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INTRODUCTION

Le cancer est une des causes majeures de déces dans le monde. On estime a plus de 11
millions de personnes diagnostiquées avec un cancer et cette maladie est a I’origine de plus de
8,2 millions de déces en 2012, soit 13% de la mortalité mondiale. En Algérie, le taux de
personnes atteintes par cette maladie est passé de 27.775 en I’an 2000 a 480.000 en 2014
(Zitouni, 2014) et le taux de déces était de 219.000 personnes en 2014 .Malgré les
nombreuses avancées de la médecine dans la lutte contre le cancer, elle reste toutefois un
probléme sanitaire majeur. L’Organisation Mondiale de la Santé (OMS) définit le cancer
comme « un terme général s’appliquant a un grand groupe de maladies pouvant toucher
n’importe quelle partie de 1’organisme ». C’est cette grande diversité qui explique, en partie,
la difficulté a trouver un reméde universel et efficace.

Il existe trois modalités principales de traitement des cancers : la chirurgie, la
radiothérapie et la chimiothérapie. C’est ce dernier mode de traitement qui a retenu notre
attention et plus particuliérement une classe d’agents chimiothérapeutiques : les moutardes a
I’azote dont la molécule la plus utilisée est le cyclophosphamide. Cependant 1’inconvénient
majeur de ces thérapies est le manque de spécificité car elles détruisent a la fois les cellules
cancéreuses et les cellules saines ce qui entraine de nombreux effets secondaires (Baudisson,
2006). Pour pallier a ces problemes, de nouvelles thérapies ont été développées telle que la
phytothérapie (médication par les plantes) car elle propose des remedes naturels et bien
tolérés par I’organisme. L’action des plantes sur I’organisme dépend de leur composition en
métabolites secondaires. (Abdelwahed et al., 2006; Hertzog et Tica, 2012; Taylor et al.,
2014; Farhan et al., 2016).

La plante Pistacia lentiscus est I’une des plantes utilisées pour ses vertus en médecine
traditionnelle aussi bien en Algérie que dans tous les pays du pourtour méditerranéen. En effet
elle est douée de plusieurs activités biologiques, notamment anti oxydante (Barotto et al.,

2013), anti inflammatoire et anti cancéreuse (Remila et al., 2015).

Toutes fois, méme si ces évidences scientifiques existent, son utilisation doit étre

accompagnée d’une étude de cytotoxicité afin de confirmer son utilisation a long terme.

C’est dans ce contexte que la présente étude a été menée afin d’évaluer les effets
protecteurs des extraits des feuilles et des écorces des racines de Pistacia lentiscus sur la
génotoxicité induite par le cyclophosphamide in vivo ainsi que ses éventuels effets

génotoxiques.
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CHAPIIRE I REVUE BIBLIOGRAPHIQUE

I.1- CANCER ET CHIMIOTHERAPIE
1.1.1- GENERALITE SUR LE CANCER

Les milliards de cellules qui constituent les différents tissus de I’organisme naissent et
meurent de fagon a maintenir la forme, 1’architecture et les fonctions propres a chaque organe
ou systeme, et ce grace a des mécanismes finement contr6lés. Cependant, il arrive que
quelques-unes échappent a ces mécanismes et entament des processus de proliférations
anarchiques, tout d’abord au sein de leur tissu d’origine et qui s’étend par la suite dans les

tissus voisins sous forme de métastase, on parle alors de cancer (Biyi et al., 1998).

Le cancer est une prolifération de cellules anormales, qui tend & envahir et a detruire
les tissus voisins et a essaimer a distance (Rouesse, 2011). L'une de ses caractéristiques est la
prolifération rapide de cellules anormales, qui peuvent diffuser dans d'autres organes, formant

ce qu'on appelle des métastases

Le cancer résulte d’altérations génétiques, le processus de cancérisation est dii a
I’accumulation d’événements génétiques (altération du génome), qui conduisent a des
modifications qualitatives (mutations) ou quantitatives (amplification, c’est a dire
augmentation du nombre de copies) de certains génes et donc des protéines qu’ils codent. Ces
altérations génétiques perturbent 1’équilibre entre stimulation et inhibition de la prolifération
cellulaire, touchant ainsi les génes intervenants dans la transduction du signal, les facteurs de
croissance, les récepteurs des facteurs de croissance (proto-oncogenes), et ceux responsables
du contréle du génome (genes suppresseurs de tumeur), comme la p53 (William, 2006).

Sous I’effet de facteurs de I’environnement tels que le tabac, le soleil, certains agents
chimiques ou physiques, certains virus, ou spontanément, le génome humain subit
constamment des lésions qui sont réparées. Si le systéeme de réparation est défectueux ou
dépassé, la cellule conserve ces altérations et devient anormale. Ne répondant plus
correctement aux signaux environnants, elle échappe a toute régulation et s’engage alors, dans
un processus anarchique qui conduit, par accumulation successive d’anomalies génétiques, au

développement du cancer (Pelli, 2005).
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Le traitement du cancer est, au mieux, d'obtenir la guérison ou, a défaut, de stopper
I'évolution le plus longtemps possible, tout en atténuant les symptémes de la maladie. Il existe
deux grandes modalités de traitement du cancer : les traitements & visée locorégionale
(chirurgie, radiothérapie) et les traitements médicaux systémiques tels que I'immunothérapie

et la chimiothérapie. Ces traitements sont utilisés seuls ou, le plus souvent, en association.

1.1.2- CHIRURGIE
L’opération chirurgicale est la forme la plus ancienne et fréquente, qui permet de
traiter les cancers. Elle consiste a I’ablation du tissu touché par la tumeur ainsi qu’une marge

de tissus sains autour d’elle (Leroy, 2006; Anonyme, 2009).

1.1.3- RADIOTHERAPIE

Elle représente un traitement classique des cancers, son but est d’utiliser les radiations
ionisantes a visée thérapeutique, afin de détruire les cellules cancéreuses. Son principe
consiste a provoquer des 1ésions d’acide desoxyribonucléotide (ADN) dans les cellules cibles,
soit indirectement par les especes réactives de 1’oxygene (ERO) formées par les électrons
libérés par les rayonnements ionisants, soit directement par ces électrons (Figure 01) (Rossi,
2010).

1

[]
EFFET
INDIRECT

o
v:‘f;-J'
1

— -

EFFET
DYTRECT

Figure 01 : Effets direct et indirect des radiations ionisantes sur I’ADN (Rossi, 2010).

1.1.4- IMMUNOTHERAPIE
L’immunothérapie est un traitement qui consiste a administrer des substances chez le
patient, dans le but de prévenir ou de stimuler les défenses de 1’organisme (le systéme

immunitaire), contre les cellules cancéreuses précoces et metastasiques (Anonyme, 2009).
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1.1.5- CHIMIOTHERAPIE

Le terme de « chimiothérapie » désigne 1’ensemble des traitements utilisant une
molécule chimique administrée par différentes voies, & visée thérapeutique (Leroy, 2006).
Elle fait partie des traitements généraux ou bien systémique. Dans le cas du traitement de
cancer, on utilise la chimiothérapie anticancéreuse. Son principe est d’induire des 1ésions
létales en agissant sur les mécanismes de la division cellulaire (Anonyme, 2010).

On distingue plusieurs types de chimiothérapies, en fonction du mécanisme d’action
des molécules, a savoir les inhibiteurs des topo-isomeérases, les anti-métabolites, les poisons

du fuseau et les agents alkylants.

1.1.5.1- INHIBITEURS DES TOPO-ISOMERASES

Les topo-isomérases sont des enzymes qui modifient la topologie de I’ADN. Elles
provoquent le relachement de I’ADN surenroulé, par une rupture transitoire d’un ou des brins
de celui-ci (Roger, 2005).

Les inhibiteurs des topo-isomérases (exemple : la doxorubicine) sont des molécules
naturelles produites par les micro-organismes. Leur action cytotoxique commune se manifeste
par une intercalation dans I’ADN entre les paires de bases adjacentes ; ce qui entraine une
stabilisation des complexes clivables ADN-topo-isomérase, provoquant ainsi des coupures
non réparables et empéchant cette refermeture. Ces lésions perturbent par la suite le
phénoméne de réplication et de transcription, ce qui provoque la mort cellulaire

(Chauveragne et Hoerni, 2001).

1.1.5.2- ANTI-METABOLIQUES

Les anti-métabolites, a I’instar du 5 fluoro-uracile (5FU), sont des produits S
dépendants, leurs structures chimiques sont voisines de certaines molécules nécessaires a la
synthese des acides nucléiques. lls agissent sur des enzymes spécifiques, soit en les inhibant
ou bien en se complexant a elles, pour donner des molécules aberrantes non fonctionnelles
(Lanore et Delprat, 2007), ce qui aboutit au freinage de la division cellulaire et stoppe la

croissance tumorale (Chauveragne et Hoerni, 2001).

1.1.5.3- POISONS DU FUSEAU

Ils sont aussi appelés antimitotiques. Ce sont des substances végétales, qui alterent le
systeme microtubulaire du fuseau achromatique, conduisant a un blocage en métaphase. La
cellule se dégénére alors ou bien elle présente un phénoméne de polyploidie, qui lui sera létale

(Chauveragne et Hoerni, 2001).
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Les molécules fréqguemment utilisées dans cette classe sont la vinblastine et la
vincristine. Ce sont des antimitotiques de la famille des vinca alcaloides, découverts en 1957 a
partir des extraits de la pervenche de Madagascar (Lanore et Delprat, 2007). Ils forment un
hétérodimere constitué par la catharantine et la vindoline et se distinguent par le radical R
situe sur la vindoline (vinblastine R : CHO ; vincristine R :CHj) (Figure 02) (Jean Francois
etal., 2011).

Vinorelbine

vindoline

Vincristine

Figure 02 : Structure chimique des vinca alcaloides (Jean Francois et al., 2011).

Elles se conjuguent réversiblement a la tubuline (Lanore et Delprat, 2007), sur la
sous unité B, mais sur un site différent de celui de la colchicine, le plus ancien des
antimitotiques (Jean Francois et al., 2011). Elles inhibent ainsi la polymérisation des
microtubules, ce qui conduit a I’impossibilité de la formation du fuseau achromatique
(Lanore et Delprat, 2007).

1.1.5.5- AGENTS ALKYLANTS

La famille des alkylants reste a 1’heure actuelle 1’une des plus utilisée dans la
chimiothérapie. lls ne sont pas cycle dépendant et leurs cibles est la chaine d’ADN ; ils se
fixent sur les bases azotées de celle-ci par alkylation. Leurs sites préférentiels sont les atomes

d’azote numeéro 7 de la guanine (Jean Francois et al., 2011) .

Les agents efficaces sont ceux qui possédent 2 groupes alkyles séparés, car ils
réalisent 2 liaisons covalentes avec deux bases guanines. Les ponts intra- ou intercaténaires
ainsi créés sur le génome bloquent la réplication de I’ADN et la transcription de I’ARN, ce

qui entraine la mort cellulaire par apoptose (Laorne et Delpart, 2007).
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Les agents alkylants sont encore appelés antichromosomiens ou radiomimétiques en
raison de I’apparente analogie de la dégradation chromosomique par les radiations ionisantes.
Les déviations structurales, plus au moins considérables provoquent soit des mutations
géniques, qui n’apparaissent qu’aux générations cellulaires ultérieures, soit des altérations
morphologiques immédiatement perceptibles (Chauveragne et Hoerni, 2001). Le composé le

plus utilisé dans cette famille en chimiothérapie est le cyclophosphamide (CP).
1.1.6- GENERALITE SUR LE CYCLOPHOSPHAMIDE

Avant I’invention du CP, en 1958 par Brock et ses collaborateurs, les premiers agents
alkylants étaient synthétisés pendant la premiere guerre mondiale, notamment les gaz
moutardes appelés aussi, moutarde au souffre ou ypérite. Les symptdmes d’aplasie lymphoide
et de myélosuppression que présentaient les soldats exposés a cette moutarde ont attirés la
communauté scientifique de 1’époque a synthétiser des agents alkylants moins toxiques, a
visée thérapeutique. Les moutardes au souffre ont été remplacées par des moutardes azotées,

dont la mechloroéthamine était la premiére molécule synthétisée (Jean Francois et al., 2011).

Son inconvénient était sa courte demi-vie plasmatique et sa forte réactivité et toxicité
au sang et aux cellules saines (Georges, 1997). Par la suite, d’autres modifications
structurales, en liant la moutarde azotée au phosphore d’un cycle oxazaphosphorine, ont
permis I’obtention d’une pro-drogue inactive appelée cyclophosphamide, qui sera activé par

passage hepatique (Diana et al., 1995; Georges 1997).
1.1.6.1- PHARMACOCINETIQUE DU CYCLOPHOSPHAMIDE

Le CP possede une absorption et une distribution tres élevées, il se différencie par
rapport aux autres agents alkylants par sa longue durée de demi-vie plasmatique, qui est en
moyenne de 7 heures (Georges, 1997). Une minorité est éliminée par la suite sous forme
inchangée (5 a 20%), le reste est transporté vers les hépatocytes (Diana et al., 1995; Milly et
al., 2005).

Une fois arrivé au foie, le captage cellulaire hépatique de cet agent s’effectue vers
I’intérieur de cet organe, grace a des transporteurs physiologiques (Georges, 1997). La voie
principale consiste a hydroxylé le CP par une enzyme appelée le cytochrome p450 hépatique
(CYP). Différents types d’isoenzymes sont également impliqués dans cette réaction
d’hydroxylation, a savoir CYP2A6, 2B1, 3A5, 2C9, 2C19, mais la CYP2B6 est

majoritairement responsable de la formation du métabolite primaire actif, le 4-hydroxy
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cyclophosphamide (4-OH-CP) (Diana et al., 1995; Milly et al., 2005) . Ce dernier va se
retrouver en équilibre spontanément avec sa forme tautomere acyclique, appelée
aldophosphamide (Michael et al., 2003; Ashkan et al., 2009), dont I’équilibre est orienté de
facon prédominante vers le 4-OH-CPA, a pH physiologique (Diana et al., 1995; Michael et
al., 2003) .

La solubilité élevée de ces deux substances leur permet de diffuser des hépatocytes
vers le plasma et d’étre distribuées vers I’ensemble de 1’organisme pour atteindre les cellules

cancéreuses. Une minorité d’entre elles restent dans le foie (Ashkan et al., 2009).

Le 4-OH-CP se transforme en aldophosphamide dans la cellule cible, et produit de
facon spontanée et équimolaire, la moutarde phosphoramide et un dérivé toxique appelé
acroléine (Figure 03) (Michael et al., 2003 ; Ashkan et al., 2009).

moutarde phosphoramide

Pontage d"ADN

Figure 03 : Voies métaboliques du CP (Ashkan et al., 2009 ).

La voie d’élimination rend soit le CP ou ses métabolites primaires sous forme inactive

(Figure 04), par I’intermédiaire des enzymes spécifiques de fagon irréversible au niveau
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hépatique, principalement (Milly et al., 2005; Ashkan et al., 2009 ). En effet, au niveau du
foie le CP peut étre inactivé par la CYP3A4 en 2-dechloroethylcyclophosphamide et en
chloroacetaldehyde (5%). Par la suite, le 4-OH-CP peut étre oxydé et inactivé par une Alcool
déshydrogénase (ADH) en 4- kéto-cyclophosphamide (Milly et al., 2005).

L’aldophosphamide est transformée en carboxyphosphamide par 1’aldéhyde
déshydrogénase (ALDH) (Ashkan et al., 2009) , localisée au sein du cytosol des cellules
hépatiques saines et faiblement dans les autres organes sains. L’ensemble de ces métabolites

inactivés est majoritairement éliminé dans les urines (Milly et al., 2005).

H H
| |
0 4 0
Cl—CH,—CH,  \ N Ho\ N
— E — — +
/N P\ /N P\ Cl—CH; —CH=0
Cl—CH,;—CH, o Cl—CH,;—CH, o]}
Cyclophosphamide 2-Dechloroethylcyclophosphamide Chloroacetaldehyde
" on W
o} Q
Cl—CH,—CH, _ \\ ,N Cl—CH;—CH, '\ N
N—P E—— N —P
—eH—cn” D s \
Cl—CH,—CH, 0 Cl—CH;—CH, 0

4-Hydroxycyclophosphamide

|

4-Ketocyclophosphamide

H: o H: ©
o |/ 0 ,14 o
CI—CH,—CH, =\ N CI—CH,—CH, = \\ ,
N—P — N—P
i A\ ~ N
Cl—CH,—CH, o Cl—CH;—CH, 0
Aldophosphamide Carboxyphosphamide

Figure 04 : Voies d’élimination du CP (Milly et al., 2005).
1.1.6.2- DEVENIR DES METABOLITES ACTIFS DU CYCLOPHOSPHAMIDE

Le métabolite actif, moutarde phosphoramide, subit une derniere biotransformation en
nitrogéne moutarde responsable de 1’effet anti-néoplasique, par une réaction de désamination

oxydative, au sein des cellules cancéreuses (Ashkan et al., 2009; Anu, 2010). Par la suite,
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I’alkylation des deux guanines sur le double brin d’ADN, par le nitrogéne moutarde se

déroule en deux étapes :

» L’activation : elle consiste a la libération de 1’atome de chlore dans le premier bras
(chloroéthyl) et formation dans le méme bras par la suite, une cyclisation cationique
appelée ion azridinium, qui est un intermédiaire réactif.

» L’attaque : I’ion aziridinium cationique alkyle I’azote numéro 7 de la guanine du

premier brin d’ADN (figure 05) (Anu, 2010).

HESEE Nuc, nucleophile
N—_-Ns - NH,
j Guanine e ey
7 N _Cl cCIF 5 __ Guanine - ”_E:Gguamne. G. c
RN -F —Aop Nd —or N R—NQ=——> [-C N_G-
~ el S =6l \ea ¢l N Nuc | w2
~Ni Cation _ Ci -
Nitrogene moutarde Aziridinium
Cyclisation intramoleculaire Pontage d"ADN

Figure 05 : Mécanisme d’alkylation du nitrogéne moutarde dans I’ADN (Ashkan et al .,
2009).

Ces deux mémes étapes se répetent pour le second brin du méme ADN aboutissant a la
formation d’un pont intracaténaire. Par la suite, cette alkylation rend les guanines chargées
positivement, conduisant & une déstabilisation et formations des sites apuriniques (Ashkan et
al., 2009).

L’acroléine, ce second métabolite, est un aldéhyde a, B insaturé, trés é€lectrophile
réagit par réaction de Michael avec de nombreuses molécules nucléophiles dans les conditions
physiologiques et responsable de la majorité des effets toxiques. Parmi les groupements
nucléophiles les plus visés, les nucléotides d’ADN, d’acide ribonucléique (ARN) ou bien les

acides aminés des protéines (INRS, 2015).

L’acroléine se fixe sur I’ensemble des bases azotées par une fréquence de 1 pour 1 000
nucléotides, dont la guanine est la plus exposée, car elle est plus nucléophile que les autres
bases. Elles forment par la suite le a-hydroxy-1, N*-propanodésoxyguanosine (a-OH-Acr-dG)
(5%) ou bien son isomére le y -hydroxy-1, N®-propanodésoxyguanosine (y-OH-Acr-dG)
(95%) (Figure 06) (Hisang et al., 2009).
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Figure 06 : Mécanisme de formation du y-OH-Acr-dG par ’acroléine (Hisang et al., 2009).

Hisang et ses collaborateurs (2009) ont démontré que y-OH-Acr-dG provoque des
mutations de type transversion de guanine a la thymine (50%) et des transitions de guanine a
I’adénine (30%).

L’acroléine se lie aussi linéairement avec la guanine pour donner le N-(3-oxopropyl)-
désoxy guanine, qui forme d’une fagon permanente une liaison hydrogeéne avec la cytosine et

se fixe en méme temps avec un peptide ou une protéine (Figure 07) (Irina et al., 2009).
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Figure 07 : Liaison du N2-(3-oxopropyl)-desoxy guanine avec une cytosine et un peptide
(Irina et al., 2009).

Parmi ces conséquences, on note la diminution de I’activité des ADN polymérases
(Munsch et al., 1973 ; Irina et al., 2009) et les ARN polymérases (Munsch et al., 1973),
I’inhibition de I’expression de la protéine p53, par formation des adduits cycliques de guanine
sur les points chauds du géne qui sont les codons 152, 154, 156, 157, et 158 de I’exon 5 ; les
codons 248 et 249 de I’exon 7 et les codons 273 et 282 de I’exon 8 (Feng et al., 2006).

——
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L’acroléine réagit aussi avec les groupements nucléophiles thiol de la cystéine, amine
de I’arginine et de lysine. Cette derniére subit une seconde réaction répétée pour former apres
¢limination d’une molécule d’eau et cyclisation du groupement carbonyle, le N €-3-formyl-
3,4-dehydropropiperidino lysine (FDP lysine) (Figure 08). Elle réagit aussi avec le sélénium
de I’acide aminé sélénocystéine (Charles et al., 2011) et le noyau imidazole de I’histidine
(Jan et Claudia, 2008). Par conséquence, les protéines ciblées par 1’acroléine, via

I’intermédiaire des acides aminés sont altérées.

!
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Figure 08 : Liaison de 1’acroléine avec la cystéine, arginine et la lysine (Jan et Claudia,
2008).

Le tableau I résume 1’impact de I’acroléine sur les activités des protéines touchées.

]
llj
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Tableau I : Impact de ’acroléine sur différentes protéines.

Protéine ciblée Effet d’acroléine sur la Conséquences Réf
protéine
Les histones | Fixation de I’acroléine sur | Inhibe I’acétylation des histones. B
H3 et H4 les  lysines  N-terminal | Perturbe 1’assemblage des nucléosomes, | ._ &
cytosolique. I’organisation de la chromatine et la g <
transcription. ) T;S—
Les protéines | Fixation de I’acroléine sur | Changement de la conformation des protéines, ce
responsables de | les résidus cystéines, | qui permet leurs inactivations et dégradations par E S
la  réparation | histidines, lysines. les proteasomes par ubiquitination. 50
d’ADN de type Accumulation des mutations dans I’ADN. =
NER,  BER, 2
MMR — o
La Cu, Zn-| Fixation d’acroléine sur les | L’inactivation et la réticulation de cet
super  oxyde | histidines qui forme le site | antioxydant. ’0‘_5"
dismutase, actif (His46, 48, 63,120) et | La libération du Cu et du Zn dans le cytosol et la | &
(Cu, Zn-SOD) | histidine portant le Cu et le | non transformation de I’anion superoxyde en | &
Zn par un cluster bi caténaire | peroxyde d’hydrogéne, ce qui favorise le stress §
(His 63). oxydant. ~
La glutathion | Formation d’adduit entre | L’inactivation de cet antioxydant. -
peroxydase I’acroléine et le groupement | Accumulation du pyroxyle d’hydrogéne dans le | ®
(GPxy) sélénium cofacteur la | cytosol mitochondrial et apparition du stress | &
Sélénocystéine. oxydant. T
Formation d’adduit entre § <
I’acroléine et les cystéines S
périphériques. —~ N
La glutathion | Formation d’adduit entre la | L’inactivation de cet antioxydant et son |
(GSH) cystéine et I’acroléine. ¢limination dans 1'urine sous forme d’acide
mercapturique. <
La diminution de la concentration de cette c 'g =
protéine dans 1’organisme et apparition du stress 8 83
oxydant. — 0O«
Le complexe | I’acroléine se fixe dans le | Modification et disfonctionnement total de la | =
enzymatiques complexe V (ATP synthase) | mitochondrie. <
mitochondriale | sur les résidus cystéines 294 'g =
\Y/ (ATP | de la chaine o, 78 de la Es 883
synthase) chaine vy, 239 de la chaine B. 0O«
Kelch-like Formation d’adduits entre les | La libération du NRF, du cytosol par son | -
ECH- différentes cystéines, mais | détachement du Keapl, son entrée dans le noyau | ©
associated principalement la cystéine | et sa fixation sur 1’élément de réponse 3
protein 1 151 et I’acroléine. antioxydant. O
(Keapl) L’expression de la GST et provoque | &
I’inactivation des métabolites du =
cyclophosphamide et inhibition de concentration § S
la GSH cellulaire. —
Le systeme | L’acroléine forme un adduit | Perte de fonctionnalité de la trxR et trx.
thioredoxine avec la Sélénocystéine de la | Oxydation et Inhibition de [Pactivité de
thioredoxine (trxR) réductase | peroxydoxine car elle ne sera pas réduite par la E,T
en position 498, et la | trx et accumulation du peroxyde d’hydrogéne. I
cystéine de la thioredoxine | La dissociation de la protéine apoptose signal =
(trx) en position 62et 69. regulation kinase (ASK) de la trx dans le cytosol, | =
par la suite, la non réduction de la cystéine 62 de | g
la sous unité p50 de la protéine NFKB par la trx | =
la rend inactif, ce qui oriente la cellule vers | &

I’apoptose.

——
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La perte des protéines responsables de la réparation d’ADN muté, ’altération des
protéines antioxydantes enzymatiques et non enzymatiques, ainsi que 1’accumulation du stress
oxydant provoqué par cet aldéhyde toxique, au sein d’une cellule saine, réorientent cette
derniére vers une cancérisation secondaire. D’ou la nécessité de rechercher d’autres molécules
naturelles a effets anticancéreux et protecteurs, aux moindres effets secondaires évitables lors

d’une chimiothérapie.
1.2- PHYTOTHERAPIE

La phytothérapie consiste en 1’usage des plantes pour la prévention ou le traitement
des maladies. Elle est, aujourd’hui encore, la médecine la plus employée a travers le monde.
En effet, les médicaments de synthese entrainent dans I'organisme humain des désordres, qui
ne sont pas toujours prévisibles ni controlables allant jusqu’a aboutir parfois a I’apparition de
cancer secondaire. Plusieurs chercheurs se sont orientés vers les plantes médicinales et a
I’exploitation de leurs substances naturelles, qui sont mieux tolérées par l'organisme Les
plantes sont utilisées en médecine depuis des millénaires dans le traitement de nombreuses
maladies, telles que : diarrhée, toux, fortes migraines. En outre leur utilisation dans le
traitement du cancer est aussi trés répandue, a ’instar de la vinblastine et de la vincristine, qui
sont des alcaloides extraits de Catharantus roseus, encore appelé pervenche de Madagascar
(Ernest et Catling, 2000).

Les propriétés anti cancéreuses des plantes sont dues, en majeur partie, a leurs
métabolites secondaires qui sont : les alcaloides, les flavonoides, les huiles essentiels, les
polyphénols et les tanins. Ces derniers sont repartis entre les différentes parties de la plante a
savoir les racines, les écorces ainsi que les feuilles ou ils sont majoritaires en général.
(Abdelwahed et al., 2006; Hertzog et Tica 2012; Taylor et al., 2014; Farhan et al., 2016).

Le tableau Il illustre quelques exemples de plantes médicinales possédant des propriétés anti

cancereuses, vis-a-vis, du CP ainsi que leurs mécanismes d’action probables.

——
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Tableau 11 : Plantes médicinales et leurs modes d’actions sur le CP

Plante Dose Molécules Mécanismes d’action | Réf
mg/kg Bioactives
Genre citrus 200 Hesperidine Forme des adduits avec -
I’acroléine. AN
3T 9
SRS
Ginkgo biloba 200 Flavonol Les favonols inhibent
glycosylée compétitivement la @ —_
CYP 2BS. X 3
NS
Camellia 250 et 500 | Acide gallique Pi¢gent 1’acroléine et
Sinensis et empéche le passage de | < &
les dérivés I’acroléine a travers les s %
galloyls. membranes T =
cytologiques. —~ ©
Vaccinium 20et 80 Anthocyanes Les tannins sur exprime
corymbosum la MGMT enhancer T
pour éliminer S5<s9
I’alkylation de "ADN. | & 8 &
Sanguisorba 20 Tannins Agit sur la CYP 2B1
Radix comme inhibiteur @ -
compétitif. ST
X8
Cymbopogon 80 Les mono Inhibe les cassures S
citratus terpenes d’ADN consécutives a '§ §
la fixation de 3
I’acroléine. > T
e s
Eucalyptus Acide ellagique | Inhibe les cassures -
globulus d’ADN consécutives a | @
- la fixation de E
I’acroléine. g .
S 9
IR
Aegle marmelos | 200,400 marmelosine Inhibition des espéces
et 600 réactives formeées par le | .
CP. P
g
££8
S5 59
Qg

14
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Pistacia lentiscus est I’'une des plantes medicinales, caractéristique du bassin
méditerranéen, a suscité 1’intérét de plusieurs chercheurs, via le monde, concernant la
caractérisation phytochimique de ses constituants, ainsi que la validation scientifique de ses
différentes propriétés biologiques, néanmoins aucune étude n’a été réalisée afin d’évaluer son

effet géno-protecteur.
1.3- DESCRIPTION BOTANIQUE DE PISTACIA LENTISCUS
1.3.1- DESCRIPTION

Pistacia lentiscus est un arbuste appartenant a la famille des Anacardiacées. Cet
arbuste ne dépassant guére les 2.5 a 3 m de hauteur et peut vivre jusqu’a 100 ans. Il se
distingue par son abondance en substance résineuse, a odeur forte et désagréable (Bernard et
Boullard, 1997).

C’est un dicotylédone caractérisé par une écorce rougeétre sur les jeunes branches et
vire au gris avec le temps. Quand on incise I'écorce, la plante laisse s"écouler une résine
irritante non colorée, a odeur forte. Les branches tortueuses et pressées et forment une masse
serrée. Les feuilles de leur part, sont persistantes, composées, possédant un nombre pair de
folioles (4 a 10) d'un vert sombre, elliptiques, obtuses, luisantes en dessus, glabres, coriaces et
dont le pétiole est bordé d'une aile verte (figure 09). Quant aux fleurs, elles sont unisexuées
d’environ 3 mm de large se présentent sous forme de grappe et trés aromatiques, forment des
racemes de petite taille & l'aisselle des feuilles. Les fleurs femelles sont vert jaunatre et les
fleurs males sont rouge foncé. Enfin, le fruit est une baie globuleuse de 2 a 3 mm,
monosperme, remplie par nucléole de la méme forme, d’abord rouge, il devient brunatre a sa

maturité en automne (figure 09) (More et White, 2005).
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Figure09 : Photographies originales des feuilles, fruits et branches de Pistacia lentiscus.
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1.3.2- CLASSIFICATION TAXONOMIQUE

La taxonomie de Pistacia lentiscus est présentée ci-dessous (Yaaqobi et al., 2009) .

Regne : Plantae
Embranchement : Magnoliophyta
Ordre : Sapindales

Famille : Anacardiaceae
Genre : Pistacia

Espece: Pistacia lentiscus.
Nom Binomial : Pistacia lentiscus L

1.3.3- DISTRIBUTION

Pistacia lentiscus est une plante qui pousse généralement de maniere sauvage dans les
régions arides. Cependant elle fait partie de la flore de nombreuses régions méditerranéennes
(figure10) (Castola et al., 2000). En Algérie elle est localisée dans les maquis et garrigues,
précisément dans le bassin de la Soummam, en association avec le pin d’Alep, le chéne vert et

le chéne liege (Belhadj, 2001).

) -

Algérie

- Pistacia lemtiscus L. \:'I'-__\_
.

Figure 10: Distribution de Pistacia lentiscus autour du littoral méditerranéen (Seigue, 1985).

1.3.4- UTILISATIONS

Les utilisations de Pistacia lentiscus sont diverses et variées ; entre autre son bois est
trés apprécié en ébénisterie pour sa robustesse. Par ailleurs, I’huile essentielle, extraite a partir
de ses différentes parties, est utilisée en aromathérapie et phytothérapie pour ses propriétés
décongestionnantes, prescrites aussi pour traiter les problémes veineux, dont les hémorroides.
Aussi, I’huile du fruit comestible est couramment utilisée pour 1’alimentation, 1’éclairage ainsi

que dans la confection de savons (Seigue, 1985).

——
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Ses parties aériennes sont utilisées traditionnellement dans le traitement de

I’hypertension, grace a ses propriétés diurétiques (palevitch et Yaniv, 2000).

De plus, les feuilles sont utilisées dans le traitement de 1’eczéma, la paralysie, la
jaunisse, I’asthme, les infections de la gorge et les calculs rénaux. Elles ont également des

propriétés anti inflammatoires et antipyrétiques (Villard et al., 1987).

Le mastic, de sa part, est utilis¢é contre les douleurs du haut de 1’abdomen, la
dyspepsie et les ulcéres digestifs. Dans la médicine moderne, il trouve son application dans le
traitement de 1’ulcere duodenal (Villard et al., 1987). Il est connu également par son effet
analgésique, antibactérien, antifongique, antioxydant, antithérogenique, expectorant,
stimulant, diurétique et spasmolytique (Abdel Rahman et Soad, 1975; Magiatis et al., 1999;
Dedoussis et al., 2004; Prichard, 2004).

1.3.5- COMPOSES PHYTOCHIMIQUES ET ACTIVITES BIOLOGIQUES

Plusieurs études menées sur les différentes parties de Pistacia lentiscus ont révélé la
présence de nombreuses molécules présentant des activités biologiques bénéfiques. Le tableau

[11 illustre quelques-unes d’entre elles.

——

]
171



CHAPIIRE I

REVUE BIBLIOGRAPHIQUE

Tableau 111 :Composés retrouvés chez Pistacia lentiscus et leurs activités .

Composé Structure Moléculaire Classe Activités biologiques Références
Acide COOH Acide phénolique | Anti oxydant (Abdelwahed et
Gallique Anti mutagénique al., 2006 ;

Anti inflammatoire Bhouri et al.,
2010)
HO OH
OH
Acide Di oo Acide phénolique | Anti oxydant (Bhouri et al.,
gallique o Anti génotoxique 2010)
B ‘OH
i OH
OH
Acide 3,4,5- Y Tannin gallique Anti tumorale (Parker etal.,
Tri-O-galloyl . A 1989)
Quinic o~ J/J\ON {Y\UJ\(\\,_OH
o N 8" \f/f\‘ou
OH J////‘\ bH
HO \l\oﬂ
1,2,3,4,6- " Tannin gallique Anti oxydant (Abdelwahed et
Pentagalloyl “";Qfo on Anti mutagénique al., 2006)
Glucose o ! : o
HO o, OH
H(')/@\II
OH H o
OH
catéchine @EJOH Flavan-3-ol Anti oxydant (Claudia et al.,
. . . 2011 ;
. H Génotoxique Farhan et al.,
Anti génotoxigue 2016)
OH Anti cancéreuse
Delphinidin- anthocyanidine Anti génotoxique (Taylor et al.,
3-Oglucoside Anti cancer 2014)
Anti oxydant
Anti inflammatoire
Quercétine flavonol Anti oxydant (Hertzog et Tica

Anti inflammatoire
Anti cancer
Génotoxique et anti

génotoxique

2012)
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Par référence a ces différentes activités et vue que peu d’études ont été rapportées sur
I’activité anti-cancéreuse de cette plante, notre intérét s’est porté sur 1’é¢tude de ses effets
génoprotecteurs, vis a vis, du cyclophosphamide, qui est une molécule trés utilisée en

chimiothérapie du cancer et dont les effets secondaires sont sans précédents.
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II- MATERIEL ET METHODES
11.1- MATERIEL
11.1.1- MATERIEL VEGETAL

Les feuilles et les écorces des racines de Pistacia lentiscus (Figurell) ont été récoltées
et échantillonnées, aux mois de juin et octobre, respectivement, durant I’année 2013, dans la

région de Barbacha, située au Sud de Bejaia, loin de tout impact de pollution.

Figure 11 : Photographies des feuilles et des ecorces des racines de P.lentiscus.

11.1.2- ANIMAUX TRAITES

Des souris albinos NMRI (Naval Medical Research Institute), males et femelles, dont
les poids varient entre 25 et 32g et agées de 6 semaines, ont été utilisées pour étudier ’activité
génotoxique et antigénotoxique des extraits éthanoliques des feuilles et des écorces des
racines de Pistacia lentiscus. Ces souris ont été obtenues, a partir de 1’Institut Pasteur
d’Alger, leurs élevages et I’expérimentation ont été¢ effectués et réalisés, au sein de
I’ Animalerie de 1’université A. Mira de Bejaia (Figure12). Ces animaux ont été mis sous des
conditions de température ambiante (25-27°C) et un cycle de lumiere, sous forme d’un
éclairage artificiel de 12 heures par jour, dans le but de respecter leurs cycles biologiques.
Elles ont été placées dans des cages de polypropylene, contenant des biberons remplis d’eau
potable et nourris & volonté, a base de 1’aliment standard de type bouchon (UAB EL KSEUR
BEJAIA).

——
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Figure 12 : Photographies des souris au niveau de 1’animalerie de I’université de Bejaia.
11.1.3- PRODUITS CHIMIQUES
Les matériels chimiques utilisés dans cette étude sont décrits ci-dessous :

- Acide acétique, Colorant Giemsa, Carboxymethyl cellulose (CMC), Cyclophosphamide
monohydrate, Ethanol 96%, Xyléne (Sigma Aldrich, Etats-Unis).

-Chloroforme, Colchicine, Méthanol (Biochem Chemopharma, Québec).
-Chlorure de Potassium (KCL) (PRS Panreac, Espagne).

-Eurokitt 200ml (EMMONYA BIOTECH Ltd, Bulgarie).

-Huile d’immersion (Carl Zeiss, Allemagne).

11.2- METHODES

11.2.1- SECHAGE BROYAGE ET TAMISAGE

Les feuilles et 1’écorce des racines de P.lentiscus ont été nettoyees des impuretés, puis
séchées a I’ombre et a une température ambiante. Par la suite avant 1’étape de broyage, les
deux parties ont été séchées dans 1’étuve (37C°), afin d’éliminer I’humidité restante. Les deux
parties de la plante ont été broyées a 1’aide d’un broyeur électrique, puis tamisées via un

tamiseur pour obtenir une poudre fine, qui a été stockée a labri de la lumiére a 4°C .

21
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11.2.2- EXTRACTION ET PREPARATION DES EXTRAITS ETHANOLIQUES

Une extraction solide-liquide a été réalisée selon le protocol de Atmani et ses
collaborateurs (2009). Les deux parties de la plante, P.lentiscus, sous forme de poudre fine
ont été macérées séparément dans éthanol (95%), avec un rapport de 1g de poudre pour 4 ml
d’éthanol pendant 24 h sous agitation. Apres décantation, les surnageant ont été filtrés et mis a
évaporation totale dans les boites de pétri a I’intérieur de I’étuve a une température de 40°C,
jusqu'a stabilisation compléte du poids sec. Les deux extraits éthanoliques obtenus ont été

conservés a -20°C, jusqu'a I’utilisation (Figurel3).

Figure 13 : Differentes étapes de préparation des extraits éthanoliques des feuilles de
P.lentiscus (original).

Avant I’expérimentation cytogénétique, trois concentrations des extraits de feuilles et
écorces des racines ont été prépares, a savoir 250, 500 et 1000 mg de I’extrait sec dans 10 ml
d’une solution du carboxy methylcellulose (CMC) a 0.8% a 1’aide d’un sonicateur et conservé

a 4°C (Figurel4).

Figure 14 : Etapes de la solubilisation des extraits éthanoliques (original).
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11.2.3- EVALUATION DE LA GENOTOXICITEE DES EXTRAITS DES FEUILLES
ET DES ECORCES DES RACINES DE P.LENTISCUS

11.2.3.1- ADMINISTRATION DES EXTRAITS ETHANOLIQUES

L’étude génotoxique a été effectuée, selon le protocole établit par Preston et ses
collaborateurs (1987). Les souris ont été divisées en 6 groupes. Chaque groupe a été réparti

en deux lots de six souris males et six souris femelles. Les différents traitements réalisés sont

résumés dans le tableau suivant.

Tableau IV : Tableau récapitulatif des différents traitements réalisés sur les souris.

Groupes

Administration orale

Injection intra-péritonéale

Groupe 1

(ttmoin négatif)

CMC (0.8 %).

Eau distillé stérile

Groupe 2
(témoin positif)

CMC (0.8 %)

CP (50mg/kg).

Groupe 3

(geénotoxicite 1)

250 mg/kg des extraits
éthanoliques des feuilles ou
écorce des racines de P.

lentiscus .

Eau distillé stérile

Groupe 4
(génotoxicité 1)

500mg/kg  des  extraits
éthanoliques des feuilles ou
écorce des racines de P.

lentiscus

Eau distillé stérile

Groupe 5

(génotoxicité 111)

1000mg/kg  des  extraits
éthanoliques des feuilles ou
écorce des racines de P.

lentiscus

Eau distillé stérile

Groupe 6

(anti génotoxicite)

250 mg/kg des extraits
éthanoliques des feuilles ou
écorce des racines de P.

lentiscus

CP (50 mg/kg).

——
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Les souris ont été gavées avec les différentes concentrations des extraits ethanoliques
des feuilles et des écorces des racines de Pistacia lentiscus, pendant 7 jours consecutifs. Au
dernier jour, les souris ont recu par voie intrapéritonéale le cyclophosphamide (50mg/kg),
pour les groupes temoins positifs et antigenotoxiques, tandis que les autres groupes de souris,

I’injection est faite a I’aide de 1’eau distillée stérile (Figurelb).

Figure 15 : Photographie originale de gavage d’une souris.
11.2.3.2- SACRIFICE ET EXTRACTION DE LA MOELLE OSSEUSE

Au huitiéme jour, et a 24 heures aprés I’injection du CP, les souris ont été injectées par
une solution de colchicine (4mg/kg), par voie intrapéritonéale et les souris ont été sacrifiées,

par dislocation cervicale, apres 1 h 30 (Figurel6).

Figure 16 : Photographies originales d’une injection IP et d’une dislocation cervicale.

Par la suite, les deux fémurs ont été prélevés, et la moelle osseuse a été extraite et mise
dans un tube contenant 8ml de KCI (0.56%), a 37°C. Les tubes ont été incubés durant 30 min,

puis centrifugés pendant 10min, a 1400 rpm. Le surnageant a été éliminé et le culot a été
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suspendu une deuxiéme fois dans 5ml du fixateur de Cornoy (Methanol, acide acetique, 3 :1)

et conserveés a 4°C (Figurel?).

Figurel? : Photographies originales des étapes d’extraction du fémur.

11.2.3.3- FIXATION ET COLORATION DES LAMES

Au neuviéme jour, les tubes ont été centrifugés deux fois, avec renouvellement du
fixateur. Le culot est alors, étalé sur des lames propres et étiquetées. Apres deux heures de
séchage, ces dernieres ont été colorées avec le GIEMSA (10%), pendant 20 min, puis elles ont

été rincées avec de 1’cau distillée, afin d’¢liminer I’excédent de colorant (Figure 18).

Figure 18 : Coloration des lames (original).

Le lendemain, le montage des lamelles a été effectué, en utilisant 1’Eurokitt et du

xyléne (Figure 19).

——
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Figure 19 : Montage des lames et les lamelles (original).

11.2.3.4- EXAMEN MICROSCOPIQUE

Une fois que les lames ont été apprétées, les observations microscopiques des cellules
en métaphases ont été effectuées. En effet, pour chaque souris 50 & 100 métaphases bien
étalées ont été dénombrées et observées au grossissement X40, avec le total des cellules en
interphase et a différents stades de division cellulaire, sur le méme champ de vision (Figure
20). Pour chaque métaphase, I’observation est passée au grossissement X100, en utilisant
I’huile a immersion, afin de révéler les aberrations, de type fragment, gap, cassure,

pulvérisation, association cenromerique, anneau et polyploidie, s’il ya lieu.

Figure 20 : Microscope optique et la métaphase spread observée au G X 40 accompagné des
cellules en interphase (rose foncé, petite) et cellules en divisions (rose clair, grosse)
(Original).
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Les paramétres d’études microscopiques sont les suivantes :

L’indice mitotique (IM) ; ce parametre a été utilisé pour chaque lot, afin d’évaluer la
cytotoxicité du produit .1l se définit comme le nombre de cellules en division sur le nombre

total des cellules dénombrées selon la formule suivante :

Nombre de cellules en divison

IM(%) = 100

Nombre total de cellules dénombrées *

Le pourcentage des cellules aberrantes (PA) est le rapport entre le nombre de cellules
aberrantes, en excluant les lacunes chromatidiques (gap) sur le nombre total des metaphases

dénombrées représenté dans cette formule :

Nombre de cellules aberrantes

PA(%) = 100

= *
Nombre total des métaphases dénombrées

Par la suite, les résultats ont été obtenus et notés dans des fiches. Un nombre de
métaphases dispersées et bien étalées dite « Spread » variant entre 50 et 100 a été fixé pour la

validité de ces parametres.
11.2.4- ANALYSES STATISTIQUES

Tous les résultats sont exprimés en moyennes + 1’erreur standard de la moyenne
(S.E.M). L analyse statistique a été effectuée en utilisant le logiciel GraphPad Prism 5.03, par
I’analyse de la variance (ANOVA), suivi du test de Dunnett et Tukey. Les valeurs a partir de

P<0,05 sont considérees significatives.

——
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I11- RESULTATS ET DISCUSSION

11.1- RESULTATS ET INTERPRETATION

111.1.1- INDUCTION DE LA GENOTOXICITE PAR LE MUTAGENE
11.1.1.1- INDICES MITOTIQUES

Les pourcentages des indices mitotiques des lots de souris traitées avec du CMC
(0.8%) représentants les témoins négatifs (C-) et du CP (50mg/kg) représentants les témoins
positifs (C+) chez les males (M) et femelles (F) sont illustrés dans la figure 21.
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Figure 21 : Histogramme comparatif des pourcentages d’indice mitotique des témoins
négatifs (CMC 0.8%) et positifs (CP 50 mg/kg) exprimes en moyenne £ SEM, (*** P<0.001)

comparé au C- et au (*P <0.001) au C+ via le logiciel de GraphPad prism5 par le test de
Tukey.

Le résultat obtenu par le test de Tukey, n’a montré aucune différence significative
entre les males et les femelles des groupes des témoins négatifs (19%; 18%) et positifs (6%;
6%), par ailleurs, une différence trés hautement significative a été observée entre les groupes
traités par le CMC et le CP (***p<0,001).

111.1.1.2- POURCENTAGES DE CELLULES ABERRANTES

Les pourcentages de cellules aberrantes des lots de souris traitées avec du CMC

(0.8%) représentants les témoins négatifs et du CP (50mg/kg) représentants les témoins
positifs sont illustrés dans la figure 22.

——
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Figure22 : Histogramme comparatif des pourcentages des cellules aberrants des témoins
négative (CMC 0.8%) et témoin positif (CP 50 mg/kg) exprimés en moyenne + SEM, (***
P<0.001) comparé au C- et au (*"P <0.001) au C+ via le logiciel de GraphPad prism5 par le
test de Tukey.

Les pourcentages des cellules aberrantes des témoins positifs (63% ; 70%)
comparativement a ceux des témoins négatifs (13% ; 17%) sont tres hautement significatifs
(*** P<0.001), en outre les pourcentages des males et femelles du méme contrdle ne montrent

aucune différence significative.

111.1.1.3- TYPES ET FREQUENCES DES ABERRATIONS CHROMOSOMIQUES

Les différents types et fréquences des aberrations chromosomiques observées chez les
témoins négatifs et positifs sont illustrées dans le tableau V.
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Tableau V : Différents types et fréquences des aberrations chromosomiques chez les deux

témoins négatif et positif.

Différentes aberrations chromosomiques PA%

Lots Sexe | Métaphase Gap Anneau Fragment Del. Ass . | Pulvérisation | Polyploidie >+ >-
chrom cent Gap Gap

Q 50 9 1 3 0 1 0 0 22 12

C 50 9 1 3 1 0 0 0 22 10
80 13 7 81 2 15 2 6 87 83

) 100 7 3 33 8 0 0 5 19 16

50 1 1 1 2 0 1 18 12

100 14 5 34 13 4 0 0 17 11

50 15 1 2 1 1 0 1 26 11

100 11 4 11 9 2 0 0 28 19

Q 100 15 23 182 82 5 10 0 75 71

100 22 0 67 43 9 1 0 49 48

C+ 100 56 4 151 97 8 7 0 76 70
100 13 7 81 15 2 68 0 87 83

80 13 7 81 2 15 2 0 87 83

&) 100 41 36 12 60 12 8 2 75 69

84 15 8 27 0 1 6 2 70 52

100 8 10 96 33 7 5 0 71 70

100 6 1 6 3 8 1 0 77 59

Les résultats de ce tableau nous informent tout d’abord sur une faiblesse des
pourcentages d’aberrations chromosomiques des groupes témoins négatifs avec une moyenne
13% comparé au groupes de témoins positifs d’une moyenne de 62%. Nous remarquons
également une fréquence considérable des fragments comparé aux autres aberrations et qui est
plus marquée dans les témoins positifs. Les délétions chromosomiques et pulvérisations sont
plus accentuées chez les femelles des groupes positifs. Les aberrations de types polyploidies
et associations centromériques sont tres faibles ; par contre celles de type de Gap et anneau

sont moyennement observées.
111.1.2- EVALUATION DE LA GENOTOXICITE DES FEUILLES DE P.LENTISCUS
111.1.2.1- INDICES MITOTIQUES

Les résultats des pourcentages des indices mitotiques des lots de souris traitées par les
différentes doses d’extraits des feuilles de Pistacia lentiscus (PF) sont représentés dans

I’histogramme de la figure 23.
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Figure 23 : Histogramme représentatif des pourcentages des indices mitotiques des extraits
des feuilles de P.lentiscus de 250, 500,1000mg/kg chez les males et femelles exprimés en
moyenne + SEM, (*** P<0.001) comparé au C- et (**P <0.001) au C+ via le logiciel de
GraphPad prism5 par le test de Dunnett.

Les résultats des pourcentages des indices mitotiques des différents extraits de 250
(23% ; 23%), 500 (22%; 20%) et 1000mg/kg (16%; 16%), des feuilles de P.lentiscus ne sont
pas significatifs vis-a-vis du témoin négatif (19%; 18%), mais trés hautement significatif vis-
a-vis du témoin positif (6%; 6%) (**P <0.001) pour les groupes 250,500mg/kg et hautement
significatif pour les doses de 1000mg/kg (**P <0.005).

111.1.2.2- POURCENTAGES DES CELLULES ABERRANTES

Les pourcentages des cellules aberrantes obtenus par les différentes doses des extraits

des feuilles de P.lentiscus sont représentés dans la figure 24.
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Figure 24 : Histogramme représentatif des pourcentages des cellules aberrantes des extraits
des feuilles de P.lentiscus de 250, 500,1000mg/kg chez les males et femelles exprimés en
moyenne + SEM, (*** P<0.001) comparé au C- et (**P <0.001) au C+ via le logiciel de
GraphPad prism5 par le test de Dunnett.

Les résultats obtenus lors de cette étude statistique démontrent que les pourcentages
des cellules aberrantes des différentes doses de 250 (16%; 11%), 500 (19%; 9%) et
1000mg/kg (12%; 9) des feuilles de P.lentiscus ne présentent pas de différences significatives
vis-a-vis des témoins négatifs (13%; 17%) , par contre ils montrent une différence tres
hautement significative par rapport au témoin positif (63%; 70%) (**P <0.001).

111.1.2.3- TYPES ET FREQUENCES DES ABERRATIONS CHROMOSOMOQIES

Les résultats des différents types et fréquences des aberrations chromosomiques

induites par les doses de P.lentiscus sont représentés dans le tableau VI.
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Tableau VI : Différents types et fréquences des aberrations chromosomiques provoquée par

les feuilles de P.lentiscus.

Différentes aberrations chromosomiques PA %

Dose Met. Gap | Anneau Fragment Del. Ass. | Pulvérisation | Polyploidie | Y + > -
mg/kg Sexe | spread chrom | cent Gap Gap

50 5 1 2 1 1 0 1 11 6

250 Q 50 3 1 3 1 1 0 0 19 8
a 54 1 1 5 0 2 0 4 24 22

50 8 1 3 1 1 0 0 22 10

- - - - - 0 0 0 -

Q 100 7 3 5 4 1 0 1 19 8

500 92 2 2 3 1 0 0 0 8 7
50 4 1 1 2 1 0 2 22 14

IS 100 3 0 8 2 2 0 1 16 14

68 2 1 9 2 2 0 1 23 21

50 0 1 10 1 2 0 2 34 34

Q 56 4 3 4 5 3 0 1 14 10

62 2 1 2 2 0 0 0 12 8

1000 91 3 2 2 1 1 0 0 15 10
IS 100 2 2 2 2 0 0 2 17 11

50 6 3 4 2 2 0 0 16 12

A premiére vue, de faibles pourcentages d’aberration chromosomique sont & noter

avec une moyenne tournant au tour de 20%. Les fréquences des différentes aberrations sont

également minimes.

111.1.3- EVALUATION DE LA GENOTOXICITE DES ECORCES DES RACINES DE
P.LENTISCUS

111.1.3.1- INDICES MITOTIQUES

Les pourcentages des indices mitotiques des souris traitées par différentes doses des

extraits des écorces des racines de Pistacia lentiscus (PER) sont représentés dans la figure 25.
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Figure 25 : Histogramme représentatif des pourcentages des indices mitotiques des extraits
des écorces des racines de P.lentiscus de 250, 500,1000mg/kg exprimés en moyenne + SEM,
(*** P<0.001) comparé au C- et (**P <0.001) au C+ via le logiciel de GraphPad prism5 par le
test de Dunnett .

Les résultats des indices mitotiques des écorces des racines de P.lentiscus des doses
250 (24%); 500 (20%; 22%); 1000 mg/kg (20%; 22%) représentés dans cet histogramme
montrent des différences tres hautement significatives par rapport au témoin positif (6%; 6%)

(**P <0.001) et non significatives en les comparant au témoin négatif (19%; 18%).
111.1.3.2- POURCENTAGES DES CELLULES ABERRANTES

Les résultats des pourcentages des cellules aberrantes des lots de souris traitées par les
différentes doses des extraits des écorces des racines de P.lentiscus sont représentés dans

I’histogramme de la figure 26.
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Figure 26 : Représentation graphiques des pourcentages des indices mitotiques des extraits
des écorces des racines de P.lentiscus de 250, 500,1000mg/kg exprimés en moyenne + SEM,
(*** P<0.001) comparé au C- et (**P <0.001) au C+ via le logiciel de GraphPad prism5 par le
test de Dunnett .

Le résultat des pourcentages des cellules aberrantes obtenues par les différentes
concentrations des écorces des racines de P.lentiscus a savoir 250 (7%); 500 (19%; 13%);
1000 mg/kg (22%; 18%) a montré une différence non significative face au témoin négatif
(13%; 17%) mais trés hautement significative face au témoin positif (63%; 70%) (P
<0.001).

111.1.3.3 TYPES ET FREQUENCES DES ABERRATIONS CHROMOSOMQUES

Les résultats des observations microscopiques de différents types et fréquences des
aberrations chromosomiques induites par 1’écorce des racines de P.lentiscus sont illustrés

dans le tableau VII.
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Tableau VII : Différents types et fréquences d’aberrations chromosomiques provoquées par

les extraits des écorces des racines P.lentiscus.

Différentes aberrations chromosomiques PA %
Dose Sexe Met — _

mg/kg spread Gap anneau Fragment Del Ass Pulvérisation | Polyploidie >+ > -
.chrom | cent Gap Gap

Q 100 5 2 2 2 1 0 0 13 8

250 100 4 3 5 3 2 0 0 10 9

100 4 2 7 4 0 0 0 12 8

50 3 1 2 1 1 0 0 12 6

Q 100 4 0 5 4 2 0 0 15 11

500 100 4 2 3 3 0 0 0 17 12
100 3 3 4 5 1 0 0 16 13

3 50 2 0 7 9 2 0 0 16 14

50 4 2 10 2 5 0 2 23 21

Q 100 5 3 6 2 1 0 1 14 10

100 5 2 10 4 2 0 0 12 8

1000 100 4 0 5 3 3 0 0 15 10
&) 50 8 2 14 1 7 0 2 24 18

50 10 1 5 0 2 0 0 28 24

des différentes aberrations sont remarquées comme précedemment.

D’aprés le tableau ci-dessus de faibles pourcentages d’aberrations chromosomiques et

111.1.4- EVALUATION DE L’EFFET COMBINE DU MUTAGENE ET LES DEUX
PARTIES DES EXTRAITS DE P.LENTISCUS

111.1.4.1- POURCENTAGES DES INDICES MITOTIQUES

Le résultat des pourcentages des indices mitotiques des souris traitées par les extraits

des feuilles (AGPF) et les écorces des racines (AGPER) de Pistacia lentiscus combiné au

mutagene sont représentés dans 1’histogramme 27.
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Figure 27 : Représentation graphiques des pourcentages des indices mitotiques des extraits
des feuilles et les écorces des racines de P.lentiscus de 250mg/kg combiné a 1’agent mutagéne
sont exprimés en moyenne + SEM, (*** P<0.001) comparé au C- et (P <0.001) au C+ via
le logiciel de GraphPad prism5 par le test de Dunnett .

Le pourcentage des indices mitotiques des extraits de feuilles (25%) et des écorces des
racines (22%; 22%) de P.lentiscus a une dose de 250 mg/kg combiné au mutagéne ne
présentent pas de différences significatives vis-a-vis du témoin négatif (19%; 18%), par contre
ils montrent une différence trés hautement significative par rapport au témoin positif (6%;
6%) ("P <0.001).

111.1.4.2- POURCENTAGES DES CELLULES ABERRANTES

Les pourcentages des cellules aberrantes des souris traitées par les extraits des feuilles
et les écorces des racines de Pistacia lentiscus combiné au mutagéne sont représentés dans la

figure 28.
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Figure 28 : Représentation graphiques des pourcentages des cellules aberrants des extraits des
feuilles et écorces des racines de P.lentiscus de 250mg/kg combiné au mutagéne qui sont
exprimés en moyenne + SEM, (*** P<0.001) comparé au C- et (**P <0.001) au C+ via le
logiciel de GraphPad prism5 par le test de Dunnett .

Les pourcentages des cellules aberrantes chez les souris traitées avec des extraits des
feuilles (53%) est des écorces des racines (64%; 60%) de P.lentiscus, a 250mg/kg, en
association avec I’agent mutagéne, sont nettement supérieurs (*** P<0.001), par rapport aux
témoins négatifs (13%; 17%) , et ne présentent aucune différence significative aux taux des
aberrations révélées, par les souris qui ont recu uniquement le cyclophosphamide (63%;
70%). De ce fait, les extraits des deux parties de la plantes n’ont pas pu réduire le taux des

aberrations provoquées par le cyclophosphamide.
111.1.4.3- TYPES ET FREQUENCES DES ABERRATIONS CHROMOSOMOQIES

Les différents types et fréquences des aberrations chromosomiques induites par les
feuilles et les écorces des racines écorces des racines de P.lentiscus combiné au mutagene

sont illustrés dans le tableau VII.
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Tableau VII1: Différents types et fréquences d’aberrations chromosomiques observées chez

les groupes anti génotoxiques des feuilles et des écorces des racines de P.lentiscus.

Lots et

Différentes aberrations chromosomiques

PA%

Doses Sexe Met. — __

(mg/kg) spread lacune anneau Fragment Del.chrom | Ass.cent | Pulvérisation | Polyploidie >+ > -
Gap | Gap

Q 50 0 0 17 0 1 17 0 48 48

AG PF - - - - -

250 - - - - - - - - - -
I3 100 4 3 45 7 1 46 0 55 52

100 4 5 40 12 0 43 0 54 53

100 3 1 27 2 0 39 0 55 53

Q 89 13 4 34 8 1 30 1 51 49

AG PER 71 10 5 58 3 0 30 0 62 60
250 100 5 5 156 4 2 44 0 70 70
&) 50 1 6 23 1 0 24 0 70 68

50 2 0 25 0 0 25 0 68 64

50 0 2 8 0 0 18 0 62 62

En référence au tableau ci-dessus une large augmentation du taux des aberrations

chromosomiques est observée. Une hausse du nombre des aberrations de types fragment et

pulvérisation qui sont slrement dus au mutagéne. Par contre les nombres des autres

aberrations restent toujours dans la méme gamme que les groupes traités avec les extraits

seuls.

Les différentes aberrations chromosomiques observées au grossissement G X 100 dans

les groupes traités par le mutagene combiné aux extraits des feuilles et des écorces des racines

sont représentés dans la figure 29.
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Figure 29 : Photographies originales des différentes aberrations chromosomiques. 1: Gap,
2: polyploidie, 3: Association centromerique , 4: Pulvérisation, 5: Délétion chromosomique,
6: fragment, 7: Anneau.
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I11.2- DISCUSSION DES RESULTATS

La visée principale de cette étude est d’évaluer I’activité génotoxique et anti
génotoxique, par le test des aberrations chromosomiques, des extraits des feuilles et des

écorces des racines de Pistacia lentiscus.

Cette derniere est utilisée en médecine traditionnelle pour traiter I’ulcere, les douleurs
du haut de I’abdomen et I’hypertension. En plus, plusieurs activités biologiques intéressantes
lui ont été retrouvées, notamment antioxydante, anti inflammatoire et anti-tumoral
(Abdelwahed et al., 2006; Remila et al., 2015).

Ces activités ont été attribuées principalement, aux métabolites secondaires de ses
feuilles majoritairement constitués de flavonoides a I’instar de la quercétine et de la catéchine,
d’acides phénoliques représentés par l’acide gallique et ses dérivés galloyls et des
anthocyanes, a savoir la delphinidine (Abdelwahed et al., 2006; Hertzog et Tica, 2012;
Taylor et al., 2014; Farhan et al., 2016).

Cependant Aucun article n’a rapporté 1’étude phytochimique des écorces des racines
de P.lentiscus. L’extraction par 1’éthanol avait comme but d’extraire cette gamme de

composés phénoliques.

Cette étude de la génotoxicité des extraits des feuilles et des écorces des racines de
P.lentiscus a été réalisée par la méthode des aberrations chromosomiques. C’est une méthode
qui permet de détecter les anomalies chromosomiques, au cours de la mitose par examen
microscopique. Elle est sensible vis-a-vis de I’agent mutagéne et permet de déterminer par la
suite, I’'impact génétique de ce dernier sur les cellules de la moelle osseuse de souris.
Comparativement aux autres tests, cette méthode permet d’étudier les effets des molécules qui

peuvent étre métabolisées par 1’organisme (Shelby et Witt, 1995).

L’indice mitotique a été considéré par plusieurs auteurs comme le premier paramétre
indicatif de la cytotoxicité. Sa variation est proportionnelle aux perturbations subies par les
cellules. Il fournit les informations nécessaires sur le pourcentage de cellules en division,
comparées a I’ensemble des cellules a différents stades du cycle cellulaire (Mehnaz et al.,

2010; Amer et Satheesh, 2014).
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En outre, les résultats des pourcentages des indices mitotiques obtenus avec les
témoins négatifs femelles (18%) et males (19%) ont été comparables, a ceux rapportés par

Mehnaz et ses collaborateurs (2010).

Le CP est un agent alkylant, bi fonctionnel et anti néoplasique, activé apres
métabolisation par les hépatocytes. Sa toxicité est due a ses dérivés métaboliques (moutarde
phosphoramide et acroléine), approuvés par plusieurs auteurs (Diana et al., 1995; Milly et al.,
2005; Ashkan et al., 2009).

La moutarde phosphoramide est la principale responsable de I’effet anti néoplasiques,
elle se transforme en ion aziridinum cationique de facon spontanée apres libération du chlore.
Par conséquent, elle se lie a un groupement nucléophile, qui est I’azote N7 de la guanine qui
deviendra par la suite chargé positivement et sera hydrolysé spontanément pour donner un site
abasique .Cette méme réaction se répéte pour le second brin d’ADN, ainsi 1’accumulation
répétitive et rapprochée des sites abasiques dans les deux brins du matériel génétique
provoque des fragmentations (Michael et al., 2003; Ashkan et al., 2009). Cette derniére est

une aberration observée chez toute les souris traitées avec le CP.

L’acroléine, cet aldéhyde insaturé, est formé d’une fagon équimolaire avec la
moutarde phosphoramide. Il est responsable de la majorité des effets secondaires toxiques. Il
possede la capacité de se fixer sur les guanines de I’ADN d’une facon cyclique ou linaire, les
protéines anti-oxydantes enzymatiques et non enzymatiques, notamment la GPX, la SOD et la
GSH et de diminuer I’expression de la p53, ce qui augmente le stress oxydatif. L’ensemble
des effets combinés de [’acroléine provoque 1’accumulation des mutations géniques et

chromosomiques (Jan et Claudia, 2008).

Le CP a diminué¢ d’une maniére conséquente 1’IM, se traduisant par une division
cellulaire tardive (6%), qui sont comparables au résultat de Mehnaz et ses collaborateurs,
(2010). Cette diminution d’IM s’est accompagnée d’une augmentation du taux des aberrations
chromosomiques (62% et 70% pour les deux témoins positifs males et femelles), un résultat

comparable a ceux obtenus par Amer et Satheesh, (2014).

Une légére différence de I'IM a été observée chez les groupes traités avec les
concentrations 1000 mg/kg, des feuilles de Pistacia lentiscus comparativement aux groupes
des controles positifs (*P<0.005), ce qui nous laisse suggérer que cet extrait peut inclure des

métabolites ayant interagit avec les biomolécules cellulaires.
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Parmi ces métabolites secondaires actifs présents dans cette plante, la quercetine, qui
est un flavonol treés reconnue pour son pouvoir anti-oxydanta des faibles doses, qui se
traduisant par le piégeage des ERO, la chélation des métaux toxiques dans 1’organisme, ainsi

qu’a I’expression des protéines antioxydantes, via le NRF2 (Gonzalez et al., 2007).

A de fortes concentrations, elle devient un pro-oxydant, car elle se fixe de fagon
spontanée, a la GSH ou bien aux autres protéines. Suite a cela, elle forme des ERO par
I’intermédiaire de son noyau B et enfin elle inhibe 1’activité de la thymidilate synthétase et de
1I’ADN polymérase (Hertzog et Tica, 2012).

D’autre part, la catéchine (flavanol) est un anti oxydant a potentiel éleve, agit soit
d’une facon directe, en réduisant les ERO, ou bien d’une fagon indirecte, par 1’inhibition de la

libération du NF-kB au noyau (Gonzalez et al., 2007).

La delphinidine, de son coté, est un anthocyane, qui posséde une activité anti oxydante
indirecte, via le NRF2. A 1’état oxydé, elle se fixe sur la GSH et inhibe I’activité¢ de la GST
(Taylor et al., 2014).

Par ailleurs, I’acide gallique et ses dérivés galloyls font parties des acides phénoliques.
Ils posséde une activité antioxydante directe, mais leur particularité est qu’ils ciblent les
électrophiles et ne les laissent pas diffuser dans le cytosol, a travers les canaux physiologiques
(Hour et al., 1999).

Les résultats des indices mitotiques des extraits des feuilles et des écorces des racines
a des doses de 250mg/kg combinées au mutagéne ont montrés qu’il n’y a aucune différence
significative avec les témoins négatifs. Par contre ils ont montrés une différence significative
par rapport au témoin positif (**P <0.001). Cela suggére que les composés phénoliques
présents dans ces deux parties de la plante agissent d’une fagon coopérative vis-a-vis de
I’acroléine et les ERO au niveau cytosolique afin de réduire des ERO, ainsi que les protéines
antioxydantes, d’¢liminer les molécules électrophiles et d’entrainer enfin le captage des

métaux.

Par contre, les effets de ces extraits sur les pourcentages d’aberrations
chromosomiques ne présentent pas de différences significatives, vis-a-vis des témoins
positifs. Cela indique que les extraits n’ont pas protégé le matériel génétique des attaques des

différents métabolites du cyclophosphamide.
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CONCLUSION

La cible principale de notre investigation porte sur 1’évaluation des effets protecteurs
des feuilles et des écorces des racines de Pistacia lentiscus sur la génotoxicité, induite par le
cyclophosphamide, sur les cellules de la moelle osseuse de souris et de ses éventuels effets
génotoxiques. Cette investigation a été réalisée par le test des aberrations chromosomiques.

Le traitement avec le cyclophosphamide (50mg/kg) induit une génotoxicité et une
cytotoxicite accrue, avec une différence significative en comparaison avec le contréle négatif.
Les types d’aberrations chromosomiques fréquemment provoqués, sont les lacunes (gap),

fragments et les délétions chromosomiques.

Le traitement avec les concentrations 250, 500 et 1000 mg/kg des extraits éthanoliques
des feuilles et des écorces des racines de P.lentiscus n’a aucun effet génotoxique, ni
cytotoxique en comparaison avec les témoins positifs et négatifs. Les fréquences des

aberrations chromosomiques sont trés faibles.

Par ailleurs, les traitements antigénotoxiques des concentrations de 250mg/kg des
extraits des feuilles et des écorces des racines de Pistacia lentiscus, en présence du
cyclophosphamide ont exhibé un effet cytoprotecteur contre 1’action de ce dernier et non
génoprotecteur. En effet, les pourcentages d’aberrations chromosmiques sont restés
inchangés, comparés aux groupes de contréle positif, par contre les indices mitotiques n’ont
montré aucune différence significative, par rapport aux groupes du contrdle négatif. Les
aberrations chromosomiques remarquablement observées sont les pulvérisations et les

fragments.

Ces effets cytoprotecteurs seraient principalement dus a ses COMpPOSEs
polyphénoliques, notamment quercétine, delphinidine, catéchine, acide gallique et dérivées

galloyls, connus surtout pour leur forte activité antioxydante.

En perspective, des études compléementaires sont nécessaires pour confirmer cet effet
avec d’autres doses ; ainsi que par d’autres tests, reprendre le test avec plus d’effectifs a
observer et un nombre d’observateurs diversifiés ; déterminer les doses efficaces minimales ;
s’assurer de la reproductibilité des résultats ; élucider les mécanismes moléculaires exacts de

ces métabolites, ainsi que leurs activités prises separément.
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Résumé :

Pistacia lenticus est une plante utilisée traditionnellement dans le traitement de plusieurs maladies : diarrhée,
maux de haut de ’abdomen.

L’objectif de cette investigation est I’évaluation des effets protecteurs des extraits des feuilles et des écorces des
racines de Pistacia lentiscus sur la génotoxicité induite par le cyclophosphamide et de ses effets génotoxiques
probables.

Les extraits éthanoliques des feuilles et des écorces des racines a 250,500 et 1000 mg/kg ont été testés par la
méthode des aberrations chromosomiques. Le cyclophosphamide (50mg/kg) a été utilisé comme contrdle positif
et le carboxy methylcellulose (0.8%) comme contrble négatif.

Les résultats ont montré que les extraits n’entrainaient pas une modification significative des indices mitotiques
et les pourcentages des cellules aberrantes comparés aux témoins négatifs. Par contre, les extraits a 250 mg/kg
associés au cyclophosphamide ont montré une différence significative (*#P<0.001) de I'indice mitotique
comparé aux témoins positifs. De plus, une différence non significative est marquée entre ces derniers et le
pourcentage des cellules aberrantes. Les résultats de ces tests démontrent que les extraits des feuilles et des
écorces des racines non aucun effet cytotoxique ni génotoxique. Par contre la concentration 250mg/kg possede
un effet cytoprotecteur.

Les résultats obtenus de ce travail confirment une fois de plus les effets bénéfiques et cytoprotecteurs de Pistacia
lentiscus.

Mots clés : cancer, cyclophosphamide, Pistacia lentiscus, souris, aberrations chromosomiques.

Abstract:

Pistacia lenticus is a plant traditionally used in the treatment of several diseases: diarrhea, upper abdominal pain.
The aim of investigation is the evaluation of the protective effects of extracts of the leaves and roots bark of
Pistacia lentiscus against genotoxicity induced by cyclophosphamide and its likely genotoxic effects.

The ethanolic extracts from the leaves and roots bark of 250, 500 and 1000 mg /kg were tested by the method of
the chromosomal aberrations. Cyclophosphamide (50mg/kg) was used as a positive control and carboxy
methylcellulose (0.8%) as a negative control.

The results showed that the extracts did not cause a significant change in mitotic index compared and percentage
of the aberrant cells to the negative controls. On the other hand, the extracts with 250 mg/kg associated with the
cyclophosphamide showed a significant difference (*#P<0.001) of the index mitotic compared to the positive
control. Moreover, one non-significant difference is marked between this last and the percentage of the aberrant
cells. The results of these tests show that leaves and roots bark of the extracts did not have any cytotoxic nor
genotoxic effects. However, the concentration 250 mg /kg exhibits a cytoprotective effect.

The results obtained of this work once more confirms the beneficial and cytoprotectives effects of Pistacia
lentiscus.

Key words: cancer, cyclophosphamide, Pistacia lentiscus, mouse, chromosomic aberrations.
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