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Introduction

Introduction

Depuis I'Antiquite, les humains ont exploité une gamme variée de plantes trouvées dans
leur environnement pour répondre a leurs besoins médicaux et alimentaires, les utilisant
pour traiter et guérir un large éventail de maladies (Boumediou et Addoun, 2017).

A travers les siécles, les étres humains ont exploité leur observation et leur expérience
pour découvrir les propriétés curatives des plantes. Cette exploration a conduit a
I'émergence de la phytothérapie, une approche de guérison qui utilise les plantes comme
moyen de traitement. Le colt prohibitif des médicaments pharmaceutiques contraint prés
de 85 % de la population des pays en développement a recourir a la phytothérapie comme
alternative, selon une étude menée par (Cstroua, 1985 ; Handa et al., 2008 ; Zerbo et al.,
2012). En Algerie, la médecine traditionnelle a été largement utilisée en raison de la
richesse et de la diversité de la flore du pays, qui constitue un véritable trésor de
biodiversité, abritant environ 3000 espéces appartenant a diverses familles botaniques
(Bouzid et al., 2016). Actuellement, les plantes demeurent une source primordiale de
nouveaux médicaments, étant considérées comme des matiéres premiéres cruciales pour
la recherche de nouvelles molécules en vue du développement de futurs traitements
médicaux (Maurice, 1997).

Les plantes médicinales sont des végétaux dont certaines parties possédent des propriétés
thérapeutiques. Elles renferment des constituants dotés de potentiels remedes naturels,
connus sous le nom de « métabolites secondaires ». Ces composés, notamment les acides
phénoliques et les flavonoides, sont activement étudiés pour leurs vertus biologiques,
telles que des effets antidiabétiques, anticancéreux et antioxydants. Ces propriétés
permettent d'envisager leur utilisation dans le traitement curatif et préventif de diverses
maladies humaines, comme le diabete, le cancer et le stress oxydatif (Mghezzi-Habellah
etal., 2016).

Les feuilles d’Urtica urens sont une source riche de protéines, lipides, glucides,
vitamines, minéraux et oligo-élements (Pradhan et al., 2015). Les oligo-éléments et les
vitamines infections bactériennes et virales. Les extraits ont démontré des propriéetés
antibactériennes contre différentes souches bactériennes dans plusieurs études.

A cet effet notre étude porté sur I’effet renforcent le systéme immunitaire et permettent &
I’organisme de mieux résister aux Cytotoxique/anti-cytotoxicité etgénotoxique/anti-
génotoxicité de 1'extrait hydroalcoolique d’Urtica urens par test Allium cepa ce dernier
est utilisé comme modele expérimental, et d'évaluer également son activité antioxydant

et de doser certains métabolites secondaires tel que le polyphénol et le flavonoide.



Introduction

Le présent travail est divisé en deux parties principales :
La premiére partie présentera une revue bibliographique qui comporte deux chapitres :
e Le premier est consacré a la plante étudiée Urtica urens.

¢ Le deuxieme chapitre traite le cycle cellulaire, la cytotoxicité et la génotoxicité.
Pour la deuxieme partie expérimentale, elle est structurée comme suit :

e Le premier chapitre traite le matériel et les méthodes adoptées dans notre étude.

e Le deuxiéme illustre les résultats obtenus et leur discussion.



Partie bibliographique



CHAPITRE 1 Généralités

Chapitre 1. Généralités

1.Généralité sur la famille de I’Urticacées

1.1. Description botanique de la famille de I’Urticacées

Cette famille rassemble a elle seule 48 genres (dont le genre Urtica) pour environ 1000
espéces que I'on retrouve répartir essentiellement en régions tropicales mais aussi jusque
dans les régions tempérées (Dupont et al., 2012). Les membres de cette famille se
composent principalement de plantes herbacées, qu'elles soient vivaces ou annuelles,
mais comprennent également des arbustes, des lianes, voire méme des arbres. (Garnier et
al., 1969 ; Spichiger et al., 2002 et Botineau, 2010). Les Urticacées désignent un groupe
de plantes herbacées qui se caractérisent par leur forme élancée, leurs feuilles stipulées
opposées deux par deux et leurs petites fleurs unisexuées. Les fleurs males se distinguent
par la présence de quatre sépales et quatre étamines, tandis que les fleurs femelles sont
constituées de quatre sépales et d'un carpelle. Ces dernieres produisent ensuite un fruit
sec appelé un akéene. (Bertrand et Bézanger-Beaugesne et al., 1961).

1.2. Usage pharmacologique et nutritionnel des Urticacées

Les feuilles sont une source riche de protéines, lipides, glucides, vitamines, minéraux et
oligo-éléments (Pradhan et al., 2015). De plus, les feuilles contiennent également des
traces de cobalt, nickel, molybdéne et sélénium. (Mihaljev et al., 2014). Et elle est
composé de nombreuse vitamine nécessaire (Wetherilt, 1992). Ces nutriments conferent
a la plante des propriétés pharmacologiques intéressantes.

Les oligo-éléments et les vitamines renforcent le systtme immunitaire et permettent a
I’organisme de mieux résister aux infections bactériennes et virales. Ces feuilles
contiennent une quantité importante de chlorophylle (Rafajlovska, 2001). Les extraits ont
démontré des propriétés antibactériennes contre différentes souches bactériennes dans
plusieurs études.

2. Description botanique du genre Urtica

Le terme Urtica tire son nom du latin uro ou urere qui signifie "celle qui brile", allusion
a ses poils urticants dont le contact est trés irritant (Rioux et al., 2009). Urtica L.,
communément connue sous le nom d'ortie (Urticacée), est une plante annuelle ou vivace
caractérisee par ses poils urticants. Les feuilles sont disposées de maniere opposée et les
fleurs, vertes avec des étamines jaunes, se trouvent sur des plantes distinctes pour les
fleurs males et femelles. Les fruits produits sont des akénes. Ces traits définissent le genre
Urtica au sein de la famille des Urticacées. Les principales espéces identifiées sous le

genre Urtica comprennent U. dioica L., U. urens L., U. pilulifera L., U. cannabina L., U.

3
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membranacea Poiret., U. haussknechtii Boiss., U. atrovirens Req., U rupestris Guss., U.

chamaedryoides Pursh., et U. ferox Forst. (Gulsel et kavalali, 2003).

Tableau 1. Les principales espéces identifiées sous le genre Urtica (Bertrand,
2010 ; Tissier, 2011 ; Delvaille, 2013).

Espéce

Localisation

Urtica dioica

Elle se trouve dans toutes les régions du monde de I'Europe
et I'Afrique, I'Asie Amérique du Nord et Sud

Urtica urens L

On la retrouve dans les mémes zones que Urtica dioica,

excepté le nord de la Scandinavie et I’Amérique du Sud.

Urtica pilulifera L

Europe et Asie occidentales et méridionales, Afrique
septentrionale. En France on la rencontre surtout dans le

Midi, I’Ouest et en corse

Urtica cannabina L

Les régions tempérées a subtropicales d'Europe, d'Asie,
d'Afriqgue du Nord et du Moyen-Orient. Elle pousse
souvent dans des zones humides comme les berges des

rivieres, les marais et les prairies humides.

Urtica membranacea

Poiret

Région méditerranéenne, également dans le Finistere.

Urtica ferox forst

Elle est principalement présente dans les régions
montagneuses et forestiéres de I'1le du Sud de la Nouvelle-
Zélande, dans les foréts humides et les zones de
broussailles le long des cours d'eau et dans les zones

montagneuses.

Urtica atrovirens Req

En France on la rencontre seulement en Corse.

2.1. Distribution géographique du genre Urtica

A. Dans le monde

Originaire d'Eurasie, elle s'est répandue dans toutes les régions tempérées du monde. On

la rencontre plus en Europe du Nord qu'en Europe du Sud, en Afrique du nord, en Asie et

largement distribuée en Amérique du Nord et du Sud (Brisse et al., 2003). En effet, elle

est présente dans les Alpes et les Pyrénées et peut atteindre les sommets du Jura et du
Massif Central (Fleurentin, 2008).
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B. En Algérie

En Algérie, la Grande ortie est commune dans tout le nord et surtout dans le Tel algérien
d’Est en Ouest (Beloued, 1998). L'Algérie abrite une flore végétale abondante et variée,
comprenant de nombreuses plantes médicinales. Parmi celles-ci se trouve l'ortie,
également connue sous le nom scientifique "Urtica", une plante spontanée présente le
long des chemins et dans les zones abandonnées. Souvent percue a tort comme une
"mauvaise herbe", l'ortie est en réalité utilisée dans divers domaines tels que I'agriculture,
I'alimentation, la cosmétique, la teinturerie, I'industrie textile et a des fins médicinales
(Bertrand, 2010).

2.2. Propriétés et usage traditionnel de quelques espéces du genre Urtica

L'ortie ou Urtica représente un sujet d'intérét tant sur le plan scientifique que commercial,
en raison de sa capacité a genérer de nombreux produits naturels a forte valeur ajoutée,
exploitant ainsi toutes les parties de la plante, que ce soit la tige, les feuilles, les racines
ou les graines (Di virgilio, 2014). Toutes les parties de la plante sont utilisées en médecine
traditionnelle. Au Maroc La plante entiere est employée pour ses vertus diurétiques, anti
hypertensives, antidiabétiques, dépuratives, hémostatiques, anti asthéniques, anti
anémiques, antispasmodiques, antirhumatismales et comme reméde dans les maux de téte
et les coups de froid (Hmamouchi, 1999 ; Bnouham et al., 2002).

Est également utilisée pour traiter les affections spléniques, rénales et dermiques (Daoudi
et al., 2008). Le jus frais d’ortie a un effet hémostatique sur les saignements cutanés, de
nez et remédie aux regles abondantes dont elle réduit le flux (Chevallier, 2013). L'ortie
nous plonge au tout début de I'agriculture. Car cette plante fut rapidement apprivoisée et
devint une alliée précieuse du jardinier, qui peut, grace a quelques applications simples,
rendre son jardin plus productif (Tabardel, 2003).

La tisane d'ortie est souvent recommandée par les praticiens de la phytothérapie comme
un reméde traditionnel pour la goutte et les rhumatismes. En Allemagne, elle est utilisée
comme diuréetique léger, bien qu'elle ne soit pas considérée comme suffisamment
puissante pour traiter I'nypertension ou les problémes cardiaques. En Russie, l'ortie est
également utilisée pour les troubles biliaires et hépatiques, comme le mentionne (Valnet,
1983).

3.Description botanique de I’espéce Urtica urens

Urtica urens est une plante herbacée annuelle généralement une taille de 20 a 60 cm

Et ne dépasse pas 70 cm de hauteur. Elle est également recouverte de poils urticants
(Frély, 2012).
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Les feuilles sont de petite taille, de couleur vert foncé, disposées de maniére opposee sur
la tige. Elles sont de forme ovale & arrondie, parfois atténuées a la base, avec des bords
incisés et dentelés. Elles sont a peine plus longues que larges, régulieres et relativement
fragiles a la base. Elles sont portées sur de longs pétioles. Les piqdres de ces feuilles sont
particulierement brllantes (Delahaye et Lefief-Delcourt, 2015).

La tige de la plante est verticale, présentant des angles distincts et souvent ramifiée a la
base. Elle est couverte de poils urticants (Delhaye et Lefief -delcourt, 2015).

La racine de la petite ortie est pivotante elle n’a pas rhizome (Frély, 2012).

La fleur a un godt acidulé et est de couleur jaune verdatre. Elle est monoique, ce qui
signifie qu'elle porte a la fois des organes méles et femelles. Les fleurs méles se présentent
sous forme de petits chatons verdatres, tandis que celles des femelles se regroupent en
grappes pendantes. Les fleurs ont quatre sépales mais pas de pétales. Les fleurs femelles
sont plus nombreuses que les fleurs méles. La floraison s'étend de mars a octobre. La
plante se reproduit principalement par ses graines dispersées par le vent, avec chaque pied

pouvant produire environ 1200 graines (Couplan, 2008 ; Mostade, 2015).

Les fruits de I’ortie est un akéne de forme ovoide, il est minuscule, mesurant moins de 1

mm (Frély, 2012).

(A) (B) (®)

Figure 1. Urtica urens, (A) les feuilles, (B) la tige, (C) la racine.
3.1. Classification botanique de I’espéce Urtica urens

D’aprés Angiosperme phylogeny groupe LI (APGII, 2009), I’ortie suit la classification
suivante :

Tableau 2. La classification d’ortie d’aprés Angiosperme phylogeny groupe I11.
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Regne Plantae
Embranchement Angiosperme
Classe Rosidae
Ordre Rosales
Famille Urticacée
Genre Urtica
Espéece urens

Le nom vernaculaire : I’espéce Urtica urens est connue par d’autres noms vernaculaires
(Mostade, 2015), qui sont :

v" En francais : petite ortie, ortie brilant, griéche, grec, sauvage, barbare et folle.

v Enarabe : o=l

v" En anglais : Small Nettle.

v" En espagnole : Ortigamenor.
3.2. Distribution géographique du I’espéce Urtica urens
A. Dans le monde
On la trouve en Europe, tres répandue en France, en Afrique du nord, Afrique du sud, en
Asie, dans les régions tempérées et montagneuses et ce jusqu’a 2400 meétres d’altitude.
Et aussi en Amérique du Nord (Frely, 2012).
B. En Algérie
Espéce cosmopolite, relativement commune dans les ravins des montagnes de Kabylie et
dans les régions de Skikda et Annaba, moins fréquente dans L'Atlas blidéen (Baba aissa,
1999).
4. Les métabolites secondaires des plantes
Les métabolites secondaires sont des composés organiques complexes produits et stockés
en quantités limitées par les plantes autotrophes. Ces métabolites sont principalement
classés en trois grandes categories : les polyphénols, les terpénes et les alcaloides (Lutge
et al., 2002 ; Abderrazak et Joél, 2007).
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4.1. Métabolites secondaires de I’espéce de Urtica urens

Les espéces du genre Urtica ont fait I'objet de nombreuses recherches phytochimiques en
raison de leur diversité, qui a permis la séparation d'un certain nombre de métabolites
secondaires, y compris les acides phénoliques, les flavonoides, les huiles essentielles
(terpénoides et autres composés), etc. dont le contenu varie selon les variations régionales,
climatiques, de séchage, de stockage et de méthodes de recherche (extraction et
détection).

4.2. Les composés phénoliques les composés phénoliques sont des métabolites
secondaires qui se distinguent par la présence d'un cycle aromatique, accompagné de
groupements hydroxyles soit libres, soit liés a des glucides. Les composés phénoliques
sont des molécules ayant une activité biologique significative. lls sont fréqguemment
employés en médecine pour leurs propriétés diverses telles que leur capacité a agir en tant
que vasoconstricteurs, anti-inflammatoires, inhibiteurs d'enzymes, antioxydants, agents
antiradicalaires et antimicrobiens (djemai et Zoughlache, 2008).

4.3. Classification des composés phénoliques :

Les composés phenoliques peuvent étre regroupés en nombreuses classes :

A. Les acides phénoliques

Ce sont des composés phénoliques possédant une fonction acide en plus de la fonction
phénol (Richter, 1993 et soobratte et al., 2005). Ils sont solubles dans les solvants
organiques (Guignarg, 2000).

B. Les flavonoides

Les flavonoides comme un ensemble de plus de 6000 composés naturels largement
répandus chez les plantes vasculaires. Ces substances agissent en tant que pigments,
conférant aux organes végétaux des teintes jaunes, oranges et rouges (Ghedira, 2005).
Tous les flavonoides partagent une structure de base commune (C6-C3-C6) composée de
quinze atomes de carbone. Cette structure comprend deux cycles aromatiques A et B,
chacun composé de six atomes de carbone, reliés par une unité de trois atomes de carbone,
qui peut étre ou non une partie d'un troisieme cycle (Tapas, 2008).

C. Lestanins

Les tanins sont des polyphénols aux structures variées, partageant la capacité a tanner la
peau, les rendant ainsi imputrescibles. Ils se lient aux protéines, expliquant leur action
tannante. Présents largement dans le regne végétal, ils s'accumulent surtout dans les tissus

agés ou pathologiques, localisés dans les vacuoles et parfois associés aux protéines et aux
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alcaloides. On distingue deux types de tanins : les hydrolysables et les condensés (Roux,
et Catier, 2007). Les tanins sont abondants dans les plantes, surtout dans les fruits, les
graines de céréales et certaines boissons. Les principales sources alimentaires de tannins

pour les humains sont le vin et le thé (Pénicaud, 2009).
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Chapitre 2. Cytotoxicité et génotoxicité

1.cycle cellulaire

Le cycle cellulaire représente une séquence d'événements rigoureusement organises

aboutissant a la division cellulaire. Walter Flemming a initialement décrit ce processus

biologique essentiel en 1882. D'aprés ses observations, le cycle cellulaire se compose de

deux phases principales : la mitose et I'interphase (Marteil, 2010).

>

. Yo A ; y
Synthése dADN \yh_‘—-/
_ ot TSV 61 STV

Figure 2. Cycle cellulaire (interphase et mitose) (Bruce, 1999).

Interphase I’interphase se décompose en trois phases successives : la phase G1, la

phase S et la phase G2.

La phase G1 représente le point critique ou la plupart des cellules prennent la
décision de se diviser ou de quitter le cycle cellulaire, car elle marque une période
de régulation cruciale. En cas de conditions de croissance défavorables ou en
réponse a des signaux inhibiteurs, les cellules peuvent entrer en phase G1 pour
une durée prolongée, voire méme entrer dans un état de non-division prolongée
appelé GO (Morgan, 2010).

La phase S également connue sous le nom de phase de synthése ou de réplication
de I'ADN, est caractérisée par la duplication de I'ADN chromosomique. La
réplication de chaque chromosome débute a de multiples sites distincts, appelés
origines de réplication, situés le long de la molécule d'ADN chromosomique.
Chaqgue segment du chromosome répliqué a partir d'une origine unique est appelé
réplicon (Lints, 1991).

La phase G2 est une période de croissance et de préparation & la mitose. A la fin

de la phase G1 et de la phase G2, des points de contréle, ou "check-points”, se

10
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situent ou la cellule vérifie que toutes les conditions sont réunies pour que la

réplication de I'ADN et la mitose se déroulent normalement (Morgan, 2010).

» La mitose la mitose se déroule en quatre étapes caractéristiques qui sont la

prophase, la métaphase, I'anaphase et la télophase

La prophase : durant cette étape, la chromatine subit une modification de sa
structure, passant de I'état diffus interphasique a des structures bien définies et
individualisées appelées chromosomes. Chaque chromosome se compose de deux
chromatides sceurs alignées verticalement ; une région de hypercondensation
apparait, connue sous le nom de centromére (Campbell, 1995). La condensation
des chromosomes est I'un des premiers événements morphologiques de la division
cellulaire (Meijer et al., 2003). Lorsque la condensation des chromosomes
mitotiques se produit, il y a phosphorylation de certaines histones, notamment de
I'nistone H1. Des interactions se produisent alors entre les molécules d'histones
phosphorylées, ce qui entraine un réarrangement des chromosomes, les rendant
ainsi plus condensés. L'histone H3 est également phosphorylée pendant la mitose
(CD Universalis 6, 2000).

La métaphase : la tension exercée par les microtubules aligne et maintient les
chromosomes au niveau équatorial de la cellule, formant ainsi la plaque
métaphasique, située a mi-chemin entre les deux poles. Les deux chromatides
sceurs sont attachées a des microtubules distincts, chacun connecté a I'un des deux
poles du fuseau mitotique (Collura et al., 2005).

L’anaphase : se caractérise par la séparation des deux chromatides sceurs
(désormais appelées chromosomes) au niveau de leur centromére (Lodish et al.,
1997). La transition de la métaphase a l'anaphase nécessite la dégradation
protéolytique des molécules régulant l'appariement des chromatides sceurs.
Pendant I'anaphase, les chromatides sceurs séparées migrent vers les deux poles
du fuseau mitotique, qui s'éloignent également I'un de I'autre (Tomas et al., 2004).
La télophase : a la télophase, la disparition des microtubules kinétochoriens et le
regroupement des chromosomes fils aux p6les de la cellule marquent la fin de la
mitose. Une enveloppe nucléaire se reconstitue autour de chaque ensemble de
chromosomes fils, qui commencent a se décondenser, tandis que les nucléoles

réapparaissent (Petit et al., 1997).

11
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2. Définition de la cytotoxicité

La cytotoxicité représente l'une des principales stratégies utilisées par le systéme
immunitaire pour contrer les agressions externes ainsi que les agents chimiques ou
biologiques susceptibles de nuire aux cellules, voire de les détruire. Elle est évaluée en
observant les modifications de I'indice mitotique (IM) des cellules méristématiques. Cette
mesure revét une importance cruciale dans la surveillance réguliére de la santé cellulaire
et du taux de prolifération (Vély et Vivier, 1996 ; Kim et al., 2016 ; Cudazzo et al., 2019
; Santos Filho et al., 2019).

La cytotoxicité se référe a la capacité d'un agent chimique ou biologique a causer des
dommages aux cellules, pouvant éventuellement entrainer la mort de la cellule cible. Ce
processus se manifeste fréquemment par la lyse cellulaire (Dausset, 1976).

La cytotoxicité peut également étre induite par certains médicaments, connus sous le nom
de médicaments cytotoxiques. Ces médicaments sont définis comme ceux qui entravent
ou inhibent les fonctions cellulaires. Ils sont principalement utilisés dans le traitement du
cancer, genéralement dans le cadre de la chimiothérapie (Martin et al., 2004). Plus
récemment, l'utilisation des médicaments cytotoxiques s'est élargie pour inclure le
traitement de certaines affections cutanées telles que le psoriasis, ainsi que pour des
conditions telles que I'arthrite rhumatoide et I'arthrite rhumatoide juvénile, ainsi que des
troubles musculaires résistant aux stéroides.

Parmi les médicaments cytotoxiques les plus renommés figurent les agents
antinéoplasiques (Augry et al., 1998).

3. Les tests de cytotoxicités

Le test de cytotoxicité est une méthode colorimétrique (Le bleu trypan, MTT) largement
utilisée et fiable pour évaluer la viabilité cellulaire. 1l comprend des épreuves d'activité
cellulaire ainsi que des analyses morphologiques.

Ce test implique le comptage du pourcentage de cellules vivantes, représenté par I'indice
mitotique (IM), aprés exposition d'une culture cellulaire & une large gamme de
concentrations de substances génotoxiques (Fasla, 2009 ; Techer, 2013 ; Lai et al., 2017).
Chez les végétaux le test de I’¢longation racinaire est adopté comme étant un test de
cytotoxicite.

4. Définition de la génotoxicité

La génotoxicité, également connue sous le nom de toxicité génétique, fait référence a la
capacité de certains agents physiques, chimiques ou biologiques a causer des dommages

a I'ADN, pouvant entrainer des mutations génétiques si ces lésions ne sont pas réparées.

12
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Ces agents sont appelés mutagenes et peuvent altérer le matériel génétique, soit
directement en provoquant des modifications de I'ADN (mutations geniques) ou des
chromosomes (mutations chromosomiques), soit indirectement en affectant la structure
des nucléotides avant leur incorporation dans I'ADN ou en inhibant des enzymes de
synthése ou de réparation (comme I'ADN polymérase, les ligases, les topoisomérases),
etc. (Cachot et Dégremont, 2009 ; Fasla, 2009).

5. Les agents génotoxiques

Un agent génotoxique fait référence a un agent chimique ou toute autre substance qui

provoque des dommages & I'ADN cellulaire, ce qui peut conduire a des mutations

génétiques ou au développement de cancers (Saks et al., 2017).

Les agents génotoxiques peuvent étre classés de différentes maniéres :

Les agents génotoxiques peuvent étre classés en agents directs, qui contiennent

généralement des molécules intrinséquement réactives ne nécessitant pas d'activation

métabolique par des enzymes cellulaires pour interagir de maniére covalente avec I'ADN,
tels que les moutardes a l'azote, ou indirects, qui requiérent une activation métabolique
par des enzymes cellulaires pour former des espéces carcinogenes ultimes qui se lient de

maniére covalente a I'ADN, comme le benzo [a] pyréne. Certains agents peuvent agir a

la fois de maniére directe et indirecte, comme les especes réactives de I'oxygene (ROS)

et les radiations ionisantes (Robert, 2004).

Les agents génotoxiques peuvent étre endogenes, résultant de processus internes au corps

tels que le métabolisme oxydatif mitochondrial et I'activation des cellules inflammatoires,

par exemple la formation de ROS (espéces réactives de I'oxygene) (Erkekoglu et al.,

2014), tout comme ils peuvent étre exogenes, provenant de sources externes telles que

des agents physiques, chimiques ou biologiques (Lucy et al., 2014).

e Agents chimiques : ce sont des mutageénes électrophiles qui forment des liaisons
covalentes avec des sites nucléophiles sur les bases de I'ADN. Les azotes aromatiques,
les groupements hydroxyles et carbonyles des bases de I'ADN sont parmi les sites
nucléophiles qui sont les cibles preférées des agents chimiques génotoxiques
(Benhacine et Sahil, 2016).

e Agents physiques : les agents physiques se réferent principalement aux radiations
ionisantes hautement énergétiqgues comme les rayons X ou gamma, ainsi qu'aux
radiations non ionisantes telles que la lumiére ultraviolette. Ces agents peuvent

induire divers types de mutations (Dégremont et Cachot, 2009).

13
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Agents biologiques : les mutagénes biologiques incluent des virus tels que les
rétrovirus, responsables du sida, ainsi que les Filoviridae, dont le virus Ebola. Leur
action génotoxique peut conduire a la formation de cancers (Dégremont et Cachot,
2009).

6. Les tests de la génotoxicité

Les tests de génotoxicité sont congus pour identifier les altérations causees par des

composés chimiques ou physiques sur le matériel génétique (ADN et/ou chromosomes),

pouvant entrainer des mutations si ces Iésions ne sont pas correctement réparées par les

systéemes enzymatiques appropriés. Ils sont principalement destinés a detecter les

dommages a I'ADN et/ou aux chromosomes, ainsi que leurs conséquences telles que les

effets phénotypiques des mutations géniques. Ces tests ne sont pas congus pour détecter

directement les cellules cancéreuses, mais plutot les cellules normales ayant subi une

altération ou une agression génétique.

| Testsde génotoxicité |
1
— | —— | N — — - - e — — -
LLésions primaires ] Mutagénes [ Clastogénes } [ Aneugénes ]
P |
Testdes ] ' Abermrations Micronoyaux
Comeétes chromosomiques (£ FISH)
- J S
(—\ (—\
Post marquage | | Micronoyaux
au 2p . (£FISH)
EE——) e —)
P A
Adduits =
 ——
Echanges de -
chromatides soeurs
-
Synthése non
Programmée de [—
L'ADN

Figure 3. Les différents types des tests de genotoxicité (Orsiére et al., 2005).

A. Test de cométe :

Le test des comeétes aussi appelé en anglais « Single Cell Gel Electrophoresis » ou
SCGE est un test simple, peu coliteux et d’une trés grande sensibilité. C’est un outil
incontournable pour 1’étude de la génotoxicité a I’échelle cellulaire d’une ou plusieurs
substances sur n’importe quel tissu vivant constitué de cellules eucaryotes. En effet,
pour effectuer ce test, il suffit de pouvoir disposer de noyaux : il est donc virtuellement

possible de I’appliquer a tout tissu, animal ou végétal, dont on peut extraire les noyaux
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ou isoler les cellules. Donnent une bonne illustration de la variété des espeéces,
animales ou vegétales, sur lesquelles le test des cométes été effectue avec succes. Le
test des cométes requiert peu de matériel biologique et peut s’effectuer sur cellules
mitotiques ou non. Il est hautement sensible et donc peu spécifique, et permet de
visualiser les lésions génotoxiques a 1’échelle de chaque cellule (Cachot et

Dégremont, 2009 ; Fardel et al., 2009).

Cellule intacte Cellule endommagée

Cellule fortement Cellule tres fortement

endommagée endommagée

Figure 4. Différent degré d’altération primaire d’ADN : test des cometes (Nesslany,
2013).

B.Test des adduits

La technique des adduits consiste a déetecter les liaisons entre les agents génotoxiques et
les macromolécules telles que I'ADN (adduits a I'ADN) ou les protéines (adduits aux
protéines) apres I'exposition de I'organisme a ces agents. Bien que cette méthode soit trés
sensible, elle présente I'inconvénient majeur de manquer de spécificité. De plus, les
réactions enzymatiques utilisées ne sont pas complétes, ce qui compromet l'aspect

quantitatif de la mesure (Tarantini, 2009).
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C. Test des micronoyaux

Cytotoxicité et génotoxicité

Les micronoyaux sont des structures nucléaires distinctes du noyau principal, formées par

la perte de fragments chromosomiques ou de chromosomes entiers lors de la division

cellulaire, résultant respectivement d'effets clastogenes (cassures double brin de I'ADN)

ou d'effets aneugenes (perturbations de I'appareil mitotique, principalement dues a des

interactions avec les protéines). Les tests des micronoyaux visent a détecter et a quantifier

ces structures dans des cellules exposées in vitro a un agent génotoxique, ou dans des

cellules provenant d'une exposition in vivo, comme les lymphocytes de rongeurs ou

d'’humains exposés a cet agent (Mateuca et al., 2006).

Perte de fragment
acentromérique /
Agents Lésionde ’
clastogénes IADN \
Défautde migration
chromosomique conduisanta la
formation deMN
Blocage de la monocentromérique
cytocinése
Agents
aneugénes Altérations
du fuseau
mitotique \/
Pertede
chromosome
partiel ou entier
Fomation de MN
avecplusdun
centromére

Figure 5. Schéma représentant le mécanisme de formation des MN di a un effet

clastogene et/ou aneugéne (pham, 2011).

D. Test d’Ames

Le test d’/Ames, développé au début des années 1970 par Bruce Ames, est une

méthode simple, économique et sensible pour évaluer la mutagénicité d'une

substance chimique ou d'un agent physique.

Il consiste a examiner si une

substance est capable d'induire des mutations spécifiques chez différentes souches

de Salmonella typhimurium. Ces souches portent une mutation dans un géne

régissant la synthése de I'histidine, les rendant incapables de croitre dans un milieu

sans histidine (His-). Cependant, ces souches peuvent spontanément revenir a un
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état capable de croitre en I'absence d'histidine (His+). Cette réversion spontanée
est tres rare mais peut étre augmentée en exposant les bactéries (His-) a des agents
mutagenes. Le test évalue alors la capacité de la substance testée a induire une
nouvelle mutation dans la méme région de I'ADN, ce qui se traduit par la réversion
de l'auxotrophie de la souche bactérienne vis-a-vis de I'histidine (Cachot et
Dégremont, 2009 ; Fardel et al., 2009).

possible
mutagen a high number of
revertants (his- to his+)
suggests the mutagen
rat liver causes mutations
extract plate incubate
l — — —-:'_:::‘
media with
minimal histidine
plate incubate
Salmonella strain - -
(requires histidine)
control plate
(natural revertants)

Figure 6. Le principe du test Ames (Jain et al., 2018).

E. Test des aberrations chromosomique

Les aberrations chromosomiques signalent un dommage stable et durable
(mutation) qui peut étre un évenement initiateur dans le processus conduisant au
développement de néoplasies. Ce test est un biomarqueur d'effets précoces, ces
aberrations chromosomiques pouvant étre chromatidiennes (échanges, cassures,
etc.) ou chromosomiques (affectant les deux chromatides du chromosome :
fragments acentriques, dicentriques, translocations, etc.). Ces anomalies
surviennent suite a des cassures de I'ADN ; par la suite, les fragments peuvent se
reconnecter au chromosome a leur emplacement d'origine, a un autre
emplacement, ou ne pas se reconnecter du tout. Ces deux derniers types de lésions

sont observables au microscope dans les cellules en métaphase (Ortege, 2004).
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F. Test des échanges de chromatides sceurs

L'échange entre chromatides sceurs (SCE) est un processus qui refleéte les
réarrangements de I'ADN au sein d'un méme chromosome. Il implique un échange
complet et réciproque entre les deux chromatides sceurs lors d'une mitose réalisee
in vitro. Ce test mesure le taux d'échanges entre chromatides sceurs survenus
pendant une mitose in vitro, conformément aux directives de I'OCDE pour les
essais de produits chimiques.

e SCE est assez complexe a réaliser, nécessitant notamment la mise en place
de cultures cellulaires. De plus, elle ne détecte pas systématiquement les
lésions génétiques fixées. Pour surveiller les individus exposes, des
prélévements cellulaires sont requis, ce qui peut étre considéré comme une
mesure invasive.

e SCE estsensible a certains facteurs perturbateurs tels que la consommation
de tabac et dalcool, ainsi que le polymorphisme de I'expression
enzymatique, pouvant entrainer des résultats biaisés (Ortege, 2004 ; Fardel
et al., 2009 ; Fasla, 2009).
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Chapitre 3. Matériel et méthodes

1. Matériel

L'objectif principal de notre étude est d'évaluer les effets cytotoxiques et génotoxiques de
I'extrait hydroalcoolique d'Urtica urens en utilisant le test d'Allium cepa. En parallele,
nous visons a évaluer l'activité antioxydante de cet extrait et obtenir le dosage de certains
métabolites secondaires tels que les polyphénols, les flavonoides et les tanins. Il est
important de souligner que le test d'Allium cepa est adopté comme étant un indicateur
biologique de la pollution environnementale (Bagatini et al., 2009 ; Leme, 2009).

Selon Laughing house (2007), ce test a été utilisé pour étudier des extraits bruts de
cyanobactéries et pour évaluer le risque génotoxique des plantes médicinales (Silveira et
al., 2017).

1.1. Matériel végétale

Urtica urens est une espece de plantes trés répandue dans toute I'Algérie, y compris dans
la région de Skikda. Une fois que les feuilles d'Urtica urens ont été récoltées, elles ont
été séchées a I'ombre dans un endroit sec et aéré pendant 10 jours. Apres avoir été séchées,
les feuilles ont été broyé et tamisé, par la suite, la poudre obtenue a été stockée jusqu'a
utilisation.

2. Méthodes

2.1. Extraction

Afin d’obtenir un extrait méthanolique brut, 50 g de poudre de Urtica urens ont été
immergés dans une solution hydroalcoolique (3/1 v/v, méthanol/eau distillée) et placés
dans un dessiccateur a I'abri de la lumiére pendant 24 heures. Apres filtration, le macérat
a été concentré sous vide a l'aide d'un évaporateur rotatif. Le liquide concentré a ensuite

été séché dans une étuve a 40°C pendant 24 heures.

Figure 7. L’extraction méthanolique et I’extrait hydroalcoolique d’Urtica

urens.
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2.2. Le test de cytotoxicité

2.2.1. Préparation des concentrations testées de I’extrait hydroalcoolique d’Urtica
urens

Apres avoir obtenu un extrait complétement sec, 160 mg de 1’extrait a été dissous dans
40 ml d’eau distillée pour obtenir une concentration mére de 4 mg/ml a partir de laquelle
différentes concentrations filles, ont été préparées a savoir : 0.25 mg/ml, 0.5 mg/ml, 1

mg/ml, 2 mg/ml.

Figure 8. La préparation des concentrations de 1’extrait d’Urtica urens dans le

laboratoire.

2.2.2 Testd’Allium cepa

Les plantes supérieures sont reconnues comme d'excellents modéles génétiques pour
détecter les mutagénes environnementaux et sont fréquemment utilisées dans les études
de surveillance. Parmi lesquelles 1’Allium cepa qui a été utilisée pour évaluer les
dommages a I'ADN, tels que les aberrations chromosomiques et les perturbations du cycle
mitotiques. L'utilisation d'Alluim cepa comme systeme de test pour détecter les agents
mutagénes remonte aux années 40. Il est utilisé jusqu'a aujourd'hui pour un grand nombre
d'agents chimiques, ce qui contribue a son application croissante dans la surveillance

environnementale (Leme et Marin-Morales, 2009).

2.2.3. L’élongation racinaire

Le potentiel cytotoxique de I'extrait hydroalcoolique de la partie aérienne d’Urtica urens
a été évalué en utilisant des graines d’Allium cepa. L'expérience a été réalisée avec deux
répétitions, chaque répétition étant représentée par une boite de Pétri contenant 25
graines. Les graines ont été placées sur du papier filtre humidifié avec 5 ml de I'extrait.
Cing concentrations de I'extrait (0.25, 0.5, 1, 2 et 4 mg/ml) ont été testées, tandis que I'eau
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distillée a été utilisee comme témoin négatif. Aprés traitement, les boites ont été

conservees a température ambiante, avec une variation maximale de +2 °C, dans une piéce

sombre pendant 7 jours. Toutes les 24 heures, les mesures de I'élongation racinaire de

chaque graine pour chaque traitement ont été pris.

Figure 9. Test de cytotoxicité sur les graines de I’ Allium cepa avec les

différentes concentrations de I’extrait hydroalcoolique d’Urtica urens.

2.3. Le test de cytotoxicité et génotoxicité

La cytotoxicité et la génotoxicité de l'extrait hydroalcoolique d’Urtica urens ont été

évaluées en faisant germer des graines d'Allium cepa dans I'obscurité jusqu'a ce que les

racines atteignent une longueur racinaire comprise entre 1 et 1.5 cm. Les racines ont

ensuite été exposées a différentes concentrations de I'extrait d’Urtica urens, avec et sans

H20: a 6% (contrdle positif), pendant 24 heures. Le tableau ci-dessous présente les

diverses combinaisons de traitements.

Tableau 3. Tableau relative aux différents traitements

Groupes

Traitement

1

Control négatif

H20, 6%

U. urens 0.25 mg/ml

U. urens 0.5 mg/ml

U. urens 1 mg/ml

H202 6%+ U. urens 0.25 mg/ml

H202 6%+ U. urens 0.5 mg/ml

| N o o &~ WO DN

H202 6%+ U. urens 1 mg/ml
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Les racines ont été collectées et fixées dans une solution d'éthanol et d'acide acétique
pendant 24 heures, puis conservées dans de I'éthanol a 70 % a 4 °C pendant au moins 24
heures. Les pointes racinaires de chaque traitement ont été immergées dans de I'HCI 1N
a 60 °C, puis colorées avec le réactif de Feulgen pendant 45 minutes. Elles ont ensuite été
écrasees entre lame et lamelle dans une goutte d'acide acétique a 45 %.

Les différentes phases de division mitotique, ainsi que les éventuelles altérations
chromosomiques et nucléaires, ont été soigneusement observées et enregistrées. Des
parametres de cytotoxicité tels que l'indice mitotique (IM) et I'indice de phase (IP)
(prophase, métaphase, anaphase et télophase) ont été calculés en fonction des
observations réalisées (Aragdo et al., 2015).

Nombre totale de cellules en division

> 1M (%) = x100.

Nombre de cellules examinées

Nombre totale de cellules en phase i

> IP (%) = x100.

Totale des cellules examinées
Pour les parametres de génotoxicité on a I’indice d'altérations chromosomiques (IA) qui

a eté obtenu selon (Aragao et al., 2015).

Nombre totale d’aberrations chromosomiques

> 1A (%) = x100

Totale des cellules examinées

2.4. L’analyse phytochimique

2.4.1. Dosage des polyphénols totaux

Cette méthode est basée sur la réduction des acides phosphomolybdiques et
phosphotungstiques du réactif de Folin-Ciocalteu par les phénols présents dans 1’extrait
aanalyser dans un milieu alcalin. Pour cela, 200 pl de I’extrait a différentes concentrations
(0.5 mg/ml, 1 mg/ml) ont été ajoutés a 1 ml du réactif de Folin-Ciolcalteu (1/10). Aprés
4 min, 800 ul de carbonate de sodium (Na2CQgs, 7.5 %) ont été additionnés. Le mélange
a été incubé pendant 2 heures a température ambiante et a I’obscurité. L.’absorbance est
mesurée a 765 nm contre un blanc en utilisant un spectrophotometre UV-Vis (7220G).
L’acide gallique (0-400 pg/ml)=(3.9, 7.8, 15.6,31.25, 65, 125,250, 500 pg/ml) est utilis¢
pour établir la courbe d’étalonnage a partir de laquelle la concentration des polyphénols
totaux des extraits est calculée. Les résultats sont exprimes en microgrammes équivalents
d’acide gallique par milligramme d’extrait (ug EAG/mg d’extrait) (Figure 10).

La teneur en polyphénols totaux des extraits bruts par Li et ses collaborateurs, (2007).
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Figure 10. Courbe d’étalonnage des polyphénols réalisée a 1’aide de 1’acide
gallique

2.4.2. Dosage des flavonoides

La méthode colorimétrique du trichlorure d’aluminium a été utilisée pour quantifier les
flavonoides dans les extraits de plantes (Turkoglu et al., 2007). Elle est basée sur la
capacité des flavonoides a former des complexes de couleur jaunatre avec les chlorures
d’aluminium. 1 ml d’une solution de chlorure d’aluminium (AICls, 2%) a été ajouté a 1
ml de I’échantillon (extraits ou standard) a différentes concentrations (0.5 mg/ml, 1
mg/ml). Le mélange est incubée pendant 10 min & température ambiante puis la lecture est
faite 2 430 nm a I’aide d’un spectrophotométre. La teneur en flavonoides dans les extraits
a été calculée a partir de la gamme d’étalonnage établie par la quercétine (2.5-40 pg/ml)
= (2.5, 5, 10, 20, 40 pg/ml) et les résultats sont exprimés en microgrammes équivalents

de la quercétine par milligramme d’extrait (ug EQ/mg d’extrait), (Figure 11).
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=
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Q
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Figure 11. Courbe d’étalonnage des flavonoides réalisée a 1’aide de la Quercitine
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2.4.3. Dosage des tanins condensés

La quantification des tanins condensés a eté déterminée selon la méthode de (Schofield
et al., 2001). Cette technique est basée sur la formation d’un complexe rouge entre la
vanilline et les tannins. 3 ml d’une solution de vanilline (4%) et 1.5 ml d’acide
hydrochlorique concentré ont été¢ ajoutés a 400 ul de chaque échantillon ou standard.
Apres 15 min d’incubation ’absorbance est lue a 500 nm. La concentration des tanins
condensés a été¢ déterminée a partir d’une gamme d’étalonnage établie par la catéchine
(0-400 pg/ml) et les résultats sont exprimés en microgramme équivalents de la catéchine

par milligramme d’extrait (ug CT/mg d’extrait (Figure 12)

0,18
y = 0,0003x + 0,0414 *

= 0,16 R* = 0,9659
=]
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Figure 12. Courbe d’étalonnage des tanins condensés réalisée a 1’aide de la
Catéchine.
2.4.4. Activités antioxydantes

Piégeage des radicaux libres DPPH I’activité anti-radicalaire de I’extrait (a été testée

spectrophotométriqguement par le piégeage des radicaux libres DPPH (Blois, 1958). Le
2.2-diphényl-1-picrylhydrazyle (DPPH) est un radical libre stable de couleur violette en
solution presentant une absorbance caractéristique entre 512 et 517 nm. Lorsque le DPPH
est réduit en diphényle picryl-hydrazine par un antioxydant, sa couleur violette disparait
rapidement pour devenir jaune. L'intensité de cette couleur jaune est inversement
proportionnelle a la capacité antioxydante (sanchez-moreno, 2002), ce qui signifie que
plus la couleur jaune est intense, moins l'activité antiradicalaire est élevée. Cette couleur
disparait rapidement lorsque le DPPHe est réduit en diphényle picryl-hydrazine par un

antioxydant. La forme réduite de couleur jaune n’absorbe plus & 517 nm, dont I’intensité
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de la couleur est inversement proportionnelle a la capacité des antioxydants (sanchez-
moreno, 2002). DPPH+ + A-H— DPPH-H + A+ Ou A-H représente un composé capable
de céder un He au radical DPPH (violet) pour le transformer en diphényle picryl hydrazine
(jaune). Pour réaliser l'analyse, différents échantillons (extraits ou standards) sont
mélangés avec une solution de DPPH dans du méthanol. Un blanc est également préparée
en ajoutant uniquement du méthanol a la solution de DPPH pour servir de référence.
Aprés une incubation de 30 minutes a température ambiante et dans l'obscurité,
I'absorbance est mesurée a une longueur donde de 517 nm a laide d'un
spectrophotometre. Le pourcentage d'inhibition du DPPH est ensuite calculé en
comparant l'absorbance de I'échantillon a celle du controle (blanc) a l'aide de la formule

suivante :

o Ab contréle —Ab échantill
Activité antiradicalaired = {bcontrole ~Ab échantillon) , 4 )

Ab controle

v" Ab contr6le : I'absorbance du blanc.

v Ab échantillon : I’absorbance du contrdle positif ou de 1’échantillon.
L'évaluation de I'activité de piégeage des radicaux libres se fait en exprimant les résultats
en pourcentage d'inhibition (%). Cette mesure est complétée par l'utilisation de I'lCsp,
représentant la concentration inhibitrice de I'extrait nécessaire pour neutraliser 50 % des
radicaux DPPH dans le milieu reactionnel. Une ICso plus basse indique une activité
antiradicalaire plus forte (Ionut et al., 2018). Pour obtenir une caractérisation plus
détaillée du pouvoir anti-radicalaire, deux autres parameétres sont calculés : I'ECso et
I'APR (Prakash et al., 2007). L'ECsg, ou concentration effective a 50 %, prend en compte
la concentration initiale de DPPH dans le milieu réactionnel. Cette valeur est calculée en

divisant I'lCso par la concentration de DPPH (en pug/ml d’extrait) (Figure 13)
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Figure 13. Courbe d’étalonnage de I’activité antioxydant réalisée a I’aide
d’acide Ascorbique
2.5. L’analyse statistique

Les données ont été traitées a l'aide du logiciel (SPSS. 25), les cytotoxiques et
génotoxiques ont été obtenus a partir de trois répétions, les résultats ont été exprimeés sous
la forme de la moyenne * I'écart-type (SD). Une analyse de variance a un facteur

(ANOVA) suivie du test de comparaison multiple de Dunnett a été utilisée pour comparer

les moyennes a p < 0.05.
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1. Résultats

1.1. Evaluation de activité cytotoxique

1.1.1. Etude de la taille racinaire

La figure ci-dessous illustre I'effet de différentes concentrations de I'extrait d’Urtica urens
(0.25 mg/ml, 0.5 mg/ml, 1 mg/ml, 2 mg/ml et 4 mg/ml) sur la germination et I'élongation
racinaire des graines d'Allium cepa sur une période de 168 heures, avec des mesures prises
toutes les 24 heures. Les résultats montrent que, dans le groupe témoin, I'élongation
racinaire progresse de maniere réguliere, atteignant environ 9.26 mm a 168 heures. En
revanche, les traitements avec les différentes concentrations de 1’extrait hydroalcoolique
montrent une diminution de 1’¢longation racinaire par rapport au controle. Les
concentrations de 0.25 mg/ml, 0.5 mg/ml et 1 mg/ml n’ont pas montré d'effet inhibiteur
sur la germination des graines d'Allium cepa durant les premiers 96 heures de traitement.
Cependant, a partir de 120 heures de traitement, une réduction de 1’élongation racinaire
devient notable. En effet, aprés 168 heures de traitement, la taille racinaire est d'environ
6 mm a 0.25 mg/ml, 4.15 mm a 0.5 mg/ml et 5.5 mm a 1 mg/ml. Aux concentrations plus
¢levées de 2 mg/ml et 4 mg/ml, une inhibition de I’élongation racinaire est observée dés
72 heures de traitement. Cette inhibition devient significative (*p<0.05) apres 144 heures
et 168 heures de traitement, avec des tailles respectives de 1.64 mm, 2.75 mm, et 2.5 mm,
4.3 mm, comparativement a 5.36 mm et 9.26 mm pour le contrdle. Ces deux
concentrations (2 mg/ml et 4 mg/ml) sont considérées comme cytotoxiques, car elles ont

inhibé la croissance racinaire et ont entrainé une taille inférieure de plus de 50 % a celle

du controle.
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Figure 14. Variation de la longueur racinaire en fonction des concentrations de

I’extrait de I’Urtica urens apres 7 jours de traitement (*p<0.05).
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1.1.2. Etude de I’indice mitotique (I1M)

Les résultats de 1’indice mitotique (% de division) des cellules méristématiques d'Allium
cepa apres traitement avec diverses concentrations de I'extrait hydroalcoolique d'Urtica
urens, seul et en combinaison avec du H20. sont présentés dans la figure 15. Le groupe
témoin montre un indice mitotique éleve, atteignant environ 8 %, ce qui indique une
division cellulaire active sous des conditions normales. En contraste, le traitement avec
H2.02 6 a % réduit fortement I'indice mitotique a environ 0.7 %, révélant une forte
cytotoxicite (### p<0.001 par rapport au contrdle). Lorsque les cellules sont traitées avec
I'extrait d'Urtica urens seul, aux concentrations de 0.25 mg/ml, 0.5 mg/ml et 1 mg/ml, les
indices mitotiques observés sont respectivement de 4 %, 7.3 %, et 5.4 %, montrant que
ces concentrations n'ont pas d'effet inhibiteur significatif par rapport au contrdle.En
revanche, les traitements combinés de I'extrait avec H.O> montrent une réduction de
I'indice mitotique par rapport au groupe témoin, mais une augmentation par rapport au
controle positif (H202). A 0.25 mg/ml+H.0; et 0.5 mg/ml+H,0;, les indices mitotiques
sont respectivement de 2.8 % et 3 %, révélant une légéere augmentation de la division
cellulaire mitotique par rapport au contrdle positif. Pour la concentration de 1 mg/ml +
H>0>, I'indice mitotique atteint 5.4 %, ce qui représente une augmentation considérable
de P’activité mitotique. Ces résultats indiquent que l'extrait d'Urtica urens a un effet
cytotoxique faible sur les cellules méristématiques d'Allium cepa, a I’inverse I'extrait

d'Urtica urens favorise l'activité mitotique en atténuant la toxicité du peroxyde

d'’hydrogene.
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Figure 15. Indice mitotique pour les cing concentrations de I’extrait de Urtica urens
(###p<0.001).
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1.1.3. L’indice de phase

Le tableau ci-dessous présente l'effet de I'extrait aqueux d'Urtica urens sur la fréquence
des différentes phases de la division mitotique chez les cellules de [’Allium cepa, a
différentes concentrations, tant sans H20. qu'avec H2O, a 6%. Les concentrations testées
sont de 0.25 mg/ml, 0.5 mg/ml, 1 mg/ml, ainsi que des combinaisons avec H>O:
(0.25+H202 mg/ml, 0.5+H202 mg/ml, 1+H202 mg/ml, H.0, a 6%. Les résultats indiquent
que l'interphase prédomine dans tous les groupes, y compris le groupe contrdle. Il est
important de noter que I'interphase ne représente pas une phase active de division, mais
plutdt une phase de repos entre les divisions cellulaires. Quant aux phases de division
mitotique, les données révélent que dans le groupe contrdle, I'anaphase est la phase la
plus fréquente, suivie de la métaphase, de la télophase et enfin de la prophase. En
revanche, chez les groupes traités avec les différentes concentrations de I'extrait seul (0.25
mg/ml, 0.5 mg/ml, 1 mg/ml), la prophase devient la phase la plus fréquente, suivie de la
métaphase, de I'anaphase et enfin de la télophase. Lorsque I'extrait d'Urtica urens est
combiné avec H>Oo, toutes les phases de la division cellulaire montrent une diminution
significative de leur fréquence, devenant tres faibles. Cependant, la séquence des phases
reste la méme : prophase, métaphase, anaphase et enfin télophase. L'extrait d'Urtica urens
semble influencer la fréquence des phases de division cellulaire chez I'Allium cepa, avec

des variations observées selon les concentrations et la présence de H.Ox.

Tableau 4 : Effet de I'extrait de Urtica urens sur la division mitotique de I'Allium cepa

(###p<0.001).

Concentrations Interphase Prophase Métaphase Anaphase Télophase 1M
Controle 92.1+ 1.946 10'3235311 25+0.755 | 2.033+0231 | 20331021 | g, g4
H202 6% 98.033+ 0.266+ 0.233% 0.166+ 0.066+ 0.73+

1.007 0.306 ## 0.404 #4# 0,288 0.115 #i 118
0.25 mg/mi 94,833+ 1.8+ 1.233+ 1.333+ 0.8+ 4+
0.461 0.985 0.611 0.850 0.360 1.56
0.5 mg/ml 92.366+ 2,066+ 2,466+ 1.733+ 1.1+ 7.36+
1.501 0.757 0.737 0.602 0.818 1.93
1.433% 1.066% 0.833+ 0.666+ 5.46+
1 mg/ml 95.8+3.041 1,115 0.568 0.757 0.416 283
0.25 mg/mi+ 97.266+ 0.766+ 0.633% 0.6+ 2.8+
H.0; 1.755 0.251 0.7330.472 0.665 0.519 1.81
°'5|T2%2“'+ 97142206 | 0-633*0:288 | 1.066+1.096 | ca3,0665 | 0566£0513 | 3+2.21
94,566+ 1.733+ 1,033+ 0.933+ 0.833+ 543+
1 mg/ml+ H20, 2145 1.101 0.230 0.416 0.404 215
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1.2. Evaluation de I’activité génotoxique

1.2.1. Etude de ’indice d’aberration chromosomiques (IA)

La figure illustre I'indice d'aberrations chromosomiques (%) chez les cellules d'Allium
cepa apres un traitement de 24 heures des racines avec différentes concentrations d'extrait
d'Urtica urens, seul et en combinaison avec H20». Le groupe controle montre un indice
d'environ 4%, tandis que l'application de H20. & 6% réduit cet indice de facon
significative a environ 0.4%, en grande partie en raison d'une diminution marquée de la
division cellulaire, comme en témoigne un indice mitotique (IM) tres faible de 0.7%.
Les traitements avec 0.25 mg/ml, 0.5 mg/ml et 0.1 mg/ml d'extrait d'Urtica urens seuls
présentent des indices d’aberrations de 3%, 5% et 2.5% respectivement, ce qui est proche
de celui du contrdle. En combinaison avec H20z, les concentrations de 0.25 mg/ml, 0.5
mg/ml et 1 mg/ml d'extrait montrent des indices d’aberrations de 2%, 3% et 4%
respectivement, des valeurs proches les unes des autres et du contréle négatif. Cependant,
ces valeurs sont légérement supérieures a celles observées avec H2O: seul, ce qui suggére
que I'extrait d'Urtica urens, a différentes concentrations, stimule la prolifération cellulaire
chez I'Allium cepa, deja freinée par H2O.. Et que cette stimulation a été accompagnée par

la présence des aberrations chromosomique.
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Figure 16. Variation de I’indice d'aberration chromosomique selon les

concentrations de 1’extrait d’Urtica urens
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1.2.2. Les type d’aberrations reconnues
L'analyse cytogénétique des racines d'Allium cepa traitées avec différentes concentrations
d'extrait d'Urtica urens, avec ou sans H.O:, révéle la presence de divers types
d'aberrations chromosomiques. Parmi ces aberrations, on retrouve la C-mitose, les
micronoyaux, les ponts chromosomiques, les multipolaires, I'adhérence (Stickness), les
noyaux allongés, la fragmentation et les chromosomes vagabonds. La fréquence de ces
aberrations varie selon la concentration, mais généralement, I'adhérence, les
chromosomes vagabonds et la multipolarité sont les plus fréquents. Le contrble négatif
montre une fréquence élevée d'adhérence chromosomique, tandis que les micronoyaux
sont plus frequents en présence de H20.. Les concentrations d'extrait d'Urtica urens de
0.25 mg/ml, 0.5 mg/ml et 1 mg/ml entrainent une augmentation de la fréquence de
I'adhérence chromosomique, suivie par les chromosomes vagabonds et la multipolarité.
En présence de H»O., les effets varient, mais en général, les concentrations d'extrait
semblent influencer la fréquence et le type d'aberrations chromosomiques, suggérant un
potentiel modulateur de I'extrait sur les dommages induits par le peroxyde.

Tableau 5 : Effet de I'extrait de Urtica urens sur la fréquence et le type d’aberrations

chromosomiques chez les cellules de I'Allium cepa (*p<0.001).

Conce C- Micro- Pont Multi - | Adhére | Noyau | Fragme Ch. 1A
ntrati | Mitose noyau ch polaire nce Allongé | ntation | Vagabo
Contr | 0.066+0. | 0.033+0. | 0.566+0. | 1.56620. 0.8£0.36 | 0.466x0. | 4.3%0.
ble 1.7¢13 | 020
058 0578 115 288 0 351 95
H20: 0+0%* 0.1+0.17 | 0.033£0. | 0.066+£0 | 0.033%0. | 0.133+0. | 0.066=x0. 0+0%* 0.43+
6% 3** 057** 15 ** 057** 230** 115** 0.51*
0.25 | 0.166:+0. 0+0 1.166x0. | 0.666x0. | 0.5£0.45 | 0.333+0. | 0.133+£0. | 0.933+1. | 3£2.4
mg/ml 152 - 115 723 8 305 057 531 3
0.5 0.166x0. | 0.1+0.17 | 0.633+0. | 1.466%0. | 1.4+£0.65 0.2+0.2 0.5£0.52 | 0.833+0. | 5.3x2.
mg/ml | o57 3 850 832 5 e 9 404 33
1 0.066x0. | 0.066x0. 0.1+0.1 0.7£0.60 | 0.566+0. | 0.366+0. | 0.6+£0.72 | 0.666+0. | 3.13%
mg/ml 115 115 R 8 737 057 1 808 3.1
0.25 1 0.066+0. 0.50.47 | 0.566+0. 0.066+0. | 0.233+0. | 1.83z
mg/ml | o577 | 0101 | 0.3:0.2 1 7, 472 00 115 152 | 15
0.5 0.133+0. | 0.1+0.17 | 0.466%0. | 0.566+0. | 1.1+0.62 | 0.166%0. | 0.366+0. | 0.333+0. | 3.43t
mg/ml 115 3 461 472 4 635 230 404 2.32
1 0.066+0. | 0.066+0. | 0.466+0. | 0.333%0. 0.666+0. | 0.633+0. | 3.53+
1.3+£0.7 0+0
mg/ml 057 057 378 057 723 251 15
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Figre17. Le s
de I’extrait hydroalcoolique de Urtica urens. A : adhésion chromosomique (Stickness, B
: micronoyaux, C : c-mitose, D : anaphase (pont chromosomique). E : fragmentation

(chromosome vagabond, F, télophase (pont chromosomique)

1.3. Dosages des polyphénols et des flavonoides
Le but de I'analyse photochimique réalisée est de mettre en évidence la présence
ou I'absence de différents composes tels que les flavonoides, les polyphénols et
les tanins. Aprés avoir effectué l'analyse sur I'extrait d'urtica urens, il a été
remarqué la présence d'une quantité faible de polyphénols, évaluée a 18.33 mg
dans 1g, ainsi que d’une faible quantité de flavonoides, évaluée a environ 10.33
mg dans 1g. Quant au tanins 1’analyse phytochimique a révélé I’absence totale
de tanins dans 1’extrait.

Tableau 6. Criblage des dosages des polyphénols, flavonoides et des tanins

de D’extrait de I'Urtica urens

Polyphénols totaux | Flavonoides totaux | Tanins totaux
mg GAE/g mg Q/g mg CAT/g
Urtica urens 18.33+4.51 10.33+£3.05 0+0
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1.4.L’activité antioxydant
Cette etude vise a montrer l'activité antioxydante de I'extrait Urtica urens. Les résultats
obtenus, qui indiquent les valeurs d’ICso obtenues par le test DPPH, montrent que
I'activité antioxydant est completement nulle. La valeur de ICso de I'extrait méthanolique
d'Urtica urens = 0 pg/ml, I’expérience a été reproduit 3 fois.

Tableau 7. Criblage de L’activité antioxydant de I’extrait de Urtica urens.

1Cso (Hg/ml) ECso APR
Urtica urens 040 040 050
Acide Ascorbique 2+0.01 0.0005 2000
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2. Discussion

Dans cette étude, les effets cytotoxiques de I'extrait de feuilles d'Urtica urens ont été
évalués en analysant la croissance des racines. Les concentrations les plus élevées
d'Urtica urens ont provoqué une inhibition significative de la croissance des racines par
rapport aux groupes témoins. La cytotoxicité et la génotoxicité ont été estimées en
observant des parametres cytologiques tels que I'index mitotique (IM) et la fréquence des
différents types d'anomalies chromosomiques.

L'IM des cellules méristématiques d'A. cepa traitées avec H>O, a diminué de maniere
significative (0.7 % par rapport au témoin négatif). Une réduction de la division cellulaire
a été observée chez les cellules d’A. cepa aprés traitement avec les différentes
concentrations de 1’extrait d’Urtica urens. Cependant, cette diminution a été faible et non
significative par rapport a celle du contréle. Une corrélation positive a été trouvée entre
I'inhibition de la croissance des racines et la diminution de I'lM, notamment a la
concentration de 1 mg/ml ; cependant, ces effets ne sont pas significatifs. La diminution
de I'IM en dessous de 20 % par rapport au témoin négatif peut avoir un impact létal sur
I'organisme, tandis qu'une diminution en dessous de 50 % a généralement des effets
sublétaux et est appelée valeur limite cytotoxique. Pour le groupe contréle positif (H202),
la diminution de I'lM était presque de 100 % par rapport a celle du controle négatif, ce
qui suggére une toxicité sévere.

L'IM mesure la proportion de cellules en phase M du cycle cellulaire, et son inhibition
peut étre interprétée comme une mort cellulaire ou un retard dans la cinétique de
prolifération cellulaire. La réduction de l'activité mitotique pourrait étre due a une
inhibition de la synthése de I'ADN ou a un blocage en phase G2 du cycle cellulaire,
empéchant la cellule d'entrer en mitose (Celik et Aslanturk, 2010). Les effets
mitodépressifs de certains extraits de plantes, y compris leur capacité a bloguer la
synthése de I'ADN et des protéines nucléaires, ont été rapportés auparavant (Celik et
Aslanturk, 2010). Plusieurs autres extraits de plantes ont été signalés pour inhiber la
mitose.

La diminution de I'IM dans les racines d'A. cepa traitées avec les extraits de feuilles
d’Urtica urens est probablement due a des perturbations du cycle cellulaire ou a une
dysfonction de la chromatine induite par un facteur externe, dans ce cas, les interactions
entre 1’extrait testé et I'ADN. Les résultats suggérent que les concentrations testées des
extraits de feuilles d'Urtica urens ont des effets mitodépressifs sur la division cellulaire

d'A. cepa, pouvant empécher la synthése de I'ADN et réduire le nombre de cellules en
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division dans les racines en raison des effets cytotoxiques de certaines métabolites
secondaires présents dans les extraits de feuilles d’Urtica urens. Bien que les effets
mitodépressifs aient été trouvés non significatifs, cela pourrait étre attribué a la nature ou
aux concentrations des métabolites secondaires présents dans 1’extrait d’Urtica urens.
Par ailleurs, il a été observé que le traitement des cellules d'A. cepa avec différentes
concentrations de I'extrait d'Urtica urens en présence de H2O> a Iégérement stimulé la
division cellulaire. Bien que cette stimulation ne soit pas significative, I'indice mitotique
a augmenté par rapport a celui marqué a 0.7 %. Ces observations pourraient s'interpréter
par une possible interaction entre I'extrait d'Urtica urens et le peroxyde d'’hydrogéne.
L'extrait seul semble inhiber 1égérement I'lM, mais en présence de H>Og, il pourrait jouer
un role protecteur ou antioxydant, neutralisant partiellement les effets toxiques du
peroxyde d'hydrogene et stimulant ainsi la division cellulaire. Cela suggére que certains
métabolites secondaires de I'extrait pourraient moduler la réponse cellulaire au stress
oxydatif induit par H>Ox.

L’extrait de feuilles d'Urtica urens n’a pas vraiment montré d'effets génotoxiques dans
les cellules du méristéme racinaire de I’Allium cepa, a I’inverse, le taux d’aberrations
chromosomiques était méme plus faible que celui du contréle négatif aux concentrations
de 0.25 mg/ml et 1 mg/ml. Cependant, a la concentration de 0.5 mg/ml, une légere
augmentation de ’indice d’aberrations chromosomiques a été notée (p>0.05). En ce qui
concerne le controle positif, la diminution de I’indice d’aberrations chromosomiques est
significative (p<0.05) par rapport a celle du groupe contréle, ce qui est probablement lié
a la diminution significative de I'indice mitotique chez le méme groupe.

L’analyse cytogénétique des cellules d’Allium cepa traitées avec les différentes
concentrations de 1’extrait d’Urtica urens, avec et sans H.02, a montré la présence de
différents types d’aberrations chromosomiques. Les aberrations chromosomiques (CA)
sont des modifications de la structure des chromosomes résultant d'une cassure ou d'un
échange de matériel chromosomique. La plupart des aberrations chromosomiques
observeées dans les cellules sont létales, mais il existe de nombreuses aberrations viables
pouvant causer des effets génétiques, soit somatiques soit héréditaires (Celik et Aslanturk,
2010).

Dans notre cas, I'adhérence chromosomique, le pont chromosomique et le chromosome
vagabond sont les plus fréquemment rencontrés. L’adhérence chromosomique survient
lorsque les chromosomes perdent leur apparence normale et présentent une surface

collante, entrainant une agglomération des chromosomes (Kuras, 2004). L’adhérence
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chromosomique a été attribuée a I'effet des polluants et des composés chimiques sur les
propriétés physico-chimiques de I'ADN, des protéines, ou des deux, sur la formation de
complexes avec les groupes phosphates dans I'ADN, sur la condensation de I'ADN ou sur
la formation de liens croisés inter- et intrachromatidiens (Kurés, 2004).

L'adhérence conduit également a la formation de ponts collants en anaphase et télophase,
empéchant ainsi la cytokinése normale. Les chromosomes collants indiquent la présence
de substances qui affectent l'organisation de la chromatine. Cet effet est lie a un
désequilibre dans la quantité d'histones ou d'autres protéines responsables du contrdle de
la structure correcte de la chromatine nucléaire (Kuras, 2004).

L'adhérence est considérée comme un signe commun des effets toxiques sur les
chromosomes, probablement conduisant a la mort cellulaire (Fiskesjo, 1997).

Les ponts chromosomiques, un deuxieme type fréquent dans notre étude, résultent de
cassures chromosomiques et/ou chromatidiennes, indiquant un effet clastogéne, tandis
que les chromosomes vagabonds augmentent le risque d'aneuploidie (Leme et Marin-
Morales, 2009).
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Conclusion

En conclusion, cette étude est la premiére a évaluer I’activité cytotoxique, génotoxique et
antigénotoxique de 1’extrait brut hydro-meéthanolique d’Urtica urens contre le H.O: en
utilisant le test d’Allium cepa. L'extrait hydro-méthanolique d’Urtica urens, couramment
utilisé en médecine traditionnelle, a montré des effets cytotoxiques clairs a des
concentrations de 2 mg/ml et 4 mg/ml, se manifestant par une inhibition de la croissance
des racines.

En revanche, les concentrations inférieures de 0.25 mg/ml, 0.5 mg/ml et 1 mg/ml n’ont
pas montré d'effets cytotoxiques ni génotoxiques significatifs. Cependant, la
concentration de 1 mg/ml a démontré un effet anti-génotoxique remarquable, se
manifestant par une stimulation de la division cellulaire et une atténuation du blocage a
I’interphase induit par le peroxyde d’hydrogéne.

Bien que I'extrait n'ait pas montré une teneur importante en polyphénols, flavonoides,
tanins, ni une activité antioxydante notable, il semble que I'extrait peut avoir un effet anti-
génotoxique important a des concentrations élevéees. Cet effet pourrait étre lié a la
présence d'autres composés chimiques ou métabolites secondaires dans Il'extrait, en
dehors des polyphénols et flavonoides.

Il est cependant crucial de souligner la nécessité d'études supplémentaires pour identifier
la nature des substances bioactives présentes dans I'extrait, responsables des effets anti-
génotoxiques observés. Ces recherches futures permettront d'élucider les mécanismes
sous-jacents et de confirmer le potentiel de I'Urtica urens comme agent naturel pour

atténuer la génotoxicité.
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Résumé

Urtica urens est une plante médicinale appartenant a la famille des Urticacées, largement
utilisée dans le traitement de diverses affections. Dans cette étude, I'extrait hydro-
méthanolique des feuilles a été examiné pour ses propriétés phytochimiques, pour cela
nous avons Visé sa teneur totale en polyphénols, en flavonoides, en tanins ainsi que son
activité de piégeage des radicaux libres DPPH. Les propriétés génotoxiques et géno-
protectrices contre le peroxyde d'hydrogene (H20:) dans les cellules racinaires d'Allium
cepa ont été également évaluées. Pour évaluer la cytotoxicité de I'extrait, différentes
concentrations (0.25, 0.5, 1, 2 et 4 mg/ml) ont été testées, puis identifiées par le test de
I'élongation racinaire. L'effet anti-génotoxique de I'extrait d'Urtica urens a été investigué
en traitant des bulbes d'oignon A. cepa pendant 24h avec diverses concentrations (0.25,
0.5, 1 mg/ml) de I'extrait, avec ou sans prétraitement au 6% de peroxyde d'hydrogene.
Une légere réduction non significative de l'indice mitotique a été observée dans les
groupes traités uniquement avec I'extrait d'Urtica urens par rapport au témoin négatif,
tandis qu'une réduction significative de I'indice mitotique a été enregistrée dans le témoin
positif (H202). Une Iégere augmentation de l'indice mitotique a été remarquée dans les
groupes traités avec la combinaison de I'extrait d'Urtica urens et du H202, notamment a
la concentration de 1 mg/ml. Les concentrations testées de I'extrait n'ont pas entrainé une
augmentation significative du taux d'aberrations chromosomiques, qui est resté proche de
celui du contréle négatif. Cependant, des aberrations chromosomiques telles que des
adhérences, des ponts chromosomiques et des chromosomes vagabonds ont été observées
apres traitement avec différentes concentrations de I'extrait, bien que leur fréquence reste
faible. Ces observations suggérent que I'extrait aqueux des feuilles d'Urtica urens possede
des effets anti-mitotiques a des concentrations €levées. Par conséquent, I'effet toxique
induit par le stress oxydatif d0 au H20: est efficacement atténué dans les cellules du
méristeme des racines d'A. cepa traitées avec cet extrait. L’analyse phytochimique de
I’extrait a montré que la teneur totale en polyphénols (méthode de Folin-Ciocalteu) est
18.33 mg EAG/g. La teneur totale en flavonoides est 10.33 mg EQ/g. La teneur en tanins
0 mg CAT/g, I’activité antioxydant s’est avérée nulle.

Mots-clés : Urtica urens, Allium cepa, cytotoxicité, génotoxicite, phytochimique.



Abstract

Urtica urens is a medicinal plant belonging to the Urticaceae family, widely used in the
treatment of various ailments. In this study, the hydro-methanolic extract of its leaves was
examined for its phytochemical properties. We aimed to determine its total content of
polyphenols, flavonoids, tannins, as well as its DPPH free radical scavenging activity.
Genotoxic and genoprotective properties against hydrogen peroxide (H202) in Allium
cepa root cells were also evaluated. To assess the extract's cytotoxicity, various
concentrations (0.25, 0.5, 1, 2, and 4 mg/ml) were tested and identified using the root
elongation test. The anti-genotoxic effect of Urtica urens extract was investigated by
treating A. cepa onion bulbs for 24 h with various concentrations (0.25, 0.5 and 1 mg/ml)
of the extract, with or without pre-treatment with 6% hydrogen peroxide. A slight, non-
significant reduction in the mitotic index was observed in groups treated only with Urtica
urens extract compared to the negative control, while a significant reduction in the mitotic
index was recorded in the positive control (H202). A slight increase in the mitotic index
was noticed in groups treated with the combination of Urtica urens extract and H.O»,
especially at a concentration of 1 mg/ml. The tested concentrations of the extract did not
lead to a significant increase in the rate of chromosomal aberrations, which remained
close to that of the negative control. However, chromosomal aberrations such as
adhesions, chromosomal bridges, and lagging chromosomes were observed after
treatment with different concentrations of the extract, although their frequency remained
low. These observations suggest that the aqueous extract of Urtica urens leaves has anti-
mitotic effects at high concentrations. Therefore, the toxic effect induced by oxidative
stress due to H20: is effectively mitigated in A. cepa root meristem cells treated with this
extract. Phytochemical analysis of the extract showed that the total polyphenol content
(Folin-Ciocalteu method) is 18.33 mg GAE/g. The total flavonoid content is 10.33 mg
EQ/g. The tannin content is 0 mg CAT/g, and the antioxidant activity was found to be nil.

Keywords: Urtica urens, Allium cepa, cytotoxicity, genotoxicity, phytochemical.
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