milieu minimal d’ agar ne contenant pas la dose d’ acide aminé nécessaire (trp) et sans
la présence d' un mutagéne (contréle négatif), seuls les révertant (Trp*) vont croitre pour
former des colonies visibles. Le nombre de révertants spontanés dans la boite de pétri est
relativement constant (132+12,02) et constitue le control négatif. Ce résultat concorde avec
les résultats d Ames (Maron and Ames, 1983) qui a postulé que le nombre de révertants
spontanés doit varier entre une valeur minimale de 123 et une valeur maximale de 140 par

boite.

",
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e Controle positif

Cependant, quand on gjoute un agent mutagéne (MM S) a différentes concentrations (8 et
16ug/ml), le nombre de colonies révertants par boite est augmenté, généralement d’ une
maniére liée ala dose du mutagene et reflétée par |e rapport de mutagénicité (R /M?) (Tableau
V) c'est le control positif. En effet, quand le mutagene MMS a été utilisé, le rapport de
mutageénicité semble dépendre de la dose du mutagéne puisqu’'a 8 et 16 pg/ml de mutagene
une différence significative a été notée entre les rapports respectifs de mutagénicité (2,68 et
3,49). Selon Maron et Ames (1983), s le rapport de mutagénicité est supérieur a 2, I’ agent
testé est mutagene ce qui été le cas pour le MM S. Ce dernier est un agent alkylant qui rajoute
un groupe methyl a la guanine de I’ADN pour créer des transitions ou transversions qui
inversent la mutation originale au site du trp de la souche E .coli WP2 pkM 101, la rendant de

nouveau phototrophe pour cet acide aminé.
e Mutagénicité desextraits defeuilles et grainesde P. lentiscus

Dans le cas des feuilles et graines de P. lentiscus et en I’ absence du S9 mix, les rapports
de mutagénicité a toutes les concentrations testées pour les deux extraits sont inférieurs a 2
(tableau V) indiquant I’ absence de mutagénicité de ces extraits. Cependant, il est important
de noter que le rapport de mutagénicité pour les feuilles a augmenté avec les concentrations
testées jusqu’a atteindre une stabilité entre 400 et 800ug/ml et baisser a 1000ug/ml. Cette
observation peut étre interprétée par le fait qu' une augmentation de la concentration de
I’extrait peut affecter la capacité de ses constituants polyphénoliques a pénétrer a travers la
membrane bactérienne di & un encombrement stérique. La méme observation est valable pour
les graines avec une stabilité du rapport de mutagénicité a 400ug/ml qui ne baissera pas méme
a1000ug/ml.
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Tableau V: Effets mutagenes des extraits ethanoliques de Pistacia lentiscus (feuilles et
graines) sans activation métabolique (-S9)

Traitement

C+

MMS

PF

PG

Dosepg/ml

8 ug/ml

16 pug/ml

50ug/ml
100pg/ml
200pg/ml
400ug/ml
800ug/ml

1000pg/ml

50pg/ml
100ug/mi
200ug/mi
400ug/mi
800ug/ml

1000pg/mi

Mutagénicité sans S9

Nombre de révertants

132+12,02

342+6,36

416+4,03

60,5+ 3,53
75+£14,14
95+4.24
119,5+4 ,.94
112,5+9,19

98,5+10,60

70,5+ 4,94
83,5+6,36
128+4,24
133.+5,65
122,5+2,12

119+8,48

RM

2,68

3,49

0,45
0,56
0,71
0,90
0,85

0,74

0,53
0,63
0,94
1
0,92

0,90

C: Controle negatif; C*: Contrdle positif ;MMS:Methyl methane sulfonate; R/M :

Rapport mutagénique; PF: Pistaciafeuilles; PG: Pistacia graines.

111.3.2.Avec activation métabolique (+S9)
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e Controle négatif

Les résultats des moyennes des révertants spontanés pour le contréle négatif (Tableau V1) ont

été trouvés: 119,5 en présence de I’ activation métabolique, une différence considérée non

significative, et en accord avec la marge de normalité (123-130) de révertants spontanés

postulée par Ames ((Maron and Ames, 1983).

Tableau VI: Effets mutagénes des extraits ethanoliques de Pistacia lentiscus (feuilles et graines) avec

activation métabolique (+S9)

Traitement Dose
Hg/ml

C- 0

C+ (2AF) 40 pg/ml

80 pg/ml

PF 50pg/ml
100ug/ml
200pg/ml
400pg/ml
800ug/ml

1000ug/mi

PG 50pg/ml
100pg/ml
200pg/ml
400ug/mi
800ug/ml

1000pg/mi

C ": Contréle négatif; C*: Contrdle positif. 2AF : 2 Aminofluoréne; R/M : rapport mutagénique; PF:

Pistaciafeuilles, PG: Pistacia graines

Mutageénicité avec S9

Nbr de révertants

119,5+6.36
187+4.24
212+2.24

81+4,24
102,5+14,84
112 5+14,84
115,5+12,02
128,5+3,53

122,5+2,12

92,5+7,78
89,5+9,19
129,5+3,53
109,5+7,78
125+5,65

109+9,89

Rapport
mutagénicité

2,28
2,58
0,67
0,85
0,94
0,96
1,07

1,02

0,77
0,74
1,08
0,91
1,04

0,91

-
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e Contrdle positif

Le traitement de la souche E.coli WP2 (pKM101) par le mutagéne (2AF) avec les
concentrations de 40 et 80ug/ml, en présence d’ une activation métabolique refléte un nombre
trés significatif (P <0,0001) de révertants tryptophane (trp” —»trp*) par rapport au controle
négatif, avec des rapports de mutagénicité de 2,28 et 2,58 a 40 et 80ug/ml, respectivement
(Tableau V1). Ces rapports qui augmentent avec la dose du mutagéne sont supérieurs a 2 ce
qui confirme la mutagénicité du 2AF en présence de I’ activation métabolique. En effet, ce
dernier mutagene est activé métaboliquement par le cytochrome P450 qui le rend éectrophile
et par consegquent joue un rble de radical libre qui provoque des mutations a I’ADN

(Trangitions) (Parkeet al., 1991).
e Mutageénicité desextraitsdefeuilles et grainesde P. lentiscus

En présence du SO qui est un extrait de foie qui contient des enzymes comme le
cytochrome P-450, I'époxyde hydrolase, I'UDPG transférases et estérases et glutathion S-
transférases (Picard, 2005) qui pourraient activer métaboliquement |es composés phénoliques
des deux extraits de plante en les rendant mutagénes, le rapport mutagénique est toujours
inférieur a 2 (Tableau VI), ce qui confirme la non-mutagenése de la plante méme a des
concentrations éevées. Cependant, on observe une élévation significative de ces rapports
mutagénique comparé a ceux notés sans le S9 (Tableau VI). Cela signifie que les enzymes du
S9 peuvent modifier certains composés phénoliques de ces deux extraits, mais pas
suffisamment pour augmenter les rapports mutagénique au dessus de 2. Ces résultats sont en
accord avec ceux obtenus pour dautres plantes médicinales telles que Bidens pilosa,
Cleistopholis paterns et Tetrapleura tetraptera (Chang-Eui Hong, 2011) ou le test de Ames
n'a montré aucun effet génotoxique de ces plantes, en présence ou non du mélange 9.
D’ autres plantes ont présenté un résultat positif avec le test de Ames pour la présence de la
génotoxicité comme I’ extrait hydroalcoolique de Ocotea duckeiby ce qui révéle que cette

plante peut étre considérée dangereuse pour la santé humaine (Marques et al., 2003).

Certains auteurs ont testé |’ effet mutagene de deux composes phénoliques isolés de P.
lentiscus récoltée en Tunisie, I’acide gallique et le pentagalloylglucose (Abdelwahed et al.,
2007) par |’'essai de comet et ont déduit que ces composés n’ont aucun effet génotoxique ce
qui est en parfait accord avec nos résultats. L’ absence de mutagénicité des deux extraits de

Pistacia lentiscus présente un intérét phytopharmaceutique important vu que cette plante est
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largement utilisee par la population locale et peut présenter un intérét pour I'industrie

pharmaceutique.
I11.4.Résultats du test d’anti-mutagénicité

L’ activité antimutagénique des extraits de feuilles et graines de P. lentiscus a des
concentrations différentes (50, 100, 200ug/kg) a éé examiné sur la souche E.coli WP2
(PKM101) contre les agents mutagénes. méthyle méthane sulfonate (MMS: 8, 16ug /ml) et
le 2-aminofluorene (2AF :40, 80ug /ml) en absence et en présence d’ activation métabolique

(S9), respectivement.
[11.3.3.Sans activation métabolique
e Contrdle positif

Les résultats du tableau (V1) montrent que pour le contréle positif, le mutagéne MMS aux
concentrations de 8 et 16 pg/ml présente un effet mutagénique trés significatif (p~*"<0001)
avec des RM respectifs de 2,21 et 2,49 indiquant encore une fois une dose-dépendance de

cette mutagénicité.
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Tableau VII: Résultats du test d’ anti-mutagénicité des extraits de feuilles et graines de P.
lentiscus sur la souche E .coli pKM101 sans S9 contrele MM S

Traitement Doses Antimutagénicité sans S9
pg/ml
Nbr de révertants RM % d'inhibition
(o 0 89, 39+1,96 -
C* (MMS) 8ug/ml 198+9 ,98 =
2,21
16ug/ml 223 +4,24 2,49 -
PF+8pug/mi 50ug/ml 104+ 5,65 1,18 47,5
100pg/ml 875,65 1,04 56,06
200pg/ml 79+1,41 0,80 60,1
PF+16pg/ml 50ug/ml 106+1 ,41 1,16 52,4
100pg/ml 93,5+ 3,53 0,97 58,3
200ug/mi 72 +2 ,82 0,88 67,7
PG+8pg/mi 50ug/ml 123 +4,24 1,37 37,9
100pg/ml 116+1,41 1,25 41,4
200pg/ml 112+2 ,82 1,23 43,4
PG+16ug/ml 50ug/ml 120+7,07 1,34 46,2
100pg/ml 116+8,48 1,29 48
200ug/mi 106+1,41 1,16 52,5

C: control négatif, C*: control positif, RM : rapport mutagenique, Tl : taux d'inhibition, moyenne, ,
PF : Pistaciafeuilles, PG : Pistacia graines

e Antimutagénicité desextraits defeuilles et grainesde P. lentiscus
L’ effet anti-mutagénique des extraits de feuilles et de graines de Pistacia lentiscus a été aussi

examiné en préincubant la bactérie avec le MMS (-S9) en présence de I'extrait. Les
concentrations de |’extrait sont choisies (50, 100 et 200ug/ml) sur la base des tests

@
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mutagéniques étant donné qu’a partir de 200pg/ml un rapport mutagénique maximal a été

observé.

Les resultats du tableau VII montrent que |’extrait de feuilles de Pistacia réduit la
mutagénicité induite par le MMS (8ug/ml) de maniere dose-dépendante avec des
pourcentages d’inhibition de la mutagénicité de 47,5 ; 56 ; et 60% a des concentrations de 50,
100 et 200pg/ml. A la méme concentration du mutagene (MMYS), I’ extrait de Pistacia graines
présente des pourcentages d’inhibition moins importants que ceux affichés par les feuilles et
qui varient entre 37,9 et 43,4% pour les concentrations testées (entre 50 et 200ug/ml). De
méme, a une dose plus éevée du mutagene (MMS 16ug/ml), une forte anti-mutagénicité qui
dépasse celle démontrée (Tableau VII) a 8ug/ml est observée. Cette anti-mutagénicité suit le
méme schéma gu’a 8ug/ml avec une réduction de mutageénicité plus significative pour les

feuilles que pour les graines et une dose-dépendance pour les deux parties de la plante.

[11 .4.Avec activation métabolique

L’ effet anti-mutagénique des extraits de feuilles et de graines de Pistacia lentiscus a été

aussi examiné en pré-incubant la bactérie avec le 2AF en présence du S9 (+S9) .

e Control positif : D’ apres les résultats illustrés dans le tableau V11, I’ agent mutagéne
(2AF) aux concentrations de 40 et 80 pg/ml a exhibé un effet mutagénique tres
significatif avec des rapports mutagéniques respectifs de 2,26 et 2,74 confirmant sa

génotoxicité en présence d enzymes oxydantes du foie comme le cytochrome P450.
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Tableau VII: Résultats du test d’ anti-mutagénicité des extraits de feuilles et graines de P.
lentiscus sur la souche E .coli pkKM101 avec S9 contre le 2AF

Traitement Doses Anti-mutagénicité avec S9

pg/ml
Nbr de révertants RM %d'inhibition
C 0 135,5+7,77 - -
C' (2AF) 40ug/ml 306,5+10,60 2,26 =
80ug/ml 372,5+11,3 2,74 -
PF+40pg/ml 50ug/ml 167+0 1,23 45,5
100g/ml 154,250 1,13 49,7
200ug/mi 145,510 1,07 52,5
PF+80ug/ml 50ug/ml 22140 1,63 40,7
100pg/mi 201+0 1,48 46,04
200ug/ml 198,5+0 1,46 46,7
PG+40ug/ml 50pg/ml 157+7,78 1,15 50,6
100pg/mi 151,546,36 1,11 50,57
200ug/ml 148+2,12 1,09 51,7
PG+80ug/ml 50ug/ml 134+59,19 0,98 64
100pg/ml 142+6,36 1,04 61,8
200pg/ml 154,5+9,19 1,14 58,5

Les résultats représentent la moyennetecart-type de deux expériences separées (n=2) C :
control négatif, C*: control positif, R/M : rapport mutagénique, 2AF : Aminofluoréne, PF :
Pistaciafeuilles, PG : Pistacia graines

e Anti-mutagénicité des extraitsdefeuilles et graines de P. lentiscus

A 40ug/ml du 2AF et en présence du S9, le nombre de révertants diminue en augmentant

la dose d'extrait de feuilles ce qui présente un taux d’inhibition qui varie entre 45,5 et 52,5%

(pour des contrations allant de 50 a 200ug/ml, respectivement) (Tableau VII), qui est
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considéré comme un taux d’inhibition de la mutagénicité assez fort (Neigi et al., 2003). A la
méme concentration du mutagene, |’extrait de graines a montré auss une diminution du
nombre de révertants par rapport au contrdle positif, plus remarquable que celui des feuilles.
Cet extrait a exhibé un fort taux d’inhibition de la mutagénicité qui varie de 50,6 a 51,7%,
caractérisé par une non dépendance de la dose. A la concentration de 80 pg/ml du mutagene,
I’ extrait de feuilles a montré un taux d’'inhibition de la mutagénicité moins fort qu’a 40pg/mi
indiquant probablement une saturation du pouvoir de protection des constituants
polyphénoliques contre les dommages induits par le 2AF. Par contre, I'inverse est observé
pour |’extrait de graines qui réduisent plus fortement le taux de mutagénicité mais avec une
diminution d’ efficacité quand la concentration de I’ extrait augmente. Ceci peut étre expliqué
par un encombrement stérique qui empéche les constituants de la plante a passer a travers la
membrane cellulaire d’ E. Coli.

I11.5.Discussion générale

Les résultats obtenus montrent que le rapport mutagénique du contrdle positif (sans

extrait) dans le test antimutagénique est supérieur a 2 a cause des mutagenes utilisés (MMS et
2AF). Ce rapport baisse significativement quand on incube les bactéries avec les extraits de
feuilles et graines de P. lentiscus en présence des deux mutagenes, ce qui signifie que les
extraits de cette plante protegent I’ ADN d'E. Coli wp2 (pKM101) contre I’ effet mutagéne des
agents chimiques utilisés. En présence du 2AF et de I’ activation métabolique, il s'est avéré
gue I’extrait des feuilles est moins efficace que celui des graines ce qui nous amene a
assumer que les constituants des feuilles sont moins efficace pour contrer les dommages a
I’ADN induits par le 2AF. Par contre, I'extrait des feuilles a exhibé un pouvoir
antimutagénique plus élevé que celui des graines.
Cette protection est probablement due a la richesse de Pistacia lentiscus en composees
phénoliques a activité antioxydante tres forte. En effet, |’ activité antioxydante des extraits de
feuilles de P. lentiscus a été démontrée par des études précédentes (Atmani et al., 2009).
Cette étude a démontré des effets anti-radicalaires contre le DPPH, une élimination du H20>
qui est une source de radicaux libres délétéres tels qu'OH et O>". Aussi, les feuilles de cette
plante ont révélé un potentiel contre la peroxydation lipidique de I’ acide linoléique (Atmani
et al., 2009).
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En effet, les feuilles de Pistacia lentiscus contiennent des tanins proanthocyanidiques et
galiques (Baudoux, 2003; Grogean, 2007), des flavonols glucosidiques comme la
myricetine rhamnoside et |a quercetine 3-O-rhamnoside (Remila et al., 2015) alors que les
graines de Pistacia lentiscus contiennent des anthocyanines, essentiellement: cyanidine 3-
O-glucoside (70%), delphinidine 3-Oglucoside (20%) et cyanidine 3-O-arabinoside (10%)
(Ferradji., 2010). Les flavonols glycosidiques sont connus pour leurs propriétés
antioxydantes a cause de leur structure (groupements OH et 2, 3 liaison double) (Meterc et
al., 2008). La myricetin rhamnoside qui est un compose majeur des feuilles a démontré une
capacité scavenging élevée contre le DPPH (Adebayo, 2011).

Cependant, |'effet anti génotoxique n'est pas attribué seulement a I’ effet anti-radicalaire
directe des composés phénoliques de la plante. Certains, comme I’ acide gallique, exercent
leur effet antimutagene parce qu'il augmente la transcription de genes d enzymes
antioxydantes comme la thioredoxine réductase et |a glutathion peroxydase (Abdelwahed et
al., 2007). En effet la thioredoxine réductase impliquée dans la régulation d'oxydo-réduction
de la cdlule a été exprimeée dans les cellules traitées ala fois avec H202 et AG (Abdelwahed
et al., 2007)

De méme, I'acide gdlique (AG) et le pentagalloylglucose (PGA) qu'on trouve dans P.
lentiscus, et les flavonoides peuvent agir par I'inhibition des effets mutagénes des agents
chimiques utilisés en piégeant les éectrophiles par réaction ou conjugaison chimique
(Abdelwahed et al., 2007). Donc, ce mécanisme est responsable de I effet protecteur des

flavonoides en raison de leur capacité de transfert des éectrons a des radicaux libres.

En outre, I'acide galique est aussi impliqué dans la modulation d'un certain nombre
d enzymes de réparation de I'ADN, comme la polymérase AP endonucléase (APEX)qui
répare les dommages oxydatifs de I'ADN, et la ligase 4 (LIG4) et I'ADN-3-methyladenine
glycosidase (MPG), était plus élevée dans les cellules traitées par H2.O2 et AG (Abdelwahed
et al., 2007).

Plusieurs plantes médicinales étudiées comme Murraya koenigii (Zahin et al., 2013) ont
prouvé leur pouvoir antimutagene (<70%) contre la présence d’ agents alkylants comme le
MMS et d autres comme le 2AF. Le pouvoir anti-mutagenique de |’ extrait de feuilles de P.

lentiscus S est avéré moins fort que celui de cette plante.
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CONCLUSION ET PERSPECTIVES

Conclusion et per spectives

Un grand nombre d'especes de plantes sont une grande source de composés biol ogiquement
actifs dont I'effet sur la santé humaine ou le matériel génétique est pratiquement inconnue.
L'utilisation d'infusions de plantes pour guérir de nombreux types de maladies différentes est
tres commun dans la médecine populaire. IIs remplacent souvent des médicaments modernes.
Ces dernieres années, il y a eu un grand intérét dans les enquétes sur les composés issus de
plantes et leurs effets génotoxiques, pour s assurer de |’ absence de risque de leur utilisation..
Il existe de nombreux tests qui permettent d évaluer la mutagénicité des substances
chimiques y compris le test d Ames. Ce dernier est utilisé dans le monde entier pour
déterminer le potentiel mutagene de nouveaux produits chimiques parce qu'il a une valeur
prédictive élevée de cancérogénicité.

L’ absence d'une réponse mutagéne par les extraits éthanoliques de feuilles et graines de
Pistacia lentiscus contre la souche de E. coli WP2 pKM 101 est une étape positive dans la
détermination de I’ utilisation de cette plante en toute sécurité. Les tests d’ antimutageénicité ont
montré un pouvoir plus éevé des graines par rapport aux feuilles en présence du 2AF aors
que I’ extrait de feuilles possede une forte antimutagénicité contre le MMS par rapport a celui
desfeuilles.

La détermination de I'anti-mutagénicite des extraits végétaux est importante dans la

découverte de nouveaux traitements anticancéreux efficaces.

En perspective, il serait donc intéressant d’ évaluer la géenotoxicité des extraits de plante avec

d’ autres tests complémentaires tels que le test de comet.

.
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