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Introduction

Environ 35 000 espéeces de plantes sont employées par le monde a des fins médicinales, ce qui
constitue le plus large éventail de biodiversité utilisé par les étres humains. Les plantes
médicinales constituent un élément important du patrimoine culturel et aussi un moyen

financier limité face aux produits conventionnels (Mpondo et al., 2012).

Les plantes médicinales sont des drogues végétales dont au moins une partie possede des
propriétés médicamenteuses (Farnsworth et al., 1986). Ce qui peut remédié au risque que
présentent la médecine moderne est surtout la thérapie chimique contre 1’équilibre de la santé

de ’'Homme, par ses effets secondaires dont résultent d’autres maladies (Svoboda, 2000).

Beaucoup d’attention a été prétée aux extraits bruts des plantes qui deviennent d’avantage une
source potentielle de molécules naturelles bioactives, essentiellement des métabolites
secondaires, a savoir les composés phénoliques, qui font I’objet de nombreuses recherches in

vivo et in vitro (Gongalves et al, 2013 ; Kardong et al., 2013).

Dans le cadre de ce travail le choix a été porté sur Fraxinus angustifolia, une plante appartenant
aux Oleacées, une des familles de plantes les plus abondantes en Algérie, endémique du bassin
méditerranéen. En raison de ses applications préventives importantes en médecine
traditionnelle et pour ses activités biologiques, tels que 1’activité anti-inflammatoire (Tsali,
2004) et anti-oxidante (Atmani et al., 2009, Ayouni et al., 2016). Elles représentent

couramment un sujet de recherche scientifique intéressant.

Afin de maitre en évidence d’autres éventuelles activités, tel que 1’effet génotoxique et anti-
génotoxique de différentes parties de cette plante, plusieurs tests sont établis tel que le test de

allium cepa et le test de Ames.

Le but de cette présente étude est d’évaluer par le test des aberrations chromosomiques le
potentiel génotoxique et anti-génotoxique de 1’extrait par décoction des feuilles de Fraxinus
angustifolia sur la genotoxicité induite par un mutagene chimique qui est le cyclophosphamide

in vivo.
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I- REVUE BIBLIOGRAPHIQUE

I.1- LADIVISION CELLULAIRE
1.1.1- LES PHASES DU CYCLE DE DIVISION CELLULAIRE

La division cellulaire est le processus fondamental par lequel une cellule mere donne deux
cellules filles identiques entre elles et a la cellule dont elles dérivent. Le cycle cellulaire est
classiqguement divisé en: une phase (G1) ou les cellules passent par un point de restriction, a
partir duquel le cycle est irréversiblement engagé, une phase (S) au cours de laquelle I’ADN
est répliqué, une phase (G2) au cours de laquelle les chromosomes dédoublés sont répartis
dans les deux cellules-filles, grace au fuseau de division et une phase (M), elle-méme
subdivisée en une suite d’étapes morphologiques et biochimiques différentes: Prophase,
Métaphase, Anaphase et Télophase (Beraud, 2001; Meijer, 2003).

Les quatre phases s’enchainent de fagon coordonnée, chaque phase ne pouvant commencer
que lorsque la précédente s’est déroulée correctement. En effet de nombreux mécanismes de
contréle assurent une sorte de « contréle qualité» a chaque étape et bloquent le déroulement
du cycle lorsqu’une anomalie (endommagement de I’ADN, ADN non complétement répliqué,
chromosomes non attachés au fuseau mitotique) est détectée (Pommier et al., 2003 ; Stewart
et al., 2003).

1.1.2- CONTROLE DE CYCLE CELLULAIRE

Lorsque I’ADN est endommagé, des mécanismes complexes sont activés. Ils conduisent a un
arrét du cycle cellulaire et permettent a la cellule soit de réparer cet ADN endommagé, soit, si
les dommages sont trop importants, d’enclencher un programme de mort cellulaire
(Friedberg, 2003). Les génes impliquées se regroupent en géenes favorisants la prolifération
cellulaire (oncogenes), et en ceux qui I’empéchent (suppresseurs de tumeurs) (Meijer, 2003).
Plusieurs niveaux d’arréts sont possibles. On parle ainsi des « G1/S checkpoint » lorsque
I’entrée en phase S est bloquée jusqu’a réparation de ’ADN endommagé (blocage de CDK?2)
et de « G2 DNA damage checkpoint », lorsque I’arrét a lieu avant I’entrée en phase M
(blocage de CDK1). lls impliquent deux kinases appartenant a la famille des «
phosphatidylinositol 3-kinase-like kinases » (PIKKSs) : ATM (« AtaxiaTelangiectasiaMutated
») et ATR (« ATM- and Rad3-related ») (Shiloh, 2003).

La kinase ATM agit par la voie p53-dépendante. Le suppresseur de tumeur p53 est activé sous

I’effet de multiples facteurs (endommagement de 1’ADN, choc thermique). Dans des
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conditions normales la p53 se fixe au facteur MDMZ2, ce qui conduit a sa dégradation, dans
des conditions contraires la kinase ATM est activée et phosphoryle MDM2, inhibant
I’interaction MDM2/p53, ce qui libére et stabilise ainsi la p53. Par ailleurs, ’ATM
phosphoryle la p53 (directement ou indirectement, par Chk2) (figure 01), renforcant sa
stabilité. Une forte augmentation de ’activité de P53 aura comme conséquence ’arrét de la

prolifération cellulaire ou I’apoptose des cellules soumises a un stress (Chene, 2003).
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Figure (01) : Conséquences des dommages de I’ADN (Levy et al, 2011)

1.1.3- LES INHIBITEURS PHARMACOLOGIQUES DU CYCLE CELLULAIRE
L’ADN contenu dans chaque cellule est constamment soumis a I’attaque d’agents qui peuvent
lui porter préjudice. Les dommages de I’ADN provoquent le cancer, néanmoins ces mémes
dommages de I’ADN sont utilisés pour le guérir (Pourquier et al., 2011).

La découverte des mécanismes régulant la division cellulaire a été suivie par la recherche de
molécules aux propriétés anti-prolifératives. De nombreux composés anti-mitotiques se sont
réveélés utiles en chimiothérapie du cancer. Ainsi, on peut classer les produits anti-cancéreux
classiques en quatre grandes catégories :

- Les anti-métabolites, qui se substituent en précurseurs de la synthése d’acides nucléiques et
bloquent la réplication de I’ADN tel que le 5-fluorouracil.

- Les « poisons » du fuseau mitotique, des molécules végétales qui perturbent la formation
du fuseau mitotique impliqué dans le mouvement des chromosomes au cours de la mitose et
bloguent ainsi la division cellulaire tel que la colchicine. Cette derniére est un alcaloide

souvent prescrit pour traiter I’arthrite goutteuse. Elle est alors donnee a petites doses pour


https://fr.wikipedia.org/wiki/Alcalo%C3%AFde
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réduire le risque d’apparition de 1’amylose (accumulation des sucres au niveau des
articulations). Elle se fixe sur les molécules de tubulines, plus précisément sur la tubuline- a,
ce qui inhibe la polymérisation du fuseau mitotique et bloque la mitose (Ben-chetrit et al.,
1989).

- Les agents alkylants, qui altérent I’ADN et bloquent ainsi la réplication, tels que les
moutardes a 1’azote (Agner et al., 2005).

La découverte des mécanismes régulant la division cellulaire se sont révélés utiles en

chimiothérapie du cancer comme ces agents alkylants.

.2- LES AGENTS ALKYLANTS

I s’agit de la classe la plus ancienne des anticancéreux, ils agissent par interaction directe
avec I’ADN. Ce sont des composeés électrophiles qui réagissent avec des molécules possédant
des substrats nucléophiles (phosphates, hydroxyles, carboxyles, amines, sulfures, etc.), que
I’on retrouve dans les acides nucléiques et les protéines. On distingue des agents alkylants
monofonctionnels, ce qui signifie qu’ils n’ont qu’un seul lien chimique avec I’ADN, et les
agents alkylants bifonctionnels qui créent de véritables pont entre différents secteurs de
I’ADN, de ce fait, ’alkylant relie deux nucléotides adjacentes pour former des ponts intra- ou
inter-brins) (Huang et al., 2009).

La fixation de molécules a I’ADN et notamment la formation de “cross-links” Inter-brins
empéche la réplication et la transcription (Noll et al., 2006), ce qui induit le plus souvent a des
cassures simple- ou double-brins de I’ADN, conduisant ainsi a une apoptose de la cellule ou &
la mise en exécution des systemes de réparation pour le maintien de la prolifération des
cellules tumorales (phénomeéne de résistance) (Thurston, 2007).

Les agents alkylants se fixent principalement au niveau des bases puriques, plus
particulierement au niveau des guanines qui présentent quatre sites potentiels de fixation (N2,
N3, N7 et 06), alors que les adénines n’en présentent que deux (N7 et N3). L’azote N7 de la
guanine est la cible principale de ’alkylation, puisqu’elle a le plus haut potentiel électrophile
de I’ADN, puis les suivants ont des potentiels de moins en moins élevé : (O6-guanine et N3-
adénine > N2-guanine, N- guanine et N7-adénine) (Pullman, 1981).

Les agents alkylants les plus utilisés sont les nitroso-urées, les sels de platine et les de

moutardes a 1’azote.


https://fr.wikipedia.org/wiki/Amylose
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1.2.1- LES NITROSO-UREES

Ce sont des composés alkylants bifonctionnels, qui se caractérisent par une réactivité
chimique trés importante, entrainant en milieu aqueux neutre une décomposition rapide en un
groupe chloroéthyle a fonction alkylante et un isocyanate, agissant par carbamoylation des
protéines. Les nitroso-urées sont des molécules liposolubles, ce qui favorise leur passage a
travers la barriere-hémato-encéphalique, donnant acces au systeme nerveux central, tel est le
cas de la carmustine (ou Bicnu®) qui est utilisee dans le traitement des tumeurs cérébrales
malignes. Elle interagit principalement en N7 ou O6 des guanines (Bodell, 2009), et peut

former ou non des “cross-links” interbrins.

1.2.2- LES SELS DE PLATINE

Les cisplatines sont des dérivés platinés qui font partie des agents majeurs de la
chimiothérapie d’un large spectre de tumeur solides (mélanome, glioblastom, cancer du
foie...), il se fixent principalement au niveau de ’azote en position N7, c’est le cas de la
cisplatine ou (Cysplatyl®), qui interagit avec N7-guanine mais aussi avec d’autres sites du
grand sillon de ’ADN comme O6-guanine et N7-adénine, constituant ainsi un pont

intracaténaire (Roberts et al., 1987).

C

| Cl
\Pt/

RN
HAN NH4

Figure(02): La sructure de la cisplatine

1.2.3- LES MOUTARDES A L’ZOTE
Le premier agent anticancéreux a été découvert au hazard, du fait des propriétés
leucopéniantes d’un gaz de combat : le gaz moutarde qui fut employé la premiére fois par

I’armée allemande en 1917, pres d’ypres (Belgique).

s
clI TN

Sulfure de bis-2-chloroéthyle

Figure (03): Structure du gaz moutarde ou ypérite
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Le gaz moutarde ou 1’ypérite, s’est avéré trés toxique en raison de ses propriétés vésicantes et
sa faible solubilité dans 1’eau, ce qui justifie sa capacité a provoquer des I€sions sur la peau
aboutissant & la necrose et de fortes difficultés respiratoires. Ainsi que d’autres effets
inattendus du gaz moutarde : leucopénie (faible nombre de globules blancs), aplasie
médullaire (fonctionnement défectueux de la moelle osseuse), tissus lymphoides dissous et
ulcération gastro-intestinale. Ces lésions indiquent un effet important du gaz de combat sur
toutes les cellules en division rapide (Krumbhaar et al., 1919). On cite parmi les moutardes

azotées la méchloréthamine et le cyclophosphamide.

2.1.3.1- LA MECHLORETHAMINE

Cette substance dérive de I’idée de synthétiser une molécule moins toxique qui posséde la
méme structure que I’ypérite, quoi que 1’atome du soufre a été remplacée par celui de 1’azote
methylé, cette molécule modifie la structure de I’ADN en empéchant ainsi la division

cellulaire. Les moutardes a 1’azote ont marqué les premieres luttes de chimiothérapie

|
o AN

Figure (04): Structure de méchloréthamine

anticancéreuse (Gilman et al., 1946).

La méchloréthamine réagit principalement avec la position N7 des résidus guanines via un
intermédiaire aziridinium pour former une guanine N7-alkylée. Ce mono-adduit va ensuite
former un second intermédiaire aziridinium, qui pourra soit réagir avec 1’eau ou avec un
second résidu guanine pour former le “cross-link” entre deux brins de séquence 5’-GNC
(Millard et al., 1991 ; Jagetia et al., 2004).Cependant, les guanines N7-alkylées sont peu
stables, une rupture du pont N-glycosyl peut avoir lieu, ce qui crée un site abasique ou un
dérivé formamido-pyrimidine (FAPY), plus stable (figure 05) (Noll et al., 2006).
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Figure (05): Réaction d’alkylation sur N7-guanineet formation des cross-links par les

moutardes a I’azote (Noll et al., 2006).

1.2.3.2- LE CYCLOPHOSPHAMIDE (CP)

Le cyclophosphamide (ou Endoxan®) (Figure 06) constitue I’exemple type des dérivés de

moutardes azotées.

Cl—CH,—CH,

/
ci—ch—ch, I\

AN
N—P

Figure (06): Structure de cyclophosphamide ou

(N, N-bis (2-chloroéthyl) -1,3,2-oxazaphosphinan-2-amine 2-oxyde)

Le cyclophosphamide est un agent alkylant bifonctionnel appartenant au groupe des

oxaphosphorines, c’est une molécule ancienne possédant de nombreuses indications et

souvent utilisée en association en oncologie. C’est un antinéoplasique utilisé contre plusieurs

types de cancer tel que : le carcinome du sein, du poumon, des ovaires, des testicules et de

la vessie,

les sarcomes des tissus mous et des 0s,

le lymphome Hodgkinien et non-

Hodgkinien, la leucémie lymphoide chronique, le neuroblastome et la tumeur de Wilms et
de myélomes multiples (Moore, 1991 ; Gilbert et al., 1998 ; Chhipa et al 2006).



CHAPIIRE I REVUE BIBLIOGRAPHIQUE

L’effet cytotoxique des oxazaphosphorines dépend de leur capacité d’alkylation de I’ADN.
L activation de CP dans le foie par la cytochrome oxydase P450 conduit a la formation de la
moutarde azotée, le métabolite actif de CP. Cette derniere pénetre dans le noyau (via une
diffusion passive et/ou via un transporteur), ou elle se transforme en ion aziridine a pH alcalin
Ou neutre, puis réagit avec les bases puriques de I’ADN, notamment au niveau de 1’azote N-7
de la guanine, en liant leur groupe actif (le chloroéthyl) a I’azote, ceci aboutit a la formation
des ponts inter ou intra caténaires provoquant une toxicité tissulaire, voir la mort des cellules
(Figure 07). D’autres bases d’ADN pourraient étre les cibles d’action de la moutarde azotée
comme I’azote N-1 et N-3 de 1’adénine, I’azote N-3 de la cytosine, et I’oxygéne O-6de la
guanine mais elles sont moins importantes.

Apres la formation des ponts avec I'ADN, les cellules tumorales seront soumises a I'apoptose
initiée par des lésions et l'inhibition de la réplication de I'ADN, la modulation du cycle
cellulaire, et dautres effets antiprolifératifs. L'apoptose est catalysée par une activation
intracellulaire d’une cascade de caspases (Zhang et al., 2005).

Le cyclophosphamide présente également un effet immunosuppresseur (Huang et al., 2013),
qui a été utilisé dans plusieurs expériences notamment 1’évaluation de I’effet anti-
immunosuppresseur de I'oignon lectine (Allium cepa agglutinine) car I’administration du CP a
des rats Wistar combiner a cette plante provoque une production de molécules pro-
inflammatoires COX2 et une élévation des molécules immuno-régulatrice (TNF-a) (Kumar
et al., 2016).
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Figure (07):Le mécanisme d’action du cyclophosphamide au sein des cellules
(Zhang et al., 2005).

1.2.3.2.1- LAPHARMACOCINETIQUE DU CYCLOPHOSPHAMIDE

La connaissance de la pharmacocinétique de cyclophosphamide a travers des etudes

précliniques et cliniques est tres utile afin d’améliorer son indice thérapeutique.
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a)- ADMINISTRATION ET DISTRIBUTION DU CYCLOPHOSPHAMIDE

Le cyclophosphamide est soluble dans I'eau ou l'alcool et peut étre aisément administré par
voie orale ou intraveineuse (i.v). La biodisponibilité orale de CP est de 85 a 100%
(Aeshlimannet al., 1998), avec une petite fraction du médicament qui est métabolise en
raison de I'effet du premier passage dans le foie et l'intestin. Le temps (Tmax) nécessaire pour
atteindre la concentration plasmatique maximale (Cmax) est environ 1 a 2 heures, apreés
I'administration orale de CP (Goren, 1996). Aprés administration par voie orale ou
intraveineuse, le CP est rapidement distribué dans tout le corps par liaison aux protéines
plasmatiques a un taux de 20%, alors que la capacité de liaison aux protéines est plus élevée
pour son métabolite (<67%) (Moore, 1991).

Aprés l'administration i.v, le volume de distribution (Vd) se rapproche du volume d'eau
corporelle totale, ce qui suggéere que la distribution de 1’agent a lieu avec une liaison tissulaire
minimale. Le CP et son métabolite actif sont fortement liés aux érythrocytes qui peuvent
servir de transporteurs du metabolite actif du CP. Le métabolite pro-toxique, le 4-hydroxy-PC,

est piégé par voie intracellulaire et transporté vers les tissus tumoraux (Zhang et al., 2005).
b)- METABOLISME DU CYCLOPHOSPHAMIDE

Le CP est principalement métabolisé au niveau du foie & environ 70 & 80% (De jonge et al.,
2005) pouvant aller jusqu’a 90% de la dose administrée est activé par les enzymes hépatiques,
notamment les cytochromes CYP3A4, CYP2C9 et la CYP2B6 qui jouent un réle
prédominant. Au moins deux woies de biotransformation sont impliquées, la wie principale
consiste en une hydroxylation du cyclophosphamide en 4-hydroxycyclophosphamide, qui
pénétre par diffusion passive dans le sang et est transporté vers des cellules tumorales par les
globules rouges, un métabolite actif pouvant étre oxydé en 4-cétocyclophosphamide ou
4-oxocyclophosphamide, un métabolite inactif, ou étre en équilibre avec sa forme active
acyclique (tautomére), I'aldophosphamide. Deux woies métaboliques sont alors possibles pour
I'aldophosphamide, soit la production de la moutarde phosphoramide, alkylant considére
géneralement comme le principal responsable de l'effet anticancéreux(avec un e S-élimination
d'une molécule d'acroléine qui ne participe pas a l'effet thérapeutique, mais est la principale
responsable des cystites hémorragiques),soit l'inactivation par formation ,sous l'action de
I'aldéhyde deshydrogénase (ALDH), decarboxyphosphamide, non considérée comme toxique
mais qui peut étre transformée en une moutarde azotée .1l existe une wvoie métabolique mineure

conduisant a la formation d'un métabolite inactif, le 2-déchloroéthylcyclophosphamide et d'un
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meétabolite actif ,le chloroacétaldéhyde (Figure 08) (Boddy et al.,

2005 ; Zhang et al., 2005).
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Figure (08): Schéma du métabolisme de cyclophosphamide (De Jonge et al., 2005).

c)- ELIMINATION DU CYCLOPHOSPHAMIDE

Le cyclophosphamide est principalement excrété par woie urinaire sous forme

demétabolites. Seule une faible proportion de cyclophosphamide est éliminée dans les

urines sous forme inchangée (5a20% de la dose administrée) et sa demi-vie d'élimination

est soumise a de larges variations individuelles, elle est en moyenne de 5 heures avec une

clairance corporelle totale (CL) d’environ 2,5-4,0 L / h / m? (Boddy et al.,

Kerbusch et al.,

2000 ;

2001). L’ ¢limination de la moutarde phosphoramide et de I’acroléine

peut se realiser par conjugaison spontanée ou par médiation de ’enzyme glutathion-S-
transférase (GST) (De jonge et al., 2005).



CHAPIIRE I REVUE BIBLIOGRAPHIQUE

d)- LA DOSE THERAPEUTIQUE ET EFFETS SECONDAIRES DU
CYCLOPHOSPHAMIDE

Lorsqu'il est utilisé seul en chimiothérapie du cancer, la dose est de 40-50mg/kg par voie
intraveineuse ou 1-5 mg/kg par jour par voie orale. Par contre, lorsque il est utilise en
combinaison avec d’autres agents la posologie est inférieure (Moore et al., 1994). D’autres
parts dans le traitement du syndrome néphrotique chez les enfants, la dose administrée de CP
est a 2,5-3mg/kg par jour pendant 60-90 jours. Lorsque le CP est administré a des doses

élevées, il peut causer la pancytopénie et la cystite hémorragique.

Afin d’éradiquer ou diminuer ces divers signes de toxicité, les chercheurs ont tenté de faire
appel a la médecine par les plantes pour mettre au point un traitement anti-cancéreux aussi
efficace et mieux toléré par 1’organisme (moins d’effets secondaires).

1.3- PHYTOTHERAPIE ET PLANTES MEDICINALES

L’utilisation des plantes médicinales a des fins thérapeutiques est une pratique utilisée depuis
antiquité qui revient & 3000ans avant J.C. Tous les peuples ont élaboré des médecines selon
leurs intelligences, leurs génies, leurs conceptions culturelles de la santé, de la maladie et les
rapports qu’ils entretenaient avec leur environnement. De nombreuses plantes sauvages ont
été preéservées et utilisées a des fins meédicinales. Plusieurs d’entre elles ont fait 1’objet
d’études sur différentes pathologies tel que I’hypertrophie, le cancer, le SIDA... et leur
utilisation a été reprise en considération dans les années récentes (Jensen et al., 2002).La
Phytothérapie peut donc se définir comme étant une discipline allopathique, a prévenir et a
traiter certains troubles fonctionnels et/ou certains états pathologiques au moyen de plantes.
Les propriétés médicinales d'une plante peuvent résulter de la présence d'un grand nombre de
produits phytochimiques actifs. Le mode de préparation d'un produit phytothérapeutique peut
avoir un effet sur la quantité d'ingrédient actifs présents, le moment et la saison de la récolte

de la plante, ainsi que le type du sol ou elle pousse, peuvent également influencer son

efficacitt (Mahdavi et al, 2008). Les plantes médicinales étant entre-autre

pharmacologiquement actives, elles peuvent étre responsables d’effets nuisibles, dangereux

voir mortels d’ou la nécessité d’un systeme de phytovigilance.

1.3.1- FRAXINUS ANGUSTIFOLIA
Fraxinus, venu du mot grec “fraxis“ signifie la cloture, un genre d’arbres de la famille des
oléacées est ce compose de plus de 43 especes dénombrées dans le monde incluant F.

angustilolia. Elle se distribue dans les régions tempérées, les régions méditerranéennes dans
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le sud de I'Europe, I'ouest de I'Asie (jusqu'a I'ouest de I'lran) et dans le nord de I'Afrique (nord
de I'Algérie et du Maroc) (Wallander et al., 2008 ; Dobrowolska et al., 2011).

Fraxinus angustifolia est un arbre majestueux pouvant atteindre de 15 a 35m de hauteur
a rameaux verts, ponctués de blanc (Wallander, 2008), son écorce est de couleur grise, les
bourgeons sont de couleur marron, les feuilles peuvent étre regrouper sous forme d’une scule
feuille et elles prennent une longueur entre 15 a 25 cm, ses fruits typiques sont les samares
(Yildiz et al., 2009).

Connu sous le nom scientifique par Fraxinus angustifolia, de nombreuses appellations sont
attribuées a cette espece, elle est reconnue par un nom commun fréne oxyphyle en francais, en
anglais « narrowleavedAsh » (Wallander, 2008), « Dardar, Sella, Rasleut, Mesharouane,
Lessane el asfour » en arabe et « Aslén, Asseln, islen, Tasseléne, taslent, Tabouchicht » sont
les noms berbéres (Moulaoui, 2015).

La systématique de cette espéce est décrite comme Suit :

Regne : végétal

Embranchement : Spermaphytes

Sous-embranchement : Angiospermes

Classe : Dicotylédones

Sous-classe : Astéridées

Ordre :Lamiales

Famille : Oléacées

Genre :Fraxinus

Espece :Fraxinus angustifolia

1.3.1.1- VERTUS ET UTILISATION EN MEDECINE

Les especes de Fraxinus ont une importance économique, commerciale et médicinale
(Wallander et al., 2000). En effet, les feuilles sont une grande ressource de fourrage
(Chevalier, 1927). Le bois est employé pour la construction et constitue une source principale
de carburant (Gifa, 2012). En particulier, différentes parties ont été employées pour traiter
beaucoup de maladies inflammatoires comme le rhumatisme, l'arthrite et la goutte (Beloued,
1998). Il a été rapporté que les feuilles et les samares sont employées en décoctions et
infusions contre le rhumatisme et la fievre (Baba-Aissa, 1999).Les feuilles sont également
efficaces contre la diarrhée et les parasites intestinaux, I'écorce est utilisée contre les calculs

biliaires (Gifa, 2012), les hémorragies passives, et particulierement contre des fiévres
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intermittentes (Beloued, 1998 ; Djerroumi et al., 2004). Cette espece est utilisee en médecine
traditionnelle dans différents pays du monde avec diverses préparations, en tant que tisane,
par décoction ou infusion (Calis et al, 1995).

1.3.1.2- LES COMPOSANTES PHYTOCHIMIQUES

La présence de coumarines, secoiridoides et phenylethanoids est une caractéristique des
especes du genre Fraxinus. Les lignanes, les flavonoides et des acides phénoliques simples

sont si communs, mais ils semblent avoir une distribution plus limitée.

1.3.1.2.1- LES COUMARINES

Ce sont des dérivés phénoliques a noyau benzopyrones (1,2-benzopyrones ou 2H-1-
benzopyran-2-ones), qui se forme par une substitution sur un cycle aromatique, analogue a
celle des dérivés de 1’acide cinnamique. Lors de la biosynthése de la coumarine, 1’acide trans-
cinnamique est transformé en acide-o-coumarique, qui est estérifié en B-glucoside. La
transformation de ce composé trans en composeé cis plus précisement le f-glucose de 1’acide
o-coumarique. Cette forme se change en coumarine en passant par I’acide libre cis-
coumarique en acide 2-hydroxy-cis-cinnamique, presque toutes les coumairnes sont

substituées on position C7 par hydroxyl (Richter, 1993). Les coumarines sont retrouvées sous

une forme libre ou sous forme de glucoside chez toutes les especes de Fraxinus (figure 09)
(Kostova et Isofova, 2007).

R1 R2 R3
Esculetin H OH OH
Esculine H OGlu OH
Fraxetin H OMe OH

Figure (09): Structure de la coumarine (Kostova et Isofova, 2007)
1.3.1.2.2- LES SECOIRIDOIDES

C’est une classe de métabolites secondaires trouves dans une grande variété de plantes, les
monoterpénes, les plus répandus chez Fraxinusangustifoliasont : le ligstroside et
1I’oleuropein,fraxicarboside A [6 "- hydroxyoleuropein O-trans-pcoumaroyl-

10],Fraxicarboside B [6"-O-trans-caffeoyl-10-hydroxyoleuropein], fraxicarbosideC [acétyle

R4

OH



CHAPIIRE I REVUE BIBLIOGRAPHIQUE

de 3” O 6 "- O-trans-caffeoyl-10 - hydroxyoleuropein], 10-hydroxyoleuropein, 10
hydroxyligstroside (Hosny, 1998); et ligstral,angustifolioside A [6”-O- (B-D-glucopyranosyl)-
oleuropein] et angustifolioside B [6”-O-(B-D-glucopyranosyl)-ligstroside] (Calis et al., 1993),
et angustiflioside C [6’-O- (B-D-glupyranosyl) -neooleuropein] sont isolés par extraction

méthanolique des feuilles Fraxinus angustifolia (figure 10) (Calis et al., 1996).

R1 R2 R3

Fraxicarboside A H H H

Fraxicarboside B H OH H

OGlu Fraxicarboside C Ac OH H

Figure (10): La structure chimique de quelques secoiridoides (Calis et al., 1996).
1.3.1.2.3- LES LIGNANES ET LIGNINES

Les lignines sont des substances non glucosidiques qui se déposent dans certaines cellules
végétales (Potier, 2000). Du point de vue chimique les lignines sont des mélanges de
polymeresamorphes de trois constituants fondamentaux, les alcools hydroxycinnamiques(p-
comarylique) coniferylique et sinapylique, a ces phénylpropanes secondaires s’ajoute de
petites quantités d’acide cinnamique et d’aldéhyde cinnamique (Gerhard, 1988).

Les lignanes répondent a une présentation structurale de type (CeCs)2. Les plantes les
¢laborent par dimérisation oxydante de deux unités d’alcool coniférique, lorsqu’il y’a
uneliaison directe C-C entre les unités CsC3 mais liés par un atome d’oxygene d’éther, le
composé est appelé oxynéolignane tels que les sésquinéolignanes (3unités de CsCs) et les
dinéolignanes (quatre unités de Ce-Cz) (figure 11) (Sakagami et al., 2005).

Lignanes Rl | R2 | R3 | R4 R5
6 OR2
o7 3\@ (+)-pinoresinol-4’- H | Glu H H H
OMe

e 8‘;‘. . 0pD-
Rs o glucopyranoside

o CL (+)-1- OH | Glu | H H H
RsO Z hydroxypinoresinol-
OMe 4’-0-f-D-

Glucopyranoside

Figure (11): Structure chimique des lignanes de Fraxinus angustifolia (Hosny, 1998)
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1.3.1.2.4- LES FLAVONOIDES

IIs proviennent de 1’addition de trois groupements en C2 au p-hydroxycinnamate ou au
caféate avec formation de deux noyaux benzéniques que réunit une chaine de trois atomes de
carbone et on distingue un grand nombre de flavonoides, selon le degré d’oxydation de cette
chaine (figure 12) (Potier, 2000).

Les flavonoides | R1 R2 R3
Quercetin OH H H
Rutin O-Glue-Rha OH OH
Kaempferol OH OH H

Figure (12): Structure chimique des flavonoides (Bruneton, 1999; Kostova et lossifova,
2007)

En se basant sur leur squelette, les flavonoides peuvent étre divisés en différentes classes:
anthocyanidines;  flavonoles; isoflavonoles;  flavones; isoflavones;  flavanes;
isoflavanes;flavanols;isoflavanols; flavanones; isoflavanones et aurones (Kostova et
lossifova, 2007)

Ces metabolites sont impliquées dans plusieurs activités biologiques interessantes de F.
angustifolia, néanmoins la toxicité des composés phénoliques est assez documenté (Kostova
et al., 2006), cette toxicité peut atteindre 1’intégrit¢é du matériel génétique. En effet, La
génotoxicité se définit comme la capacité de certains agents dits « génotoxiques » a induire
des dommages a I’ADN pouvant conduire a des mutations géniques ou chromosomiques.

Les tests de génotoxicité visent a mettre en évidence 1’altération par des composés chimiques
ou physigues du matériel génétique, pouvant conduire, si les lésions génotoxiques ne sont pas
efficacement et correctement réparées par les systemes enzymatiques adéquats, a des
mutations. (Hartmann et al., 2004).

Pour ce d’avantagesévaluation de la génotoxicité (Ames et al., 1973) sont adaptés de plus en
plus a I’évaluation de la génotoxicité des extraits de plantes médicinales (Gupta et al., 2015).
On distingue plusieurs tests selon 1’objectif de 1’étude tels que le test de Ames; le test des

comeétes ; des micronoyaux ; et le test des aberrations chromosomiques.
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- TEST DE AMES

Il consiste a évaluer si une substance chimique ou agent physique est capable d’induire des
mutations chez différentes souche de Salmonella typhimurium. Ces souche sont porteuse
d’une mutation préalablement induite dans un des genes de la chaine de biosynthése de
I’acide aminé histidine elles sont dites auxotrophe a 1’His. Le test évalue la réversion de
I’auxotrophie de la souche vis a vis de I’His. Ainsi, le test de Ames consiste a compter le
nombre de colonies ayant poussé sans Histidine suite a I’incubation avec des agents
mutagenes (Mortelmans, 2000 ;Kirkland et al., 2011).

Le succes du test de Ames vient de sa simplicité d'exécution et de son colt modique. De plus,
ce test est rapide (48H) et sensible. Il donne une réponse quantitative permettant des études

Comparatives, ce qui a permis son utilisation par de nombreux laboratoires.
-TEST DES COMETES

Est une méthode simple, économique permet de mesuré les cassures simples et doubles brins
d’ADN dans la cellule (Dhawan et al., 2009 ). Le principe consiste a récupérer I’ADN dans
un gel apres destruction des membrane protectrice de la cellule. La suspension est ensuite
soumise a un champ électrique, dans une cuve d’electrophores.il s’agit d’une technique qui
permet de séparer les molécules en fonction de la charge électrique et de la taille. L’ADN
endommagé charge négativement va migrer vers le pole positif du champ d’électrophorése ; et
si ’ADN n’a pas été endommage il migre de fagon homogéne sous forme d’une sphere
compacte aprés révélation de I’ADN par le bromure d’ethidium fluorescent (Carla et al.,
2006; Collin, 2004).

-TEST DES ABERRATIONS CHROMOSOMIQUES

L’essai d’aberration chromosomique est destiné a identifier les agents qui provoquent des
aberrations structurales dans des cellules eucaryotes tels que celles de la moelle osseuse,
généralement des rongeurs (rats, souris et hamsters) (Cimino, 2006). Plusieurs types
d’anomalies chromosomiques peuvent étre détectés, notamment les anomalies de nombre
(aneuploidie, hyperploidie, hypoploidie et polyploidies) ou les anomalies de structure

(délétion, translocation, inversion...).

Des animaux sont exposés a la substance d'essai (liquide ou solide) par une voie d'exposition
appropriée (gavage, injection intrapéritonéale, ...) et sont sacrifiés apres les traitements.

Avant le sacrifice, les animaux sont traités par la colchicine un inhibiteur de fuseau mitotique
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(Sram et al., 2007). Des préparations chromosomiques sont alors faites a partir des cellules de
moelleosseuse colorées, et les cellules en métaphase sont analysées et examinées au
microscope optique (au moins 100 par conditions) pour mettre en évidence les aberrations

chromosomiques (Preston et al., 1987).

Fraxinus angustifolia est parmi les plantes médicinales qui représente plusieurs vertus
thérapeutiques, plusieurs auteurs se sont intéressés a cette espece (Wallander et al., 2008 ;
Calis et al., 1993), elles sembles avoir des principes actifs tres prometteurs décrit au part
avant, d’ou I’étude de I’activité anti-génotoxique bien avant 1’utilisation clinique une étude

génotoxique est tres importante.

Cette étude vise a étudier I’activité génotoxique ou anti-génotoxique de I’extrait aqueux des
feuilles de Fraxinus angustifolia contre I’effet du mutagéne chimique le cyclophosphamide en

utilisant le test des aberrations chromosomiques sur des souris.



CHAPIIRE 11 MATERIEL ET METHODES

Il. MATERIEL ET METHODES

11.1. MATERIELS
11.1.1- MATERIEL VEGETAL

Cette étude a été réalisée sur les feuilles de Fraxinus angustifolia (Figure 13) qui ont été récoltées
dans la forét de Chemini (963m altitude 36°35’latitude, 4°36 longitude) en mois de juillet 2015.
Cette localite est située a 70km de la ville de Béjaia. Le climat dans cette localité est méditerranéen
de type Csa avec un eétage climatique sub-humide selon le diagramme oubbrothermique
d’Embeyer. Les échantillons ont été identifiés par comparaison aux échantillons référenciés de
1’Herbier de I’Ecole Nationale des Sciences Agronomiques (ENSA), El-Harrach, Alger.

(A) (B)

Figure (13): Photographies originales de I’arbre (A) et des feuilles (B) de Fraxinus angustifolia.
11.1.2- LES ANIMAUX DE LABORATOIRE

L’évaluation de I’activité génotoxique in vivo des extrait de feuilles de F. angustifolia a été

conduite sur des souris albinos males et femelles de type NMRI, (procurées de Noval Medical
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Research Institute, ’institut Pasteur d’Alger), les animaux agées de 6 a 8 semaines et ayant atteint
un poids de 27-35g ont été utilisés. Les expériences ont été réalisées dans le laboratoire
d’expérimentation animale de I’université de Bejaia. Les souris ont été gardées dans des conditions
contr6lées de température (27+2°C) et des périodes de lumiére/obscurité de 12/12h. L’alimentation
a consisté en un régime a base de nourriture pour bétail (ONAB,EI Kseur, Béjaia) et de 1’eau

potable.

Figure (14): Photographie originale des souris utilisées en expérimentation.
11.2- METHODES

11.2.1- PREPARATION DE LA DECOCTION DE FEUILLES DE FRAXINUS
ANGUSTIFOLIA

Les feuilles récoltées ont été soumises a un séchage a 1’air libre a température ambiante et & 1’abri
de la lumiére, puis broyées a I’aide d"un broyeur électrique en poudre fine ayant une granulométrie

de 63pm.

L’extrait aqueux par décoction a été obtenu a partir de 1509 de la poudre du matériel végétal qui
ont été ajouté petites a petites quantités a 1500ml d’eau distillée, sous une agitation continue a une
température de 100°C pendant 1h. Ensuite le mélange a été laissé décanter durant 30min, puis le
surnageant a été récupéré. Afin de garantir la plus grande extraction possible des principes actifs
du tissu végeétal, I’extraction a été répété dans un volume de 750mL et chauffé a 100°C pendant 15

min. les surnageants obtenus ont été mélangés, homogénéisés et centrifugés a une vitesse de 5000
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tours/min pendant 15min. Les surnageant recupéres ont été filtré a travers la laine de verre. Les
décoctés obtenus ont été congelé a -80°C pendant 24h, pour étre lyophilisé et stockés dans des

flacons a fermetures étanche a une température de 4°C, jusqu’au moment de leur utilisation.

11.2.2- EVALUATION DE LA GENOTOXICITE DE L’EXTRAIT DES FEUILLES F.
ANGUSTIFOLIA ET LE CYCLOPHOSPHAMIDE

11.2.2.1- LE TRAITEMENT DES ANIMAUX

Des souris NMRI males et femelles ont été séparés et pesées afin de déterminer la quantité d’extrait

a leurs administrer, puis marquées et répartie en 14 lots de 6 souris chacun.

Aprés 1h30 de jeun, les groupes ont recu en une seule prise des solutions d’extrait de F. angustifolia
a différentes doses (125, 250, 500 et 1000 mg/kg) dans du CMC (0.8%). L’administration a été
réalisée par voie intra-gastrique quotidiennement pendant 7jours consécutifs. Les groupes de souris

ont été répartis comme suit :

Groupe | (CMC 0.8% + CP: 50mg/kg) : Ce groupe a servi de témoin positif, chez qui la
génotoxicité a été induite par le cyclophosphamide. Les souris ont recu par gavage du CMC (0.8%)
(véhicule) pendant sept jours; le CP (50mg) a été administré par voie intra-péritonéale (i.p) apres
2h du gavage.

Groupe Il (CMC 0.8%) : Ces animaux ont servi de témoins négatifs ils recoivent quotidiennement
une solution véhicule (CMC 0.8%).

Groupe 111 .1IV.V.VI : Ce sont des groupes utilisés pour le test de génotoxicité. Les souris n’ont
recus que I’extrait de feuilles de F. angustifolia a différentes doses : 125, 250, 500 et 1000 mg/kg,

respectivement.

Groupe VII : Ce groupe employé pour le test anti-génotoxicité de I’extrait aqueux de feuilles F.
angustifolia, contre les dommages induits par le cyclophosphamide. Les souris ont recu, par
gavage, ’extrait de F. angustifolia a une dose de 250mg/kg. Pendant sept jours. Au bout du dernier
jour, les souris ont recu le CP (50mg/kg) par injection intrapéritonéale.

L’eau a été remise aux animaux juste apres traitement et la nourriture une heure plus tard.

Les animaux ont été mis d’abord en observation pendant les premiéres heures apres les traitements.
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Ensuite chaque 24h tout au long du traitement, ceci vis-a-vis leurs comportement genérale.

Les poids des souris ont été vérifiés le 4°™ et le 7°™ jour du traitement, notamment pour étre précis
concernant la dose de la colchicine (4 mg/kg) a injecter deux heures avant le sacrifice des souris
(Preston et al., 1987).

11.2.2.2- SACRIFICE DES SOURIS, PRELEVEMENT DES FEMURS ET EXTRACTION

DE LA MOELLE OSSEUSE

Le test des aberrations chromosomiques a éte effectué selon le protocole rapporté par Preston et al.
en 1987. Au 8éme jours apres le gavage, les souris ont été traitées par la colchicine (i.p) (24h apres
le CP) et 2h avant le sacrifice par dislocation cervicale. Le fémur a été excisé et la moelle osseuse
a été aspirée par rincage avec 8ml de solution hypotonique (KCl a 0.56%), préincubé au bain marie
a 37°C; pendant 30min afin de provoquer une pression osmotique des noyaux. puis centrifugées a
1500 tours/min durant 10 min. Les cellules ont été resuspendu dans un volume de KCI puis ont été
fixées par la suite dans 5ml de fixateur de Cornoy (méthanol: acide acétique= 3v: 1v) ajouté
délicatement goutte a goutte, puis 2ml de fixateur ont été ajoutées et les suspensions ont été
incubées a 4°C. Deux autres centrifugations ont été répétées le lendemain. Et le dernier culot obtenu
a été resuspendu dans un méme volume minimal du fixateur pour obtenir une suspension laiteuse

homogeéne (figure 15).
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Figure (15): Sacrifice des souris (A), prélevement des fémurs (B) et extraction de la moelle osseuse
(©).

11.2.2.3- FIXATION SUR LES LAMES, COLORATION ET OBSERVATIONS
MICROSCOPIQUES

Les suspensions récupérees ont été déposées sur des lames soigneusement nettoyées et étiquetées,
et laissé sécher pendant 2h. Les lames ont été colorées avec une solution Giemsa (10%) pendant

20 min puis rincées avec de 1’eau distillée deux fois.

Pour conserver les échantillons fixés et colorés, I’euro-Kkit est soigneusement étalé dans des lamelles
qui sont mises pendant quelques minutes dans du xyléne, puis coller la lame et la lamelle & I’aide
d’une pince pour bien fixer et éviter la formation des bulles d’air. Les lames ont été laissées séchées
durant 24h et I’excés de colle a été enlever par un bistouri. Les lames sont ainsi prétes pour la

lecture au microscope optique (figure 16).
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Figure (16): Fixation sur lames (A), coloration (B) et observation microscopique (C)

11.2.2.4- ANALYSE MICROSCOPIQUE ET DENOMBREMENT DES ABERRATIONS

L’analyse microscopique consiste a dénombrer les cellules en interphase, prophase et métaphase
(bonne distinction entre une métaphase spread et une pro-métaphase). Le nombre total moyen des
cellules analysées par souris était 100 métaphases. En utilisant un microscope optique avec un
objectif X40. En prenant en considération les différents stades de division cellulaire pour calculer
I’indice mitotique (IM) de chaque souris examing, par la formule suivante selon (Mazumdar et
al., 2011).
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Nombres de cellules en division
IM(%) = x 100
Total des cellules dénombrées

Dans cette analyse, les aberrations chromosomiques a savoir : (Gap, Fragment, Ring, Association
centromérique, polyploides et pulvérisation), en utilisant de 1’huile a émersion avec un objectif
X100.

La moyenne des cellules dans chaque phase du cycle de division et le taux des cellules aberrantes

est calculé par la formule suivante selon (Mazumdar et al., 2011).

Nombre de cellules aberrantes

TAUX DES ABERRATIONS = x 100
Total des cellules dénombrées

11.2.2.5- ANALYSE STATESTIQUE
Tous les résultats sont exprimés par la moyenne * I’erreur standard de la moyenne (S.E.M). L'étude
statistique a été réalisée par I'analyse de la variance one way ANOVA du logiciel GraphPad Prism

version 5.3, avec Dunett’s post-test. Les valeurs sont considérées statistiquement significative a

P<0,05.
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1. RESULTATS ET DISCUSSION
I11.1- RESULTATS DE L’EXTRACTION

Les feuilles de Fraxinus angustifolia ont été récoltées en été 2015, une période durant laquelle
cette partie de plante a atteint le stade de maturité. Le but de cette extraction par décoction est
de respecter la méthode de préparation traditionnelle des feuilles de F. angustifolia dans le
traitement des différentes pathologies. Cette extraction vise aussi & obtenir dans cette phase
aqueuse un maximum de substances polaires et moyennement polaires, particulierement les
composés phénoliques. Le rendement obtenu de cette extraction est d’environ 16%, un taux

considéré relativement élevé.

111.2- INDUCTION DE LA GENOTOXICITE PAR LE CYCOPHOSPHAMIDE

Les résultats de 1’analyse statistique des indices mitotiques et le pourcentage des cellules
aberrantes de la moelle osseuse des lots contrdles positif et négatif, traités par le CP (50
mg/kg) et le véhicule (CMC 0.8%), respectivement, sont représentés dans 1’histogramme

suivant :
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Figure (17): Indices mitotiques et pourcentage des cellules aberrantes chez les lots contrbles
négatif CMC (0.8%) et positif CP (50mg/kg). **P<0.01% comparativement au lot contréle
négatif.
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L’analyse statistique comparative des indices mitotiques des lots contr6le négatif et controle
positif, aussi bien chez les males que chez les femelles, a montré une différence significative
(*P<0.05), ce qui indique que le CP a exercé un effet cytotoxique comparativement au CMC.
D’autres parts, la comparaison des pourcentages des cellules aberrantes (avec et sans gaps)
ont montré une différence tres hautement significative (***P<0.001) entre les contrdles positif
et négatif, ce qui explique la forte diminution de I’indice mitotique des lots traités par le CP.
Le taux des aberrations chez les souris contréle négatif CMC (0.8%) est tres réduit, ce qui

indique I’occurrence d’un petit nombre de cellules aberrantes spontanément.

L’IM diminué associé a I’augmentation de pourcentage des aberrations chromosomiques
signifie que le CP est responsable des taux des aberrations induites dans les cellules de la
moelle osseuse des souris, ayant subi ce traitement. Ces résultats suggerent que
I’augmentation des aberrations induites par le xénobiotique CP provoque une perturbation et/

ou un blocage de la division cellulaire qui induirait la mort cellulaire.

Les types et la fréquence des aberrations détectées par 1’analyse microscopique des

métaphases ont été dénombrés et rapportées dans le tableau I.

Tableau I: Aberrations chromosomiques détectées chez les lots contrbles négatif et positif.

Différentes aberrations chromosomiques

Doses Met.spread ]
(mg/kg) Number Vide  anneau Fragment  Del.chrom  Ass.cent  Pulvérisation Polyploid
Gap (Ring)

Q 50 5 1 1 1 2 0 1

50 9 1 3 1 0 0 0

C 100 12 3 1 1 2 0 0

(0.8%) 100 7 3 11 7 0 0 0

g 100 5 12 10 4 0 0

100 10 4 10 8 2 0 0

50 15 1 2 1 1 0 1

50 5 1 1 1 2 0 1

100 4 2 10 1 3 0 0

Q 100 18 0 36 29 6 1 0

C+ 80 4 7 23 14 2 37 0

(50mg/ 100 6 5 17 10 2 78 0

kg) 100 7 9 46 27 6 5 0

100 27 20 24 27 10 2

a8 100 6 3 16 3 9 5 0

100 9 12 32 9 10 22 0

84 5 2 20 0 1 6 2
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Le tableau précédent permet d’examiner la différence de 1’incidence des types d’aberrations et
d’analyser leur fréquence entre les deux lots. Le CP a induit une augmentation marquée des
différents types d’aberrations, a savoir des gaps, des anneaux, des délétions chromosomiques,
des associations centromeriques, des polyploidies et surtout une forte expression de
pulvérisations et de fragmentations, comparativement au contrdle négatif, qui n’a présenté
que quelques fragmentations et aucune pulvérisation. Les mémes constatations ont été
retenues pour les males et les femelles. Ceci appuie la diminution de 1’indice mitotique et
suggererait que ces aberrations sont fortement impliquées. Certaines photographies de ces

aberrations sont illustrées ci-dessous :

1: Ring (anneau), 2 : Délétion chromosomique , 3 : Fragments, 4 : Pulvérisation,

5 : Association chromosomique, 6 : Gap (vide), 7 : Polyploidie
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Figure (18): Photographies originales des aberrations détectées chez les lots controles négatif

et positif (grossissement x100)

111.3- EVALUATION DE LA GENOTOXICITE DE LA DECOCTION DES
FEUILLES DE F. ANGUSTIFOLIA

Les résultats de I’analyse statistique des indices mitotiques et le pourcentage des cellules
aberrantes de la moelle osseuse des lots témoins (positif et négatif) et les extraits de feuilles

de F.angustifolia a différentes doses sont représentés dans 1’histogramme de la figure 19.
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Figure (19): I’IM et pourcentage des cellules aberrantes chez les lots controle et I’extrait a
différentes doses

Les résultats de 1’analyse statistique de I’indice mitotique des extraits de feuilles de F.
angusifolia par décoction a des doses de 125, 250, 500 et 1000 mg/kg observés chez les souris
males et femelles sont non significatifs, comparativement au témoin négatif (CMC 0.8%),
cela reviens a dire que I’extrait est non cytotoxique. Il a été remarqué qu’il existe une légeére
différence entre les males et les femelles concernant la dose de 250mg/kg, cela peut étre
expliqué par le fait que les souris du lot qui fait exception ont atteint le poids requis pour
I’expérimentation mais pas I’age idéal.

En outre, les résultats obtenus pour le pourcentage de cellules aberrantes (avec et sans gaps)
pour les deux sexes ont montré une différence hautement significative (***P<0.001) entre les
lots traités avec 1’extrait de F. angustifolia, & des doses différentes, et les témoins positifs
(CP 50mg/kg), ce qui suggere que les substances contenus dans I’extrait de feuilles de F.
angustifolia n’influence pas sur les géenes des souris.

D’autre part I’analyse statistique comparative entre I’IM et le pourcentage des aberrations
chromosomiques, aussi bien chez les males que chez les femelles, démontre que 1’IM est
inversement proportionnel au pourcentage des cellules aberrantes, en effet, chaque diminution
significative de 1’indice mitotique est accompagnée par une augmentation considérable du

pourcentage de cellules aberrantes.
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Le pourcentage des aberrations chromosomiques est exprimé dans le tableau Il.

Les résultats du tableau ont permis d’examiner les différents types d’aberrations et d’analyser
leurs fréquences pour les différentes doses de 1’extrait, comparativement aux controles. Les
résultats ont indiqué que les différentes aberrations sont moyennement exprimées
comparativement au lot CP. Néanmoins, les polyploidies sont fréquentes chez les males cela
peut étre li¢ a I’effet des composants de 1’extrait en interférence avec 1’état physiologique des

males. Elles sont remarquables a des doses 250,500, et 1000mg/Kkg.

Des photographies des cellules métaphases « spread » ont été prises et rapportées dans la
figure (20). Lors des observations microscopiques, plusieurs types d’anomalies ont pu étre
décelés.

1: Gaps, 2 : Polyploidie
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Figure (20): Photographies originales des aberrations détectées chez les lots traités avec les
extraits
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Tableau Il: Aberrations chromosomiques dans les lots traités par I’extrait comparativement

aux controles négatif et positif.

Doses Met.spread Différentes aberrations chromosomiques

(mg/kg) Number \gc;e ag?ﬁau Fragment  Del.chrom  Ass.cent  Pulvérisation Polyploid
k
Q 50 5 1 1 1 2 0 1
50 9 1 3 1 0 0 0
100 12 3 1 1 2 0 0
C- 100 7 3 11 7 0 0 0
a 100 8 5 12 10 4 0 0
100 10 4 10 8 2 0 0
50 15 1 2 1 1 0 1
50 5 1 1 1 2 0 1
100 4 2 10 1 3 0 0
¢ 100 18 0 36 29 6 1 0
80 4 7 23 14 2 37 0
c+ 100 6 5 17 10 2 78 0
100 7 9 46 27 6 5 0
100 27 20 24 27 10 8 2
3 100 6 3 16 3 9 5 0
100 12 32 9 10 22 0
84 2 20 0 1 6 2
81 4 0 0 0 7 0 0
? 100 13 0 1 1 3 0 1
125 86 3 0 0 1 1 0 0
g 100 8 2 0 0 1 0 4
64 10 0 0 1 1 1 0
100 11 0 0 0 4 0 2
? 100 9 0 1 0 5 0 2
250 77 4 0 0 0 4 0 0
100 21 6 1 2 3 2 7
a 87 23 5 0 5 8 0 4
67 10 2 0 0 3 0 2
98 0 0 0 4 0 1
Q 79 1 0 0 0 4 0 0
96 1 1 1 4 0 2
>00 100 21 6 1 2 3 2 7
a 100 23 5 0 5 8 0 4
100 10 2 0 0 3 0 2
56 0 0 0 2 0 0
Q 73 1 0 0 6 0 0
1000 9 0 1 1 3 0 0
100 19 6 2 5 3 0 5
3 58 5 0 0 0 1 0 5
61 0 0 0 0 1 0 6
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I11.4- EVALUATION DE L’EFFET DE LA DECOCTIONSUR LA GENOTOXICITE
INDUITE PAR LE CYCLOPHOSPHAMIDE

Le traitement avec 1’extrait de feuilles de F. angustifolia a une dose de 250mg/kg combiné au
CP (50mg/kg), comparativement a celle des controles a permis de mettre en évidence 1’effet

anti-génotoxiquede cet extrait et les résultats sont montrés dans la figure (21).
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Figure (21): Indices mitotiques et pourcentages des cellules aberrantes chez les lots traités
simultanément par la décoction des feuilles de F. angustifolia et le cyclophosphamide (I’agent
mutagene)
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D’aprés I’histogramme obtenu par ’analyse statistique de I’IM des souris males et femelles
traitées avec le CP (50mg/kg) combiné avec les prétraitement par I’extrait de feuilles de F.
angustifolia a une dose de 250mg/kg, a montré des augmentations significatives (**P<0,01)

de I’'IM , ceci indique que cet extrait de feuilles a exercé un effet cytoprotecteur.

D’apreés les résultats obtenus les extraits de feuilles de F. angustifolia ont un effet protecteur
et anti-génotoxique pour les deux sexes males et femelles.

Les résultats de 1’analyse statistique des pourcentages des cellules aberrantes (avec et sans
gaps) entre les deux sexes ont montrés une difference significative (**P<0.01) entre les
controles positifs et celles traité avec 1’extrait de feuilles de F. angustifolia combiné a une
injection intrapéritonéal de CP, cela montre que le pourcentage des aberrations est inferieur
comparativement au lot CP (50mg/kg).
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Tableau 111 : Aberrations chromosomiques dans les lots d’évaluation d’anti-génotoxicité.

Différentes aberrations chromosomiques

Doses Met.spread ]
(mg/kg) Number gde annéau ¢ agment  Del.chrom  Ass.cent  Pulvérisation Polyploid
ap Ring
50 5 1 1 1 2 0 1
¢ 50 9 1 3 1 0 0 0
c- 100 12 3 1 1 2 0 0
100 7 3 11 7 0 0 0
a8 100 5 12 10 4 0 0
100 10 4 10 8 2 0 0
50 15 1 2 1 1 0 1
50 5 1 1 1 2 0 1
100 4 2 10 1 3 0 0
? 100 18 0 36 29 6 1 0
80 4 7 23 14 2 37 0
ot 100 5 17 10 2 78 0
100 7 9 46 27 0
100 27 20 24 27 10 2
d 100 6 3 16 3 9 0
100 9 12 32 9 10 22 0
84 5 2 20 0 1 6 2
100 11 0 0 0 4 0 2
Q 100 9 0 1 0 5 0 2
77 4 0 0 0 4 0 0
250
100 21 6 1 2 3 2 7
a 87 23 5 0 5 8 0 4
67 10 2 0 0 3 0 2
100 10 1 14 0 3 5 2
cp Q
+ 100 11 0 20 10 4 0 0
extrait250 58 5 5 15 4
85 19 5 29 19 4
3

80 3 0 22 1 1 2 1
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Quelques aberrations sont apparues et rapportées lors du traitement combiné entre le CP et
I’extrait de feuilles de F. angustifolia. Les résultats illustrés dans le tableau indiquent la
présence d’un nombre réduit de fragments variant entre (14 et 29), comparativement au
contréle positive qui présente une forte expression en fragments (10 a 48). Les résultats
indiquent que les dommages génétiques dans la moelle osseuse de souris induits par le CP
étaient plus fréequents que ceux du traitement par I’extrait (250 mg/kg). Cela peut s’expliquer
par le fait que ce dernier a réduit les dommages résultant de 1’action du mutagéne chimique.
L’analyse microscopique de quelques aberrations détectées dans les lots du traitement

combiné (test d’anti-génotoxicité) sont présentées dans les figures suivantes :

1 : Polyploidie, 2 : Délétions chromosomiques, 3 : Fragments

Figure 22: Photographies originales des aberrations détectées chez les lots des tests d’anti-
génotoxicité
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111.5- DISCUSSION DES RESULTATS

Il existe plusieurs protocoles standards d’extraction de principes actifs a partir des plantes.
Néanmoins, I’utilisation des solvants permet d’optimiser 1’extraction surtout de séparer et de
sélectionner les composés phenoliques, par diffusion dans les tissus de la plante, en utilisant
une matrice liquide (Escribano-Bail, 2003).

Plusieurs facteurs peuvent influencer I’extraction tels que : le prétraitement des échantillons
(diameétre de la poudre), le ratio entre solvant/échantillon, le type de solvant, le temps de

I’extraction et la température (Spingo et al., 2007 ; Xiao et al., 2009).

Dans cette étude, ’extraction a été réalisée sur les feuilles de F. angustifolia utilisées
traditionnellement dans plusieurs traitements dans différentes régions du monde pour leurs
effets purgatifs, de la constipation, de I'hydropisie, de I'arthrite, de la douleur rhumatismale et
de la cystite (Gifa, 2012). Les feuilles sont employées en tant qu’un anti-inflammatoire,
antipyrétique. Ces activités biologiques intéressantes ont été attribué principalement a ses
métabolites secondaires, particulierement les flavonoides, les coumarines et les secoiridoids
(Kostova et al., 2006).

Dans cette étude, ’extraction de ces métabolites a été réalisée par la décoction considérée
comme une technique adéquate pour obtenir un maximum de substances aqueuses, mais aussi

pour son utilisation traditionnelle.

Les plantes medicinales et leurs utilisations ont été corrélées avec les changements
génomiques causés par de multiples facteurs (UV, Radiations ionisantes...etc.). Des études

sur leurs propriétés sont nécessaires pour mener a une utilisation sdre et efficace .Par
conséquent, il est important d’évaluer leurs propriétés genotoxiques et leur potentiel

protecteur du matériel génétique (Rani et al., 2005 ; Fernandes et al., 2007)

A cet effet, le test des aberrations chromosomiques s’avére le mieux caractérisé et le premier
validé par le Programme International sur la Sécurité Chimique (PISC, OMS). C’est I’'une des
méthodes les plus anciennes d’évaluation des Iésions génotoxiques liées a des expositions
génotoxiques (Cabrera et Rodriguez, 1999 ; Rani et al., 2005). En plus, il nous renseigne
sur les paramétres communs de la cytogénétique tels que I’indice mitotique et les anomalies
chromosomiques. L’essai d’aberration chromosomique in vivo est destiné a identifier les
agents qui provoquent des aberrations structurales dans des cellules de moelle osseuse
d’animaux, généralement des rongeurs qui ont le méme schéma metabolique que celui de

’Homme.
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L’indice mitotique est caractérisé par le nombre total des cellules qui se divisent durant le
cycle cellulaire, il est utilis¢é comme indicateur de la prolifération cellulaire en mesurant la
proportion des cellules en mitose (Gadano et al., 2002), et servirait ainsi pour évaluer la
cytotoxicite de plusieurs agents (Chukwujekwu et Van Staden, 2014).

Le cyclophosphamide est le xénobiotique le plus ancien dans le traitement chimiothérapique,
il se dissous facilement dans 1’eau et 1égérement soluble dans 1’alcool (Arenaz et al., 1983).
C’est une substance qui n’est active qu’apres son métabolisme au niveau hépatique par le
CYP 450, et peut agir directement au niveau de I’ADN, elles possédent un ou plusieurs
groupements alkyles, qui va créer des liaisons covalentes avec des groupements
électronégatifs des bases puriques et pyrimidiques de I'ADN (Pette et al., 1995). lls bloquent
ainsi la réplication de I'ADN, et la séparation des brins nécessaire a la transcription de celui-
ci, ce qui conduit a une mort cellulaire.

Une réduction de I’indice mitotique par rapport aux controles négatifs est un indicateur de la

cytotoxicité et ceci de maniere dépendante de la concentration appliquée (Jane et al., 2010).

Lors du traitement des souris albinos avec des agents mutagénes chimiques, des mauvaises
ségrégations chromosomiques peuvent avoir lieu, ceci conduirais a la diminution de I’indice

mitotique. Cette diminution peut étre interprétée comme une mort cellulaire.

La diminution de I’IM indique un effet mito-dépressif (blocage de la synthése de I’ADN et les
protéines nucléiques) et prolongation de la durée du cycle cellulaire (phase S), suite a des
troubles de mitose, di a des interférences probables du mutagéne avec le développement
mitotique normale (Preston et al., 1987). Le déclin considérable de I’indice mitotique peut
étre alors dit a I’inhibition de la synthése de I’ADN en phase S du cycle cellulaire par
déstabilisation de la double hélice, qui induit des troubles au niveau de la chromatine, comme
il peut y avoir un blocage de la phase G1, qui supprime la synthese de 1I’ADN.

Le CP a diminué I’'IM indiquant une division cellulaire ralentie, cela pourrait étre lié a la
création de ponts (liaison covalente) entre les deux brins d'/ADN par alkylation, ce qui
empéche la replication de I'ADN et peut agir a n’importe quel moment du cycle cellulaire.

Un des métabolites de CP présente une affinité importante avec les protéines cellulaires d’ou
le systeme de réparation de I’ADN est altéré, ce qui explique I’apparition en nombre
important des aberrations, d’ou le pourcentage élevé d’aberrations chromosomiques
accompagnants les diminutions des indices mitotiques. Cette augmentation est un indicateur

de génotoxicité, conduisant la cellule a I’apoptose (Moore, 1991).
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Elles peuvent étre dues au blocage de la synthése de I’ADN ou a I’inhibition de la formation
des fuseaux mitotique (Brown et al., 2000).

Les aberrations chromosomiques observées lors du traitement avec le CP sont généralement :
des fragmentations ; des cassures et des pulvérisations, ceci explique la diminution de la
prolifération cellulaire. L’aberration chromosomique de type fragmentation est I’anomalie la
plus fréquente, elle peut étre di a la condensation prématurée des chromosomes pendant
I'interphase, ayant comme conséquence la condensation des chromosomes partiellement
repliés, qui apparaissent en tant que blocs réduits en fragments des chromosomes (Cheng et
al., 1993).

L’effet protecteur exercé par I’extrait des feuilles de F. angustifolia vis-a-vis de ces
fragmentations induites par le CP peut étre lié a I’affinité des métabolites de F. angustifolia et
les biomolécules des cellules en division de la moelle osseuse.

La quercétine a été recemment démontrée efficace en prévention de la prolifération cellulaire
et de la carcinogenese, dans de nombreux autres modeéles (Lynnette et al., 2013). Plusieurs
mécanismes ont été suggérés pour expliquer I'inhibition de la cancérogenese par la quercétine.
Les topoisomérases sont des enzymes entrainant des torsions de I'ADN pendant la réplication
et la transcription, responsables du développement de la tumeur. La quercétine est un
antagoniste des topoisomérases | et 1l produites par les cellules tumorales et possede aussi des
propriétés anti-inflammatoires (Lynnette et al., 2013).

La curcumine a la capacité de moduler I'expression des proto-oncogenes, des genes
responsables de la prolifération tumorale (c-myc). Elle inhibe aussi I'activité de la protéine
kinase C et de la tyrosine kinase des cellules tumorales (médiateurs de signal cellulaire),
bloquant ainsi le signal de transduction (transfert du message) de ces cellules et induisant par

ce mécanisme leur apoptose dans les phases de promotion et de progression.

Dans le test anti-génotoxique, 1’indice mitotique a marqué une augmentation significative
ainsi qu’une diminution du pourcentage d’aberrations, ceci prouve un effet anti-génotoxique
de cet extrait. Ce résultat est di aux composés contenus dans cet extrait ayant le pouvoir de
protéger les cellules de la souris, particulierement contre les dommages induits par le CP.

A partir de ces résultats on déduit que cet extrait brut de composition complexe, de feuilles de
Fraxinus angustifolia, abritent des composés qui ont pu interférer avec les composantes du

cycle cellulaire et induire un effet anti-génotoxique.
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L'activité anti-génotoxique des extraits de plantes peut étre attribuée a ses composés
phénoliques. Ces métabolites ont été détectés auparavant dans 1’extrait de Rhamnus alaternus
L, dans le méme ordre que leur effet anti-génotoxique. Il est possible que ces composes ayant
Des propriétes anti-génotoxiques participent a I'effet inhibiteur direct des mutagenes. Les
flavonoides peuvent inhiber les mutations provoquees grace au pouvoir de piégeage des
électrophiles. Une corrélation entre les antioxydants et les activités anti-génotoxiques des

extraits de plante a été rapporté (Gernand et al.,2005)

Les résultats de cette étude a mis en évidence un pouvoir anti-génotoxique de 1’extrait de F.
angustifolia contre les effets délétéres du cyclophosphamide, ce qui suggére I'utilité de cet
extrait en probable association dans les traitements chimiothérapiques, afin de combattre et de
protéger contre ses effets secondaires. En effet, il a eté démontré par des études précliniques
in vivo que 1’administration du CP pour des souris accompagnée de 1I’emoxipin corrige la

cytotoxicité de ce dernier (Siprov et al., 2008).



Conclusion

Cette étude a été réalisée afin de contribuer a 1’étude des effets de 1’extrait aqueux de feuilles
de Fraxinus angustifolia et la détermination de leurs potentiel génotoxique ou

antigénotoxique, par I’usage d’un modele in vivo (Souris NMRI).

L’utilisation de I’agent toxique indirecte qui est le cyclophosphamide (50mg/kg) comme
témoin positif a montré un effet génotoxique sur les souris, alors que les résultats de la prise
des différentes concentrations de I’extrait aqueux de Fraxinus angustifolia n’a révéler aucun

effet génotoxique.

Le test anti-génotoxique réalisé par une combinaison entre 1’extrait de feuilles de Fraxinus
angustifolia et le cyclophosphamide (50mg/L) sur les souris a montré des résultats
prometteurs, ceci aprés une analyse statistique de 1’indice mitotique et du taux de cellules
aberrantes issues des observations microscopiques, 1’extrait aqueux de feuilles de Fraxinus
angustifolia & 250mg/kg a augmenter 1’indice mitotique et a réduit le nombre de cellules

aberrantes observées dans le contrdle positif.

Le résultat obtenu du test d’anti-génotoxicité de 1’extrait aqueux de feuilles de Fraxinus
angustifolia peut étre exploité dans différentes activités biologiques, notamment 1’activité
anticancéreuse, par combinaison avec un ou plusieurs agents chimiques, afin de diminuer

leurs effets cytotoxiques au sein des cellules cancéreuses et saines.

En perspectives, il est serait intéressant de compléter ce travail par d’autres études :

- Reprendre ce test avec d’autres observateurs, d’autres tests et élargir le spectre des
doses en privilégiant les doses les plus faibles pour un meilleur intérét
pharmaceutique.

- Realiser une coloration différentielle pour mettre en évidence les échanges des
chromatides sceurs (les points de cassures), Ce qui implique que ceci est un indice qui
pourra déceler le nombre d’échanges et la fréquence des cassures chromosomiques

- Identifier les métabolites impliqués dans cette activité et déterminer leurs mécanismes

et cible d’action dans I’optique de son usage clinique.
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Annexes

Annexe N° 01 : Equipement et matériels de laboratoire

- Broyeur électrique (KIKA labo technik)

- Balance de précision (RADWAG)

- Plaque chauffante agitatrice (VELP)

- Bain ultrasons (RAYPA),

- Etuve (ECOCELL-MMM)

- Bain marie (MEMMERT)

- Centrifugeuse (SIGMA)

- Microscope optique (ZEISS) a grossissement (X10, X40, X100)
- Lyophilisateur Alpha (CHRIST)

Annexe N° 02 : Produits chimiques

- Cyclophosphamide monohydrate (C7H15CI2N202P)

- Colchicine (C22H25NOg)

- Chloroforme (CHCls)

- Chlorure de potassium (KCI),

- Acide acétique (C2H402)

- Fixateur préparé a partir de (1v/3v) d’acide acétique et de méthanol
- L’¢éthanol a 70% pour ringage et sterilisation

- Colorant (Giemsa) a 10%

- Colle (euro-kit)

- Xyléne (CsHio)


https://fr.wikipedia.org/wiki/Carbone
https://fr.wikipedia.org/wiki/Hydrog%C3%A8ne
https://fr.wikipedia.org/wiki/Azote
https://fr.wikipedia.org/wiki/Azote

Annexe N° 03 : Les différents types de cellules dénombrées chez les souris femelles + les

cellules aberrantes + I’IM (%)

Aberration chromosomique
dose Cell interphase Met.spred Gap Ring Fragment Del.chrom Ass.cent Pulverisation | Polyploid IM
Souris division
GDFFQ
(6.6 1000 535 2338 56 2(2cell) 0(0cell) | 0(0cell) 0(0cell) 2(2cell) 0 18,621
(Gfi-F)FQ 1000 1165 3255 73 5(4cell) 1(dcell) | 0(Ocell) 0(0cell) 10(6cell) 0 26,357
(Gs.I;)FFSE 1000 1429 4771 9% 12(8cell) | 0(Ocell) | 1(icell) 1(1cell) 3(3cell) 0 23,048
gF.)lF)F9 500 2253 7919 98 3(2cell) 0(Ocell) | O(Ocell) 0(Ocell) 6(4cell) 0 22,149
g?;m 500 515 2740 79 1(1cell) 0(Ocell) | O(Ocell) 0(Ocell) 6(4cell) 0 15,821
g]'.)sF)Fg 500 2830 5355 96 5(2cell) 1(1cell) | 1(1cell) 1(1cell) 4(4cell) 0 34,579
((‘iz'F)F9 250 3841 7782 100 16(11cell) | O(Ocell) | O(Ocell) 0(Ocell) 6(4cell) 0 33,046
((;g'F)FQ 250 1597 8980 100 11(9cell) | O(Ocell) | 1(1cell) 0(Ocell) 5(5cell) 0 15,098
(GePeF)FQ 250 2560 5085 77 7(4cell) 0(Ocell) | 0(Ocell) 0(Ocell) 6(4cell) 0 33,485
((4:1211'?)1?32 125 1518 8331 81 5(4cell) 0(Ocell) | 0(Ocell) 0(Ocell) 10(7cell) 0 15,412
(?il'?)m 125 1252 5321 100 15(13cell) | 0(Ocell) | 1(1cell) 1(1cell) 6(3cell) 0 19,047
((;]'.)2];]:Q 125 1116 5223 86 12(8cell) 0(Ocell) | 0(Ocell) 1(1cell) 3(2cell) 0 17,605
g,?s'F)FQ 250 951 8129 100 13(11cell) | O(Ocell) | 9(20cell) | 19(10cell) | 4(4cell) 0 10,473
?3],)3?)@ 250 1219 4654 100 12(10cell) | 1(1cell) | 69(14cell) | 0(Ocell) 5(3cell) 5 20,756
?1?1?)” 250 1317 4082 58 7(5cell) 6(5cell) | 50(15cell) | 6(4cell) 3(3cell) 0 24,393
Annexe N° 04 : Les différents types de cellules dénombrées chez les souris males + les
cellules aberrantes + 1I’'IM (%)
Aberration chromosomique

Dose Cell interphase Met.spred Gap Ring Fragment Del.chrom Ass.cent Pulverisation | Polyploid IM
Souris division
GDFFJ
(44" 1000 2384 22062 100 | 34(19cell) | 7(6cell) 2(2cell) | 14(5cell) | 5(3cell) 0 5| 108
(ng-F)M 1000 2550 8624 58 12(5cell) | 0(Ocell) 0(Ocell) 0(Ocell) 1(1cell) 0 5| 22,82
gg'F)FCSA 1000 2988 15254 61 0(Ocell) | 0(Qcell) 0(Ocell) 0(Ocell) 2(1cell) 0 6 | 16,38
gg]';]:g 500 1420 11529 100 | 29(21cell) | 9(6cell) 1(1cell) 2(2cell) 5(3cell) 2 7 | 10,96
((;2]';]:5 500 2974 7298 100 | 49(23cell) | 7(5cell) 0(Ocell) 13(5cell) | 10(8cell) 0 4| 289
((iallgl?@ 500 3523 24060 100 | 15(20cell) | 2(2cell) 0(Ocell) 0(Ocell) | 7(3cell) 0 2 | 12,77
81)1'F)F6A 250 1405 14959 100 8(5cell) | 2(2cell) 0(Ocell) 0(Ocell) | 2(2cell) 0 12 | 8,58
((;g'F)FéA 250 1633 15575 87 | 49(20cell) | 0(Ocell) 1(1cell) 1(1cell) | 2(2cell) 0 6| 949
Ez;tet'F)FéA 250 1341 12426 67 | 19(7cell) | O(Ocell) 0(Ocell) 2(1cell) | 0(Ocell) 0 5| 9,74
((;gl';m 125 3576 16687 100 | 11(8cell) | 3(2cell) 0(Ocell) 0(Ocell) | 1(icell) 0 4 | 17,64
((QE-F)M 125 2067 12304 64 | 16(10cell) | 0(Ocell) 0(Ocell) 2(cell) | 1(Icell) 0 0| 14,38
é%'-;pm 250 860 8280 85 | 36(19cell) | 5(5cell) | 88+9c>10(29cell) | 75(19cell) | 6(4cell) 4 8 94
?7%]';”3 250 1679 5319 80 | 17(12cell) | 0O(Ocell) 55(22cell) | 34(19cell) | 4(4cell) 1 0 | 23,99







Résumé

Fraxinus angustifolia, une plante appartenant a la famille des Oleacées, a utilisation tres ancienne comme un
remede naturel contre plusieurs maladies. Le but de cette étude est d’évaluer l’effet génotoxique ou anti-
génotoxique de I’extrait aqueux de feuilles de F.angustifolia contre 1’effet de cyclophosphamide (CP) par le test
des aberrations chromosomiques, in vivo. Des souris réparties en plusieurs groupes males et femelles, puis gavés
par différentes doses de I’extrait 125, 250, 500, 1000mg/kg. Les groupes sélectionnés pour 1’anti-génotoxicité ont
regu le CP (50mg/kg) (i.p) 24h avant le sacrifice. Les groupes utilisés pour 1’anti-génotoxicité a diminué
significativement (***P<0.05) le taux des aberrations chromosomiques (AC), comparativement aux groupes CP,
qui a augment¢ significativement (***P<0.05) les dommages de I’ADN. Ainsi cette étude révéle ’activité anti-

génotoxique de I’extrait de décoction de feuilles de F.angustifolia contre la toxicité induite par le CP.

Mots clés : Fraxinusangustifolia, ,Génotoxicité, Aberration chromosomique (AC), cyclophosphamide (CP).

Abstract

F. angustifolia plant from oleaceae family, known for its medicinal importance since ancient times. Every part of
the plant has been used for curing different diseases. In the present investigation, anti-génotoxic effect of
F.angustifolia aqueous leaves extract against cyclophosphamide (CP) has been evaluated using in vivo
Chromosomal aberrations (CA) assay. Mice were categorized in two different groups, males and females. They
were orally administered with different doses of F.angustifolia (125, 250, 500, 1000 mg/kg body weight) 24 hours
prior to CP treatement. The CP treated group, vehicle alone group and F.angustifolia control group were also
included. F.angustifolia pretreatment resulted in a significant decreased (***P<0.05) frequency of CA, whereas
CP treated groups showed significant increase (***P<0.05) in DNA damage in the bone marrow as evidenced by
an increase in the number of CA. Thus, the present study revealed the anti-genotoxic activity of F.angustifolia

leaves extract against induced by CP génotoxicity.

Key words: Fraxinus angustifolia, génotoxicity, Chromosomal Aberration (CA), cyclophosphamide (CP).
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