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Introduction 

 

        Le cancer est l’une des principales causes majeures de mortalité dans le monde, il est défini 

comme une maladie dans laquelle un groupe de cellules anormales croissent de façon incontrôlable 

car elles ont la capacité de développer un certain degré d'autonomie par rapport à des signaux de 

differenciation ou de mort, ce qui entraîne une croissance et une prolifération incontrôlée, selon 

l’OMS le nombre de morts est estimé 12 millions en 2030. En Algerie, plus de 40 mille cas de 

cancer sont enregistrés chaque année [Hamdi cherif et al 2015].  

Le traitement de cette maladie est encroissance lente à cause du coût elevé des thérapies 

anticancéreuses, les effets indésirables des médicaments utilisés et leur mécanisme d’action 

abstrus et peu sélectif, justifient l’orientation à la médecine traditionnelle  qui est parfois la seule 

source de soins disponible et accessible par la pluspart des patients et surtout ceux d’Afrique et de 

l’Asie . 
 

          Les plantes représentent une source inexhaustible et inépuisable de principes actifs, dont 

l'utilisation traditionnelle et médicale est connue depuis des siècles, donc la production de 

nouvelles molécules bioactives purifiées et concentrées est une nécessité pour la lute contre cette 

maladie et son investissement dans une large voie d’application (supléments alimentaires , 

cosmétiques,  pharmaceutiques, paraphamaceutiques, additifs nutritionnels…etc.). Malgré le 

grand nombre des laboratoires dans le monde qui ont convertis leurs axes de recherches vers 

l’investigation dans la recherche de nouvelles molécules naturelles, le cancer reste toujours un 

cauchemard dans le monde [Zhang et al., 2013].    
 

         Les principes actifs qui composent les plantes médicinales sont attribués principalement à 

leurs métabolites secondaires, leurs propriétés sont actuellement pour un bon nombre reconnu et 

répertorié, et donc mises à profit, dans le cadre de la médecine traditionnelle et également dans la 

médecine allopathique moderne. 

 Sur le plan chimiotaxonomique, la plante Hyoscyamus albus appartient à la famille des 

Solanacées reconnue par sa richesse en métabolites secondaires et particulièrement en alcaloïdes 

tropaniques. En médecine traditionnelle, cette espèce est utilisée comme un parasympatholytique 

et comme un sédatif nerveux [Mahmood et al., 2001]. 



 

 

Dans ce contexte, nous sommes intéressés dans un premier temps à l’isolment et à la purification 

des molécules bioactives de l’exrait méthanolique de la plante médicinale Hyocyamus albus et 

d’étudier leur activité biologique anti-tumoral puis leur mecanismes inducteurs de la mort 

cellulaire dans un deuxiéme temps. 

Ce manuscrit comporte deux parties : 

- La première est d’ordre théorique à travers laquelle une description de la plante 

Hyoscyamus albus, des connaissances sur l’apoptose et cancer etla biothérapie de ce dernieront 

été abordés.  

-La deuxième partie, est une étude expérimentale qui repose sur deux volets, le premier 

concerne une étude phytochimique basée principalement sur l'extraction et la détermination 

qualitative et quantitative des produits actifs dans l’extrait méthanolique de H.albus; le 

fractionnement etla purification par chromatographie sur colonne LH-20, HPLC analytique et 

préparative et une identification par RMN à proton, à carbon 13 et RMN bidimentionelle et 

spectrophotométrie de masse LC. 
 

Le second volet a été consacré à l’évaluation de l’activité cytotoxiquedes différentes 

fractions obtenues ainsi que les molécules purifiéesin vitro par le test MTT et l’étude du 

mécanisme d’action de la cytotoxicité des produits actifs. Les resultats obtenus sont exprimés et 

discuter. 
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Chapitre I                                GENERALITES SUR LA PLANTE HYOSCYAMUS ALBUS L. 

 

1 

 

Hyoscyamus albus L. est une  plante qui appartient à la famille des Solanacées composé de 

23 espèces réparties en Europe occidentale, West Sud d’Asie, Chine et en Afrique du Nord autour 

du bassin méditerranéen dans les régions montagneuses [Ratsch, 2005], rencontré sur les talus, 

les falaises et les plages de galets, les décombres, murs et des rochers [ Jouzier, 2000 ; Goullé et 

al., 2004]. 

 

D’après Lee et al., (2006), la richesse des extraits de H.albus par les alcaloides, développe 

son utilisation en médcine traditionelle depuis des années jusqu’aujourd’hui.  
 

Toutes les espèces de Hyoscyamus sont des sources riches en alcaloïdes et de tropane, 

principalement l'hyoscyamine et la scopolamine, qui sont utilisées pour leurs propriétés 

mydriatiques, antispasmodiques, anticholinergiques, analgésiques et nerveux sédatives 

[Bourebaba et al., 2016]. 
 

Hyoscyamus albus a été utilisé en médecine traditionnelle dans de nombreux pays 

essentiellement comme sédatif du SNC, anti-névralgique, dans la maladie de Parkinson pour ses 

propriétés antispasmodiques et un analgésique et aussi comme remède anti-inflammatoire, 

antihelminthique, antipyrétique et antitumoral [Begum et al., 2010]. 

 

I.1. Famille des solanacées 

I.1.1. Defintion  
 

Les solanacées est une grande famille qui appartient au groupe végétal des tubiflores. Elle 

inclut 6 sous familles et près de 95 genres et environ 2300 espèces dont la plupart sont toxiques et 

contiennent de nombreuses drogues importantes. ils ont plusieurs caractères en commun et se 

distinguent facilement des autres membre par la forme des fleurs composées de cinq pétales et le 

même nombre d’étamines racordés près au dessus de corole.[Zhi-yun et al., 1994 ;Goullé et al.,2004]. 

 

I.1.2. Utilisation thérapeutique 
 

En thérapie, la famille des solanacées sont les anticholinergiques les plus puissants, ce qui 

signifie qu'ils inhibent les signaux neurologiques transmis par les neurotransmetteurs endogènes 

comme l'acétylcholine. Les espèces importantes de la famille des Solanacées sur le plan médical 

appartiennent aux genres suivants : Solanum, Atropa, Capsicum, Datura, Withania, Hyoscymus, 

Nicotiana et Divers. Ces espèces sont largement utilisées à des fins médicinales. La famille des 

solanacées est typiquement ethnobotanique, c'est-à-dire largement utilisée par les humains. Elle 

présente une source importante de nourriture, d'épices et de médicaments. Cependant, les espèces 

de solanacées sont riches en alcaloïdes dont la toxicité pour les humains et les animaux varie, est 

légèrement irritante et mortelle en grande quantité [Vishal Vilas S et al., 2013]. 
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I.2. Description botanique de l’espèce Hyoscyamus albus 
 

L’especeHyoscyamus albus est une plante annuelle ou bisannuelle reconnue par des petites 

feuilles (5 à 10 cm de long) larges, ovales, collantes et de couleur verte clair et par ces tiges 

adressées qui peuvent atteindre jusqu’à 90 cm de hauteur, sa période de floraison s’étale du mois 

de mai au mois d’Août (Figure 1) [Mahmood et al., 2001]. 

 

Hyoscyamus albus L dérive de la méthiologie grec qui signifie Hyos  (le cochon) et Kiamos 

(haricot),  le nom de l’éspèce (albus) blanc parce que les couchons peuvent manger cette plante 

sans aucun dommage; le nom spécifique se réfère aux fleurs de couleur plus claire que ceux de 

Hyoscyamus niger (noir)[Lee, 2006]. 

 

Quelques noms non scientifiques de H.albus sont : en Arabe : sakaran , en dialecte Chaoui 

Amazighe : Guinguith, en Français : Jusquiame, en Anglais :White Henbane , en Italien : 

Gisquiamobianco. 

Hyosyamus albus est aussi caracterisée par son odeur fetide, la saveur de ses feuilles est 

herbacée, très peu acre. Cette odeur nausée abondante caractéristique du genre Hyoscyamus est 

causée par ces composés tetrahydroputrescines qui font rappel à ceux des cadavres et qui est peut 

être une raison pour attirer les insectes porteurs de pollins [Lee, 2006]. 
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Figure 01. Hyoscyamus albus L et ces parties principals : a. Habitat; b. branche; c. tige; d-e. differentes 
couleur; f. étamine; g. Gynoeciume; h. ovaires.; i. Fruit; j. graine. [Swamy et Annamma, 2015]. 

 

I.3. Autres nominations de l’espèce H.albus 

•Hyoscyamus Varians 

• Hyoscyamus ClusiiG.Don 

• Hyoscyamus LuridusSalisb. 

• Hyoscyamus major Mill. 

• Hyoscyamus minor Mill. 

• Hyoscyamus CcanariensisKerGawl. 

. Hyoscyamus SaguntinusPau [Quézel et Santa, 1963]. 
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I.4. Taxonomie de H.albus. [Treas et Evans, 1983] 
 

Règne : Végétal 

Sous règne : Eucaryotes 

Embranchement : phanérogamae 

Sous embranchement : Angiospermae 

Classe : Dicotylédones 

Série : sympétales 

Ordre : tubiflores 

Famille : solanaceae 

Genre : Hyoscyamus 

Espèce : Hyoscyamusalbus 

 

I.5. Utilisation de la plante H. albus en phytotherapie  
 

  Hyocamus albus L n’est pas une plante célèbre dans le monde pour utilisation en voix 

médicinal mais dans l’autre part, elle est utilisée dans la région nord africaines pour traiter un 

grand nombre de maladies comme ; la démence chronique, tractus gastro-intestinal et l'ulcère 

gastrique ou duodénal, la toux spasmodique, asthme et même comme un antidiabétique 

[Batanouny, 1999 ; Bourebaba et al.,2016].  



Chapitre II                 VOIES D’INDUCTIONS DE LA CYTOTOXICITE ET CANCER 

 
5 

 

 

 

 

 

 

 

Chapitre II  

VOIES D’INDUCTION DE LA 

CYTOTXICITE 

 ET CANCER 

  

 

 

 



Chapitre II                 VOIES D’INDUCTIONS DE LA CYTOTOXICITE ET CANCER 
 

 

 
5 

 

Les mécanismes physiologiques de la mort cellulaire sont généralement utilisés par les 

organismes multicellulaires dans les phénomènes biologiques de développement et aussi de la 

morphogenèse pour controler les divisions cellulaires ainsi comme une stratégie de défense 

pour éliminer les cellules endommagées, infectées, mutées et les cellules pathologiques [David 

et al., 1991]. 

Auparavant, la mort cellulaire était généralement classée en deux types seulement : 

l'apoptose et la nécrose. Cependant, il est devenu de plus en plus évident qu'une telle 

catégorisation est simple. En effet, 12 formes de mort cellulaire ont été décrites dans la 

littérature. Elles sont regroupées en cinq types principaux :  apoptose, nécrose, autophagie, 

paraptose et autoschizie [Horvitz et al., 2003]. 

 En raison de chevauchement entre les voies de signalisation de ces types de mort 

cellulaire, il est difficile de fournir des définitions exclusives pour chacun. Cependant, ils ont 

approuvé que l'inhibition d'une forme de mort cellulaire peut conduire à un autre. Bien que le 

terme "mort cellulaire programmée" été utilisé spécifiquement pour décrire l'apoptose, d'autres 

formes de mort cellulaire peuvent également tomber dans cette catégorie, si l'activation du gène 

est requise pour leur exécution [Horvitz et al., 2003]. 

I.1.Types de mort cellulaire et mécanisme de défense 

 

II.1.1. Nécrose 
 

La nécrose résulte d'une variété de lésions accidentelles et mortelles quie est actionner 

par des toxines ou des stimulis physiques ou en association avec des conditions pathologiques, 

telles que l'ischémie. Elle est caractérisée par un œdème cellulaire, la dissolution dela 

chromatine nucléaire, la rupture de la membrane plasmique, et la libération de contenu 

intracellulaire dans l’espace extracellulaire, ce qui entraîne une inflammation.  

En revanche, des dommages à la membrane se produisent très tard dans l'apoptose, où 

les cellules mortes sont englouties par les cellules voisins ou phagocytes, bien que la nécrose 

est principalement considérée comme une forme accidentelle de mort cellulaire, des données 

plus récentes ont suggéré que la nécrose peut également se produire comme une forme 

programmée de mort cellulaire. Leist et al., (2001) ont montré que les formes de la mort 

cellulaire nécrotiques et apoptotiques peuvent partager quelques similitudes. Néanmoins, la 

nécrose a été observée dans des cellules ayant une machinerie apoptotique défectueuse ou lors 

de l'inhibition de l'apoptose [Nicotera et al., 1998]. D’après Zong et al., (2004), cette forme de 
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mort cellulaire est en train de devenir un outil thérapeutique important pour le traitement du 

cancer. 

Certaines formes de mort cellulaire peuvent avoir un mélange de caractéristiques 

morphologiques de la nécrose et de l'apoptose et sont appelées «aponécrose» (Figure 02), 

[Formigli et al., 2000].  

 
Figure 02. Caractéristiques morphologiques de la mort cellulaire par : Nécrose (necrosis): les 
cellules meurentpar nécrose, et leurs organelles sont typiquement enflées. Apoptose (apoptosis): les 
cellules meurent par mort cellulaire programmée de type I (également appelé apoptose); ils sont rétrécis 
et développent des bulles contenant cytoplasme dense.. La chromatine nucléaire subit une condensation 
saisissante et fragmentation. Terminellement, cellules apoptotiques et des fragments sont engloutis par 
les phagocytes ou environnants cellules. Autophagie (autophagy): les cellules meurent par cellule 
programmée de type II. Une caractéristiquequi distingue l'apoptose de la mort cellulaire autophagique 
est la source des enzymes lysosomales utilisées pour la plupart de la cellule mourante. Autoschizis : la 
membrane cellulaire forme des coupures ou des schismes qui permettentle cytoplasme à fuir. La cellule 
se réduit à environ un tiers de sataille originale, et le noyau et les organites restent entourés parun 
minuscule ruban de cytoplasme [Saikumaret al., 2009]. 
 

II.1.2. Oncose  
 

L’oncose est caractérisée par des caractéristiques proches à la nécrose. Elle se 

caractérise par un gonflement de la cellule et De quelques organites comme le noyau, 

mitochondrie, réticulum endoplasmique, causé par l’inactivation des pompes ioniques au 
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niveau de la membrane plasmique, et une vacuolisation du cytoplasme [Majno et Joris, 1995]. 

Aussi l’intégrité de la membrane plasmique est préservée au cours de l’oncose (figure 03) 

[Weerasinghe et Buja, 2012]. 

 
Figure 03. Comparaison d’aspect morphologique de l’apoptose [Majno et Joris, 1995]. 

 
 

II.1.3. Autophagie  
 

L'autophagie est un processus catabolique qui digère le contenu cellulaire dans les 

lysosomes, c’est une fonction constitutive de bas niveau qui est accélérée par une variété de 

facteurs de stress cellulaires tels que la privation des nutriments, les dommages de l'ADN et les 

dommages des organites [Kroemer et al., 2010]. L'autophagie est mécanisme protecteur qui 

facilite la dégradation des constituants cellulaires superflus ou endommagés, bien que 

l'hyperactivation de l'autophagie puisse conduire à la mort cellulaire [Klionsky, 2007]. 

 

 

Dans ce processus multi étapes, le cytoplasme et les organites endommagés sont 

séquestrés à l'intérieur des membranes qui finissent par mûrir en structures à double membrane 

appelées autophagosomes qui fusionnent ensuite avec les lysosomes pour former des 

autolysosomes qui digèrent les composants séquestrés. La base moléculaire de l'autophagie a 
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d'abord été étudiée chez des levures mutantes déficientes en autophagie (figure 04) 

[Nakatogawa et al., 2009]. 

 
Figure 04. Modèle hypothétique de macroautophagie : Il existe au moins deux modes de 
macroautophagie, la macroautophagie conventionnelle et alternative. La macroautophagie 
conventionnelle dépend de la proteine Atg5 et de l'Atg7, est associée à la modification de la chaîne 
légère 3 (LC3) et peut provenir de la membrane de contact du réticulum endoplasmique (ER) -
mitochondrial. En revanche, la macroautophagie alternative se produit indépendamment de l'expression 
Atg5 ou Atg7 et de la modification LC3. La génération de vacuoles autophagiques dans ce type de 
macroautophagie peut provenir de la membrane de Golgi et des endosomes tardifs (LE) d'une manière 
dépendante de Rab9. Bien que ces deux processus conduisent à une dégradation en masse des protéines 
ou organites endommagés en générant des autolysosomes [Shimizu et al., 2018].  

 
 

II.1.4. Autoschizie  

Une nouvelle forme de mort cellulaire, qui s'est avérée être déclenché par le stress 

oxydatif, elle se diffère de l'apoptose et de la nécrose et se caractérise par une réduction du 

cytoplasme, une bordure étroite autour du noyau avec marginalisation de la chromatine et le 

noyau entier de l'intérieur [Gilloteaux Jet al., 2001]. La mitochondrie et d’autres organistes se 

regroupent autour du noyau en consequence de lésions du cytosquelette et la perte de 

cytoplasme. Intéressament, le réticulum endoplasmique rugueux est conservé jusqu'à la fin du 

stade de l’autoschizie, dans lequel les cellules se fragmentent et le nucléoledevient condensé et 

se brise en plus petits fragments [Jamison et al., 2002]. 

L'enveloppe nucléaire se dissipe finalement avec le reste des organites après la mort 

cellulaire. Dans ce type de mort, les cellules perd le cytoplasme par auto-morsellation ou auto-
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excision. L’Autoschizie affecte généralement les groupes contigus decellules à la fois in vitro 

et in vivo, mais peut également affecter de temps en temps les cellules individuelles dispersées 

piégées dans les sinus sous-capsulaires du nœud lymphatique [Gilloteaux Jet al., 2004]. 

II.1.5. Apoptose 
 

  L'apoptose est la forme la plus cruciale de mort cellulaire chez les mammifères, dontt 

sa voie de signalisation moléculaire est bien définie selon plusieurs études [Tsujimoto et al., 

2003]. 

 

  Les cellules des mammifères possèdent deux voies de signalisation apoptotiques, 

connues sous le nom de voies intrinsèques et extrinsèques, dans la voie intrinsèque, la plupart 

des stimulus apoptotiques transmettent des signaux de mort aux mitochondries et augmentent 

la perméabilité de la membrane mitochondriale externe, ce qui conduit à la libération de 

protéines apoptogènes, comme le cytochrome c, la proteine mitochondrial (Smac) et Omi, dans 

le cytoplasme des mitochondries. 
 

  Après sa libération, le cytochrome c s'associe au facteur 1 d'activation de la protéase 

apoptotique (Apaf-1), qui active la cascade des caspases pour exécuter la mort cellulaire 

apoptotique. Smac et Omi accélèrent l'activation des caspases en inhibant les membres de la 

famille d’Inhibition d’apoptose (IAP) qui agissent comme des inhibiteurs endogènes des 

caspases. 
 

  La perméabilité de la membrane mitochondriale associée à l'apoptose est principalement 

contrôlée par les membres de la famille Bcl-2, qui comprennent trois sous-groupes : les 

protéines anti-apoptotiques (Bcl-2, Bcl-xL et Mcl-1); protéines pro-apoptotiques multi-

domaines (Bak et Bax); et des protéines avec seulement le domaine BH3 (Bid, Bim, Bik, Bad, 

Noxa et Puma), parmi eux, Bak et Bax jouent un rôle essentiel dans la libération des protéines 

apoptogènes[Wei et al ., 2001].  
 

  Dans la voie extrinsèque, l'engagement des récepteurs de mort, tels que Fas et le facteur 

de nécrose tumorale-α, activent directement la caspase-8 qui active les caspases en aval, comme 

la caspase-3 ou la caspase-7, qui induisent la mort cellulaire par l’apoptose [Lindsten et al., 

2000].   
 

II.1.5. 1. Mécanismes de l’apoptose 
 

  Les mécanismes de l'apoptose sont très complexes et impliquent une cascade 

d'événements moléculaires qui nécessitant de l'énergie. Des recherches antérieures indiquent 
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qu'il existe deux voies principales de l’apoptose :  une voie extrinsèque ou celle du récepteur 

de la mort et 'intrinsèque ou la voie mitochondriale. Une autre voie intervient également au 

cours de la cytotoxicité induitpar les lymphocytes T qui implique une perforine-granzyme 

médiée par la mort cellulaire [Martinvalet et al., 2005]. 

 

Les voies convergent ensuite sur la même voie d'exécution terminale, initiée par le 

clivage et activation des caspases-3 et -7 effectrices, entraînant la dégradation des protéines 

cytoplasmiques, cytosquelettiques et nucléaires, fragmentation de l'ADN nucléaire, formation 

de corps apoptotiques, expression de ligands a la surface cellulaire pour la phagocytose et 

finalement l'absorption par les cellules phagocytaires (figure 05) [Schneider D et al.,2004]. 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 05. Mécanisme moléculaire de l'apoptose et de la mort cellulaire autophagique. Une 
augmentation de la perméabilité de la membrane mitochondriale externe est cruciale pour l'apoptose et 
régulée par des membres pro-apoptotiques multidomaines de la famille Bcl-2 (Bax et Bak), entraînant 
la libération du cytochrome c dans le cytoplasme. Ensuite, le cytochrome c s'associe au facteur 1 
d'activation de la protéase apoptotique (Apaf-1), qui active la cascade des caspases pour exécuter la mort 
cellulaire apoptotique. La perméabilité de la membrane mitochondriale associée à l'apoptose est 
principalement contrôlée par les membres de la famille Bcl-2. Lorsque l'apoptose est bloquée, divers 
stimuli apoptotiques activent l'autophagie et la kinase C-Jun N-terminale (JNK), entraînant l'induction 
de la mort cellulaire autophagique [Shigeomi et al., 2015].  
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 Voie extrinsèque de l’apoptose 
 

La voie extrinsèque implique la liaison des ligands de la mort comme le facteur de nécrose 

tumorale α (TNF-α), le ligand CD95 (Fas ligand), et le ligand qui induis l'apoptose lié au TNF 

(TRAIL) à leurs récepteurs de la surface cellulaire apparentés a TNFR1, CD95 / Fas, TRAIL-

R1, TRAIL-R2, et la série de récepteurs DR, 50 qui entraînent l'activation de la caspase-8 

(également connu en tant que protease de type ICE / CED-3 homologue FADD, ou FLICE) et 

l'activation subséquente de la caspase-3 effectrice [Ashkenazi et al.,1998] .  

 Les domaines cytoplasmiques des récepteurs de la mort contiennent le "domaine de la 

mort", qui joue un rôle crucial dans la transmission du signal de la surface de la cellule à la 

signalisation intracellulaire des molécules [Scaffidi, 1999 ; Wajant, 2002]. 

 

La Liaison des ligands à leurs récepteurs apparentés entraîne la trimérisation du 

récepteur et le recrutement de l'adaptateur des protéines à la membrane cellulaire, ce qui 

implique des interactionshomophile entre les domaines de la mort des récepteurs etles protéines 

adaptatrices. La protéine adaptatrice pour les récepteurs TNFR1 et DR3 sont des protéines du 

domaine de mort associées au TNFR (Figure 06)[Hsu et al., 1995]. 

 
Figure 06. Cascade d’activation de la voie extrinsèque apoptotique.  A- formation du complexe 
FASL/FAS , B- terimiresation et formation du FADD, C- activation et libération de la procaspase-8 

dans le cytosol [Hsuet al., 2004]. 
 

 

 



Chapitre II                 VOIES D’INDUCTIONS DE LA CYTOTOXICITE ET CANCER 

 
12 

 Voie intrinsèque de l’apoptose (voie mitochondriale) 
 

Les cellules peuvent répondre à divers stimuli stressants et métaboliquesde 

perturbations en déclenchant l'apoptose. Les Drogues, toxines, chaleur, la radiothérapie, 

l'hypoxie et les infections virales sont quelques-uns des stimuliconnu pour l’activation les voies 

de l’apoptose. Cependant la mort cellulaire, n'est pas nécessairement inévitable après 

l'exposition à ces agents, et ces mécanismes déterminant l'issue de la blessure sont un sujet 

d'intérêt.  

Le consensus actuel semble d’être qu'il est l'intensité et la durée du stimulus qui 

déterminent le résultat. Le stimulus doit aller au-delà d'un seuil pour conduire les cellules à 

l'apoptose. Bien que le mécanisme exact utilisépar chaque stimulus peut être unique et différent, 

quelques grands modèles peuvent être identifiés. Par exemple, les agents qui endommagent 

l'ADN, tel que les rayonnements ionisants et certains xénobiotiques, à l'activation de 

mécanismes véhiculés par la p53 qui conduisent les cellules à l'apoptose, au moins d’une partie 

grâce à la régulation transcriptionnelle des protéines pro-apoptotiques [Newmeyer et al., 

2000 ;Wu et al., 2002]. 

 D'autres contraintes induisent une augmentation de l'activité des protéines kinases 

activées par le stress, ce qui entraîne finalement l'engagement apoptotique [Kunz et al., 2001]. 

Ces différents mécanismes convergent dans l'activation des caspases [Chinnaiyan, 1999 ; Hill et 

al., 2004]. 

 

II.1.5. 2. Voies apoptotiques dans le cancer 

 

 Récepteurs du facteur tumoral de la nécrose : Fas et TRAIL 

La famille des récepteurs de la mort (DR) qui inclut les récepteurs du facteur de la nécrose 

tumorale TNF-R1, Fas, DR3, TRAIL-R1 / 2(DR4 / 5) et DR6 peuvent initier la voie extrinsèque 

menantà l'apoptose [Sayers, 2011]. La similarité entre les membres de cette famille repose 

principalement sur des recpteurs dans des regions   cytoplasme, connus par les domaines de la 

mort (DD), lorsqu’ils sont liés à leurs ligands appropriés, ils recrutent la Fas associé aux 

domaine de la mort (FADD).  

Lorsque la pro-caspase-8 devient hydrolyser en caspase-8 active, la protéine adaptatrice 

recrutée contient le domaine de mort effecteur (DED), Lorsque les stimuli se produisent comme 

Fas combine avec Fas-L, le complexe de la mort recrute la FADD et de pro-caspase-8, la 

formation du DISC est initiée pour activer la caspase-8 [Sun, 2011].  
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 La famille Bcl-2  

La famille Bcl-2 comprend des régulateurs clés de l'apoptose qui peuvent être soit des 

protienes pro-apoptotiques entre autres Bax, Bak, Bad, Bid, ou les protienes anti-

apoptotiques parmis lesquels Bcl-2, Bcl-xL, Bcl-W. La proteine Bcl-2 est surexprimée dans de 

nombreux types de cellule cancéreuse [Llambi et Green.,2011]. Lors que l'expression de Bcl-2 

est réduite elle peut favoriser des réponses apoptotiques à des médicaments anticancéreux, 

l’augmentation de l'expression de Bcl-2 conduit à la résistance aux médicaments 

chimiothérapeutiques et à la radiothérapie.  

Toute la famille Bcl-2 est composée d'un certain nombre de membres pro-apoptotiques 

tels que Bax, Bak, Bad, Bcl-XS, Bid, Bik, Bim.et Hrk, plus d'autres membres anti-apoptotiques 

tels que Bcl-2, Bcl-XL, Bcl-W, Bfl-1 et Mcl-1[Engel et Henshall ,2009].  Cela conduit à la 

libération du cytochrome c et d'autre part des derivatives mitochondrial activateur des caspases 

; la mitochondrie externe de la membrane devient perméable aux réponse des stimulus de 

l'apoptose, tandis que le cytochrome c peut interagir avec Apaf-1 , une fois libéré dans le 

cytosol, il conduis à l'activation de la caspase9[Wen et al., 2012] . La caspase-9 activée active la 

caspase-3, ce qui entraine l’activation ultérieure de la cascade des caspases en avalfinalement 

de générer l'apoptose. 

 Protiene P-53   

 

Le facteur de transcription nucléaire p53 peut gouverner des signaux apoptotiques dont 

les mitochondries reçoivent dans la voie intrinsèque de l'apoptose [Kastan et al., 1991]. 

La proteine p53 est un facteur pro-apoptotique important et aussi un inhibiteur de 

tumeur, donc les médicaments antitumoraux peuvent exercer leurs fonctions en ciblant les voies 

de signalisation liées à la p53 qui favorise principalement la mort cellulaire apoptotique en 

activant un certain nombre de régulateurs de l'apoptose tels que DR-5 et Bax (figure 07) 

[Benchimol , 2001]. 
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Figure 07. Shéma simplifié les voies apoptotiques (les multiples points de régulation des 

voies extrinsèques (recepteur membranaire de mort) et intrinsèque (mitochondriale) 
[Benchimol , 2001]. 

 
 

II.2. Cancer 

 

II.2.1. Croissance et développement du cancer  

 

L'une des caractéristiques fondamentales du cancer est la clonalité de la tumeur, le 

développement de tumeurs à partir de cellules uniques qui commencent à proliférer 

anormalement. L'origine unicellulaire de nombreuses tumeurs a été démontrée par l'analyse de 

l'inactivation du chromosome X (figure 09), un membre de la paire de chromosomes X est 

inactivé en étant converti en hétérochromatine dans les cellules femelles. L'inactivation de X se 

produit de manière aléatoire au cours du développement embryonnaire, de sorte qu'un 

chromosome X est inactivé dans certaines cellules, alors que l'autre chromosome X est inactivé 

dans d'autres cellules. Ainsi, si une femelle est hétérozygote pour un gène du chromosome X, 

différents allèles seront exprimés dans des cellules différentes [Cooper ,2000]. 

 

 Les tissus normaux sont composés de mélanges de cellules avec différents 

chromosomes X inactifs, de sorte que l'expression des deux allèles est détectée dans les tissus 

normaux des femelles hétérozygotes. En revanche, les tissus tumoraux n'expriment 

généralement qu'un seul allèle d'un gène du chromosome X hétérozygote. L'implication que 

toutes les cellules constituant une telle tumeur provenaient d'une seule cellule d'origine, dans 
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laquelle le schéma d'inactivation X était fixé avant que la tumeur ne commence à se développer 

(Figure 08)[Cooper ,2000]. 

 
Figure 08. Clonalité de la tumeur (Le tissu normal est une mosaïque de cellules dans lesquelles 
différents chromosomes X (X1 et X2) ont été inactivés. Les tumeurs se développent à partir d'une seule 
cellule initialement modifiée, de sorte que chaque cellule tumorale présente le même schéma 
d'inactivation X (X1 inactive, X2 active) [Cooper, 2000].  

 
Au niveau cellulaire, le développement du cancer est considéré comme un processus qui 

comprend plusieurs étapes qui impliquent la mutation et la sélection des cellules avec une 

capacité d’augmentation progressive de la prolifération et cela guide à la survie, l'invasion et la 

métastase (Figure 09). La première étape de ce processus commence par l'initiation de la tumeur 

qui serait le résultat d'une altération génétique conduisant à une prolifération anormale d'une 

seule cellule. La prolifération cellulaire conduit alors à l'excroissance d'une population de 

cellules tumorales dérivées par clonage. 
 

La progression tumorale se poursuit alors que des mutations supplémentaires se 

produisent dans les cellules de la population tumorale. Certaines de ces mutations confèrent un 

avantage sélectif à la cellule, comme une croissance plus rapide, et les descendants d'une cellule 

portant une telle mutation deviendront par conséquent dominants dans la population tumorale. 

Le processus est appelé sélection clonale, car un nouveau clone de cellules tumorales a évolué 

sur la base de son taux de croissance accru ou d'autres propriétés (telles que la survie, l'invasion 
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ou la métastase) qui confèrent un avantage sélectif. La sélection clonale se poursuit tout au long 

du développement tumoral, de sorte que les tumeurs deviennent continuellement plus rapides 

et de plus en plus malignes [Cooper ,2000]. 
 

 
Figure 09. Les étapes du développement de la tumeur. Le développement du cancer débute 

lorsqu'une seule cellule mutée commence à proliférer anormalement. Des mutations supplémentaires 
suivies d'une sélection pour des cellules à croissance plus rapide au sein de la population entraînent 

alors une progression de tumeur [Cooper ,2000]. 

 

II.2.2. Agent causateurs du cancer 

Les cancérogènes chimiques en particulier ont été étudiés depuis plus d'un siècle même 

si une grande partie des études précédentes n'a pas mis en évidence les produits chimiques 

responsables de l'oncogenèse ou cibles cellulaires. Des études épidémiologiques précoces et 
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l'expérimentation animale met en lumière le potentiel cancérogène qui, à leur tour, ont été 

utilisés pour limiter l’exposition de ces produits chimiques au public. L’exposition à ces agents 

cause généralement un cancer dans les régions où il y a beaucoup de surface comme la peau, 

les poumons et tractus gastro-intestinaux [Hecht ,2006]. 

 

Finalement, la recherche a commencé à se concentrer sur les changements génétiques 

associés au cancer.  Les cancérogènes ont été classés en groupes associés à leur structure 

moléculaire similaire et mécanismes associés à la carcinogenèse. Aaron et al., (2014) ont 

constaté que les agents intercalants perturbent l’activité cellulaire associée à la réplication de 

l'ADN, la transcription, et la satbilité du chromosome. 

II.2.2.1. Tabac 

 

L'usage du tabac est connu pour contribuer au développement de nombreuses formes de 

cancers, y compris les cancers du poumon, de la vessie, de l'intestin et de la bouche. Il y a divers 

agents cancérogènes trouvés dans le tabagisme, dont les hydrocarbures aromatiques 

polycyclique (HAP), les nitrosamines et amines aromatiques [Hecht ,2006]. La fumée de 

cigarette seule a plus de 5 000 constituants chimiques connus [Rodgman et Perfett ,2009; Hecht 

,2012]. 

Cependant, les agents carcinogènes sont beaucoup plus étroits aux 73 agents 

cancérogènes connus dans le tabac [Rodgman et Perfett ,2009 ; Hecht, 2012] et les 28 

cancérogènes connus dans mâcher du tabac et du tabac à priser. Sur les 73 connus cancérogènes 

dans la fumée du tabac, 20 sont connus des cancérogènes des poumons. Ces cancérogènes 

pulmonaires comprennent les HAP, la nitrosamine cétone dérivée de la nicotine (NNK) , le 

cadmium, l’isotope radioactif 210P et les produits chimiques volatiles  comme le 1,3-butadiène 

[Hecht, 2012]. 

La nicotine se retrouve dans les trois formes de l’usage du tabac. Bien que la nicotine 

n'ait pas propriétés mutagènes, il a la capacité d’inhiber l’apoptose qui est une partie importante 

de tumorgénèse en plus d’agir comme agent tumoral en augmentant l’activité de la protéine 

kinase. Le cytochrome P450 peut activer la nicotine dérivée de cétone nitrosamine comme 

cancérogène via CYP2A6 [Hecht et al., 2006].  

Les cancérogènes sont fabriqués plus hydrophiles lorsqu'ils sont métabolisés par le 

cytochrome P450, S-transferases de glutathion et UDP glucuronosyl transferase et deviennent 

essentiellement un des espèces plus réactives qui peuvent interagir avec des sites nucléophiles 

d'ADN qui peuvent former de l'ADN produits d'addition. Ces adduits d'ADN, s'ils ne sont pas 
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réparés, peuvent conduire à des changements aberrants lors de la polymérisation conduisant à 

un polymorphisme nucléotidique permanent qui peut contribuer à l'oncogenèse.  

II.2.2.2.  Hydrocarbures aromatiques polycycliques 

 

Les hydrocarbures aromatiques polycycliques (HAP) sont des cancérogènes connus 

avec des niveaux variables de cancérogénicité et de toxicité (tableau 2). Les HAP sont retrouvés 

dans des mélanges complexes dans l'environnement, fumée de cigarette, échappement des 

véhicules. 

 Le principal mécanisme de la carcinogenèse induite par les HAP implique la liaison des 

HAP à l'ADN. Ce processus peut d'abord impliquer le PAH pour devenir activé après il est 

métabolisé par CYP1A1, 1A2 et 1B1 [Shimada et al., 2004]. La capacité mutagène et tumorigène 

de HAP est de se lier   à l'ADN ou en dépuranisant l'ADN laissant des sites abasiques [Szeliga 

et Dipple ,1998]. Le potentiel mutagène peut soit activer les oncogènes ou inactiver les gènes 

suppresseurs de tumeurs. 

Les HAP ont la capacité d'inactiver la tumeur P53 gène suppresseur comme il est 

découvert dans le cancer du poumon et  du sein [Hussain et al., 2001 ; Mordukhovichet al.,2010]. 

En plus la désactivation de P53, le proto-oncogène RAS peut être activés par des mutations 

associées aux HAP observé in vivo [Gray et al., 2001]. 

II.2.2.3. Pesticides  
 

Il y a plusieurs pesticides organochlorés cancérigènes avec divers mécanismes associés 

avec l'oncogenèse. Le chlorotriazine terbuthylazine induit des dommages à l'ADN des 

lymphocytes humain en plus effectue l’intégrité du gène TP53 et le proto-oncogéne c-myc 

[Mladinic et al., 2012]. 
 

Le β-hexachlorocyclohexane (β-HCH) est un pesticide qui augmente l'expression de 

l'ARNm de la matrice metalloproteinase MMP-13 ainsi augmenter l'expression de proto-

oncogènes cycline D1, p27 et c-Neu et peut également accélérer la croissance de tumeurs 

mammaires dans des modèles murins [Wong et Matsumura ,2007]. 

 

L’activation de protooncogènes c-myc, c-jun et c-fos et l’induction de l’'activité de la 

PKC par l'hexachlorobenzine peut causer des tumeurs dans le foie en plus de sa toxicité [Randi 

et al., 2003]. 
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II.2.2.4. Radiations 
 

Il y a des spéculations dont le rayonnement est la cause racine pour 10% de tous les 

cancers. Une grande partie de là en ce qui concerne les rayonnements, étaient basées sur des 

études de rayonnement ou l'exposition aux radiations suivant détonation nucléaire des bombes 

atomiques à Hiroshima et Nagasaki. Le rayonnement est connu pour son induction de la 

leucémie et lymphome, cancer de la peau, le cancer de la thyroïde, divers sarcomes, cancer des 

poumons et du sein [Wakeford, 2004]. Ceux qui sont les plus susceptibles d'être exposés aux 

radiations comprennent les radiologues et les mineurs.  

 

Darby et al., (2005) ont montré que 10% des cancers du poumon peuvent être associés 

à l'exposition au radon de la vie dans une zone ou travaillant dans un domaine associé à des 

niveaux élevés du radon. En effet, le cancer causé par les rayonnements non ionisants est 

largement causé par l'exposition aux rayons ultraviolets (UV). L'exposition aux UV dépend de 

la dose, ce qui est un facteur de risque pour les cancers de la peau, y compris les cellules basales 

et le carcinome épidermoïde ainsi que le mélanome [Foliart et al., 2006]. 

 

II.2.2.5. Microorganismes 

 

Différents types de micro-organismes sont connus pour provoquer le cancer. Ces micro-

organismes comprennent les virus, les bactéries, les trématodes et les champignons.     

Les mécanismes des virus pour causer le cancer impliquent généralement l'insertion de 

matériel génétique dans les chromosomes dans les gènes oncogéniques ou les gènes de tumeur 

suppresseurs. D'autres virus ont des protéines oncolytiques et certains provoquent une 

inflammation qui est associé à l'oncogenèse. Ces virus comprennent le virus d'Epstein Barr 

(EBV), le virus de l'hépatite B (VHB), Virus de l'hépatite C (VHC), Herpès humain Virus 6 

(HHV-6), virus de l'herpès humain 8 (HHV-8), Papillomavirus humain (HPV), cellule T 

humaine [Sun et al.,2003]. 
 

Le virus de la leucémie de type 1 (HTLV-1) et la cellule de Merkel Polyomavirus 

(MCPyV) (tableau 4). EBV est généralement asymptomatique, mais il a le potentiel de 

provoquer le Lymphome de Hodgkin, lymphome de Burkitt,……….etc [Boshoff et al., 1995].
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III.1. Produits anti-tumoraux d’origine non végétaux 
 

 

Les organismes marins et les algues offrent de riches sources d'agents anti-cancéreux 

avec des composés bioactifs structurellement divers et des métabolites secondaires bioactifs qui 

présentent diverses activités antitumorales dont la plupart des produits ont été d'abord 

découverts à l'aide d'antibiotiques, dont l'activité antitumorale est importante.  
 

L'activité antitumorale de médicaments antinéoplasiques naturels ne permet pas de tuer 

directement les cellules, mais elle permet d'atteindre la fonction immunitaire ou d'atteindre tout 

les deux. La division et la duplication permettent de réduire les effets indésirables sur le cycle 

de vie et la régulation de la circulation sanguine a un effet sur le développement du cancer 

[Wang et Ren, 2010].  
 

III.2. Produits anti-tumoraux d’origine végétale 

Depuis plus de 40 ans, les produits naturels nous ont servi bien dans la lutte contre le 

cancer. Les principales sources de ces composés sont des microbes et des plantes de diverses 

parties, des antimtumoraux microbiens, Epothilones, les agnets angiogéniques [Demain et 

al.,2011]. 

 

 

Les produits naturels dérivés des fruits, des légumes, des herbes et des produits de la 

mer nous ont bien servis dans la lutte contre plusieurs types de cancer. Les composés sont bien 

caractérisés comme possédant une grande variété de propriétés anti-tumorales par divers mode 

d’action : l'induction de l’apoptose, l'autophagie et l'inhibition de la prolifération cellulaire. Les 

ingrédients actifs tels que les alcaloïdes, les flavonoïdes, les terpénoïdes, le polysaccharide et 

la saponine obtenus à partir de produits naturels ont des propriétés anti-tumorales, analgésiques, 

anti-inflammatoires, immunomodulatrices, antivirales…etc [Zhang et al., 2013]. 
 

III.2.1. Alcaloïdes 
 

Les alcaloïdes Vinca monoterpène indole, tels que la vinblastine et vincristine, La 

vinblastine est couramment utilisée pour traiter les cancers tels que le lymphome de Hodgkin. 

La Vinblastine et vincristine ont montrées des activités pharmacologiques importantes 

[Bernhardt et al., 2007]. 
 

La camptothécine est un alcaloïde monoterpène indole modifié produit par certaines 

plantes (angiospermes), la camptothécine action en ciblant dans la cellule l'ADN topoisomérase 

de type I. Lorsque les patients deviennent résistants au traitement par l’irinotecan, son 
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utilisation peut être prolongée par ça combinisant avec l'anticorp monoclonal Erbitux 

(Cetuximab) [Lorence et al., 2004]. 
 

Erbitux (R) bloque la protéine qui stimule la croissance tumorale et la combinaison aide 

les patients atteints d'un cancer colorectal métastatique exprimant le récepteur du facteur de 

croissance épidermique (EGFR). Cette protéine est exprimée dans 80% des colorectaux 

métastatiques avancés [Puri ,2017]. 

Zhang et al., (2012) ont signalé que la 10-méthoxy-9-nitrocamptothécine avait une 

puissante activité antitumorale sur les cellules A549 in vitro et in vivo ; arrêt du cycle cellulaire 

induit G2 / M en fonction du temps et de la dose d'une thérapie anticancéreuse.  

Matrine est l’un des composants majeurs de l’extrait de Sophora flavescens Ait, dont il 

a été démontré pour exercer des effets anticancéreux dans une large gamme de cellules 

cancéreuses, y compris les cellules mammaires, gastriques, pulmonaires,..etc (Figure 10 et 12). 

Il peut inhiber la lignée cellulaire tumorale MNK45, induisant l'apoptose et l'autophagie. Les 

traitements conventionnels de la leucémie myéloïde aiguë (LAM) ont souvent des effets 

secondaires graves [Li et al., 2013]. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Figure 10. Berberine, evodiamine, matrine, piperine, sanguinarine et la tetrandrine , un -ensemble 

d’alcaloides qui reprimemt le cancer en induisant plusieurs voies de signalisation et entrainent 

l’inhibition de l’initiation de la cancérogenèse, induction de l’arret du cycle cellulaire , l’apoptose, 
l’autophagie , la différenciation et l’inhibition des métastases , l’angiogenèse [Lu etal.,2012]. 
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Zhang et al., (2012) ont découvert que la matrine pouvait inhiber la prolifération et 

induire l'apoptose dans les lignées cellulaires AML en influençant sur le potentiel de la 

membrane mitochondriale par l’activation de l’expression des proteine Bax et les capases 4, 3, 

8 et 9.  
 

Dans des études animales, il a été constaté que la tryptanthrine est alcaloïde qui inhibe 

la croissance des cellules de neuroblastome humain et la prolifération des cellules JCS de la 

leucémie myéloïde murine WEHI-3B avec une dose de 50% et induit une différenciation 

neuronale des cellules LA-N-1 et une activité accrue de l'acétylcholine estérase [Liao et al., 

2013].  
 

Xu et al., (2012) ont utilisé des méthodes telles que le dosage de viabilité cellulaire MTT, 

le dosage d'ADN, les méthodes de western blot pour indiquer que la déshydrocorydaline isolée 

de Corydalis yanhusuo inhibe la prolifération des cellules MCF-7 en induisant l'apoptose 

médiée par Bax / Bcl-2, les caspases activantes et la PARP ; et ils ont démontré que la 

déshydrocorydaline possédait un potentiel anticancéreux sur les cellules du cancer du sein 

MCF-7 in vitro. 

 

 Des études ont montré qu'un alcaloïde bis-indole dérivé de l'éponge a une activité anti-

VIH-1 et une activité antiproliférative contre de nombreuses lignées de cellules cancéreuses 

(par exemple, des dérivés de l'éponge) [Bharate et al., 2012]. 

FBA-TPQ est un alcaloïde marin isolé des éponges, a un effet antitumoral sur les 

cellules cancéreuses de l'ovaire humain. Des études in vitro et in vivo sur les effets anti-

tumoraux ont montré que FBA-YPQ pouvait inhiber la croissance des cellules cancéreuses de 

l'ovaire humain et la prolifération ; induisent de façon puissante l'apoptose cellulaire et le plus 

fréquent des cycles G2 / M, etc. [Chen et al., 2011]. 
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Figure 11. Structures chimiques de la camptothécine (a), de la matrice (b), du paclitaxel (c) et du 
docétaxel (d). [Kuramoto et al., 2006].  

 

 

III.2.2. Taxol 
 

Taxol (paclitaxel), un alcaloïde diterpène, est une molécule anti-tumorale réussie. 

[Dejong et al., 2005]. Il est d’origine végétale, mais également été trouvé comme un métabolite 

fongique [Stierle et al., 1993]. 
 

Ils ont rapporté que le taxol est utilisépour le cancer du sein et des ovaires, il agit en 

bloquant la dépolymérisation des microtubules. En outre, le taxol favorise la polymérisation de 

la tubuline et inhibe la division rapide des cellules cancéreuses [Manfredi et Horowitz, 1984]. 
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Figure 12. Schéma de la machinerie moléculaire et des cibles possibles pour les propriétés 
antinéoplasiques de certains alcaloides ainsi que  la berbérine, de l'évodiamine, de la matrine, de la 
pipérine, de la sanguinarine et de la tétrandrine. ATF-2: facteur de transcription activé 2; Bax: protéine 
X associée à Bcl-2; Bcl-2: lymphome à cellules B 2; CDK: kinases dépendantes des cyclines; COX-2: 
cyclooxygénase 2; CREB: réponse à l'élément cAMP; DR-5: récepteur de mort 5; ERK: kinase régulée 
par le signal extracellulaire; FAK: kinase d'adhésion focale; Fas-L: Fas ligand; GADD153: arrêt de 
croissance et gène 153 inductible par lésion de l'ADN; GSH: glutathion; GSK3β: glycogène synthase 
kinase 3β; HIF-1: facteur 1 inductible par l'hypoxie; MKP-1: protéine kinase phosphatase 1 activée par 
un mitogene; MMP-2: métalloprotéinase matricielle 2; MMP-9: métalloprotéinase matricielle 9; NAT: 
N-acétyltransférase; NF-κB: facteur nucléaire κ-amplificateur de chaîne légère de cellules B activées; 
NSA: oxyde nitrique synthase; p38 MAPK: p38 protéine kinase activée par un mitogene; PKC: 
protéine kinase C; P-gp: P-glycoprotéine; ROS: espèces réactives de l'oxygène; STAT-3: transducteur 
de signal et activateur de la transcription 3; TopI: topoisomérase I; TopII: topoisomérase II; u-PA: 
activateur du plasminogène de type urokinase       [in-Jian Lu etal.,2012]. 

 

 

III.2.3. Flavonoides 

 

Les flavonoïdes comprennent les isoflavones, les flavonols, les flavones, les 

anthocyanidines, les catéchines, les flavanones…… etc. Des études ont montré que les 

flavonoïdes ont des effets anticancéreux [Hsu et al., 2011]. 
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La réglisse (Glycyrrhiza glabra L) est une plante médicinale chinoise courante et des 

études ont montré que la liquiritigénine qui est le principal flavone composé de cette plante peut 

inhiber efficacement la prolifération de cellules de carcinome cervical humain de xénogreffes 

de tumeurs chez la souris nue [Liu et al., 2012]. 

              Licochalcone A est un phénol natruel qui a également des effets contre le cancer gastrique. 

Il inhibe le cycle cellulaire et induit l'apoptose cellulaire dans les cellules cancéreuses [Xiao et 

al., 2011]. Il a un effet inhibiteur dans le cancer du sein humain. Il inhibe les métastases 

cellulaires, diminue l'angiogenèse tumorale et inhibe l'invasion des cellules MDA-MB-231 

[Hsu et al., 2011]. 

              Baicalin est un flavone glycoside qui possède des propriétés anti-inflammatoires, 

antioxydantes et anti-tumorales (Figure 12g). Dans une étude sur un carcinome hépatocellulaire 

humain (CHC), Zhang et al.,(2012) ont découvert qu’un autre flavone qui est la baicaline 

pouvait induire la mort cellulaire autophagique en régulant à la baisse la CD147 dans la lignée 

cellulaire SMMC-7721. Le traitement combiné de baicalin et baicalein a un effet anti-

prolifératif synergique, en augmentant l’activité apoptotique et réduit le niveau d'expression de 

bcl-2.  

              Dans ce contexte, il est trouvé que l’association de la baicaline avec la baicaleine ont 

significativement inhibé la viabilité des cellules cancéreuses de l'ovaire. Les deux pourraient 

inhiber la viabilité des cellules cancéreuses et l'expression des facteurs cellulaires [Zhou et al., 

2009, Chen et al., 2013]. 

                        Les isoflavones existent principalement dans les légumineuses, avec une structure 

similaire à celle des œstrogènes, y compris les isoflavones de soja, les gènenisoflavones, etc. 

Le phénoxodiol, un nouveau dérivé des isoflavones, induit l'apoptose in vitro et in vivo, même 

dans les cellules cancéreuses chimio- résistantes [Alvero et al., 2008]. 

                            La quercétine est un flavonoïde dérivé de plantes qui peut inhiber la croissance et 

l'induction de l'apoptose dans plusieurs types de cellules tumorales, comme le cancer du col de 

l'utérus, le cancer de la prostate, le cancer buccal surexprimant, l'ostéosarcome, etc [Hsu et al., 

2013]. 

                           Le resvératrol et la quercétine en combinaison ont inhibé la croissance des cellules CLL 

humaines par des effets cytotoxiques, cytostatiques et apoptotiques, et ont également un effet 

sur les cellules cancéreuses du côlon HT-29 [Del Follo-Martinez et al., 2013]. 

                    La propolis contient une variété de composés. L'ester phénéthylique de l'acide caféique 

(ACEP) est un composant bioactif puissant extrait de la propolis. La recherche 

pharmacologique moderne a prouvé que le CAPE peut supprimer la prolifération cellulaire du 
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cancer du pancréas humain, peut adjuver le carcinome épidermoïde oral humain, inhiber la 

croissance des cellules cancéreuses et la signalisation protéine kinase Akt dans les cellules 

cancéreuses humaines de la prostate, et avoir un effet sur les cellules cancéreuses cervicales 

[Chenet al., 2013, Kuo et al., 2013]. 
 

De nombreux autres flavonoïdes tels que la rutine, l'épigallocatéchine, la silymarine, ont 

également une activité anticancéreuse et des mécanismes moléculaires spéciaux sont étudiés 

(figure 13 et 14) [Linet al., 2013]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 13. Differents trajets et les voies moleculaires regulé pas les flavonoides [Russo et 

al.,2012]. 

 

 

 

 

 

Figure 14. Structures chimiques de la podophyllotoxine (e), de la licochalconeA (f), 
de la baicaline (g) et des isoflavones (h). [Renouard et al., 2011].  
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III.2.4. Saponines 

 

Il a été rapporté que les saponines possèdent diverses propriétés biologiques telles 

qu'une activité anticancéreuse et anti-inflammatoire. Le plus largement étudié est le 

ginsenoside. 
 

Le Ginsenoside est une sorte de triterpenoide saponins, et un des ingrédients actifs 

principaux dans le ginseng. Un grand nombre d'études ont montré que le ginsenoside a une 

activité antitumorale supérieure, des effets secondaires non toxiques sur les cellules normales 

et a un effet synergique avec d'autres médicaments de chimiothérapie tels que le cisplatine. Le 

ginsenoside régule la prolifération des cellules tumorales, induisant la différenciation et 

l'apoptose des cellules pour exercer des effets anti-tumoraux [Shen et al., 2009]. 

 

Ginsenoside Rg3 et ginsenoside Rh2 sont les composants antitumoraux les plus étudiés 

et les plus pertinents. Des études ont prouvé que Rg3 peut promouvoir le TRAIL (Ligand 

Inducteur de l'Apoptose TnfRelated) en induisant l'apoptose de la lignée cellulaire du carcinome 

hépatocellulaire. Cependant pas dans les hépatocytes normaux, et peut être utilisé comme 

chimiosensibilisant pour le traitement du cancer, et aussi avoir un effet sur le gliome et sur 

d'autres cancers hypathocytaires [Lee et al., 2013]. 
 

 Ginsenoside Rh2 peut traiter la leucémie en bloquant le cycle cellulaire ; traiter le 

cancer du pancréas en inhibant la prolifération, la migration, l'invasion et l'induction de 

l'apoptose des cellules cancéreuses [Tang et al., 2013]. 
 

Le ginsenoside Rk1 a une activité antitumorale sur les cellules HepG2 du carcinome 

hépatocellulaire humain in vitro. RK1 est inhibé de façon marquée l'activité de la télomérase et 

la croissance cellulaire ainsi qu'un changement morphologique significatif et une apoptose 

induite [Kim et al., 2008]. 

 

Les métabolites de Rg3, inhibent la croissance et la prolifération des cellules du cancer 

de la prostate, induit une apoptose qui conduit à un arrêt dans la phase G1 du cycle cellulaire. 

Par conséquent, il pourrait fonctionner comme un agent thérapeutique potentiel dans le 

traitement du cancer de la prostate et il a également des effets plus forts sur le cancer du côlon 

[Wang et al., 2008 ; Gao et al., 2013]. 
 

Le métabolite triterpene saponine de ginsenoside K trouvé dans les racines de la plante  

peut inhiber une variété de croissance de cellules cancéreuses. Il peut améliorer les résultats du 

traitement de la leucémie myéloïde aiguë pédiatrique et des expérimentations animales ont 
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montré que le composé K peut également avoir un effet de prévention et de traitement du cancer 

du côlon [Chen et al., 2013, Zhang et al., 2013].  
 

Yun et al., (2013) ont découvert que le dérivé de ginsenoside Rp1 a l'effet d'une 

multirésistance aux médicaments. Beaucoup d'autres saponines ont une activité anticancéreuse. 
 

III. 2.5. Polysacharides 
 

 Les polysaccharide jouent un rôle antitumoral par une variété d'approches et le niveau 

de participation et de régulation dans le système immunitaire, tels que la régulation de la 

fonction phagocytaire du système réticulo-endothélial, améliorer l'activité des cellules tueuses 

naturelles (NK), activer les macrophages, induire l'expression des facteurs immuno-régulateurs 

métabolisme, inhiber le cycle cellulaire tumoral, inhiber l'activité de la SOD dans les tissus 

tumoraux, etc. La masse moléculaire relative du polysaccharide neutre peut améliorer la 

fonction du macrophage in vivo, le polysaccharide acide peut favoriser la libération du facteur 

de nécrose tumorale, tuer et inhiber directement les cellules tumorales (Figure 15 3k).  

 Il a été démontré que le polysaccharide dérivé de Prunella vulgaris possède des activités 

anti-HSV en inhibant la liaison et la pénétration du virus dans les cellules hôtes [Zhang et al., 

2007]. 

 

 

 Astragalus polysaccharides (APS) sont les ingrédients actifs dans Astragalus 

membranaceus. Lorsqu'il est utilisé seul, l'APS n'a pas d'activité anti-tumorale sur les cellules 

tumorales in vitro. Cependant, il peut être combiné avec d'autres médicaments contre le cancer 

pour augmenter la cytotoxicité de certains médicaments de chimiothérapie dans les cellules H22 

/ ADM et améliorer la chimio-sensibilité des cellules [Tian et al., 2012]. 
 

 Ganoderma lucidum ont été utilisés pour prévenir et traiter diverses maladies humaines. 

Les données obtenues par des recherches antérieures ont montré que le polysaccharide de 

(GLPS) G. lucidum pouvait supprimer la tumorigenèse ou inhiber la croissance de la tumeur 

par des effets cytotoxiques directs et des actions anti-angiogéniques. Il peut médier 

immunomodulation et affecter les cellules immunitaires et; les cellules immunitaires [Xu et al., 

2011]. 



Chapitre III                                                                            BIOTHERAPIE DU CANCER 

 
29 

 
Figure 15. Structures chimiques du ginsenoside Rg3 (i), Rh2 (j) et polysaccharide (k).  

[kimet al., 2008]. 
 

 

III.2.6. Polyphénols  

Les composés phytochimiques polyphénoliques constituent l'une des classes de 

métabolites secondaires les plus omniprésentes dans la nature. Jusqu’à present, il existe de 

nombreuses informations sur les mécanismes moléculaires par lesquels les polyphénols 

peuvent affecter la cancérogenèse, la prolifération et la mort des cellules tumorales, 

l’inflammation, l’angiogenèse et la resistance au médicaments [Kanget al., 2011]. 

 

 Fréquemment, les mécanismes moléculaires induits par les polyphénols englobent 

plusieurs voies ; l'induction d'enzymes antioxydantes en réduisant ainsi les ROS (espèces 

réactives de l'oxygène), les polyphenols induit aussi une cancérogenèse via un facteur de 

transcription sensible de redox érythroïde 2 p45 (NF-E2) (Nrf2), un régulateur principal de 

la transcription de nombreuses enzymes détoxifiantes [Nair et al., 2006]. Plusieurs études 

suggèrent également que certains polyphénols induisent la mort cellulaire en se liant aux 

protéines anti-apoptotiques Bcl-2 ou Bcl-xL ou en altérant le cytosquelette des microtubules 

cellulaires [Mena et al., 2012]. 

 

III.2.7. Autres 

Il existe de nombreux types des produits naturels qui possedent une activité 

anticancéreuse. 

L’andrographolide (Andro), une diterpénoïde naturelle lactone isolée à partir 

Andrographispaniculata, a été montré pour inhiber la prolifération des cellules du cancer du 



Chapitre III                                                                            BIOTHERAPIE DU CANCER 

 
30 

sein, la migration et l'arrêt du cycle cellulaire à la phase G2 / M; et induisent également 

l'apoptose par une voie indépendante de la caspase. Il peut agir comme agent antitumoral et 

anti-angiogénique efficace pour le traitement du cancer du sein [Kumar et al., 2012]. 

 

Les lactones sesquiterpéniques (SL) sont des métabolites secondaires végétaux ; testent 

deux molécules SL, le 3-β-méthoxy-iso-seco-tanapartholide (β-tan) et le salograviolide A (Sal 

A) de leur activité antitumorale ont montré qu'ils pouvaient inhiber sélectivement la croissance 

de la cellule induite par le promoteur tumoral des cellules JB6P + à des concentrations [Saikali 

et al., 2012]. 
 

Trichosanthine (TCS) de 27 kDa est une protéine inactivatrice de ribosome trouvée dans 

la plante chinoise : Trichosanthes kirilowii maximowicz (TianHua Fen), a des activités anti-

prolifératives et induisant l'apoptose dans les cellules MCF-7 humaines oestrogéno-

dépendantes et MDA-MB indépendant des oestrogènes -231 cellules, et réduit 

significativement le volume et le poids de la tumeur [Fang et al., 2012]. 
 

Zhao et al., (2012) ont trouvé un complexe polysaccharide-protéine de Scolopendra 

subspinipes mutilansL. Koch, qui peut inhiber la croissance tumorale in vivo en améliorant la 

réponse immunitaire antitumorale et en réduisant la voie métabolique des AA. Il a été démontré 

que les polyphénols polymériques de thé noir (PBP) possèdent l'effet anti-tumoral [Kumar et 

al., 2012]. 
 

Un nouvel alcaloïde CS-1 a été extrait de la médecine traditionnelle chinoise qui peut 

probablement inhiber le facteur de croissance épidermique se liant à son récepteur ; influencer 

sur la transcription et l'arrêt du cycle cellulaire de la cycline D1 en phase G1 / S, de façon à 

inhiber la prolifération de plusieurs cellules cancéreuses humaines [Du et al., 2012]. 

 

La doxycycline peut exercer ses effets anti-tumoraux en inhibant la voie de signalisation 

FAK [Sun et al., 2009]. 
 

La naringénine peut améliorer l'effet antitumoral de la doxorubicine en modulant 

sélectivement les voies d'efflux de médicament mieux que la doxorubicine seule, et peut être 

développée comme adjuvant dans le traitement des cancers humains [Zhang et al., 2009]. Ces 

analogues de bêta-lactame N-alkylthiolés peuvent être utilisés comme médicaments 

anticancéreux potentiels. Frezza et al., (2008) ont découvert que les bêta-lactamines ont une 

activité induisant l'ADN et induisant l'apoptose sur différentes lignées cellulaires tumorales, et 

peuvent inhiber la croissance de souris porteuses de xénogreffes de cancer du sein associées à 

l'induction de lésions de l'ADN et d'apoptose dans les tumeurs. 



 

 

 

 

 

 

Partie expérimentale 

 



 

 

 

 

 

CHAPITRE I 

Matériel et Méthodes 
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I.1. Etude phytochimique de la plante H.albus 

I.1.1. Matériel végétal 

La partie aerienne de la plante Hyocamus albus a été récoltée pendant la périodes Mars 

– Avril 2014 à partir de la région Nouader Ighzar n aith Abdi , Wilaya de Batna ( Aures 

Algérie), cette plante a été identitifiée par Dr OUDJHIH B , Laboratoire de Botanique , 

Département d’Agronomie , Université de Batna-1, un spicimen vaucher a été déposé sous le 

numéro 564DZUB2009 . 
 

La plante a été prudemment lavée et séchée à l’ombre pendant 65 jours dans une 

chambre sèche pour la préparer à l’extraction. Après séchage de la plante, les feuilles sèches 

ont été broyées au niveau de département de chimie pour obtenir une poudre fine.  

La poudre a été sauvegardée à la température ambiente pour toutes utilisations. 
 

I.1.2. Préparation des extraits   
 

I.1.2.1. Extraction  
 

La poudre fine du matériel végétal est soumis à un épuisement continu, en 

utilisant trois solvants à polarité croissante : (Figure 16) 

1- Ether de pétrole :solvant apolaire aprotique ( CH3-CH2n-CH3) 

2- Chloroforme :CH CL3 

3- Méthanol : CH3OH 

La methode d’extraction suivie est effectuée selon le protocole de Diallo et 

al., (2004) 

 

 

 

 

 

 

 

https://fr.wikipedia.org/wiki/Solvant
https://fr.wikipedia.org/wiki/Solvant_apolaire
https://fr.wikipedia.org/wiki/Solvant_aprotique
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Figure 16. Schéma d’extraction par les solvants organiques des feuilles d’H.albus [Diallo et al., 

2004]. 
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I.1.3. Calcul du rendement d’extraction  
 

Le rendement est calculé selon la méthode décrite par Pratima et Mathad, 2011, selon 

la formule suivante : 

Rendement d’extraction (%) = poids d’extrait obtenu ×100 / poids prise du matériel végétal.  
 

I.1.4. Analyse des extraits d’H. albus 
 

I.1.4.1. Tests préliminaires 

Les tests préliminiare sont un standard utilisés dans chaque protocole de 

caractérésation de molécules, ils ont déjà été réalisé dans plusieurs études 

récentes et nous avons refait ces tests pour la confimation de la présence des 

métabolites.   
 

Métabolite 

secondaire 

Principe de test Résultat Réference 

Flavonoïdes  

 

1 ml d’extrait + 0.2 ml d’HCl 

concentré (2N) + 0,5 g de Mg 

magnésium métallique.  

Coloration rouge, 

orangée 

Lee et al., 

(2006) . 

Polyphénols  

 

2 ml de chaque extrait +0.2ml FeCl 

3(solution alcoolique de chlorure 

ferrique) à Concentration 2% a été 

rajoutée.  

Coloration bleu-

noirâtre . 

N’Guessan et 

al., (2009). 

Tanins FeCl3 préparé à 1 % + 2 ml de 

chaque extrait.  

Coloration bleu 

noir 

Dohou et al., 

2003]. 

Terpenoides 0,5 g d’extrait + 2 ml de chloroforme 

+  3 ml d’ acide sulfurique (H2S04).  

Couleur brune 

rougeâtre à la 

surface 

Ayoola et al., 

(2008). 

Alcaloïdes 

 

Test de Dragendorf : 

3 ml de l’extrait + 5ml de HCL 

(1%),une incubation dans un 

bain marie. Enfin addition de 

0,2 ml de réactif de Dragendoff.  

Formation d’un 

précipité blanc 

Evans, 2002. 
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I.1.5. Séparation des produits d’ H.albus 
 

 

I.1.5.1. Préparation des phases 

Nous avons solubilisé 5g de l’extrait HAMeOH dans 15ml d’eau distillée 

plus 15 ml de butanol pour intensifier la solubilité. 

La séparation est faite en utilisant une ampoule à décanter et nous avons 

obtenu deux phases : (phase aqueuse et phase butanolique) puis ces phases ont été 

évaporées par l’intermédiaire d’un évaporateur rotatif a une vitesse de 60t/min a 

37C puis pesés à la fin. 

I.1.5.2. La colonne de séphadex  
 

En chromatographie sur colonne, la phase stationnaire (un adsorbant 

solide) est placée dans une colonne de verre verticale et la phase mobile (un 

liquide) est ajoutée au sommet et s'écoule à travers la colonne (par gravité ou par 

pression externe). La Chromatographie sur colonne est généralement utilisée 

comme technique de purification pour isoler les composés désirés d'un mélange 

[Kenkel, 2003]. 
 

Le gel de silice (SiO2) et l'alumine (Al2O3) sont les deux adsorbants 

couramment utilisés pour la chromatographie sur colonne. Ces adsorbants sont 

vendus dans différentes tailles de mailles, indiquées par un numéro sur l'étiquette 

de la bouteille. La polarité du solvant qui traverse la colonne influe sur les vitesses 

relatives de déplacement des composés dans la colonne [Harvey, 2000]. 

 

Nous avons solubilisé 5 g de la phase butanolique sur une colonne de gel 

de séphadexTM LH-20 (GE Healthcare). Le gel été preparé par la solubilisation de 

100 g de la poudre de Séphadex dans le méthanol pur pour 120 minutes et le 

transferer dans la colonne, le débit est réglé a (2ml/min). Les fractions obtenues ont 

été collectés par un collecteur automatique [Harvey,2000]. 
 

I.1.5.3. Chromatographie sur couche mince (CCM) 

 

La chromatogaraphie CCM est utilisée pour fusionner les fractions 

semblables issus de la colonne de séphadex sur une plaque de CCM sans 

contamination de leurs purtés [Kenkel, 2003]. Les plaques utilisées sont en verre de 

silicagel type 60 F254 (Merk, USA), qui sont composés par deux systèmes de 
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migration : chloroforme-méthanol-eau (80 :18 :02), Butanol-Acid acétique-eau 

(60 :15 :25) [Diallo et al., 2004]. 

 

I.1.6. Caractérisation et identification des molécules  
 

I.1.6.1. Purification des fractions par HPLC préparative 

La chromatographie en phase liquide à haute performance est essentiellement utilisée 

à la base d’une colonne chromatographique améliorée , au lieu de laisser le solvant sera 

absorber dans la colonne par l’effet de gravité , il est forcé sous une grande pression qui 

obtiendra 400 atmosphères ce qui l’oblige à ce déplacer rapidement , cette technique nous 

permettra d’utiliser des particules de très petite taille pour le conditionnement de la colonne 

ce qui lui donne une grande surface d’interaction entre la phase stationnaire et la fluidité des 

molécules à travers celle-là , cela assure une meilleure séparation des molécules de l’extrait  

[Harvey,2000]. 

 La chromatographie en phase liquide à haute performance (HPLC) est la méthode 

convenable pour la purification et la séparation des produits naturels. 
 

Les différentes fractions obtenues à partir de la CCM ont été purifiées avec une HPLC 

préparative type  LC-20 marques (Shimadzu made in Irlande) ,  détecteur RID-10 AA (débit 

2ml/min ) et une colonne (phase inverse C18 Bondapack part : wat 0844176, 10µm 125 °C , 

Serial N :02043822813005. 
 

 

Deux principales fractions ont été mises pour purification suite à leurs activités 

anticancéreuses intéressantes déjà testé dans la présente étude en utilisant le même instrument 

et la précédente colonne. 
 

Ces deux fractions ont été solubilisées dans 90% d’eau et 10% d’acétonitrile avec 

lancement de méthode de purification (10-60% dans 20 minutes). Par la suite nous avons 

collecté les produits purs qui se séparent en forme de pique affichés au moniteur. 
 

I.1.6.3. Analyse des molécules par HPLC analytique  
 

Le principe de cette technique est celle de l’HPLC préparative dont la seule différence 

est la méthode d’injection.Les molécules obtenues ont été analysées par HPLC analytique 

(Shimadzu SérielNo : L524050 C18 Phenomenex : Kinetx 5m, L150*D4, 6mm. 100A ; made 

in USA) pour analyser la pureté des molécules selon les profiles affichés au moniteur. 
 

Pour chaque échantillion, nous avons fait une injection de 15l, avec enregistrement 

des chromatogrammes et de spectres (200-600 nm). 
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I.1.6.4. Analyse par LC-MASS Spectrométrie 

 

La spectrométrie de masse nous permet de déterminer la masse et la formule 

moléculaire d’une molécule, ainsi que certaines caractéristiques. Une petite quantité 

d’échantillon a été évaporée et ionisée comme un résultat de suppression d’un électron de 

chaque molécule en produisant un cation. Les chaines qui se séparent sont les plus fragiles et 

qui résultent la formation des produits plus stables. Ces fragments des molécules sont détectés 

séparément sur la base du rapport masse-charge [Henry ,1989]. 

 

Les details de comment ces fragments chargés positivement sont séparés et détectés se 

diffère selon un désigne de masse analyseur de l’instrument. L’information obtenue sera 

affichée par un système soft (spectrométrie) ce qui nous permet de faire la reconstitution de la 

molécule originale et l’identifier [Kenkel, 2003]. 
 

Nous avons injecté les produits purs obtenus par HPLC préparative et déjà vérifiés par 

HPLC analytique dans l’instrument LC-MASS (Agilent Technologies LC Mass 6110 , C18. 

T= 25C) pour identifier leurs poids moléculaires. 
 

I.1.6.5. Solidification des produits 

 

Ce protocole est utilisé dans le but de changer l’état de la matière des produits pures 

de liquide en solide (poudre) et d’évaporer tout les solvants inclus dans nos produits (eau et 

acétonitrile) en utilisant un rota-vapeur et un lyophilisateur CRIOS-55 pour préparer les 

molécules à la caractérisation.  
 

I.1.6.6. Résonnance magnétique nucléaire (RMN) spectrométrie 
 

La résonnance magnétique nucléaire (RMN) est basée sur le principe d’absorbance 

d’énergie quand un noyau d’un atome est excité de son spin à faible énergie au spin à forte 

énergie, plusieurs molécules sont difficiles à être étudiées par RMN, seul les molécules 

organiques qui ont des isotopes (1H et 13C) qui sont capables de refléter un spectre RMN qui 

est riche en information structurales.  
 

La résonnance magnétique nucléaire à proton (RMN1H) nous explique 

l’environnement de différents atomes d’hydrogène dans une molécule ; la résonnance 

magnétique à carbone (13C RMN) dont le spectre agit pareil sur les atomes de carbones [Carey, 

2000]. L’ensemble du 1H et 13C est utilisé dans le but de déterminer la nature des atomes 

présents, leurs nombres et leurs enchainements et ainsi de connaitre la structure totale de nos 

molécules organiques. 
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Les produits purifiés obtenus après HPLC ont été bien évaporés avec l’évaporateur 

rotatif puis séchés avec le nitrogène et un lyophilisateur ; après nous avons solubilisé chaque 

produit dans 0.5 ml de méthanol Deuterium oxide et nous avons utilisé deux instruments ( 

OXFORD , Varian 400 MHz ) ( Oxford, Varian 500MHz ) [Campos et al.,2014]. 

 

I.1.6.7. Résonnance magnétique nucléaire bidimensionnelle (RMN 2D)  
 

Pour certains molécules l’RMN à proton et à carbone est insuffisant pour 

l’identification de structure nouvelle ou inconnue, donc nous avons utilisé la résonnance 

magnétique bidimensionnel (COSY, HSQC et HMBC) en utilisant l’instrument OXFORD, 

Varian 500 MHz qui se repose sur une succession de trois intervalles de temps : préparation, 

évolution et détection [Canet ,1991]. 

 

I.2.Etude de l’activité anticancéreuse in vitro 

 

I.2.1. Culture Cellulaire  
 

 Plusieurs lignées cellulaires ont été utilisées dans cette expérience. ILl s’agit de : 

Cellules cancéreuse hormono-résistant de la prostate (DU-145 et PC3) , Lignée cancéreuse  

hormono-sensible de la prostate humaine (LNcap), Lignée cellulaire de glioblastomes 

immortalisées (U-87 MG, U-373 MG) ,Lignée astrocytaire tumorale (LN229), lignées tumoral 

osseuse  ( U-2 OS). Ces lignées ont été mises en culture dans le milieu DMEM (Gibco®, Life 

Technologies, Carlsbad, CA) (Dulbecco’s modifications of Eugal’s medium avec L-glutamine 

et 4.5g/L de glucose) (Loza ,Belgium) supplémenté avec 10% de sérum bovin fœtale (FBS) 

(Gibco®, Life Technologies, Carlsbad, CA),100 unités/ml de pénicilline G et 100 mg/ml de 

streptomycine (Lonza Group Ltd., Switzerland) (Gibco®, Life Technologies, Carlsbad, CA)  

à CO2 de 5 % et 37°C pendant une semaine  [Jin et al.,2010]. 

 

 

I.2.2. Test MTT des fractions : C, D, F, G 
 

L’activité anticancéruese des fractions obtenues du HAMeOH a été évaluée par le test 

MTT [-(4,5-dimethylthiazole-2-yl)-2,5diphenyltetrazolium bromide ; Sigma-Aldrich, Merck, 

Germany) illustré par [Mossmann, 1983; Skehan ,1990] . 
 

Les lignées cellulaires DU-145 , PC3 , LNCAP , U-373 et U-87 MG ont été fournies 

par l’institut du cancer des Etas Unis d’Amérique NCI  . 
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Les cellules ont eté poussées dans le milieu (DMEM), constitué de 5% du sérum bovin 

fœtal (FBS), Pénicilline G (100 U/ml) la Streptomycine sulfate (100g/ml) dans 35ºC et 4,7% 

du CO2 pour sept jours. 

Une semaine après, les cellules ont été lavées avec des tampons de phosphate saline 

(PBS) et traitées par «trypsine EDTA » et incubées pendant 4 minutes à une température de 

38ºC et 4,7% de CO2. 

Après incubation, nous avons introduit le milieu de culture aux cellules dans des tubes 

coniques et les centrifugés pendant 10 à 40 minutes pour séparer les cellules du milieu. 

Après trypsinisation, toutes les lignées cellulaires ont été ensemencées dans 100 µl du 

milieu dans une plaque à 96 puits. Un jour plus tard, les cellules ont été traitées avec les 

fractions C, D, F et G à une large gamme de concentration, de 1,6 μg / ml à 200 μg / ml, et 

avec du docétaxel (DTX) (concentration de 0,39 ng / ml à 50 ng / ml). Le même protocole a 

été utilisé pour le traitement avec du DMSO (diméthylsulfoxide) qui est utilisé comme témoin. 
 

 Après 72 h d'incubation, les cellules ont été exposées à une solution de MTT préparée 

à 10% pendant 3-4 h à 37 ° C. Après la période d'incubation, la solution de MTT a été éliminée 

et les cristaux de formazan solubilisés avec une solution d'isopropanol / HCl (1N) pendant 20 

minutes.  
 

L'absorbance a été mesurée à 570 nm avec un lecteur de microplaques Bio-Rad en 

utilisant le logiciel Microplate Manager (Bio-Rad, Californie, USA) [Skehan ,1990]. La 

viabilité et la mortalité cellulaire ont été calculées par la méthode suivante :  

% Viabilité cellulaire = (Abs test /Abs contrôle) x 100  

% Mortalité = 100 - % Viabilité cellulaire [Mossmann, 1983].  

Les valeurs de concentration inhibitrice demi-maximale (IC50) ont été calculées 

comme les concentrations qui montrent 50% d'inhibition de la prolifération sur toute lignée 

cellulaire testée. Les expériences ont été réalisées en trois exemplaires. 

I.2.3. Marquage de l’apoptose par l’acridine orange (AO) 

 

L’acridine (C34H40Cl4N6Zn) est un colorant biologique vital qui se fixe sur les acides 

nucléiques, dans notre expérience nous avons suivi la méthode de Lenga, (1993)  
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 Nous avons incubés 25 l de la suspension cellulaire (de PC-3 et DU-145) avec 1l 

de solution d’acridine (ThermoFisher A1301) pendant 10 à 20 minutes, nous avons testé la 

fraction C (200 µg/ml) et puis nous les avons visualisé juste après incubation  

Nous avons palcé 10 l de la suspension sur une lame microscopique couverte d’une 

lamelle puis nous avons examinés à l’aide d’un microscope à fluorescence (X60 ) mené d’un 

filtre à fluorescéine. 

 

I.2.4. Test MTT des molécules FCP1, FCP2 , FCP3 , FFPh, FFP3  

L’activité anticancéruese des molécules obtenus du HAMeOH a été évaluée par le test 

MTT [-(4,5-dimethylthiazole-2-yl)-2,5diphenyltetrazolium bromide; Sigma-Aldrich, Merck, 

Germany) illustre par Mossmann, 1983 et Skehan ,(1990).  Les molécules des fractions C et F 

sont testées avec des concentrations allant de (7,8 µM à 1000 μM). Le mème protocole de test 

des fractions a été appliqué selon la méthode de Skehan ,(1990). 

 

1.2.5. Analyse de l’apoptose par la cytométrie en flux  
 

L'analyse de l'apoptose a été réalisée par cytométrie de flux (cytomètre en flux 

CytoFLEX, Beckman Coulter, Californie, USA). L'annexine V-FITC (isothiocyanate de 

fluorescéine) a été utilisée conjointement avec un colorant vital, l'iodure de propidium (PI), 

pour distinguer les cellules apoptotiques des cellules nécrotiques. 

Selon le protocole de Rieger et al., (2011) , les cellules (2 ml)  avec une densité de 10 
4 ont été cultivées dans des boîtes de Pétri de 40 mm  pour 24 h après les cellules ont été 

traitées avec les molécules purifiées de 200 μg / ml pendant 12, 24 et 48 h.  

Après les différentes périodes de traitement, les cellules ont été récoltées et 

centrifugées à 335 tours pendant 10 min puis le surnageant a été lavé avec à PBS à 1% puis 

resuspensé avec l’annexine V et le tampon de liaison. 

Les cellules lavées sont centrifugées puis le surnageant est rejeté. Les cellules obtenues 

sont mises en suspension avec 100 µl de tampon de liaison Annexin V et 5 μL Annexin V 

Alexa Fluor 488 a été ajouté puis faire incuber dans l'obscurité pendant 15min.  4 μL de PI 

(Propidium Iodide ) dilué dans un tampon de liaison à l'annexine V (1: 10) a été ajouté puis 

incuber pendant 15min dans l’obscurité  à température ambiante. 
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Le tampon de liaison Annexine V (500 µl) a été ajouté pour laver les cellules colorées 

par l’annexine / PI. Cette derniere a été évalué selonl'analyse des cellules apoptotiques qui 

a été réalisée par CytExpert Software pour CytoFLEX (Beckman Coulter, Californie, 

USA). 

I.3.Etude statististique 

Les analyses statistiques de nos résultats sont réalisées à l’aide du logiciel Graph Pad 

prism 6.   

L’analyse de la variance à un seul ou à deux facteurs (ANOVA I, ANOVA II) est utilisée 

pour comparer la différence entre les différents paramètres qualitatifs et quantitatifs étudiés. 

L’homogénéité de la variance entre ces paramètres est vérifiée par le test de fisher  et Bartlett. 

Dans le cas où ce test s’avère significatif (P0.05 ޒ), la distribution est normalisée par une 

transformation adéquate (logarithmique, la racine de carré).   Lorsque ce test est non 

significatif (P0.05ޓ), un post test du Tukey ou Bonferroni sont appliqués pour comparer les 

moyennes entre les paramétres. 

Les résultats sont exprimés en (moyenne ± SEM). Quand (P0.05 ޒ), la différence 

statistique est considérée significative. 

I.4.  Structures chimiques 

 

Les structures chimiques des molécules obtenus ont été realiser par le logiciel CHEM Draw 
Professional 15.0 .   Mac Version  
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II.1. Etude phytochimique de H.albus 
 

II.1.1. Extraction et calcul du rendement 

 

Après extraction nous avons obtenu les extraits organiques de la plante H.albus (EEp, 

Echl et EMe) en utilisant des solvants à polarité croissante.Le rendement de chaque extrait par 

rapport au poids du broyat est représenté dans le tableau 01. 

Tableau 01. Rendement de différents extraits (EEp, EChl et EMe) des feuilles de H.albus 
 

 

Le rendement a été déterminé par rapport au poids du matériel végétal sec rendu en poudre, les resultants sont 

exprimés en pourcentage. 

 Le rendement a été déterminé par rapport au poids du matériel végétal sec rendu en 

poudre, nos résultats sont exprimés en pourcentage. D’après nos résultats, le meilleur 

rendement a été obrenu avec l’extrait méthanolique (10.1%) tandis que le plus faible est celui 

de l’EEpl, soit 1.75 % puis l’EChl (3.0 %). Le rendement dépend beaucoups plus de la méthode 

d’extraction et les conditions dans lesquelles l’extraction a été effectuée [Dhanani et al.,2017]. 

 
 

II.1.2. Analyse qualitative des extraits d’H.albus (Test préliminaires) 
 

Le screening phytochimique des extraits de H.albusa indique la présence 

des polyphénols, les tanins galliques, les terpenoides et les flavonoïdes dans tous 

les extraits de H.albus et surtout une richesse en alcaloïdes dans tous les extraits. 
 

Nous avons remarqué que les tanins catéchiques sont absents dans l’extrait 

EEp et présents dans l’extrait EChl et EMe de cette plante (Tableau 02). 

 

 

 

 

 

 

Extraits Quantité de l’extrait 
(g) 

Quantité de 

poudre végétale(g) 

Rendement (%) 

Par rapport au 
poids du broyat 

EEp (H.albus) 17.5 1000 1.75 

EChl (H.albus) 30 1000 3.0 

EMe (H.albus) 110 1000 10.1 
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Tableau 02. Tests chimiques des extraits (EEp, EChl et EMe) des feuilles de H.albus. 
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++++ : Très abondant ; +++ : abondant ; ++ : moyen ; - : réaction louche. 
 

II.1.3. Séparation sur chromatographie sur colonne et CCM 
 

Le tableau 03 montre le poids des extraits ainsi que le poids des phases obtenues. 
 

Tableau 03. Poids des extraits et des phases aqueuses et butanoliques de H.albus. 

Extraits et phases Poids (g) 

Extrait HAMeOH 62.25 

Phase butanolique de H .albus 8.50 

Phase aqueuse d’ H .albus 5.44 

 

 La phase butanolique et aqueuse de cette plante a été testée sur CCM et nous avons 

trouvé que la phase aqueuse contient des sucres (Figure 17). 
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Figure 17 . Chromatogrammes des phases aqueuses et butanoliques de la  plante H.albus. 

 

 Après l’analyse des résultats obtenus de CCM de H.albus,  nous avons remarqué que les 

phases aqueuses n’ont pas pu migrer à cause de la présence des sucres donc  nous allons 

travailler avec la phase butanolique. 

        La phase butanolique de H.albus a été mise en purification sur  gel de Séphadex LH 20, 

après cette purification nous avons obtenus 40 fractions, ces dernières ont été analysées avec 

CCM, puis ont été réunis en 11 fractions séchées et pesées (Tableau 04).  

Tableau 04. Fractions obtenues après séparation sur colonne de la phase butanolique de H.albus. 

Fractions Poids (mg) 

F1 10 mg 
F2 71 mg 
F3 87 mg 
F4 301 mg 
F5 115 mg 
F6 121 mg 
F7 143 mg 
F8 66 mg 
F9 152 mg 
F10 42 mg 
F11 19 mg 
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Nous avons analysé ces 11 fractions sur CCM (Figure 18) 

Figure 18. Chromatogramme de fractions obtenues de la phase butanolique de H.albus après 
purification  sur colonne de Séphadex. 

 

II.1.4. Analyse par HPLC préparative 

Suite à l’activité cytotoxique évaluée sur quelques lignées cancéreuses, nous avons 

choisis de continuer avec les fractions F et C car ils ont donné les meilleurs résultats, nous les 

avons purifiés dans le but de caractériser les molécules responsables de cette activité. 

La fraction F et C ont été purifiéés sur HPLC en utilisant l’H2O et l’acétonétrile (ACN). 

Les piques sur le chromatogramme (Figure 19 et 20) représente des molécules qui ont été 

collectées séparément. 
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Figure 19. Chromatogramme de l’HPLC préparative de la Fraction F. 

 

 

Figure 20. Chromatogramme de l’HPLC préparative de la Fraction C. 

 



CHAPITRE II                                                            RESULTATS ET DISCUSSION 

 

 
46 

 

II.1.5. Analyse par HPLC Analytique 

 Nous avons collecté deux piques (FF pH et p3) majoritaires dont l’absorbance 

est plus élevée de la fraction F et trois piques de la fraction C (FC p1, p2, p3) et nous avons 

analysé leur pureté par HPLC analytique, les chromatogramme affichés dans les figure 21, 22, 

23, 24.   

Figure 21. HPLC analytique de pique H fraction F. 

Le chromatogramme indique la présence d’un seul pique pour chaque molécule ce qui signifie 
la pureté de la molécule collectée. 

 

Figure 22. HPLC analytique du pique 1 de fraction C. 
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Figure 23.HPLC analytique du pique 2 de fraction C. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure24.HPLC analytique du pique 3 fraction C. 

II.1.6. Analyse par Spectrométrie de masse  

Le poids moléculaire des molécules obtenues est classé dans le tableau 05 : 
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Tableau 05. Poids moléculaire des molécules obtenues . 

Produits 

 

Poids Moléculaires (g /mol) 

FF-pH 
 

649.2 

FF-p3 
 

336.1 

FC-p1 
 

472.3 

FC-p2 
 

291.1 

FC-p3 
 

210.1 

 

Les figures 25, 26, 27, 28, 29 représente les spectres affichés sur la LC.MASS 

 

Figure 25. Spectre de Lc-mass Fraction F pique H (649.2) 
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Figure 26. Spectre de Lc-mass Fraction F pique 3 (336.1 g/mol) 

 

 

Figure 27. Spectre de Lc-mass Fraction C pique 1 (472.3) 
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Figure 28. Spectre de Lc-mass Fraction C pique 2 (200.2) 

 

 

Figure29. Spectre de Lc-mass Fraction C pique 3 (210.1) 
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II.1.7. Analysepar Spectrométrie RMN    

 

II.1.7.1. Pique H Fraction F 

 

 L’analyse par RMN nous a permet de déterminer le nombre, l’enchainement et la nature 

des atomes composant de chaque molécule (figures 30). 

1H-NMR (500 MHz, CD3OD) ð: 7.55 (1H, d, J = 1.8 Hz, H-2’), 7.62 (1H, dd, J= 8.4, 1.8 Hz, H-

6ƍ), 6.98 (1H, d, J = 8.4 Hz, H-5ƍ), 6.53 (1H, d, J =1.8 Hz, H-8), 6.29 (1H, d, J = 1.8 Hz, H-6), 

5.22 (1H, d,J =8.4 Hz, H-1Ǝ), 3.93 (1H, d, J =7.2 Hz, H-1Ǝ); EIMS m/z: 649 [M+Na]+ (calcd for 

C27H30O17: 626)  (Figure 31). 

 

Figure30. Spectre RMN H1 de pique H fraction F. 

 

 

H-Ϯ’ 

H-6’ H-ϭ’’ 
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Figure 31. Structure chimique de la molécule (Ph-FF) Quercetin-3 -D-glucopyranosyl-(1   6)-B-D-
glucopyranoside (QCGG). 

 

La quercétine, un flavonoïde présent dans les fruits et les légumes, possède des 

propriétés biologiques uniques qui peuvent améliorer la performance mentale ou physique et 

réduire le risque d'infection [Davis et al., 2009]. Ces propriétés constituent la base des bénéfices 

potentiels pour la santé globale et la résistance aux maladies, y compris les activités anti-

cancérigènes, anti-inflammatoires, antivirales, antioxydantes et psychostimulantes, ainsi que la 

capacité à inhiber la peroxydation lipidique, l'agrégation plaquettaire et la perméabilité 

capillaire et aussi stimuler la biogenèse mitochondriale. Par conséquent, il existe un besoin 

pressant d'essais cliniques bien conçus pour évaluer davantage ce nouveau complément 

alimentaire [Aguirre et al. ,2011 ; Li et al., 2016].  

La quercétine est classée comme un flavonol, l'une des six sous-classes de composés 

flavonoïdes. Le nom a été utilisé depuis 1857, et est dérivé de quercetum (forêt de chêne), après 

Quercus. C'est un inhibiteur naturel du transport de l'auxine polaire. La nomenclature de l'Union 

internationale de chimie pure et appliquée (UICPA) pour la quercétine est la 3, 3 ', 4', 5, 7-

pentahydroxyflvanone (ou son synonyme 3, 3 ', 4', 5, 7-pentahydroxy-2-phénylchromène). 4-

one). Cela signifie que la quercétine a un groupe OH fixé aux positions 3, 5, 7, 3 'et 4'[Fischer 

et al., 1997]. 

La quercétine (C15H10O7) est un aglycone, sans sucre joint. C'est un cristal insoluble 

dans l'eau froide, peu soluble dans l'eau chaude, mais assez soluble dans l'alcool et les lipidesUn 

glycoside de quercétine est formé en attachant un groupe glycosyle (un sucre tel que le glucose, 

le rhamnose ou le rutinose) en remplacement de l'un des groupes OH (communément en 

position 3) [Materska, 2008]. Le groupe glycosyle attaché peut modifier la solubilité, 

l'absorption et les effets in vivo [Liet al., ,2016]. En règle générale, la présence d'un groupe 

glycosyle (quercétine glycoside) entraîne une augmentation de la solubilité dans l'eau par 

rapport à la quercétine aglycone [Hollman ,1999]. 
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Un glycoside de quercétine est unique par le groupe glycosyle attaché. Généralement, 

le terme quercétine devrait être utilisé pour décrire l'aglycone seulement ; Cependant, le nom 

est parfois utilisé pour désigner des molécules de type quercétine, y compris ses glycosides dans 

la recherche et l'industrie des suppléments [Ross et Kasum ,2002]. 

II.1.7.2. Pique 3 Fraction F 

Le spectre RMN indique la présence de quatre systemes de spines : un aromatique ABX 

system [δ 7.10 (1H, d, J = 2 Hz), 6.79 (1H, d, J = 8.2 Hz) and 7.0 (1H, dd, J = 2, 8.2 Hz)] assigne 

a H-2, H-5 and H-6 respectivement ; un autre aromatique A2B2 system [δ 7.05 (2H, d, J = 6.8 

Hz) and 6.72 (2H, d, J = 7.2 Hz)] assigne aux protons H-2', H-6' and H-3', H-5' respectivement; 

une double liaison transd’un system AB [δ 7.43 (1H, d, J = 15.6 Hz) and 6.40 (1H, d, J = 15.6 

Hz)] assigne a H-7 and H-8 respectivement, et a AB system [δ 2.75 (2H, dd, J = 7.1, 7.5 Hz) et 

3.46 (2H, dd, J = 7.2, 6.5 Hz)] assigne a H-7' and H-8' respectivement. Dans l’expérience 

HMBC , H-7 (δ 7.43) corrélé dans deux et trois chaines avec cinq signales de carbone a δ 

128.39, 111.6, 123.33, 118.8 et 169.28 qui sont assigne sur C-1, C-2, C-6, C-8 et C-9 

respectivement qui indique la présence de trans-feruloyl-group (figure 32 et 33). 

 

Figure 32. Spectre RMN H1 du Pique 3 fraction F. 
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Figure 33. Spectre RMN C13 du pique 3 fraction F. 

 

 La spectrométrie de masse de la molécule C18H19NO4de m/z 336 [M + Na]+, 192 

[M-ethylbenzene], 177[M-ethylaminobenzene].  Cette molécule a été déjà reportée dans la 

littérature pour Smilax aristolochiifolia (Figure 34) [Amaro et al., 2014]. 

 

Figure 34. Structure chimique de la N-trans-Feruloyltyramine (FF-P3). 

 Les phénolamides ont souvent été décrits comme des composés bioactifs avec des 

activités thérapeutiues antiviral, antifongique, antibactérien, insecticide [Bassard et al.,2010]. 

Par exemple, la N-feruloyltyramine a été isolée comme le composant d'ail le plus actif, 
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supprimant l’expression de la P-sélectine [Park ,2009a]. Donc il joue un rôle majeur positif sur 

le système cardiovasculaire par l'inhibition d'activation plaquettaire [Park, 2009 b]. 

 N-trans-feruloyltyramine a été également décrit qu’il possède un effet antitumoral 

[Park et Schoene, 2002], antimycobactérien [Mata et al., 2004], en tant qu'inhibiteur de la 

mélanogénèse dans une cellule de mélanome de souris [Efdi et al., 2007] et inhibiteur de la cyclo-

oxygénase [Park, 2007]. Ce conduit à des tentatives d'ingénierie de sa production à E.coli [Kang 

et al., 2009] et le riz [Park et al., 2009]. 

 Autres amides phénoliques isolés de l'écorce de racine de L. chinense, dihydro-

N-caffeoyltyramine, trans-N-caféoyloctopamine, cis et trans-N-caféoyltyramine ont montré des 

activités antifongiques contre Candida albicans [Bassard et al., 2010] ou propriétés anti-

inflammatoires via la suppression de l’expression de la cycloxygénase [Han et al., 2010]. 

Dans une étude faite par Efdi et al., (2007), ont trouvés que la N-trans-feruloyltyramine  

a un effet sur la mélanogenèse dans des cellules de mélanome de souris B16. La mélanogenèse 

a été inhibée par la N-trans-feruloyltyramine d'une manière dépendante de la dose. La la N-

trans-feruloyltyramine présentait une plus grande activité que l'acide kojique en tant 

qu'inhibiteur standard de la mélanogénèse. En outre, le traitement des cellules de mélanome 

B16 avec FA s'est avéré qu’elle provoque une diminution des niveaux d'expression de la 

tyrosinase. La régulation négative induite par la la N-trans-feruloyltyramine de la tyrosinase a 

entraîné la suppression de la biosynthèse de la mélanine dans les cellules de mélanome B16 

murines. 

 La N-trans-feruloyltyramine a été rapporté dans les plantes et les cultures 

cellulaires des espèces de Solanum. Cet alkamide a également été associé à la paroi des cellules 

de certaines espèces de Solanacées et semble jouer un rôle important dans la défense de la plante 

[Keller et al.,1996; Muhlenbeck et al., 1996; Negrel et al., 1996]. L'isolement de ces substances 

corroborent la classification de cette espèces du genre Solanum [Turnock et al., 2001; Syu et al., 

2001]. 

 Une étude phytochimique des feuilles de Solanum sordidum Sendtn., Solanaceae, 

a conduit à l'isolement de flavonoïdes rutine et 3-O-rhamnopyranosyl- (1 → 6) -β- 

glycopyranosyl kaempférol, de l'alcaloïde N-transféruloyltyraminede et des stéroïdes sitostérol 

et le stigmastérol [Goulart et al., 1993 ; Alam et al., 1996]. 
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 Thangnipon et al.,(2013) a montré que la N-trans-feruloyltyramine extraite de 

Polyalthia suberosa, a des activités  antioxydantes et anti-inflammatoires sur le stress oxydatif 

induit par l'Ab (25-35) et la neurotoxicité. 

 La N-transféruloyltyramine était le constituant actif qui est responsable des 

niveauxd’expression de NO synthase (iNOS) [Naomichi et al., 1983 ; Yokozawa et al., 2000, 

Yokozawa et al., 2001]. 

 Cavin et al., (1998) ont isolé  le N-formylannonain, N-formylnornuciférine, et le 

cis-feruloyltyramine, N- trans-feruloyltyramine, et le secoisolariciresinol de la  T.crispa.qui 

sont des antioxydantset ont une activité antioxydante élevée que le hydroxytoluène butylé 

(BHT) mais la puissance de piégeage des radicaux libres de la N-cis-feruloyltyramine, de la N-

transféruloyltyramine et la secoisolariciresinol était plus élevée que l'antioxydant synthétique 

BHT. 

II.1.7.3. Pique 1 fraction C 

.

Figure 35. Spectre RMN H1 du pique 1 fraction C. 

 

Figure 36. Structure Chimique de la N1 -(hydro)caffeoyl-N8 -(hydro) caffeoylspermidine. 



CHAPITRE II                                                            RESULTATS ET DISCUSSION 

 

 
57 

La structure du produit a été reconnu par une comparaison des profils figures :(35, 36) 

décrits dans la littérature de réfference [Sun et al., 2015]. 

Le nom «polyamines» désigne des composés organiques aliphatiques avec plus d'un 

groupe amine [Moschou et al., 2008]. Putrescine, spermidine et la spermine sont les plus 

répandus dans tous les organismes vivants en particulier dans les tissus proliférant activement. 

Ils sont aussi les plus communs chez les plantes, alors que la cadavérine a également été signalée 

chez les légumineuses [Gill et Tuteja ,2010]. 

Des données récentes suggèrent que l'isomère spermine thermospermine pourrait être 

aussi répandu et était présent avant spermine dans les plantes [Kakehi et al., 2008, Minguet et al., 

2008]. 

La spermidine est un précurseur de la désoxyhypusine, nécessaire pour la modification 

post-traductionnelle de facteur d'initiation de la traduction eIF5A des eucaryotes [Park, 2006] 

qui peut fournir une explication de l’exigence putrescine et le spermidine pour l'embryogenèse 

végétale. En outre, des mutants à un seul gène dans la biosynthèse de polyamine montrent 

généralement des phénotypes forts suggérant la diaphonie avec le contrôle phytohormone de 

développement des plantes [Kusano et al., 2008].  

Figure 37. Spectre RMN H1 du Pique 2 fraction C. 
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II.1.7.4. Pique2 fraction C 

La structure a été reconnue par comparaison des profils figure 37 à la littérature qui 

montre qu’il s’agit de l’atropine [Madison Metabolomics Consortium - Francisca Jofre, Mark E. 

Anderson, John L. Markley, Ravi Rapolu]. 

 

Figure 38 . Structure chimique de l’atropine (C17H23NO3). 

L'atropine est obtenue pour la première fois à partir de la feuille de la plante 

d'Atropabelladonna (Solanaceae), une plante très toxique et mortelle Linné l'a nommé après 

l'un des sorts, Atropus, qui a coupé le fil de la vie [Robert et Holzman ,1998 ; Choure et Neelam 

Vaidya, 2010].  

Bien qu'il était populaire pour l'empoisonnement délibéré, il était évité en médecine, 

sauf pour un usage externe [Hollman ,1999]. 

Sir James Mackenzie (1853-1925) l'utilisait largement dans son travail d’arythmie. Il a 

montré que cela reviendrait bloc cardiaque partiel mais non complet [Stephenson et al., 1834]. 

Les alcaloïdes de type tropane sont facilement séparés et détectés par CCM, mais cette 

technique n'est pas assez spécifique pour les fins médico-légales [Irenaet al.,2013].  

 

La chromatographie en phase gazeuse reste l'une des techniques les plus couramment 

utilisée pour analyser ces alcaloïdes en fortes concentrations [Miraldi ,2001], mais elle est sujette 

à de nombreux problèmes tels que la décomposition ou la déshydratation sur colonne, qui ne 

peuvent être éliminées [Kaplan ,1974]. 

La chromatographie en phase gazeuse couplée à un spectromètre de masse est 

couramment utilisée [Nogue et Pujol, ,1995 ; Namera et al., 2002 ; Philipov et Berkov, 2002], mais 

elle est également gênée par les problèmes rencontrés avec l'analyse GC et doit être dérivée 

avant l'analyse [Miraldi et al., 2001]. Ces problèmes peuvent également aboutir à ne pas détecter 

les composants actifs d'une intoxication provoquée par l'ingestion de matériel végétal, ou 

peuvent entraîner une très faible récupération des composés toxiques suspectés [Byard et al., 

2002].  
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Une autre technique utile est la HPLC qui donne une bonne résolution en utilisant la 

chromatographie en phase inverse ou la chromatographie d'appariement d'ions [Sticht  et al., 

1989 ; Oshima ,1989 ; Fliniaux ,1993 ; Bruneton, 1999]. 

Une méthode basée sur HPLC-MS-MS a été développée et appliquée. En raison de la 

nature instable de la scopolamine, l'atropine a été utilisée dans les études chromatographiques 

initiales. La valeur élevée de pKa (10,2) pour l'atropine pose quelques problèmes car la plupart 

des colonnes analytiques ne peuvent pas fonctionner à des pH supérieurs à neuf en raison de la 

dégradation de la structure de support en silice des colonnes analytiques à phase inversée 

[Bruneton, 1999].  

Actuellement l’atropine, qui est un alcaloïde tropane extrait de la belladone mortelle 

(Atropa belladonna), jimsonweed (Datura stramonium), mandragore (Mandragora 

officinarum) et d'autres plantes de famille des solanacées [Litz et al., 2006]. C'est un antagoniste 

compétitif des récepteurs cholinergiques muscariniques. Il est absorbé par le tractus gastro-

intestinal et est excrété dans l'urine. C'est un métabolite secondaire des plantes et sert de 

médicament avec une grande variété d'effets. C'est un antagoniste compétitif pour le récepteur 

muscarinique de l'acétylcholine. Il est classé comme un médicament anticholinergique 

[Weinberg et al., 2003]. 
 

Selon Choure et Vaidya , (2010),  l'atropine subit un métabolisme hépatique et a une 

demi-vie  plasmatique allant de de 2-3 heures. Les ampoules d'atropine doivent être stockées à 

l'abri de la lumière et ne jamais être congelées. 

L'atropine est présente chez de nombreux membres de la famille des solanacées. Le plus 

souvent est trouvé dans  Atropa belladonna, Datura inoxia, D. metel et D. stramonium. D'autres 

sources comme le genreBrugmansia et Hyoscyamus. 
 

Le genre Nicotiana (y compris la plante de tabac, N. tabacum) est également présente 

dans la famille des Solanacées, mais ces plantes ne contiennent de l'atropine ou d'autres 

alcaloïdes tropanes [Picard et Meek , 2006]. 
 

L'atropine est un mélange racémique de D-hyoscyamine et L-hyoscyamine, avec la 

plupart de ses effets physiologiques dus à la L-hyoscyamine. Ses effets pharmacologiques sont 

dus aux récepteurs muscariniques de l'acétylcholine. C'est un agent antimuscarinique [Weinberg 

et al., 1998]. 
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L'atropine la plus fréquente composé utilisé en médecine est le sulfate d'atropine 

(C17H23NO3) 2 · H2SO4 · H2O, le nom chimique complet est le 1α H, 5α H-Tropan-3-α-ol 

(±) -tropate (ester), sulfate monohydraté [Weinberg et al., 1998]. 

 

D’après Doerk-Schmitz et al., (1993) le 3-propionyloxytropane, le 3-

isobutyryloxytropane, le 3ß-tigloyloxynortropane et le 6-hydroxy-3-phényl-acétoxytropane 

sont décrits comme des composants de H. albus pour la première fois. Trois composés jusqu'ici 

inconnus ont été provisoirement identifiés comme N-méthylpyrrolidinyl-cuscohygrine, se 

présentant sous deux formes isomères, et comme 3α- (p-hydroxyphényl) lactoyloxytropane (4'-

hydroxylittorine). Comparées aux racines des plantes, les racines montrent un schéma alcaloïde 

similaire mais pas identique. La faible proportion de scopolamine dans les racines est 

particulièrement remarquable. 
 

Doerek et al., (1991) a identifiées quelques molécules à partir des racines d’H.albus qui 

sont l’ hygrine, tropinone , tropine , pseudotropine, 3a-acetoxytropane , 3 ß-acetoxytropane , 

cuscohygrine , apoatropine , hyoscyamine , littorine , scopolamine , 6-hydroxylittorine. 

 

II.2.Evaluation de l’activité anticancéreuse de la plante H.albus 
 

II.2.1.Evaluation de l’activité cytotoxique des fractions 
 

Le cancer est une maladie caractérisée par une croissance clonale des cellules 

somatiques par invasion et érosion, chaque voie qui est obligé de faire une réponse proliférative 

dans des cellules saines sera perturbée dans tous les cancers [Hanahan, 2000]. 

 

Le test MTT est l'une des méthodes les plus fréquentes pour l’étude de l’activité 

cytotoxique. Cette techenique utilise un colorimètre pour déterminer la viabilité cellulaire 

[Mosmann et al., 1983]. 
 

Dans le test MTT, une relation linéaire entre les cellules métaboliquement actives et la 

couleur produite est établie, permettant ainsi une quantification précisedes changements dans 

le taux de mort ou de prolifération cellulaire [Van de Loosdrecht et al., 1994].  

 

MTT est une méthode appliquée pour l'évaluation de la viabilité cellulaire et de la 

cytotoxicité pour le criblage des médicaments. Ce test est basé sur la réduction de MTT (couleur 

jaune) et d'autres colorants de tétrazolium dépend des activités métaboliques cellulairedues aux 

enzymes oxydoréductases NAD (P) H-dépendantes [Berridge et al., 2005]. 

Les cellules saines et à croissance rapide présentent des taux élevés de réduction du 

MTT en formazan mais les cellules mortes ou inactives ne le font pas. Le produit final de la 
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réduction MTT est un formazan de couleur pourpre quipeut être facilement dissous dans le 

DMSO.  

La viabilité du test MTT est liée à la quantification deformazan à 540 nm qui est 

linéairement associée à l'activité enzymatique et indirectement le nombre dedes cellules viables. 

L'intensité de la couleur pourpre élevée indique une viabilité cellulaire plus élevée tandis que 

la diminution de la couleur pourprel'intensité signifie le nombre réduit de cellules et donc la 

cytotoxicité de la substance donnée [Bahuguna et al.,2017]. 
 

 

Nous avons d'abord effectué un test MTT afin d'explorer les effets de différents extraits 

isolés à partir de feuilles H. albus sur la viabilité cellulaire après 72 heures de traitement. Nous 

avons testé les extraits sur des cellules cancéreuses prostatiques humaines (DU-145, PC-3, 

LNCaP) et sur des lignées cellulaires de glioblastome humain (U-87 MG et U-373 MG) à une 

large gamme de concentration de (200 µg / ml à 1,6 mg / ml) et nous avons identifié la 

concentration inhibant les 50% de croissance cellulaire (IC50).  
 

L'extrait C était plus actif que les autres extraits induisant les 50% d'inhibition de la 

croissance dans presque toutes les lignées cellulaires testées. En fait, nous avons observé que 

l'extrait C présentait une IC50 égale à 73 µg/mL sur DU-145, 187 µg / mL sur PC-3, 96 µg / ml 

sur U-87 MG et 114 µg / ml sur U-373 MG qui étaient significativement (P≤0.0001) plus faible 

que celle induite par les autres extraits. 
 

Bien que l'extrait G produit une inhibition de la prolifération sur les cellules DU-145, 

LNCaP et U-373 MG, il montre une augmentation significative (P>0.0001) de l’IC50 par 

rapport à l'extrait C. L’extrait F est plus actif sur les cellules cancéreuses prostatiques (DU-145 

et PC-3), alors que l'extrait D a un effet inhibiteur uniquement sur le DU-145 (Tableau 06 et 

figure 39). 

Tableau 06. Effet cytotoxique des fractions C, D, F, G de HAMeOH sur les cinq lignées cellulaires 
cancéreuses. 

Les valeurs sont la moyenne de trois expériences ± s.d. 

Lignées 
cellulaires 

Extrait C (3) 
IC50 (μg /ml) 

 

Extrait D (4) 
IC50 (μg /ml) 

 

Extrait F (5) 
IC50 (μg /ml) 

 

Extrait G (6)  
IC50(μg/ml) 

 

DU-145 73±2.12 186±6.23 165±4.56 110±1.23 
PC-3 187±5.23 ----- 198±6.55 ----- 
LNCaP ----- ----- ----- 142±0.78 
U-87 MG 96±2.50 ----- ----- ----- 
U-373 MG 114±3.12 ----- ----- 133±9.32 

https://www.google.dz/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=3&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwiegpaB6bTXAhUIVxoKHUP1ChMQFgg5MAI&url=https%3A%2F%2Ffr.wiktionary.org%2Fwiki%2F%25CE%25BCg&usg=AOvVaw2YlQvkw0gAvofTHEwaj9SJ
https://www.google.dz/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=3&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwiegpaB6bTXAhUIVxoKHUP1ChMQFgg5MAI&url=https%3A%2F%2Ffr.wiktionary.org%2Fwiki%2F%25CE%25BCg&usg=AOvVaw2YlQvkw0gAvofTHEwaj9SJ
https://www.google.dz/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=3&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwiegpaB6bTXAhUIVxoKHUP1ChMQFgg5MAI&url=https%3A%2F%2Ffr.wiktionary.org%2Fwiki%2F%25CE%25BCg&usg=AOvVaw2YlQvkw0gAvofTHEwaj9SJ
https://www.google.dz/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=3&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwiegpaB6bTXAhUIVxoKHUP1ChMQFgg5MAI&url=https%3A%2F%2Ffr.wiktionary.org%2Fwiki%2F%25CE%25BCg&usg=AOvVaw2YlQvkw0gAvofTHEwaj9SJ


CHAPITRE II                                                            RESULTATS ET DISCUSSION 

 

 
62 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 39. Graphes a ,b ,c et d montrant l’effet cytotoxique des fractions  C,D,F et G sur les lignées 
DU-145 , PC-3,LNCaP,U-87MG et U-373 MG respectivement après 72 h de traitement. Les graphes 
sont en moyenne ±SD de trois expériences en utilisant Graph pad prism 6. 
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 Fang et al., (2010), ont trouvé que les flavonoïdes sont les meilleurs candidats pour 

un effet protecteur contre différents types de cancer. En effet, dans une autre étude, Fukai et 

al., (2000 ) ont évalué la cytotoxicité de plus de 100 polyphénols de bas poids moléculaire sur 

des lignées cellulaires normales et tumorales, ils ont  montré que ces composés sont plus actifs 

sur les souches de cancer plutôt que ceux qui sont en bonne santé . 

 

 D’après Fukai et al., (2002) les flavonoïdes agissent à différents niveaux de 

processus de cancérogenèse : ils réduisent l'activation des procarcinogènes à cancérigènes en 

interagissant avec les cytochromes P450, ou par l’induction de la synthèse de certains 

cytochromes (CYP1A1 et CYP1A2, CYP1B1), soit en étant métabolisé par certains 

cytochromes, ou en modulant les activités enzymatiques de certains (stimulation ou inhibition).  

Il a été constaté que les cytochromes CYP1A1 et CYP1B1 sont surexprimés dans les tissus tumoraux et 

métabolisent les procarcinogènes en cancérogènes [Androutsopoulos et al., 2009]. 

 
 L'activité anticancéreuse de nos extraits peut également être attribuée à l'abondance 

de composés terpéniques. En effet, des études ont démontré l'activité anticancéreuse des 

terpènes [Diogo et  al., 2010]. Selon le même auteur, les monoterpènes empêchent le processus 

de carcinogenèse lors de l'initiation et les étapes progression.  

 L'alcool piripylique monoterpénique a été décrit comme ayant une activité anti-

proliférative contre les cellules de glioblastome par l'inhibition de la pompe Na / K-ATPase 

[Garcia et al., 2015]. 

 D'autres monoterpènes, tel le limonène ont été montré pour prévenir les cancers 

mammaires, hépatiques, pulmonaires et autres.  L'activité de ces constituants est liée à 

l'activation de la mort cellulaire (apoptose) induite par les protéines caspases dans les cellules 

cancéreuses [Michael et al., 1997]. 

 Notre plante est connue par sa richesse en alcaloides, qui ont déjà été citées pour 

inhiber la prolifération des cellules cancéreuses du sein en inhibant la résistance à l'anoïkis ou 

l'apoptose induite par le détachement, peuvent prévenir la progression du cancer et les 

métastases en bloquant les signaux nécessaires à la survie des cellules cancéreuses localisées 

[Kim et al.,2004 ;Kim et al., 2012]. 
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II.2.2. Marquage d’apoptose par l’AO 
 

Dans ce test, nous avons effectuer une comparaison entre les cellules témoins et celles 

traitées par la fraction C sur la lignées PC-3 (a,b) et cellules DU-145 (c,d) (Figure 40).  
 

Nous avons visualisé la présence de plusieurs point jaune dans la base du noyau ce qui 

montre la condensation de la chromatine dans le noyau et aussi sa fragmentation, nous pouvons 

aussi reconnaitre le bourgeonnement du cytoplasme ce qui confirme l’aspect d’une cellule en 

apoptose par contre les points en vert montre que les cellules sont vivantes. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure40.Visualisation de l’aspect morphologique de l’apoptose marqué par l’AO. 
Comparaison entre les cellules témoins traitées par la fraction C sur la lignées PC-3 (a, b) et 

cellules DU-145 (c, d). 
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 L’AO a été largement utilisé pour détecter l'apoptose chez le poisson de type 

sauvage, mutant et médicamenteux semblable à d'autres animaux, dans les embryons de 

poisson-zèbre, la mort cellulaire programmée maintient l'homéostasie du développement des 

organes, élimine les cellules excédentaires pour former la morphologie appropriée, et supprime 

les neurones qui font des connexions inappropriées dans les embryons de poisson de  zèbre 

[Parng etal., 2004]. 

 Les vésicules acides peuvent présenter une luminescence orange ou rouge, tandis 

que les vésicules faiblement acides devraient apparaître vertes ou jaune. Donc les vésicules 

colorées avec AO apparaissent des vésicules vertes, tandis que les autres sont oranges ou rouges 

[Pierzynska-Mach et al., 2014]. D’après la meme équipe, ce colorant fluorescent traverse 

facilement la membrane cellulaire. A cause de sa faible propriété basique, il s'accumule dans 

les lysosomes, qui ont un pH bas à l'intérieur, dû à une pompe à protons ATP-dépendante, 

présente dans leur membrane. Une fois à l'intérieur, le colorant est protoné et devient, par ce 

biais, piégé dans ces organelles [Pierzyńska-Mach et al.,2014] . 

 La capacité des lysosomes à accumuler de l’AO reste parfaitement intacte au cours 

des premiers stades de l'apoptose, alors qu'elle est immédiatement perdue lors de la nécrose. 

Cette différence peut être exploitée pour la discrimination entre l'apoptose et la nécrose  

[Wlodkowic et al., 2010]. 

 La liaison monomérique de l'Aa à l'ADN cellulaire conduit à une fluorescence verte, 

tandis que la liaison polymérique de l'acridine orange aux lysosomes conduit à une fluorescence 

rouge [Erenpreisaet al ., 2018]. 

 Pendant l'apoptose, la fluorescence rouge n'est pas modifiée, à cause de la 

membrane lysosomiale intacte, tandis que la fluorescence verte peut diminuer en raison de la 

dégradation de l'ADN, entraînant une augmentation nette du signal rouge dans les cellules 

apoptotiques. Ceci est en contraste avec les cellules nécrotiques, dans lesquelles le signal rouge 

est significativement diminué, en raison de la rupture et de la fuite des lysosomes, tandis que la 

fluorescence de l'ADN vert reste stable, au moins pendant le stade initial [Vermes et Haneen, 

1994 ;Pierzynska-Mach et al., 2014]. 

 Un moyen rapide de détecter l'apoptose chez les embryons est la coloration à l’AO 

[Spreij ,1971]. Cette méthode est rapide, facile et idéale pour le dépistage d'un grand nombre 

d'embryons [White, 1994]. Les cellules mourantes retiennent sélectivement le colorant AO, 

peut-être en raison d'altérations à grande échelle du pH [Robbins et Marcus ,1963]. Dans les 
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cellules vivantes, une coloration peut être observée dans les lysosomes et liée à l'ARN et à 

l'ADN. Cependant, la coloration est beaucoup plus importante dans les cellules mourantes 

[Canonico et Bird ,1969 ; Bonini ,1993].  

 Un inconvénient de cette méthode de coloration est la nature transitoire de la 

coloration. La visualisation de l'apoptose devrait être faite dans les 15 minutes suivant la 

coloration, car le colorant est rapidement blanchi pendant l'imagerie [Sarkissian et al. ,2014]. 

II.2.3. Activité cytotoxique des molécules  

Les différents composés ont été séparés des extraits plus actifs C et F: P1 FC (produit 1 

fraction C), P2 FC (Produit 2 Fraction C) , Ph FF (produit h fraction F), P3 FF (produit  3 

fraction F). Afin d'étudier l'effet des composés purifiés, nous avons traité la lignée cellulaire du 

cancer de la prostate plus sensible DU-145, et les cellules de glioblastome (LN-229, U-87 MG) 

pendant 72 heures. Les données de l’IC50 ont indiqué que toutes les lignées cellulaires étaient 

constamment sensibles à P1 FC d'une manière dépendante de la dose.  

 

Au niveau des cellules PC-3 et LN-229, l’IC50 n’a pas été achevé avec la concentration 

maximal utilisée (1000M) pour le produit FC P02. 
 

Cette différence de sensibilité cytotoxique était plus prononcée dans la lignée de la 

prostate DU-145 qui est plus sensible (156 µM) en comparaison avec les autres lignées 

cellulaires de cancer de la prostate et de glioblastome. Les données de viabilité cellulaire ont 

également démontré que seules les cellules MG U-87 réagissaient au traitement par Ph FF, avec 

une CI50 significativement réduite (58 µM). La même lignée cellulaire répondait également au 

traitement avec P3 FF mais à la concentration la plus élevée testée (1000µM) (Figure 41). 
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Tableau 07. Valeurs IC50 des produits de la fraction C et la fraction F de  H.albus  sur les lignées 
cellulaires DU-145, PC-3, LN-229 et U-373 MG pour les traitements de 72 h.  

Lignées 

cellulaires 

FC P01 

 IC50 µM 

FC P02 

IC50µM 

FC P03 

IC50µM 

DMSO 

FC µM 

IC50 

FFP03 

IC50µM 

Ph FF 

IC50 

DMSO 

IC50µM 

DU-145 156±16.23  417 ±7.45 445±30.23 689 ±21.2 150 ±8.2 ……… 520 ±5..3 

PC-3 298 ±4.12  ………….. ………….. ……….. 216 ±1.2 ……… 631 ±6.60 

LN-229 221±5.23  ………… 903 ±17.45 ………… 43 ±2.23 ……… 889 ±3.45 

U-373 MG 272 ±20.2 894 ±12.23 1000 ±11.02 965 µM 500 ±4.5 58 µM ……….. 

Les valeurs sont la moyenne de trois expériences ± s.d. 

Les données de l’IC50 ont indiqué que toutes les lignées cellulaires étaient constamment 

sensibles à FC P01 d'une manière dépendante de la dose.  

Le produit FC P01 était  plus actif d’une façon significative  (P≤0.0001) que FC02 et 

FC03 et induit 50% (IC50) de l’inhibition de la croissancec cellulaire sur les lignées cellulaires 

étudiées en l’occurance : DU-145(156 M)etsur LN-229 (221 M) lignées cellulaires.  

 Les produits FC P02 et FCP03 ont induit une inhibition de la prolifération des cellules 

DU-145 mais ça ne dépends pas de l’effet des produits mais aussi de la cytotoxicité du DMSO. 

Comme il a été reporté à l’histogramme, la croissance cellulaire a été inhibée à 67% par le 

DMSO. 

De façon intéressante le produit FC P01 a induit 64% de la mort des cellules par rapport au 

DMSO 34% dans les lignées cellulaires LN-229 et PC-3 respectivement (Tableau 07 et Figure 

37) 
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Figure 41. Les graphes (A,B ,C,D,E,F,G,H,I,J) montrent les effets cytotoxiques des produits purifiés de 
la frarction C de H.albus sur  DU-145, PC-3, LN-229 , U-373 MG et U-373 MG, respectivement, pour 
des traitements de 72 h. Test MTT a été utilisé pour évaluer l'effet cytotoxique des produits et les 
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graphiques ont été préparés en tant que moyennes ± écart-type de trois expériences distinctes en utilisant 
le logiciel statistique GraphPad Prism 6.  

La molécule FC P02 correspond à l’atropine, l'atropine est considérée comme un 

médicament anticholinergique largement utilisé, pourrait avoir des effets indésirables sur la 

santé humaine [Mintezr et al., 2000].  

Wen et al., (2016) a révélé que l’effet cytotoxique de l’atropine sur l'endothélium 

cornéen humain (HCE) et ses mécanismes possibles, les résultats ont montré que l'atropine à 

des concentrations supérieures à 0,3125 g / L pouvait induire une morphologie anormale et une 

diminution de la viabilité cellulaire d'une manière dépendante de la dose et du temps in vitro. 

La cytotoxicité de l'atropine a été prouvée par la diminution de la densité induite et 

l'anomalie de la morphologie et de l'ultrastructure des cellules CCE. L'atropine pourrait 

également induire une augmentation de la perméabilité membranaire, de l'arrêt de phase G1, de 

la phosphatidylsérine, de la fragmentation de l'ADN, et la formation du corps apoptotique des 

cellules HCE [Wen at al., 2016].  

Le mème auteur a prouvé que l'atropine avec une concentration de 2,5 g /l pourrait 

également induire une activation de la caspase-2,3 et 9, une perturbation du potentiel 

transmembranaire mitochondrial, une régulation négative des Bcl-2 et Bcl-xL anti-

apoptotiques, une régulation positive de Bax et Bad pro-apoptotiques du cytochrome c 

cytoplasmique et du facteur induisant l'apoptose. 

En fait, les alcaloïdes sont parmi les composants actifs les plus importants dans les 

plantes, et certains de ces composés ont déjà été développés avec succès en médicaments 

chimiothérapeutiques, tels que la camptothécine, un célèbre inhibiteur de la topoisomérase I 

[Huang et al., 2007]. 

Plusieurs alcaloïdes présentent des activités biologiques importantes, comme l'action 

soulageante de l'éphédrine pour l'asthme, l'action analgésique de la morphine, et les effets 

anticancéreux de la vinblastine [Benyhe ,1994 ; Li et al., 2007 ]. 

Les composés qui inhibent l’initiation du cancer sont traditionnellement appelés agents 

bloquants, ces composants présents dans les plantes peuvent prévenir la carcinogenèse en 

bloquant l’activation métabolique, l’augmentation de la désintoxication [Keum et al., 2004].  

Ils peuvent agir en empêchant l'interaction entre les cancérogènes chimiques ou les 

radicaux et libres endogènes de l'ADN, réduisant ainsi le niveau de dommages et résultant des 

mutations qui contribuent non seulement à l'initiation du cancer, mais aussi l’instabilité 
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génomique progressive et la transformation néoplasique globale [Valco et al.,2007 ;Yuet 

al.,2007 ]. 

Les alcaloides dans les herbes naturelles ne sont pas toujours sans danger ont des effets 

secondaires conduisent à la toxicité [Lu et al ., 2012], comme la neurotoxicité, l'immunotoxicité 

et la toxicité pour la reproduction, et l’hépatotoxicité et la toxicité embryonnaire peut aussi être 

induite par la sanguinarine [Unchern et al.,1997, Sun et al.,2009 ;Dogra et al.,2004]. 

Ph FF correspond à la quercetine-3 -D-glucopyranosyl-(1   6)-B-D-glucopyranoside 

(QCGG) , Talcott ,(2003) et Talcott et Percival,(2005) ont démontré que ce flavonoide exerce 

des effets anticancéreux et anti-inflammatoires en raison de son caractère antiprolifératif et de 

sa pertinence dans l'activité antihypertensive et neurotrope[Haghiac et  Walle , 2005 ; 

Senthilkumar , 2010 ;Zhang et al., 2012]. 

La capacité de la quercétine à induire un arrêt du cycle cellulaire justifie également une 

investigation supplémentaire car des découvertes contradictoires ont été rapportées. Par 

exemple, il semble que le traitement par la quercétine pourrait entraîner l'arrêt du cycle 

cellulaire à G0 / G1 dans la leucémie ou la phase S dans le carcinome colorectal ou les phases 

G2 / M du cycle cellulaire dans les lignées cellulaires du cancer du sein, de la leucémie et de 

l'adénocarcinome œsophagien [Choi et al., 2001 ; Lee et al., 2006, Zhang et al., 2008]. 

Les composés polyphénoliques naturels ont une considération intéressante pour leur 

effet préventif contre le cancer. En tant qu'effet anticancéreux, un effet inhibiteur sur 

l'angiogenèse serait important [Matsubara et al.,2004].  

Récemment, il a été montré que la quercétine a une activité anti-angiogénique et est un 

puissant agent anticancéreux. Cependant, l'activité de ses formes glycosylées et des dérivés 

apparentés n'a pas encore été étudiée [Zhao et al., 2013]. 

Matsubara et al., (2004) a trouvé que la quercétine 3-O-β-D-glucose (isoquercitrine) a 

montré l'effet inhibiteur le plus fort sur un test d'angiogenèse in vivo, mais la quercétine 3-O-β-

D-glucose- [1,6] -O-α-Lrhamnose (rutine) n'a eu aucun effet. L'effet inhibiteur de la quercétine 

7-O-β-D-glucose (quercimeritrine) était presque similaire à celui de la quercétine. De plus, ils 

ont comparé l'activité des isoquercitrines acylées (cinnamate d'isoquercitrine, 

dihydrocinnamate, p-coumarate et 2-naphtalate). En conséquence, l'activité anti-angiogénique 

des dérivés d'isoquercitrine était plus faible que celle de l'isoquercitrine.  
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 FF-P3 qui correspond au N-trans-Feruloyltyramine un alcaloide qui montre un effet 

cytotoxique sur les trois lignées cellulaires DU-145,PC-3, LN-229,U-373 MG . 

Sarker et al., (2000) ont montré que l'écorce de la plante B. aegyptiaca s'est avérée riche 

en deux types d'alcaloïdes (N-trans-feruloyltyramine et N- feruloyltyramine) en plus de l'acide 

vanillique, acide syringique; et 3-hydroxy-1- (4-hydroxy-3-méthoxyphényl) - 1-propanone. 

Les alcaloïdes ont un rôle considérable dans le traitement du cancer et la prévention en 

tant que médiateur du signal de transduction dans la prolifération cellulaire ainsi que l’inhibition 

de l’angiogenèse via le blocage des récepteurs tyrosine kinase [Cook et Figg ,2010]. 

Les récepteurs tyrosine kinase inhibiteurs (RTKI) tels que le sunitinibe, le sorafénibe et 

le semaxanibe sont des alcaloides antiangiogènes puissants dans le domaine clinique pour le 

traitement du cancer [Laneuville et al., 2018]. 

Ces alcaloïdes exercent leur activité en inhibant le facteur de croissance de 

l'endothélium vasculaire (VEGFR). Ces inhibiteurs de RTK sont particulièrement utiles dans le 

ciblage des cellules cancéreuses en raison de leur double fonction dans l'inhibition de la 

transmission du signal onco-protéique et blocage de processus de l’angiogenèse [Wilhelm et 

al., 2008]. En outre, ils ciblent souvent plus qu'un type de récepteur et affectent les deux cellules 

endothéliales et malignes parce que les récepteurs sont exprimés sur les deux types de cellules 

[Staton et al., 2009 ]. 

L'effet antiprolifératif du composé P1 FC qui correspond à N1-Hydrocaffeoyl-N8-

caffeoylspermidine a été également testé sur d'autres lignées cellulaires : UM-SCC-103 (lignée 

cellulaire de cancer de la langue), PC-3, SAOS-2 (lignée cellulaire d'ostéosarcome) et qui a des  

résultats significatives sur DU-145 (156 µM). 

Le N1-Hydrocaffeoyl-N8-caffeoylspermidine est parmis les polyamines (PA) qui sont 

de petits polycations aliphatiques largement distribués dans la nature. Ils ont été décrits pour la 

première fois en 1678 par Antonie van Leeuwenhoek dans le liquide séminal, ce qui a permis 

de nommer deux de ses membres spermine (Spm) et spermidine (Spd) [Fleming et al., 2017]. 

Szumilak et al., (2017) ont testé l’effet de quelques dérivés de PA, ces composés testés 

ont été évalués in vitro sur des lignées cellulaires d'adénocarcinome prostatique métastatique 

humain (PC3), de carcinome humain (DU145) et d'adénocarcinome de la glande mammaire 

(MCF7). La viabilité cellulaire a été estimée sur la base de l'activité métabolique mitochondriale 

https://www.google.dz/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=5&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwiH7t_dh_HYAhUHrRQKHdwQCxsQFghDMAQ&url=https%3A%2F%2Ffr.wikipedia.org%2Fwiki%2FFacteur_de_croissance_de_l%25E2%2580%2599endoth%25C3%25A9lium_vasculaire&usg=AOvVaw3AYtAMjEpM3Ek_OpXCbhA8
https://www.google.dz/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=5&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwiH7t_dh_HYAhUHrRQKHdwQCxsQFghDMAQ&url=https%3A%2F%2Ffr.wikipedia.org%2Fwiki%2FFacteur_de_croissance_de_l%25E2%2580%2599endoth%25C3%25A9lium_vasculaire&usg=AOvVaw3AYtAMjEpM3Ek_OpXCbhA8
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en utilisant du tétrazolium hydrosoluble pour établir des concentrations efficaces des composés 

testés dans des conditions expérimentales.  

Le potentiel cytotoxique des dérivés de PA a été déterminé par la mésure de l'activité 

du lactate déshydrogénase (LDH) libérée par les cellules endommagées, les changements dans 

le potentiel membranaire mitochondrial, l'analyse de distribution du cycle cellulaire et le dosage 

de l'apoptose. Il a été révélé que les dérivés de PA testés différaient nettement dans leur activité 

antiproliférative. Le dérivé de bischromane 5a présente un effet plutôt cytostatique que 

cytotoxique sur les cellules testées, tandis que le dérivé de quinoléine 3a modifie l'intégrité de 

la membrane cellulaire, inhibe la progression du cycle cellulaire et induit l'apoptose des cellules 

cancéreuses de la prostate et du sein.  
 

II.2.4. Effet de médicament anticancéreux 
 

Nous avons évalué l'inhibition proliférative d'un médicament chimiothérapeutique, le 

DTX, largement utilisé en pratique clinique sur quelques lignées cellulaires comme le DU-145, 

le LN-229 et le U-2 OS.  

La viabilité cellulaire a été évaluée après 72 heures de traitement en utilisant un dosage 

MTT, comme étant décrit dans "Matériels et Méthodes". 
 

Nous avons trouvé que ce médicament utilisé a montré une action dose-dépendante et 

anti-proliférative dans toutes les lignées cellulaires testées. Le DTX a induit une inhibition 

proliférative de 50% (IC50) à 0,6766 ng /ml, 5,25 ng /ml et 1,08 ng / ml sur les lignées DU-

145, LN-229 et U-2 OS respectivement (Tableau 08 et figure 40). 

La lignée DU-145 est plus sensibles par rapport aux autres lignées cellulaires car le DTX 

représente sur elle une forte IC50 (0,6766 ng /ml =0.0006766 µg/ml) qui est inférieur d’une 

façon significative (P≤0.0001) par rapport aux autres IC 50  sur LN-229 et U-2 OS. 

Tableau 08. Valeurs IC50 de DTX sur les lignées cellulaires DU-145, LN-229 et U-2 pour les 
traitements de 72 h.  

Lignées cellulaires DTX 

IC50(ng /ml) 

DU-145 0.6775 ±0.045 

LN-229 5.25 ± 0.22 *** 

U-2 OS 1.08 ±0.04 *** 

Les valeurs sont la moyenne de trois expériences ± s.d. Différence significative (P≤0.0001) entre DU-145 et les 
deux autres lignées cellulaires. 
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Figure 42. Graphes (A,B et C) montrent les effets cytotoxiques de DTX sur  DU-145, LN-229 et U-2 

OS respectivement, pour des traitements de 72 h. 
 
 

Le  DTX a une excellente efficacité contre un large spectre de cancers[Aapro ,1996]. 

D’après Dreicer et Klein, (2001) la formulation clinique actuelle a limité son utilisation, 

car il provoque des effets secondaires graves. Diverses nanoparticules polymères ont ainsi été 

développées en tant que formulations alternatives de DTX, mais elles ont surtout été fabriquées 

à l'échelle du laboratoire. Auparavant, ils ont synthétisé un nouveau copolymère, poly (lactide) 

-D-α-tocophéryl polyéthylène glycol 1000 succinate (PLA-TPGS), et a constaté qu'il présentait 

un grand potentiel dans l'administration de médicaments avec des propriétés améliorées.  

L'effet de plusieurs variables de formulation sur les propriétés des nanoparticules 

chargées en DTX, y compris la taille des particules, le potentiel zêta et l'efficacité 

d'encapsulation du médicament, a été étudié en fonction du type et de la concentration en 

tensioactif, la taille, les cycles transmembranaires et la pression de fonctionnement [Kevinet 

al.,2013]. 
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Le DTX est un médicament chimiothérapeutique classé comme un alcaloïde végétal, un 

taxane et un agent antimicrotubulaire [Lavelle et al., 1995 ; Kaplow ,2005]. Le DTX a été 

approuvé dans le traitement du cancer du sein, du cancer avancé de l'estomac, du cancer de la 

tête et du cou et du cancer de la prostate métastatique. Il est également étudié pour traiter le 

cancer du poumon, de l'ovaire, de la vessie et du pancréas.  

Le DTX a été utilisé généralement avec le cisplatine, le fluorouracile ou le carboplatine 

[Forastiere et al., 1992 ; De Andres et al.,1995 ; Schrijvers et al.,2004] et la radiothérapie. 

La chimiothérapie pré-opératoire ou la radiothérapie associée au DTX avant une chirurgie 

extensive du carcinome épidermoïde oral (OSCC) a été très fréquemment utilisée [Herskovic 

et al., 1992].  

Cependant, le DTX induit des effets secondaires tels qu'une neutropénie, une 

neuropathie, une stomatite sévère et une altération de la fonction hépatique [Muro etal.,2004 ; 

Raisch et al.,2011 ; Yared et Tkaczuk, 2012]. 

 Il existe un certain nombre de rapports sur l'utilisation clinique du DTX et des articles 

de recherche sur les mécanismes impliqués dans la mort cellulaire induite par le DTX dans les 

cellules tumorales à l'exception des lignées cellulaires OSCC [Braakhuis et al., 1994 ; 

Katsumata etal.,2005]. De plus, les études comparatives des effets du DTX sur les cellules 

orales normales et tumorales sont limitées [Iida et al., 2013]. 

Hill et al., (1994) a prouvé que les effets cytotoxiques in vitro du DTX sont avérés 

dépendants du temps et de la concentration, parmi treize lignées cellulaires humaines provenant 

de divers types de tumeurs, l'exposition à des concentrations croissantes de DTXpendant 24 

heures a entraîné une courbe dose-réponse, suggérant que l'augmentation de la mortalité 

cellulaire dépend davantage de la durée d'exposition que de la concentration , les concentrations 

de IC50 variaient de 0,13-3,3 ng /ml sur trois lignées de neuroblastomes se révélent les plus 

sensibles et trois lignées de carcinome du sein et deux du colon montrant une sensibilité 

moindre.  

II.2.5. Evaluation de l’effet apoptotique de Ph FF et P01 FC sur la lignée LN-229 

 

Les processus apoptotiques ont une signification biologique étendue ; il est impliqué par 

exemple dans le développement, la différenciation, la prolifération ou l’homéostasie, la 

régulation et la fonction du système immunitaire et l’élimination des cellules nuisibles 

défectueuses [Wyllie ,1997 ; Fan et al., 2005 ; Elmore ,2007]. 
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L'apoptose est une mort cellulaire programmée qui supprimeou élimine les cellules 

ciblées indésirables ou mortes. Autre quecellules rétrécies, les caractéristiques des cellules 

apoptotiques comprennent la condensation du cytoplasme et du noyau, l’agrégationde la 

chromatine et formation de vésicules liées à la membraneconnue sous le nom de corps 

apoptotiques [Cohen ,1993]. 

 

La nécrose d'un autre côté se réfère à une activité pathologique. La nécrose est connue 

pour êtrepro-inflammatoire et est marquée par le gonflement de la cellule est souvent 

accompagnée de condensation de la chromatine. Les cellules nécrotiques ont finalement 

connu la lyse cellulaire et nucléaire au long avec une inflammation ultérieure [Wyllie et 

al.,1980], ce qui serait défavorable pour un agent anticancéreux.  
 

Afin d'étudier les mécanismes biochimiques sur la base de l'inhibition de la 

croissancecellulaire, nous avons évalué les effets de P01 FC et Ph FF sur l'apoptose par un 

double marquage des cellules LN-229 avec Annexin V et de PI au FACS.    
 

  Les quadrants inférieurs gauches de chaque panneau montrent les cellules viables, qui 

excluent PI et sont négatives pour la liaison FITC-Annexine V. Les quadrants supérieurs 

gauches contiennent les cellules nécrotiques non viables, négatives pour la liaison FITC-

Annexine V et positives pour l'absorption de PI. Les quadrants inférieurs droits représentent 

des cellules en apoptose précoce qui sont FITC-Annexine V positives et PI négatives. Les 

quadrants supérieurs à droite représentent les cellules en apoptose tardive, positives à la fois 

pour la liaison FITC-Annexine V et pour l'absorption de PI. 

Après 48 h de traitement, nous avons constaté que les différents traitements n'induisaient 

pas d'apoptose tardive ni de nécrose dans les cellules LN-229. Au contraire, P01 FC a induit 

une apoptose précoce dans 14,48% des cellules par rapport au DMSO (9,63%), au Ph FF 

(3,35%) et au témoin non traité (6,96%) (figure 43 et tabeau 09). 
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Figure 43. Détection de l'apoptose par cytométrique en flux après coloration par l'annexine V-PI de 
cellules LN-229 traitées avec les produits de H.albus. (A) contrôle ; (B) DMSO; (C) traité par Ph FF 

200 μg / mL ; (D) traité par P01 FC -200 μg / mL. 
 

Tableau09. Pourcentage de populations cellulaires de LN-229à différents stades (vivants, apoptotiques 
et nécrotiques) suivant le traitement des produits Ph FF et P01 FC après évaluation par double coloration 
(V-FITC / PI) en utilisant un test de cytométrie en flux. 

Controle DMSO Ph FF P01 FC 

Apoptose retardée (%) 0.8±0.02 0.82±0.02 0.57±0.09 1.94±0.03 

Apoptose précoce (%) 6.96±0.6 9.63±0.6 3.53±0.04 14.48±2.08 

Nécrose (%) 0.46±0.04 0.31±0.01 0.5±0.001 1.07±0.02 

 Cellules vivantes (%) 91.79±3.50 89.24±3.02 95.39±4.20 82.51± 1.02 

Les valeurs sont la moyenne de trois expériences ± s.d. 
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Le potentiel induisant l'apoptose des produits a été testé dans les cellules cancéreuses 

LN-229 utilisant le test de cytométrie de flux à double coloration l'annexine-FITC / PI. 

Les cellules ont été exposées à 200 μg / ml de Ph FF et P1 FC pendant 48 h. La figure 

44 montre qu'après 48 h d'exposition les cellules LN-229 sont entrées en phase apoptotique 

tardive après 48. 

Le PhFF et P1 FC ont présenté une apoptose précoce et tardine très significative par 

rapport au contrôle (P≤0.0001) tandis qu’il n’y a pas de différence significative (P>0.05) entre 

le controle et le DMSO dans l’apoptose tardif. 

Le produit P01 FC est avéré plus actif que PhFF car il présente une apoptose précoce et 

d’une façon significative par rapport à Ph FF (P≤0.0001). 
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Figure 44. Effet apoptotique des produits de H.albus sur la lignée cellulaires LN-229. 

 La connaissance des techniques de détection des cellules apoptotiques permettra de 

développer des approches thérapeutiques plus efficaces, plus spécifiques et donc plus tolérables 

[Archana et al., 2013]. 

 L’annexine V est une protéine de 35 à 36 kDa, dépendante du calcium, qui se lie aux 

phospholipides et qui a une forte affinité pour le phospholipide phosphatidylsérine (PS). Ce 
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sont une famille de protéines décrites en 1990, qui partagent toutes la propriété de lier au 

calcium et les phospholipides [Vermes et al., 1995 ; Verhoven et al., 1999].  

 Comme établi, l'une des premières indications de l'apoptose est la translocation de la 

membrane PS de la foliole interne à la foliole externe de la membrane plasmique. Cela précède 

d'autres processus apoptotiques tels que la perte d'intégrité de la membrane plasmique, la 

fragmentation de l'ADN et la condensation de la chromatine [Wlodkowoc et al.,2011].   

 L'annexine V se lie à ces PS en exposant les membranes de manière dépendante du 

calcium. Il est souvent utilisé conjointement avec des colorants vitaux tels que la 7-amino-

actinomysine (7-AAD) ou le PI, qui se lient aux acides nucléiques, mais ne peuvent pénétrer la 

membrane plasmique que lorsque l'intégrité de la membrane est rompue dans les derniers stades 

de l'apoptose ou de la nécrose [Heerde et al., 2000]. 

 L'annexine V se comporte comme une membrane extrinsèque, d'où un excellent outil 

pour détecter la surface cellulaire exposée au PS in vitro et invivo et est de loin la technique la 

plus sensible pour détecter l'apoptose en cours [Petrovsk et al.,2003]. 

 Un inconvénient potentiel est que l'annexine V se lie de préférence aux cellules 

apoptotiques même dans des conditions de nécrose excessive. Ceci peut être résolu en 

combinant l'annexine V avec un marqueur d'ADN tel que le PI, qui peut également être utilisé 

pour suivre la progression de l'apoptose : de la viabilité cellulaire à l'apoptose précoce et enfin 

à l'apoptose tardive et à la mort cellulaire [Vermes et al., 1995]. 

Suite à la réception de signaux spécifiques, un certain nombre de changements 

biochimiques et morphologiques se produisent dans la cellule. Une famille de protéines connues 

sous le nom de caspases, et peut-être d'autres protéases, sont activés dans les premiers stades 

de l'apoptose. Ces protéines clivent des substrats cellulaires qui sont nécessaires pour la 

fonction cellulaire normale, y compris les protéines structurelles dans le cytosquelette et les 

protéines nucléaires [Hassan et al., 2014]. 

Les caspases peuvent également activer d'autres enzymes de dégradation telles que les 

DNases, qui commencent à cliver l'ADN dans les régions de liaison entre les oligonucléosomes 

[Arends ,1990].  

Comme les fragments d'ADN sont perdus à cause de l'apoptose et la teneur en ADN 

nucléaire peuvent être facilement mesurés par le débit de cytométrie, après coloration d'acide 
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nucléique avec des fluorochromes spécifiques, qui sont des méthodes ont été développées pour 

une évaluation quantitative des noyaux apoptotiques [Nunez ,2001]. 

Contrairement à la nécrose, l'apoptose est un important mécanisme de mort cellulaire 

qui ne déclenche pas une réponse inflammatoire qui occasionne la destruction collatérale de 

cellules normales dans le microenvironnement environnant [Elmore ,2007]. 

La cytométrie est une méthode qui utilise PI pour la coloration nucléaire[Riccardi et 

Nicoletti , 2006]. 

PI est un composé fluorogène qui se lie stoechiométriquement aux acides nucleiques 

afin que l'émission de fluorescence soit proportionnelle à l'ADN (et ARN, qui doit être enlevé 

si l'ADN doit être mesuré) au sein de la de la cellule. Lorsque les cellules apoptotiques sont 

colorées avec PI et analysées avec un cytomètre en flux, Elles présentent un large pic 

hypodiploïde (sub-G1), qui peut être facilement distingué de l'étroit pic des cellules normales 

avec la teneur en ADN (diploïde) contenat dans normale dans les canaux de fluorescence rouge 

[Plasencia et al., 2005 ;Tang et al.,2015]. 

Cette méthode semble offrir un certain nombre d'avantages. Elle permet une estimation 

rapide, fiable et reproductible de l'apoptose, une analyse simultanée des paramètres du cycle 

cellulaire de survie des cellules [Alzate et al., 2000]. 

Pour élucider les voies de la mort cellulaire induite par ces deux produits P01 

FC et Ph FF, le renversement de phosphatidylsérine a été évalué en utilisant le 

l'annexine / PI cytometric de flux. L’exposition de la phosphatidylsérine à la surface 

extérieure de la membrane cellulaire est généralement acceptée comme l'un des 

biomarqueurs de l'apoptose [Fadok et al., ,1992]. 

 

L'analyse d'Annexin / PI a également a confirmé la capacité de P01 FC à induire une 

apoptose précoce et tardive. Contrairement à la nécrose, l'apoptose est un mécanisme important 

de mort cellulaire qui ne déclenche pas une réponse inflammatoire qui occasionne la destruction 

collatérale de cellules normales dans le microenvironnement [Elmore, 2007]. 

 

Ainsi, l'apoptose est un mécanisme de protection qui maintient l'homéostasie tissulaire 

en enlevant les cellules malades [Fan et al., 2005].  Cependant, les cellules présentent une 

résistance à l'apoptose pour soutenir leur prolifération incontrôlée et, par conséquent, tout 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Riccardi%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17406435
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composé modulateur de l'apoptose est souhaitable en tant qu’agent chimiothérapeutique 

plausible contre le cancer [Tor et al., 2014]. 

 

Selon nos résultatsnotre produit peut jouer un rôle dans la perturbation de ces 

protéines, mais cet aspect n'a pas été étudié dans cette étude.  
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Conclusion et perspectives 

 

Les produits naturels jouent un rôle fondamental dans la recherche pharmaceutique 

autant que médicaments. En effet, on estime qu'environ 40% de tout les médicaments sont 

des produits d’origine naturels ou dérivés semi-synthétiques. 
 

Lors de ce travail, nous avons évalué l’effet cytotoxiquedes produits purs isolés de 

la partie aériennede la planteH.albus. 
 

Le dosage qualitatif a montré la présense des alcaloides, les terpenoides et les 

polyphénols. 
 
 

L’étude phytochimique par les techniques de purification par Séphadex LH 20 a 

permis l’obtention de cinq fractions ( F,E,C,D,G). Ces dernieres ont révelé une activité 

antiprolifiratif dont les fractions F et C ont l’activité la plus marquées. 
 

Le marquage des cellulestraitées par la fraction C ont montrées un aspect 

morphologique de l’apoptose.  
 

La séparation des produits par laCCM, HPLC préparative, HPLC analytique, 

spectrométrie de masse et RMN dans les deux fractions (C,F) révéle  pour la première fois 

la présence d’un alcaloide et deux amides en loccurence : la quercetin-3-D-glucopyranosyl-

(1---6)-B-D-glucopyranoside(Ph-FF),N-transFeruloyltyramine (FF-P3)N1 -(hydro) 

caffeoyl-N8-(hydro) caffeoylspermidine (FCP01) et l’atropine (FCP02). 
 

Selon nos résultats de l’activité cytotoxique obtenus, on peut conclure queles 

produits purifiés (FC-p01, FC-p02, FF-ph, FF-p3) ont une activité anticancéreuse modérée 

par rapport a la molecule de refference (la docétaxel). 

 

Il semble que nos extraits ont une activitées considérable sur les lignées de 

glioblastomes par rapport aux autres lignées en induisant une apoptose précoces, tardive et 

une necrose suite à la fixation de l’annexinV / PI . 

 

La molécule (FC-p01) a montré l’activté anti-tumoral significativement la plus 

elevé par rapport aux autre molécules dans les lignées cellulaires de la glioblastom et la 

prostate. 

 



 

 

 

Nos résultats ont montré que les produits purifiés et le standard testé témoignent 

l’activité anticancéreuse in vitro. Cependant d’autres études approfondies seront explorer 

dans des études ulterieurs et se résument dans les points suivants : 
 

1) Test de l’activité cytotoxique de la partie racinaire de la plante. 

2) Couplage des molécules avec des peptides afin d’avoir des bonnes résulatats. 

3) Identification de d’autres molécules dans la plante surtout dans la partie racinaire. 

4) Invester d’autres mécanismes moléculaires comme : le marquage des proteines 

apoptotiques par le Western blot, étude de la permébilité mitochondriale, la libération du 

cytochrome c, detection d’autophagie, le pouvoir antioxydant. 
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Investigation of the Molecular Mechanisms of Induction of Cytotoxicity of the 

Methanolic Extract of the Plant: Hyoscyamus albus L 

 

Abstract 

Hyoscyamus albus is a plant belonging to the Solanaceae family, generally used in traditional medicine as a 
nervous sedative and para sympatholytic which is rich source of flavonoids, alkaloids. Our aim is to identify the 
active products and to evaluate the cytotoxic activity of the aerial parts of H.albus collected from the regions of 
Aures-Algeria. 
 
Phyochemical screening revealed that HAMeOH is rich in alkaloids, terpenoids more than tannins and 
polyphenols. The phytochemical study was carried out starting with the extraction with solvents with increasing 
polarity then purification of the methanolic extract on column of Sephadex LH-20 gel, then TLC and separation 
of the compounds by preparative HPLC, control of purification by analytical HPLC, analysis with mass 
spectrometry and finally identification using proton NMR, carbon 13 and two-dimensional NMR. 
These analyzes revealed that the methonolic extract of this plant contains products, these were compared with 
the literature  and  we  identified for the first time from the plante : quercetin-3-D-glucopyranosyl-  (1→   6) BD- 
glucopyranoside (Ph-FF).  N-trans-Feruloyltyramine (FF-P3)     and N1 -     (hydro) caffeoyl-N8 - (hydro) 
caffeoylspermidine (FCP01). 
 
The antiproliferative and    apoptotic    potential    of    fractions    C,   D,    E,    F,     G    from   the methanolic 
extract on prostate cancer cell lines (DU-145), (PC-3) and (LNCaP) and cell lines human cancerous glioblastoma 
(U-87 MG) and (U-373 MG) by the MTT test. Fraction C was more active than the other fractions inducing the 
50% inhibition of growth in almost all the cell lines tested. In fact, we observed that the extract C had an IC50 
equal to 73 mg / ml on DU-145, 187 mg / ml on PC-3, 96 mg / ml on U-87 MG and 114 mg / ml on U-373 MG 
which were significantly (P≤0.0001) lower than that induced by the other fractions. Fraction G showed notable 
activity against DU-145, LNCaP and U-373MG. 
 
The acridine orange apoptosis labeling of fraction C on line PC-3 and cells DU-145 revealed the presence of 
yellow dots in the base of the nucleus which shows the condensation of chromatin in the nucleus and its 
fragmentation, as well as the budding of the cytoplasm which confirms the appearance of a cell inapoptosis. 
 
Regarding the cytotoxic activity of the pure products, the product FC P01 was significantly (P≤0.0001) more 
active than FC P02 and FC P03 and induced an inhibition of cell growth with an IC50 equal to 156 µM on DU-
145 and 221 µM on LN-229. Cell viability data also demonstrated that only MG U- 87 cells responded to Ph FF 
treatment, with a significantly reduced IC50 58 μM. 
 
We have evaluated the proliferative inhibition of a chemotherapeutic drug, docetaxel, widely used in clinical 
practice on a few cell lines such as DU-145, LN-229 and U-2 OS, and this drug has shown better results. 
The induction of apoptosis by P01 FC and Ph FF was monitored by flow cytometry using double labeling of LN-
229 cells with Annexin V and PI with FACS. After 48 hours of treatment, we found that the different treatments 
did not induce late apoptosis or necrosis in LN-229 cells. In contrast, FC P01induced early apoptosis in 14.48% 
of cells compared to DMSO (9.63%), and Ph FF (3.35%) and untreated control (6.96%). The FC P01 product 
was found to be more active than PhFF because it exhibits very early and very late apoptosis compared to Ph 
FF(P≤0.0001). 
 
Key words: Hyoscyamus albus, cytotoxicity, proton NMR, mass spectrometry, flow cytometry, cell lines. 
 

 
 
 
 
 

 
 



 

 

 

 
 اأبيض ϝ  لنباΕ البنج"التحقيق في االياΕ الجزئيΔ لتحريض سميΔ المستخلص الميثيلي 

 الملخص
 έΎθΘنϭ ϮϤيط نΒΜت ΓϮك قϠΘϤي تΘلϭ يعيΒτل έΪصϤل ΕΫ ΕΎيΌيΰلج ϥ·مص ΎϬϠيجع ΔيΌيΰج ΕΎآلي ΓΪيق تفعيل عήρ عن ΔنيΎρήلس ΎايΨل έΪ

.ΕΎسέΪلϭ ΙΎابح من ΪيΪلع 
لϨΒج آبيض هϮ نΕΎΒ من فصي ΔϠلΫΎΒنجΎنيΕΎ، تسΘعϤل عΓΩΎ في لτب لΘقϠيϱΪ كΪϬϤآ عصΒي ϭم ϥ ،έΪΨلΪϬف من έΩسΎϨΘ هϮ ·كΎθΘف 

 ΔقτϨϤل من ϱϮϠΨل ΎϬρΎθن ΔسέΩϭ Δτθن ΕΎΌيΰج.ήئΰلجΎب αέϭأ ΔقτϨمن م ΔعϮϤجϤل ابيض جϨΒل ΕΎΒϨل ΔئيϮϬل 
 ϭ ΕΎلعفصي ϰل ΔفΎυاΎب ΪيϮϨبήΘل ϭ ΕΪيϮϠلقΎب ΔيϨغ ΔΘΒϨل ϥ ئيΎيϤيϜل يلϠحΘل ήϬυأ Ϊلق،ϝϮϨليفيϮΒل يϤيϜل ΔسέΪل ιاΨΘاسΎب ΕأΪب ΔئيΎ

ϭق Ϊسفή عن ·سΝήΨΘ خϤس  Μ٠٢يϠي  عن ήρيق عΩϮϤ ها ϡلسيفΩΎكس ϩ ϝ عن ήρيق مάيΕΫ ΕΎΒ قΒτيΔ مΰΘيΓΪ ثم تصفي ΔلϤسϠΨΘص لϤي
 ΕΎΌفC،D،E،F،G   

 ΔيϠيΜيϤل ΕΎΌلف ΔليΎفع ϥ·C،D،E،F،G  ΎϬϨم ΔعϮϨΘم ΔنيΎρήس Ύخاي ΓΪع ϰϠع ΎϬΘسέΩ تϤت Ϊق   ΔنيΎρήلس ΎايΨϠل ΓΩΎπϤل ΔصϠΨΘسϤل
) ΎخايDD-545) (CC-3) ،(LnCnCنΎρήلس ΎايΨل ϭ ( ΔغيΎϤيΪل Δي˿ D-78 gm ) ϭ (D-383 gm  ΔيϤلس فحص ΔيϨيق تقήρ عن (

ήأثيΘب ϯήآخ ΕΎΌلفΎب ΔنέΎمق ΎρΎθن ήΜاك هي α ΔΌلف ϥين أΒت Ϊقϭ ،٠٢٪  Ϊلق Δلحقيق في ، ΔيϮϠΨل ρϮτΨل ملΎفي ك ΎايΨل ΰيΎϤيط تΒΜΘل
 ϝϮϠحϤل ϥ ΎϨاحظC ه Εΰكيήت ΓΪيه بعΪيت لϤϤل ΰكيήΘل غϠب Ϊ٣٧ي ق ) ϰϠمغ/مل عDD-545 ، (٧٨٣ ) ϰϠمغ/مل عCC-3 ، (مغ/مل ˿٦

)D-78 gmϭ (٧٧١  ) مغ/مل علD-383 gm) Ϊض ΓήΒΘمع ΔيجΘن Ν ΔΌلف ΕήϬυ ، (DD-(545  ) ϭD-383 gm ( 
 ΔΌلفΎب ιΎΨل ليΎتقήΒل ينΪيήاك يقήρ تم عن Ϊمج قήΒϤل ϱϮϠΨل ΕϮϤϠئي لΪΘإب ήأشيΘل ϥ·C ) ΎايΨل ϰϠعCC-3 ρΎنق ΪجϮت ήϬυآ Ϊقϭ (

Ϥل ΔلΎلح ΪكΆي Ύم άهϭ ϡίباϮΘلسي عمήΒا عن تπف ΎϬϜϜتفϭ ΓϮϨل تين فيΎمϭήϜل كمήضح تϮي Ύم Ϯهϭ    ΓϮϨل ϯϮΘمس ϰϠع ΔليΎتقήبϮ ΔجيϮلϮفέ
 لϠΨيΔ في عϠϤيΔ مΕϮ مήΒمج.

  ΕΎΌلفF  ϭC   ΎايΨل ϩΎتج ΎهΎΘΒث يΘل ΔليΎلفع بΒبس ΎϤϬΘسέΩ تم ΪيقϨتق ϝΎϤعΘس يقήρ عن ΔτθϨل ΎϤϬΘنϮϜم ΪيΪتم تح Ϊق ϭ ΔنيΎρήلس  ΕΎ
غρΎϨيسي ϤكήمΎتϮغήفيέ Ύقيق ΔلΒτق ϭ Δإس ΏήθΘلسΎئϠي عΎلي أΩء ثم لϤعΎيΔϨ عن ήρيق مτيΎفي Δلϭ ΔϠΘϜأخي ήلΘحΪيΪ عن ήρيق لήنين ل

Ϊيل قϠحΘل άه ، ΩΎأبع ئيΎϨثϭ نيϮبήϜل ϭ نيϮتϭήΒل ϱϭϮϨل  ينΘسيέΎϜل هي ΕΎΌيΰج ΓΪع ΩΎعن ·يج ήϤثسΩ-يلίϮنήبيϮϜيϠ٧-غ—˿-Ώ- Ω
ϥ ، ΪيίϮنήبيϮϜيϠنس-غήت-ϥ ، مينήيΘϠيϮيήييل -فϮفΎك (ϭΪهي)سϥ٨-ϭέΪبين .-هيϭήات ϭ ينΪميέΎΒسϠييϮفΎك 

 ΔيϤلس έΎيΘبإخ ΎϨϤق ΔلϮفصϤل ΕΎΌيΰلج ΔليΎفع ΔسέΩ ιϮصΨبMTT Δئيΰلج،FC01  من ΔليΎفع ήΜك نتΎكFC02    ،FC03  ήيΪقΘب
)0.0005  Ώ ΔفϠΘΨم ΰكيήت ΓΪبع ΰيΎϤΘل يطΒΜثت تΪح Ϊقϭ (IC50  ϱϭΎ551يس µM. ϰϠعDU_145  ϭ225UM  ϰϠعLN_223.  ΕΎيτمع

 Ύنقط خاي ϥ تϨبي Ϊق ΔيϠΨل ΔيϮحيMGU_87  Δئيΰبج ΎϬΘلجΎمع Ϊعل بعΎفΘتPHFF  ΏIC50  Ώ έΪ57يقµM. 
ϠϤعΘس ΪءلقϭΩ ϝΎϤعΘءسΎب ΎϨϤقϭ يطΒΜΘل ΔليΎفع ϝϮح ΔنέΎقϤϠل έΎΒΘخ ΎϨDOCÉTAXEL   ϰϠي عΒτل ϝΎجϤل في έΎθΘن ήΜك ήΒΘيع ϱάلϭ

 ΎخايDU_145  ،LN_229 ϭU2_O  . ϯήاخ ΕΎئيΰلج ΔيϠعΎبف ΔيجΘϨل ΔنέΎثم مق 
ϝΎϤعΘبإس ϱϮϠΨل فقΪΘل αΎقي Δيقήτب ΔبعΎΘتم م Ϊق ϱϮϠΨل ΕϮϤل ΙΪح· ϥحق  أϠϤعف بΎπϤل سمϮل ΔيϨتقANNEXIN ϭ PI  فيFACS  

 Ϊ47بع  Ύفي خاي ϱΩΎع ϯϮϠخ  ΕϮا مϭ ήأخΘمج مήΒم ϱϮϠخ ΕϮم ΙΪا تح ΕέΎلعق فϠΘΨم ϥأ ΎϨاحظ Ϊلق ΔلجحΎعϤل من ΔعΎسLN229 
 Δئيΰس جϜعFC-P01  ΔΒسϨب ϡΪقΘم ϱϮϠخ ΕϮثت مΪي أحΘل54.47%  مع ΔنέΎقϤلΎب ΎايΨل فيDMSO )3.13% ϭ (PH-FF )3.35%  (

انه يحΙΪ مΕϮ خϱϮϠ مΘقϭ ϡΪمΘأخή جϝΩ Ϊ بΎلϤقέΎنPHFF   ΔأكήΜ نρΎθ من  FCP01) في أخيή تΒين أ ϥلعϨصϭ1.31%  ήفي لΎθهΪ بـ ( 
 ) PHFF )P≤ 0.0001مع 
 

 
:Δالمفتاحي ΕلماϜال . ΔيϮϠΨل ρϮτΨل ، ϱϮϠΨل فقΪΘل ،يسيρΎϨغϤل نينήل ،ΔϠΘϜل ΔفيΎيτم ،ΔيϤلس ، أبيض جϨΒل 

 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 

 
 



 

 

 

Investigation des Mécanismes Moléculaires d’induction de la cytotoxiciteé de l'extrait 
méthanolique de la plante : Hyoscyamus albus L 

Résumé : 

Hyoscyamus albus est une plante appartenant à la famille des solanacées, généralement utilisée en médecine 
traditionnelle comme un agent neveuxsédatif en raison de sa richesse en flavonoïdes et d'alcaloïdes. Notre 
objectif de travail dans un premier temps est d’identifier les molécules actives, d’évaluer leurs activité 
cytotoxique et leurs mode d’action des parties aériennes de la plante H.albus collectée à partir de la région des 
Aures-Algérie. 
 
         L’étude phytochimique a été réalisée en commençant avec l’extration par des solvants à polarité croissante 
(éther de pétrole , chloroforme et le méthanol) suivi d’une purification de l’extrait méthanolique sur colonne 
de gel de Séphadex LH-20 puis CCM d’ou cinq fractions (C, D, E, F, G) on été obtenus. A cette effet le 
screening phytochimique a révélé que HAMeOH est riche en alcaloïdes, terpenoides plus que les tanins et les 
polyphénols. 
 
Le potentiel antiprolifératif et apoptotique des fractions C, D, E, F, G issus de l’extrait méthanolique a été etudié 
sur les lignées cellulaires du cancer de la prostate  (DU-145), (PC-3) et  (LNCaP) et celle du glioblastomes (U-
87 MG)  et (U-373 MG) par le test MTT. Nos résultats ont montré que la fraction C possède l’activité la plus 
importante en induisant les 50% d'inhibition de la croissance dans toutes les lignées cellulaires testées a des 
différentes concentration à 73 mg/ml  sur DU-145, 187 mg / ml sur PC-3, 96 mg / ml sur U-87 MG et 114 mg 
/ ml sur U-373 MG qui étaient significativement (P≤0.0001) le plus faible .La fraction G a montré une activité 
notable contre DU-145, LNCaP et U-373 MG. 
 
Le marquage préliminaire d’apoptose a été constater par l’utilisation de l’acridine orange sur la lignée PC-3 et 
les cellules DU-145 qui ont été traiter par la fraction C, le teste a révélé l’aspect morphologique d’une cellule 
en apoptose. 
 
 les Fractions F et C ont été prises pour identifier leurs molécules actives due a leurs effets antiprolifératif 
intéressant   et nous avons utilisé comme technique de séparation l’HPLC préparative, pour contrôle de 
purification l’HPLC analytique et analyse avec spectrmétrie de masse LC, enfin  l’identification en utilisant  
RMN à proton  , RMN à carbone 13 et bidimensionnelle . Ces analyses ont révélé pour  que les fractioncs F et 
C  de cette plante comporte des produits actifs, ces analyses nous ont permis d’identifiépour la premiere fois 
dans la plante la quercetin-3 -D-glucopyranosyl-(1   6)-B-D-glucopyranoside (Ph-FF), N-trans-
Feruloyltyramine  (FF-P3) ،N1 -(hydro) caffeoyl-N8 -(hydro) caffeoylspermidine (FCP01) et l’atropine 
(FCP02).  
        Concernant l’activité cytotoxique des molécules identifiées nous avons utilisés le test MTT,  le produit FC 
P01 a été significativement (P≤0.0001) plus actif que FC P02 et FC P03 et induit une inhibition de la croissance 

cellulaire avec une IC50 égale à 156 M sur DU-145 et 221 M sur LN-229. Les données de viabilité cellulaire 
ont également démontré que seules les cellules MG U-87 réagissaient au traitement par la molecule Ph FF, avec 
une IC50 significativement réduite  58 µM.Nous avons évalué l'inhibition proliférativedans un teste comparatif 
d'un médicament chimiothérapeutique, le docétaxel qui est largement utilisé en pratique clinique sur quelques 
lignées cellulaires comme le DU-145, le LN-229 et le U-2 O et a été comparer avec celle de FPC1 et FPh. 
 
L'induction de l'apoptose par P01 FC et Ph FF a été contrôlée par la tchnique de cytométrie de flux en utilisant 
un double marquage des cellules LN-229 avec le kit Annexin V et de PI au FACS.    
 

Après 48 h de traitement, nous avons constaté que les différents traitements n'induisaient pas 
d'apoptose tardive ni de nécrose dans les cellules LN-229. Au contraire, FC P01 a induit une apoptose précoce 
dans 14,48% des cellules par rapport au DMSO (9,63%), et au Ph FF (3,35%) et au témoin non traité (6,96%). 
Le produit FC P01est avéré plus actif que PhFF car il présente une apoptose précoce et tardive très 
significative par rapport à Ph FF (P≤0.0001). 
 

Mots clés: Hyoscyamus albus, cytotoxicité, RMN à protons, spectrométrie de masse, 
cytométrie en flux, lignées cellulaires 

 


