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Résumé 

Cléome arabica L. (Capparaceae) est une plante médicinale saharienne, largement distribuée 

dans la partie nord de l'Afrique et elle est utilisée pour le traitement des douleurs abdominales et 

rhumatismales. Dans la présente étude, l'extrait polyphénolique des feuilles de Cléome arabica 

(EFCA) est étudié pour: (i) L’activité antioxydante in vitro en utilisant les tests du DPPH
,
, de 

chélation du fer et du pouvoir réducteur. (ii) Les effets anticancéreux en utilisant cinq lignées de 

cellules cancéreuses humaines, MCF-7, DLD-1, HepG2, HeLa et SK-N-BE, par la mesure de leur 

viabilité et la distribution de leur cycle cellulaire en utilisant une chambre d’hémocytomètre et un 

cytomètre en flux. Le facteur de croissance épidermique (EGF) a été utilisé comme contrôle 

positif. Un western blot est réalisé pour évaluer les effets de l’extrait sur les voies impliquées 

dans la régulation de la croissance cellulaire et l'activation de la cascade apoptotique. (iii) Les 

effets protecteurs contre la toxicité hématologique induite par l’AraC chez la souris en établissant 

une formule de numération sanguine et par la mesure de la température corporelle des souris. Les 

résultats obtenus montrent que l’EFCA a exercé une forte activité antiradicalaire contre le radical 

libre DPPH
.
  (IC50 4,88 µg/ml) et un puissant pouvoir réducteur. Cependant, une bonne activité 

chélatrice n’a été obtenue qu’avec des concentrations élevées (IC50 = 377,75 µg/ml). En outre, les 

résultats obtenus indiquent que le traitement des 5 lignées de cellules cancéreuses avec les 

différentes concentrations de l’extrait (1, 5, 10, 25, 50, 100 et 200 µg/ml) a réduit le nombre 

cellulaire d’une manière dose-dépendante. Ainsi, la cascade apoptotique impliquant l'activation 

de la caspase- 3 et le clivage de son substrat, la protéine PARP, a été triplé en utilisant des 

concentrations de 100 et 200 µg/ml de l’EFCA. Le traitement des cellules cancéreuses par 200 

µg/ml d’extrait a bloqué la croissance cellulaire induite par le facteur de croissance EGF, en 

empêchant la phosphorylation d’AKT et d’ERK et en diminuant le niveau de la protéine anti-

apoptotique Bcl-2. Dans l'ensemble, ces données suggèrent fortement que l’EFCA a exercé des 

effets anticancéreux sur toutes les lignées cellulaires cancéreuses testées. Les résultats de cette 

étude montrent également que l'injection sous-cutanée de 50 mg/kg de l’AraC à des souris 

pendant 3 jours consécutifs a entraîné une myélosuppression significative. En effet, les nombres 

des globules rouges et des globules blancs, la quantité d'hémoglobine et le pourcentage de 

l'hématocrite ont diminué significativement (p<0,001). Cependant, l'injection intrapéritonéale de 

l’extrait (100 mg/kg) pendant 6 jours consécutifs n'a exercé aucun effet toxique. La combinaison 

de l’EFCA et d’AraC a protégé les cellules sanguines contre une véritable toxicité. En fait, le 

nombre des globules rouges, la quantité d'hémoglobine et le pourcentage de l'hématocrite sont 

significativement plus élevés. Toutefois, le nombre des globules blancs est légèrement protégé. 

En plus, l’extrait a exercé une activité antipyrétique par le maintien de la température corporelle 

des souris au tour de 37°C chez le groupe traité par la combinaison l’EFCA/AraC, contre 39°C 

chez le groupe traité par l’AraC seule. En conclusion, les activités biologiques de l’EFCA, 

observés in vitro ainsi que in vivo, sont probablement dues à sa richesse en polyphénols, surtout 

en flavonoïdes qui ont représenté 322,1 ± 3,44 mg équivalent d’acide gallique/g de l’extrait et 

245,6 ± 4,67 mg équivalent de quercétine/g de l’extrait respectivement. 

Mots clés: flavonoïdes, extrait polyphénolique, Cléome arabica, activité antioxydante, activité 

hématoprotective, apoptose, activité anticancéreuse. 
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Abstract 

Cleome arabica L. (Capparaceae) is a medicinal and a desert plant widely distributed in the north 

part of Africa and it’s used for the treatment of abdominal and rheumatic pains. In the present 

study, the polyphenolic extract from Cleome arabica leaves (CALE) was investigated for: (i) The 

antioxidant activity in vitro using DPPH
.
, metal chelating and reducing power methods. (ii) The  

anticancer effects using five different human cancer cell lines, MCF-7, DLD-1, HepG2, HeLa 

and SK-N-BE, by evaluating cell viability and measurement of cell cycle distribution using 

hemocytometer chamber and a cytofluorimeter, respectively. The EGF was used as a positive 

control. A western blot was performed to evaluate the CALE effects on pathways involved in cell 

growth regulation and on apoptotic cascade activation. (iii) The protective effects against AraC-

induced hematological toxicity in mice by establishing the complete blood count test and by 

measurement of mice body temperature. The obtained results indicated that CALE exhibited a 

strong scavenging activity against DPPH
.
 free radical (IC50 = 4.88 µg/ml) and a high reducing 

power, while,  the chelating activity was good only at high concentrations (IC50 = 377,75 µg/ml). 

Furthermore, the obtained results showed that the subcutaneous injection of 50 mg/kg of AraC to 

mice during three consecutive days caused a significant myelosupression. Indeed, the number of 

the red and white blood cells, the amount of hemoglobin and the percentage of the hematocrit 

decreased significantly (p<0.001). However, the intraperitoneal injection of the extract (100 

mg/kg) during six consecutive days didn’t exert any toxicological effects. The combination of 

CALE and AraC protected blood cells from a veritable toxicity. In fact, the number of the red 

cells, the amount of hemoglobin and the percentage of the hematocrit were significantly high. 

However, the number of the white blood cells was slightly protected. In addition, CALE exerted 

an antipyretic activity by maintaining mice body temperature a round 37°C in the group treated 

with the combination of CALE and AraC, against 39°C in the group treated with AraC alone. 

Moreover, the obtained results showed that the treatment of the five cancer cell lines with CALE 

at different concentrations (1, 5, 10, 25, 50, 100 and 200 µg/ml) reduced cell number in a dose-

dependent manner. Thus, the apoptotic cascade involving caspase-3 activation and the cleavage 

of its substrate PARP was increased by three-fold using CALE at 100 and 200 µg/ml. 

Interestingly, CALE treatment (200 µg/ml) also blocked EGF-induced cell growth by preventing 

the growth factor-triggered AKT and ERK phosphorylation and Bcl-2 levels. As a whole, these 

data strongly suggest that CALE possesses anticancer effects on all tested cancer cell lines. As a 

conclusion, the biological activities of CALE, observed in vitro as well as in vivo, could be due to 

its richness in polyphenols and flavonoïds which represent 322.1 ± 3.44 mg equivalent of gallic 

acid/g of extract and 245.6 ± 4.67 mg equivalent of quercetin/g of extract, respectively.  

Key words: flavonoïds, polyphenolic extract, Cleome arabica, antioxidant activity, 

hematoprotective effects, apoptosis, anticancer activity.  
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 ملخص

ْٙ َجزخ غجٛخ صحشأٚخ يُزششح ػهٗ َطبم ٔاسغ كٙ شًبل أكشٚقٛب ٔ رسزخذو نؼلاج آلاو انجطٍ  (Cleome arabica L)انُزُٛخ 

انُشبغ  (أ): كٙ ْزِ انذساسخ، رى رقذٚش الأَشطخ انزبنٛخ نهًسزخهص انجٕنلُٕٛنٙ انًسزخشج يٍ أٔسام انُزُٛخ. ٔ انشٔيبرٛضو

DPPHانًعبدح نلأكسذح كٙ انًخزجش ثبسزخذاو
.
انُشبغ انًعبدح نهسشغبٌ ثبسزخذاو  (ة). ، انزًخهت انًؼذَٙ ٔانقذسح انًشجؼخ 

، يٍ خلال رقٛٛى MCF -7 ،DLD -1 ،HepG2 ،HeLaٔ SK-N-BE :خًسخ إَٔاع يٍ انخلاٚب انسشغبَٛخ انجششٚخ انًخزهلخ

 حٛث رى ، انزٕانٙػهٗ hemocytometerٔ  cytofluorimeterانحٕٛٚخ انخهٕٚخ ٔقٛبط رٕصٚغ دٔسح انخهٛخ ثبسزخذاو ؿشكخ 

 نًسبساد انزٙ رذخم نزحذٚذ رأثٛش انًسزخهص ػهٗ اWestern blotكًب رى اسزخذاو رقُٛخ . اسزخذاو ػبيم انًُٕ كشبْذ يٕجت

 كٙ AraCج انُشبغ انٕقبئٙ ظذ انسًٛخ انذيٕٚخ انزٙ ٚسججٓب دٔاء ). كٙ رُظٛى ًَٕ انخلاٚب ٔ رُشٛػ انًٕد انخهٕ٘ انًجشيج

أٌ  أٔظحذ انُزبئج انًزحصم ػهٛٓب. رحذٚذ انصٛـخ انؼذدٚخ نكشٚبد انذو ٔ كزا قٛبط دسجخ حشاسح انجسىةانلئشاٌ ٔرنك 

DPPH انجزس انحش يسزخهص انُزُٛخ ًٚهك َشبغب يعبدا نلأكسذح جذ كؼبل ظذ
.
 (50 = IC4.88  يم/يٛكشٔؿشاو)  كًب ًٚهك

كًب أظٓشد انُزبئج . يم/ يٛكشٔؿشاو1000-200)أٚعب قذسح يشجؼخ يًٓخ ٔ قذسح رًخهت جٛذح ٔنكٍ ثبسزؼًبل رشاكٛض ػبنٛخ 

 200 ٔ 100، 50، 25، 10، 5، 1)كٛض يخزهلخ نًسزخهص انُزُٛخ اانًزحصم ػهٛٓب أٌ يؼبيهخ انخلاٚب انسشغبَٛخ ثزش

إظبكخ إنٗ رنك، رًذ صٚبدح كٙ .  ثطشٚقخ رؼزًذ ػهٗ انجشػخ انحٛخأدد إنٗ اَخلبض ػذد انخلاٚب انسشغبَٛخ (يم/يٛكشٔؿشاو

يم يٍ /  يٛكشٔؿشاو 200ٔ  100  ثًقذاس ثلاثخ أظؼبف ثبسزخذاوPARP انُشٛػ ٔ سكٛضرّ ـ3َسجخ أَضٚى انكبسجبط 

ٔ  AKT يُغ كسلشح ةانًحلض ثؼبيم انًُٕ ٔ رنك  يم ًَٕ انخلاٚب/ يٛكشٔؿشاو 200كًب أٔقق انًسزخهص ثزشكٛض. انًسزخهص

ERK 2خلط يسزٕٖ   ٔ كزا-Bcl . ٌيسزخهص انُزُٛخ ًٚزهك رأثٛشا يعبدا نهسشغبٌ كٙ يٍ خلال انُزبئج انًحصم ػهٛٓب كأ

 رحذ AraCكؾ يٍ /  يهؾ50حقٍ نـ  أٌ  أظٓشد انُزبئج انًحصم ػهٛٓب كًب.جًٛغ إَٔاع انخلاٚب انسشغبَٛخ انزٙ رى اخزجبسْب

حٛث اَخلط ػذد خلاٚب انذو انحًشاء ٔانجٛعبء، ٔ كزا .  َخبػٙ كجٛشكجح خلال ثلاثخ أٚبو يززبنٛخ أدٖ إنٗ انزجشثخانجهذ نلئشاٌ 

كهؾ يٍ /يهؾ 100حقٍ داخم انصلبم نـ الثًُٛب نى ٚجذ٘ .  (P < 0.001) كًٛخ انًٕٓٛجهٕثٍٛ َٔسجخ انًٓٛبرٕكشٚذ ثصلخ يؼُٕ٘

 حًٗ انخلاٚب CarA/إٌ انحقٍ انًضدٔج نكم يٍ يسزخهص انُزُٛخ.  سزخ أٚبو يززبنٛخ أ٘ أثش سًٙ كٙ انذؤنًذحيسزخهص انُزُٛخ 

ؿٛش . حٛث كبٌ ػذد خلاٚب انذو انحًشاء ٔ كًٛخ انًٕٓٛجهٕثٍٛ َٔسجخ انًٓٛبرٕكشٚذ ػبنٛخ ثشكم يهحٕظ. انذيٕٚخ يٍ سًٛخ حقٛقٛخ

ثبلإظبكخ إنٗ رنك، أثجذ انًسزخهص َشبغب خبكعب نهحشاسح ٔ رنك يٍ خلال انحلبظ ػهٗ . أَّ نى ٚزى حًبٚخ خلاٚب انذو انجٛعبء

كٙ  و  °39 يقبثم CarA/و كٙ انًجًٕػخ انزٙ رى يؼبيهزٓب ثـ يسزخهص انُزُٛخ °37دسجخ حشاسح جسى انلئشاٌ كٙ حذٔد 

 ٔ انزٙ نٕحظذ كٙ ، انجٕٛنٕجٛخ نًسزخهص انُزُٛخالأَشطخايب، ًٚكٍ أٌ ركٌٕ ــــــخذ..  ٔحذْبCarAانًجًٕػخ انًؼبيهخ ثـ 

 ± 322.1 إنٗ ؿُبِ انكجٛش ثًـبدح انجٕنٛلُٕٛل، خبصخ انللاكَٕٕٚٛذاد ٔ انزٙ قذسد ثــ دانًخزجش ٔكزنك كٙ انجسى انحٙ، ساجغ

  .  ػهٗ انزٕانٙؽ يٍ انًسزخهص/يؾ يكبكئ نهكبسسزٍٛ 4.67 ± 245.6ؽ يٍ انًسزخهص ٔ /يؾ يكبكئ نحًط انقبنٛك 3.44

يٕد انخهٕ٘ رأثٛش انٕقبئٙ، ال ، انُشبغ انًعبدح نلأكسذح، ٔالacibara emoelCانللاكَٕٕٚذ ، انجٕنٛلُٕٛل،  : الكلمات المفاتيح

 . انًجشيج، دٔسح انخهٛخ
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AIF: Apoptosis Inducing Factor. 

AKT: serine/threonine protein kinase isolated from the retrovirus AKT8. 

Apaf-1: Apoptotic Proteases Activating Factor 1. 

AraC: 1-β-D-arabinofuranosyl cytosine (Cytarabine). 

BAD: BCL-2 Antagonist of cell Death. 

BAK: BCL-2-Antagonist/Killer. 

BAX: BCL-2-Associated X Protein. 

BCL-2: B-Cell Lymphoma Protein. 

BCLW: BCL-2 like 2 Protein. 

BCLX: BCL-2 like 1 Protein. 

BCLXL:  BCL-2 related Protein, Long Isoform. 

BCLXS:  BCL-2 related Protein, Short Isoform. 

BH: BCL-2 Homology domain. 

BHA: Butylated hydroxyanisole. 

BHT: Butylated hydroxytoluene. 

BID: BH3-Interacting-domain Death agonist. 

BIK: BCL-2 Interacting Killer. 

BIM: BCL-2-interacting mediator of cell death. 

BSA: Bovine serum albumin. 

CAD: Caspase Activated Desoxyribonuclease. 

CARD: Caspase recruitement domain. 

Caspase: Cystéinyl Aspartate Specific Protease. 

CMF: Cytométrie de flux. 

CDK: Cyclin-dependant kinase. 

CKI: Cyclin dependent Kinase Inhibitor. 

CMC: Carboxymethyl cellulose.  

CRD: Cystein-rich domain. 

DAG: Diacylglycérol . 

DAPI: 4,6-diamidino-2-phénylindole.  

DD: Death domain. 

DED: Death Effector Domain. 

DIABLO: Direct Inhibitor of Apoptosis Binding Protein with Low Pi.  

DISC: Death inducing signaling complex. 

DLD-1: Human colon adenocarcinoma cells (DL. Dexer, name of depositor). 

DMEM: Dulbecco modified eagle medium. 

DMSO: Diméthylsulfoxyde. 

DPPH: 1,1-Diphenyl-2-picrylhydrazyl. 

EC50: The half maximal effective concentration. 

EDTA: Ethylene diamine tetraacetic acid. 
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EFCA: Extrait des feuilles de Cléome Arabica. 

EGF: Epidermal growth factor. 

EGFR: EGF Receptor. 

ERK: Extracellular signal-regulated kinase.  

FADD: Fas associated death domain. 

FAIM: Fas apoptosis inhibitor molecule.  

FAP: Fas-associated phosphatase.  

FasL: Fas ligand. 

FRAP: Ferric Reducing Anti-oxidant Power. 

HeLa: Human negroid cervix epitheloid carcinoma cell line (isolated from Henrieta 

Lacks).  

HepG2: Lignée cellulaire d'hépatome humain. 

IC50: The half maximal inhibitory concentration. 

MCF-7: Human breast cancer cells (Michigan Cancer Foundation-7). 

PARP: Poly-ADP-ribose-polymérase. 

PI3-K: Phophatidylinositol 3-kinase.  

PKC: Protéine kinase C. . 

PTP: Permeability transition pore. 

PBS: Phosphate buffered saline. 

SB: Sample buffer. 

SK-N-BE: Human neuroblastoma cells. 

ROS: Reactive oxygen species. 

RPMI-1640: Medium for cell culture (Roswell Park Memorial Institute Medium). 

SVF: Sérum de veau fœtal. 

TNF: Tumor Necrosis Factor. 

TRADD: TNF Receptor Associated Death Domain 

TTBS: Tween-tris-buffered- saline. 

UICC: Union of International Cancer Control. 
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Le cancer représente un problème majeur de santé publique. Il constitue la première 

cause de mortalité dans le monde entier. Selon l’organisation mondiale de la santé (OMS), 

environ 13 millions de nouveaux cas de cancer, dont 8 millions de décès, sont enregistrés 

chaque année à l’échelle internationale. Par conséquent, elle estime que cette maladie ferra 

84 millions de morts entre 2005 et 2015 si aucune mesure n’est prise.  

La chimiothérapie anticancéreuse est basée sur l’administration de médicaments  

ayant le pouvoir d’entraver la prolifération des cellules tumorales en induisant leur 

apoptose. Cependant, sa toxicité envers les cellules normales à renouvellement rapide, 

comme les cellules de la moelle osseuse, et le manque de spécificité provoquent un grand 

nombre d’effets indésirables qui peuvent être fatales. Plusieurs études ont montré que la 

toxicité et l’échec de la chimiothérapie anticancéreuse s’expriment par la génération des 

radicaux libres et la peroxydation des lipides membranaires ce qui provoque  une toxicité 

hématologique très sévère d’où la nécessité de chercher de nouveaux médicaments à faible 

effets secondaires.   

Actuellement, des milliers de substances chimiques sont utilisées en médecine 

moderne à des fins thérapeutiques. En outre, chaque année, de nombreux nouveaux 

médicaments sont autorisés et mis sur le marché. Pourtant, ces nouveaux médicaments sont 

rarement innovants, et leurs effets indésirables pas toujours connus et parfois, ils sont 

moins efficaces et plus nocifs.  

Le retour à la médicine traditionnelle, de la plupart des scientifiques s’est intensifié 

ces dernières années. Cette médecine populaire, pratiquée par l’homme depuis l’antiquité, 

est basée sur l’utilisation des plantes dites médicinales, des légumes et des fruits comme 

sources de substances naturelles actives dans le traitement de la plupart des maladies. 

Selon l’OMS, plus de 80 % de la population mondiale utilise les plantes médicinales pour 

traiter les divers problèmes de santé. Plusieurs études ont montré que les plantes 

médicinales sont très riches en molécules à activité biologique comme les flavonoïdes. Ces 

composés polyphénoliques sont très répondus dans les aliments d’origine végétale et sont 

doués de plusieurs activités biologiques y compris les activités antioxydante, 

anticancéreuse et chimiopréventive. Parmi les plantes médicinales riche en ces molécules 

prometteuses de grade thérapeutique on trouve Cléome arabica. C’est une plante 

saharienne commune dans quelques régions du Sahara algérien et très utilisée en médecine 

traditionnelles par les populations locales et les nomades surtout pour ses effets 

antirhumatismaux.  
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L’objectif de la présente étude consiste à évaluer les activités antioxydante, 

anticancéreuse et hématoprotectrice, d’un extrait polyphénolique riche en flavonoïdes, 

obtenu à partir des feuilles de Cléome arabica. Premièrement, l’activité antioxydante de 

cet extrait est évaluée  in vitro par le test du DPPH
.
, la méthode de la chélation du fer 

ferreux et la méthode du pouvoir réducteur.  Deuxièmement, l’effet anticancéreux de cet 

extrait est étudié profondément afin d’éclaircir son mécanisme d’action en utilisant cinq 

lignées de cellules cancéreuses qui représentent les cancers humains les plus répondus à 

savoir les cellules HeLa (lignée cellulaire du carcinome épithéloïde du col de l’utérus 

humain), les cellules HepG2 (lignée cellulaire du cancer hépatique), les cellules MCF-7 

(lignée cellulaire du cancer du sein), les cellules DLD-1 (lignée cellulaire 

d’adénocarcinome du colon) et les cellules SK-N-BE (lignée cellulaire du cancer du 

cerveau, neuroblastome). Plusieurs tests ont été utilisé afin d’évaluer l’effet anticancéreux 

et préventif de l’extrait de Cléome arabica, allant du test de viabilité, passant par la 

cytométrie en flux et enfin, la détection de quelques protéines impliquées dans la cascade 

apoptotique à savoir la caspase-3, les protéines PARP, Bcl-2, AKT et ERK.  Enfin, l’effet 

hématoprotecteur est évalué in vivo vis à vis de la toxicité hématologique de 

l’anticancéreux cytarabine (AraC) sur des souris Balb C. 
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1. Mort cellulaire  

La mort cellulaire est un phénomène essentiel au bon déroulement de plusieurs 

processus biologiques afin de maintenir l'homéostasie cellulaire. Selon les caractéristiques 

morphologiques et biochimiques de la mort cellulaire on distingue deux grands types : la 

mort cellulaire passive qui comprend la nécrose et l’oncose et la mort cellulaire active qui 

comprend la paraptose, l’autophagie, la sénescence, la mitose catastrophique et l’apoptose 

(Okada & Mak, 2004) (Figure 1 et Tableau 1).  

1.1. Mort cellulaire passive 

La mort cellulaire passive est une mort cellulaire non programmée, le plus  souvent, 

brutale et ses étapes sont irréversibles. Elle comprend l'oncose et la nécrose.  

1.1.1. Oncose 

 Le terme oncose  est dérivé du grec onkos, qui signifie masse ou volume, du fait que 

la cellule devienne plus volumineuse. Parmi les phénomènes précoces de l'oncose, 

l’augmentation de la concentration intracellulaire des ions Na
+
 qui conduit au changement 

de volume cellulaire (Majno & Joris, 1995). De même, l'augmentation de la concentration 

intracellulaire de Ca
++

 résultant soit d'un influx à partir de l'espace extracellulaire, soit de 

sa libération à partir des lieux de stockage intracellulaires, provoque un gonflement du 

cytosol, du réticulum endoplasmique et de l'appareil de Golgi ainsi que la formation des 

vésicules aqueuses autour de la surface cellulaire (Bernardi & Rasola, 2007; Weerasinghe 

& Buja, 2012). Les mitochondries se condensent, puis, se gonflent suite aux lésions de la 

membrane mitochondriale interne. Enfin, la chromatine finit par se dégrader après avoir 

subis une condensation, néanmoins, le profil en échelle caractéristique de l'apoptose 

n'apparaît pas (Weerasinghe & Buja, 2012). 

1.1.2. Nécrose  

 Le terme nécrose  fait référence au mot grec « nekros » signifiant cadavre. Elle est 

considérée comme une mort cellulaire désordonnée et accidentelle, qui survient lors d'un 

dommage tissulaire (hypoxie, infection, traumatismes, etc.). La nécrose touche un 

ensemble de cellules d'un tissu, contrairement à l'apoptose qui dans la plupart du temps, 

n'affecte que des cellules individuelles au sein d'un tissu. Au cours de la nécrose, l'ADN 

nucléaire est dégradé de manière aléatoire par des endonucléases activées notamment par 
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des sérines protéases (Bicknell & Cohen, 1995; Dong et al., 1997). La nécrose 

s'accompagne d'un œdème cellulaire aboutissant à la lyse de la membrane plasmique. Cet 

éclatement cellulaire entraîne le relargage du contenu cytosolique et notamment d'enzymes 

dans le milieu environnant, qui sont responsables de la lyse des membranes des cellules 

voisines. Ce phénomène concourt à une réaction inflammatoire importante, néfaste pour 

l'organisme (Kerr et al., 1972).  

 

 

 

Figure 1: Représentation schématique des caractéristiques cytologiques des principaux 

modes de la mort cellulaire (A) (Buja & Vela, 2008). Caractéristiques 

morphologiques d’une cellule à l’état normale (B1), nécrose (B2), apoptose 

(B3) et d’autophagie (B4) (Edinger & Thompson, 2004). 
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Tableau 1: Caractéristiques cytologiques et biochimiques des différents types de mort 

cellulaire (Okada & Mak, 2004). 

 

 

 

Nd: Non documenté 
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1.2. Mort cellulaire active  

 La mort cellulaire active est une mort cellulaire programmée qui peut être subdivisé 

en deux sous-groupes selon l'implication ou non des caspases. Le premier sous groupe est 

indépendant des caspases et qui implique l'autophagie (mort cellulaire de type II), la 

paraptose (mort cellulaire de type III), la sénescence et la mitose catastrophique. Le 

deuxième sous groupe est dépendant des caspases et qui implique l'apoptose (mort 

cellulaire de type I). 

1.2.1. Autophagie 

 L’autophagie  est une mort cellulaire de type Il. Elle correspond à toute voie de 

dégradation qui nécessite l’acheminement d’un compartiment cytoplasmique vers le 

lysosome en permettant aux cellules de dégrader les protéines et les organelles non 

fonctionnelles (Vicencio et al., 2008). L'autophagie a été décrite principalement chez les 

animaux, les végétaux et la levure, lors d'une carence en nutriments pour les récupérer à 

des fins de survie. À ce jour, l'autophagie est connue comme moyen de  maintien du 

métabolisme, de la production d'ATP et de la prévention du  déclenchement de l'apoptose 

(Cuervo et al., 2005; Kurz et al., 2007). Sur le plan cellulaire, l’autophagie commence par 

la formation d'une vacuole initiale (autophagosome) qui permet de séquestrer le matériel 

cytoplasmique comme l'appareil de Golgi, les ribosomes, le réticulum endoplasmique et le 

noyau. Ensuite, ces organites vont se transformer en vacuole dégradable en fusionnant avec 

le lysosome. Ce dernier va apporter un grand nombre d'enzymes servant à dégrader la 

plupart des macromolécules biologiques et les organelles séquestrés. Cependant, puisque 

les microfilaments sont préservés, on suppose que le cytosquelette est requis pour 

l'autophagocytose (Bursch & Ellinger, 2005). 

1.2.2. Paraptose  

 La paraptose, se distingue de l'apoptose par son indépendance des caspases. Elle est 

caractérisée par l'apparition des vacuoles dans le cytoplasme comme la nécrose, ce qui 

explique pourquoi on l'aurait longtemps confondue avec la nécrose. Les gènes et les 

mécanismes impliqués dans la survenue et le contrôle de la paraptose sont encore mal 

connus (Sperandio et al., 2004).  
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1.2.3. Sénescence 

 La sénescence est le synonyme du vieillissement physiologique qui intervient à 

différents niveaux: organisme entier, organes, tissus, cellule et enfin molécules 

intracellulaires. Elle a été décrite pour la première fois par Hayflick et Moorhead en 1961. 

Pour ces auteurs la sénescence cellulaire est génétiquement programmée, c’est une 

différenciation terminale commandée par des gènes du vieillissement (gérontogènes) qui 

ne s’expriment qu’à la fin de la vie cellulaire. A l’état normal, la vie cellulaire passe par 

trois phases (Okada & Mak, 2004):  

La phase I: Phase de prolifération rapide durant laquelle la culture cellulaire se développe 

normalement en une mono-couche cellulaire confluente.  

La phase II: Phase de prolifération lente, obtenue à la suite de plusieurs repiquages. Les 

cellules mettent plus de temps à atteindre la confluence.  

La phase III: Phase d’arrêt, obtenue vers le 50
ème

 repiquage. Les cellules subissent un arrêt 

irréversible et permanent de leur cycle cellulaire, perdent leur pouvoir de transformation ou 

de clonogénicité et donnent des signes de dégénérescence et meurent. 

Ce type de sénescence est appelée (sénescence réplicative). Morphologiquement, les 

cellules subissant ce type de mort conservent l’intégrité de leur membrane plasmique, mais 

présentent des changements tels que: un cytoplasme aplati, une augmentation de 

granularité, des involutions au niveau de la chromatine, présence de l’ADN circulaire 

extra-chromosomique et le raccourcissement progressif des télomères (Narita et al., 2003).  

Cependant, il existe un autre type de sénescence induite par le stress cellulaire. Les 

cellules ne présentent alors pas de raccourcissement des télomères mais ont le morphotype 

de cellules sénescentes (Campisi, 2001). 

1.2.4. Mitose catastrophique  

  C’est un type  de mort cellulaire identifié dans les cellules de mammifères présentant 

un nombre aberrant de mitoses avec formation des cellules géantes polynuclées contenant 

des chromosomes non condensés. Ainsi, en cas d’une lésion cellulaire ou  

endommagement de son ADN, les points de contrôle s’activent avant l’entrée en phase G2 

et le cycle cellulaire s’arrête pour permettre la réparation. Si la réparation est impossible, la 

cellule meurt par apoptose. Cependant, si le point de contrôle G2 est défectueux, la cellule 

entre en mitose avant que la réplication de l’ADN ne soit complète ou avant que sa 
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réparation ne soit terminée. Suite à cette mitose aberrante, la cellule meurt par mitose 

catastrophique (Okada & Mak, 2004).  

1.2.5. Apoptose 

La mort cellulaire programmée de type I ou apoptose, est un processus de mort 

cellulaire physiologique qui permet à l'organisme d'éliminer les cellules non désirées ou 

endommagées et potentiellement dangereuses (Kerr et al., 1972; Schmitt & Bertrand, 

2001). Le nom « apoptose » fait référence à la chute programmée des feuilles à 

l’automne (apo = éloignement et 
 
ptose = chute). La notion d’apoptose a été introduite pour 

la première fois par Kerr et al., (1972) pour désigner une forme de mort cellulaire 

morphologiquement et biochimiquement  différente de la nécrose (Kerr et al., 1972; Kerr, 

2002). L’apoptose est impliquée dans plusieurs phénomènes biologiques à savoir le 

développement embryonnaire et l’homéostasie, le vieillissement cellulaire et la défense de 

l’organisme contre les cellules tumorales et les infections bactériennes ou virales (Elmore, 

2007). La cellule en apoptose subit plusieurs modifications morphologiques et 

biochimiques au niveau membranaire, cytoplasmique, et au niveau des organites et du 

noyau. Ces modifications sont résumées dans le tableau 2. 

1.3. Rôle physiologique et physiopathologie du processus  

apoptotique 

L’apoptose est une fonction physiologique normale de l’organisme qui a pour but 

l’élimination des cellules inutiles et/ou potentiellement dangereuses. Elle intervient dans 

les étapes du développement au cours de l’embryogenèse et l’organogenèse comme la 

formation des cavités, l’élimination de la peau entre les doigts ou d’autres structures 

devenues inutiles (Meier et al., 2000). Ainsi que dans la mise en place des systèmes 

nerveux (Clarke et al., 1998) et immunitaire (Weil et al., 1999). Chez la femme, l’apoptose 

est impliquée dans l’involution des seins après le sevrage (Strange et al., 2001) ou dans la 

régression de l’endomètre utérin au cours des menstruations (Vinatier et al., 2001). 

Cependant, le dérèglement des mécanismes de régulation de l’apoptose est impliqué 

dans de nombreuses maladies. Ces dérégulations peuvent conduire à une activation ou à 

une réduction de l’apoptose. Ainsi, la réduction de l’apoptose est fréquemment associé au 

développement des maladies auto-immunes et lymphoprolifératives (Rich et al., 1999; 

Neurath et al., 2001), aux phénomènes de carcinogenèse (Agnantis & Goussia, 1999) ou 
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Tableau 2: Modifications morphologiques et biochimiques de la cellule durant l’apoptose. 

Sites Modifications Référence 

Membrane 

 

- Perte du contact avec les cellules avoisinantes. 

- Altérations des jonctions, en particulier au niveau  

   des desmosomes et des protéines d’adhésion. 

- Inversion de polarité de la membrane plasmique. 

- Translocation des résidus phosphatidylsérines du  

   feuillet interne vers le feuillet externe de la    

   bicouche phospholipidique (facilitent l’élimination     

  des corps apoptotiques). 

- Individualisation des bourgeons formés à la    

   surface de la cellule apoptotique  pour former des       

  corps apoptotiques. 

 

- Meredith et Schwartz, 

1997. 

- Savill et Fadok, 2000. 

- Gardai et al., 2006. 

Cytoplasme 

 

-  Perte d’eau et d’électrolytes. 

-  Forte diminution du volume cellulaire. 

-  Importante condensation du cytoplasme. 

-  Désorganisation du cytosquelette. 

 

- Yu et al., 1997 

Organites 

 

-  Destruction des organites intracellulaires. 

-  Relocalisation des organites cytoplasmiques. 

-  Regroupement des mitochondries intactes  autour  

  du noyau. 

-  Déplacement du réticulum endoplasmique vers la                    

  périphérie de la cellule. 

-  Présence des ribosomes à la surface du réticulum       

  endoplasmique. 

-  Chute tardive du potentiel mitochondrial  

  membranaire. 

 

- Feldmann, 1999 

Noyau 

 

- Transformation du nucléole en un amas granuleux   

   homogène. 

- Diminution du volume nucléaire. 

- Condensation de la chromatine. 

- Margination chromatinienne. 

- Fragmentation de l’ADN. 

 

-  Oberhammer et al., 1993. 

-  Earnshaw, 1995. 

-  Stuppia et al., 1996. 

-  Kaufmann et al., 2000. 
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aux infections virales pendant lesquelles les virus mettent en place des systèmes 

d’inhibition d’apoptose afin d’envahir l’hôte (Saikumar et al., 1999). Cependant, l’excès 

d’apoptose intervient dans les anomalies congénitales du développement, dans certaines 

maladies neurodégénératives comme la maladie d’Alzheimer, la maladie de Parkinson, la 

sclérose latérale amyotrophique, le syndrome myélodysplasique, etc. (Barinaga, 1998) ou 

dans certaines pathologies provoquées par des infections virales. En effet,  le VIH est 

capable d’induire l’apoptose des lymphocytes T auxiliaires nécessaires pour activer les 

lymphocytes T cytotoxiques (Saikumar et al., 1999). 

1.4. Mécanismes moléculaires et voies de signalisation de 

l'apoptose 

Schématiquement, le processus apoptotique se déroule en trois phases: la phase 

d’induction, la phase d’exécution et la phase de dégradation (Figure 2). 

 

 

Figure 2: Phases du processus apoptotique. Au cours de la phase d’induction, la cellule 

reçoit un ensemble de signaux qui peuvent générer différentes réponses. Ces 

signaux sont alors intégrés par la cellule qui va répondre en fonction de son 

contexte génétique, de son état et de son environnement. Le processus 

décisionnel est influencé par une série de médiateurs intracellulaires. La phase 

de dégradation aboutit aux manifestations visibles de l’apoptose qui sont la 

condensation et la dégradation de la chromatine (Mercié1 & Belloc, 2001). 
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1.4.1. Phase d'induction  

La phase d’induction peut survenir en réponse à un signal extrinsèque via les 

récepteurs de la mort cellulaire tels que le Fas et le TNFα (Tumor Necrosis Factor) et 

TRAIL (TNF Related Apoptosis Inducing Ligand) ou intrinsèque (Figure 3) comme les 

agents endommageant l’ADN, la privation en facteurs de croissance, les hormones, le choc 

thermique, les radiations, l’hypoxie via la mitochondrie (Ashkenazi & Dixit, 1998).  

 

 

 

 

Figure 3: Les voies d’activation de l’apoptose, la voie extrinsèque et la voie intrinsèque. 

La voie extrinsèque ou la voie des récepteurs à domaine de mort est initiée par 

des signaux extracellulaires comme le ligand Fas ou le TNF-α, qui activent 

directement les caspases. La voie intrinsèque ou la voie mitochondriale est 

initiée par divers signaux comme les lésions de l’ADN, carence en facteurs 

trophiques, hypoxie et les irradiations qui aboutissent à une modification de la 

perméabilité de la membrane externe des mitochondries (Boumela et al., 2009).  

Apoptose 

 
Voie extrinsèque 

 

         Voie intrinsèque  
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1.4.1.1. Voie extrinsèque  

La voie extrinsèque est appelée également la voie des récepteurs de la mort. Elle est 

initiée par la fixation d’un ligand de la mort extracellulaire, tel que Fas-L, TNFα ou 

TRAIL, à son récepteur à la surface de la cellule (Ashkenazi et al. 1998). Les récepteurs de 

la mort appartiennent à la superfamille des récepteurs du TNF. Ils sont caractérisés par des 

domaines extracellulaires riches en cystéine impliqués dans la liaison du ligand (Nagata, 

1997) et ont la particularité de posséder dans leur portion intracytoplasmique, une région 

hautement conservée, appelée domaine de la mort (DD pour Death Domain), nécessaire à 

la transmission du signal de la mort (Tartaglia et al., 1993).  

L’activation des récepteurs à DD permet le recrutement à la membrane des protéines 

adaptatrices cytosoliques nommées FADD (Fas Associated Death Domain) ou TRADD 

(TNF Receptor Associated Death Domain). Ces derniers possèdent un DD dans leur partie 

C-terminale permettant leur interaction avec le récepteur à DD, et un domaine effecteur de 

la mort dans leur partie N-terminale permettant leur fixation sur la procaspase-8. Le 

complexe multiprotéique formé par Fas/FADD ou TNFR/TRADD et la procaspase-8 est 

appelé DISC (Death Inducing Signalling Complex). Le rapprochement des formes 

zymogènes de la procaspase-8 au sein du DISC permet leur activation par clivage 

protéolytiqueet la libération des formes actives de caspas-8 dans le cytosol. La caspase-8 

active va à son tour, activer par clivage protéolytique les caspases effectrices 3, 6 ou 7 

(Medema et al., 1997; Peter & Krammer, 2003). 

1. 4.1.2. Voie intrinsèque  

Cette voie est également appelée voie mitochondriale. Elle est associée à des 

changements de perméabilité des membranes mitochondriales internes et externes. Ainsi, 

l’activation des caspases se produit comme conséquence de la perméabilisation 

mitochondriale (Green, 2000; Martinou & Green, 2001). Cette perméabilisation est 

contrôlée par des protéines de la famille Bcl-2 (B cell lymphoma leukemia) qui peuvent 

être pro-apoptotiques comme Bax (Bcl-2 associated X protein) ou Bak (Bcl-2 homologous 

antagonist/killer) ou anti-apoptotiques comme Bcl-2 ou Bcl-xl (longer alternatively spliced 

form of Bcl-x) (Adams & Cory, 2001). En effet, sous l’influence de différents stimuli 

intracellulaires (dommages de l’ADN, carence en facteurs trophiques, hypoxie, irradiation, 

stress oxydant, choc thermique ou osmotique…etc.), les protéines pro-apoptotiques Bax et 

Bak s’oligomérisent, s’insèrent à la membrane de la mitochondrie pour former le pore de 

perméabilité transitoire (PTP). L’ouverture du PTP conduit à la libération dans le 
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cytoplasme de protéines mitochondriales comme le cytochrome c, SMAC/diablo (Second 

Mitochondria Derived Activator of Caspase/Direct Inhibitor of Apoptosis Binding protein 

with Low pI), AIF (Apoptosis Inducing Factor), et l’endonucléase G, qui vont activer des 

voies apoptotiques dépendantes ou indépendantes des caspases (Kroemer & Reed, 2000). 

Le cytochrome c libéré va s’associer avec la protéine Apaf-1 (apoptotic protease activating 

factor 1) et la procaspase-9 pour former un grand complexe protéique appelé apoptosome 

au sein duquel la procaspase-9 va être activée par clivage protéolytique. La caspase-9 va 

ensuite à son tour activer par clivage les caspases effectrices 3 et 7 qui sont à l’origine des 

dommages cellulaires conduisant à la mort cellulaire (Rodriguez & Lazebnik, 1999; Riedl 

& Shi, 2004). La protéine AIF et l’endonucléase G provoquent  des dommages cellulaires 

dans le noyau aboutissant à une condensation chromatinienne et une fragmentation de 

l’ADN, conduisant à l’apoptose des cellules indépendamment des caspases (Lu et al., 

2003). 

1.4.2. Phase d’exécution et de dégradation 

La phase d’exécution est initiée par les caspases dont leur activation conduit au 

clivage des protéines vitales pour la cellule comme les protéines impliquées dans les 

réparations de l’ADN, le cycle cellulaire et la régulation de l’apoptose. Les caspases sont 

des protéases à cystéine qui clivent leur substrat du côté C-terminal d’un acide aspartique 

(Alnemri et al., 1996; Margolin et al., 1997). En 1996, Alnemri et ses collaborateurs ont 

proposé une nouvelle nomenclature qui regroupe les protéases à cystéine sous le nom de 

CASPASE, où  C désigne le résidu cystéine du centre catalytique (QACxG) et «ASPASE» 

définit la spécificité stricte de clivage des substrats de cette famille de protéases après un 

résidu acide aspartique (Alnemri et al., 1996). Toutes les caspases ont une structure très 

conservée comprenant, un pro-domaine N-terminal de taille variable, un domaine qui 

deviendra après clivage la grande sous unité (17-21 kDa, qui porte le centre actif) et un 

domaine qui deviendra après clivage la petite sous unité (10-14 kDa). Certains membres de 

la famille des caspases possèdent un domaine de liaison entre la grande et la petite sous 

unité. Les pro-domaines sont variables, à la fois dans leur taille et dans leur séquence 

(Figure 4). Ainsi, les caspases 3, 6 et 7 ont un petit pro-domaine alors que les caspases 1, 

2, 4, 5, 8, 9,10, 11, 12 et 13 possèdent un grand pro-domaine. Les caspases à petits pro-

domaines sont regroupées sous le nom de caspases effectrices. Ces caspases sont activées 

par des caspases dites initiatrices (Ricci, 2000).  
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Figure 4: Structure et activation des caspases (Ricci, 2000). 

 

  Les pro-domaines semblent jouer un rôle dans les interactions protéines-protéines. 

Ainsi, les pro-domaines des caspases-8 et 10 contiennent des domaines effectrices de mort 

cellulaire (DEDs: Death Effector Domains) qui sont des structures permettant la liaison de 

la caspase aux molécules adaptatrices FADD ou TRADD (Boldin et al., 1995; Chinnaiyan 

et al, 1995). Certaines autres caspases (caspases-1, 2, 4 et 9) possèdent un domaine de 

recrutement des caspases (CARD: Caspase Recruitment Domain ) (Hofmann et al., 1997). 

Ces CARDs jouent un rôle dans l’interaction entre caspases ainsi qu’avec une grande 

variété de molécules adaptatrices ou régulatrices (Ricci, 2000).   

  La conversion  de la caspase à l’état de zymogène en une enzyme mature nécessite 

au moins deux clivages au niveau de la liaison Asp-x. Ces clivages successifs ont lieu de 

manière séquentielle. La première coupure s'effectue entre la grande et la petite sous-unité 

ce qui provoque le détachement de cette dernière du reste de la molécule, suivie par la 

libération de la grande sous-unité. La caspase va alors pouvoir s’assembler sous sa forme 

active, composée de deux grandes et deux petites sous-unités. La structure générale ainsi 

obtenue est (p10/p20)2 (Walker et al., 1994). Les caspases vont s’auto activer et/ou être 

activées par d’autres caspases. Cette remarque introduit la notion de "cascade 

d’activation". Une fois les caspases initiatrices activées, elles vont pouvoir cliver d’autres 

caspases encore à l’état de zymogène, notamment les caspases effectrices. Ce type 

d’activation en cascade permet probablement la régulation et l’amplification du signal 
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(Rotonda et al., 1996). Après leur activation, les caspases effectrices vont permettre la 

dégradation de nombreux substrats cellulaires. En effet, La caspase-8/10 activées 

déclenchent une cascade d'activation d'autres caspases, à savoir la caspase-3, qui clivent à 

son tour certaines protéines cellulaires essentielles à la survie comme la protéine 

PARP (Poly-ADP Ribose-Polymerase) qu’est une enzyme intervenant dans les 

mécanismes de réparation transitoire de l’ADN, la protéine Tau et les protéines du 

cytosquelette (Hengartner, 2000; Hengartner & Bryant 2000).   

1.5. Régulation 

 La régulation des voies de signalisation de la mort cellulaire fait intervenir les 

protéines de la famille Bcl-2 qui jouent un rôle primordial dans la régulation du processus 

apoptotique mitochondrial. La famille Bcl-2 est ainsi dénommée parce que le premier 

membre de la famille qui a été identifié est impliqué dans un lymphome des cellules B (B-

cell Lymphoma: BCL-2). Depuis, plus d'une vingtaine de protéines de cette famille ont été 

découvertes. Selon Kelekar et al., (1998), cette famille de protéines est classée en trois 

catégories distinctes (Figure 5):  

 Les membres du premier groupe (BCL-2, Bcl-xL, Mcl-1, Bcl-w et A-1) se caractérisent 

au niveau fonctionnel par un effet anti-apoptotique et au niveau structural par la présence 

de 4 domaines BH1 à BH4 (BCL-2 Homology). 

 Les membres du second groupe, auxquels appartient la protéine BAX, Bak et Mtd/Bok 

se caractérisent par un effet pro-apoptotique. Ce groupe possède seulement 3 domaines BH 

et leur manque le quatrième domaine BH4 amino terminal. 

 Les membres du troisième groupe comportent des protéines plus variées (Bik, Hrk, 

Bim, Bek, Bad et Bid)  dont le seul point commun est la présence des domaines BH3. Ces 

protéines ont aussi un effet pro-apoptotique. 

 Il est à noter que la plupart de ces protéines possèdent un domaine carboxy terminal 

hydrophobe. Ce domaine leur permet d'être ancrées dans la membrane de la mitochondrie 

et parfois dans celle du réticulum endoplasmique, dont la plus grande partie de la protéine, 

du côté amino-terminal est située dans le cytosol (Korsmeyer et al., 2000). 
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Figure 5: Les protéines de la famille Bcl-2 (Alberts, 2003). 

 

En l’absence de signaux de mort, les protéines pro- et anti-apoptotiques de la famille 

Bcl-2 sont localisées dans des compartiments subcellulaires différents (Korsmeyer et al., 

2000). En effet, au niveau de la membrane externe de la mitochondrie, les protéines anti-

apoptotiques contrôlent la libération des facteurs apoptogènes (tel que le cytochrome c) 

ainsi que l’activation des caspases dans le cytosol. Au contraire, avant le signal de mort, les 

membres pro-apoptotiques sont localisés au niveau du cytosol ou du cytosquelette (Hsu et 

al., 1997; Gross et al., 1998). 

2. Cancer 

Le cancer est une maladie multifactorielle qui correspond à une multiplication  

anarchique et incontrôlée de certaines cellules normales de l’organisme. Ces cellules  

échappent aux mécanises normaux de différentiation, de régulation de leur multiplication 

et résistent à la mort cellulaire programmée. Pour qu'un cancer se développe, la cellule doit 

accumuler plusieurs mutations dans son génome (Macdonald et al., 2003). Ces mutations 

sont le résultat d'agressions par des facteurs environnementaux, ou d'origine naturelle lors 
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de la division cellulaire. Le cancer se développe à partir d'une seule cellule saine en un 

ensemble de cellules cancéreuses (Macdonald et al., 2003; Mareel & Leroy, 2003).  

2.1. Epidémiologie 

Le cancer constitue la première cause de mortalité dans le monde. L'OMS estime que 

le cancer  ferrait 84 millions de morts entre 2005 et 2015 si aucune mesure n’est prise 

(Hamdi Cherif et al., 2013). Selon l’union du control international du cancer (UICC), 

chaque jour 17 personnes en moyenne meurent par le cancer. En effet, sur un total de 58 

millions de décès enregistrés au niveau mondial en 2005, 7,6 millions (soit 13 %) étaient 

dus au cancer. Sachant que plus de 70 % des cas de décès survenus en 2005 concernaient 

les pays en voie de développement (UICC, 2007). 

En Algérie, l’incidence du cancer est en nette augmentation, on compte environ 

40.000 nouveaux cas par an. Selon le registre du cancer de la wilaya de Sétif,  environ 

5000  nouveaux cas par an de cancer sont enregistrés dans la région Sétifienne (Hamdi 

cherif et al., 2013). 

Il est à noter qu’en Algérie la situation est alarmante, les adolescents et les  jeunes 

adultes âgés entre 15 et 39 ans sont de plus en plus affectés par le cancer dont la 

consanguinité, l’alimentation et l’environnement sont les facteurs les plus incriminés. Les 

localisations les plus importantes de ces cancers sont le nasopharynx, le sang, le côlon, le 

rectum et le sein chez la femme (Hamdi Cherif et al., 2013). 

2.2. Caractéristiques d’une cellule cancéreuse 

 Pour devenir cancéreuse, une cellule doit accumuler certaines altérations précises de 

sa physiologie qui se résume en six caractéristiques (Figure 6): 

 

http://registre-cancer-setif.com/index.php/donnes-du-registre/contexte-epidemiologique
http://registre-cancer-setif.com/index.php/donnes-du-registre/contexte-epidemiologique
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Figure 6: Les six caractéristiques d’un cancer (Hanahan & Weinberg, 2000). 

2.3. Etapes de la cancérogenèse 

Pour donner lieu à un cancer, la cellule devrait passer par un processus de 

cancérogenèse se résumant en plusieurs étapes (Figure 7):  

 

Figure 7: Différentes étapes du cancer (Béliveau & Gingras, 2007). 
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2.3.1. Initiation  

Elle correspond à une lésion rapide et irréversible de l’ADN après une exposition à 

un agent carcinogène tel que les produits chimiques, les virus et les radiations. L'initiation 

consiste donc, en une dérégulation au niveau de certains gènes aboutissant à une 

transformation cellulaire. Cette étape cible les oncogènes, les gènes suppresseurs de 

tumeurs, les gènes de réparation de l’ADN et les gènes de l’apoptose (Sherbet & Lakshmi, 

1997).   

2.3.2. Promotion   

Elle correspond à une exposition prolongée, répétée ou continue, à une substance qui 

entretient et stabilise la lésion initiée. Cette étape consiste en une prolifération plus ou 

moins contrôlée des cellules initiées en processus d'acquérir les caractéristiques lui 

permettant de générer un cancer. Elle résulte d'une cascade d'interactions entre les 

cytokines et leurs récepteurs, ce qui amène à la perte de l'homéostasie tissulaire et 

l'émergence de clones cellulaires transformées. Plusieurs agents dits promoteurs de 

carcinogenèse  sont impliqués dans cette étape. La nutrition et les habitudes alimentaires, 

l’alcoolisme, le tabagisme, les infections les traumatismes répétés et l’âge sont les plus 

importants (King, 1996). 

2.3.3. Progression  

Durant l’étape de la progression, la prolifération des cellules tumorales est 

incontrôlable et le cancer devient cliniquement détectable (plus de 10
9 

cellules). 

Cependant, du fait du nombre très important de mitoses, les cellules finissent par acquérir 

certaines propriétés d'autonomie de croissance, une adaptabilité métabolique et une 

pharmacorésistance. Durant la progression, une perte de fonction caractérise les cellules 

cancéreuses qui deviennent alors incapables d'effectuer leurs fonctions normales au sein 

d'un tissu. De même, l'instabilité génétique conduit les cellules cancéreuses à l'acquisition 

de nouvelles propriétés d'indépendance et de nouvelles caractéristiques fonctionnelles. La 

tumeur, à ce stade d'évolution du cancer, comporte 3 compartiments cellulaires: les cellules 

souches en division, les cellules quiescentes et les cellules incapables de se diviser et qui 

finiront par mourir. Seules les cellules du premier compartiment, et qui sont dotées de 

pouvoir d'autoreproduction, sont potentiellement dangereuses. Il ne s'agit encore que d'un 

stade du cancer in situ couramment appelé cancers intra-épithéliaux (Liotta, 1992). 
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2.3.4. Invasion  

Contrairement aux cellules normales, les cellules cancéreuses ne respectent plus les 

relations structurelles et tissulaires et s’infiltrent puis envahissent les tissus voisins. Le 

mécanisme le plus important dans l'invasion tumorale est la perte d'adhésion des cellules 

entre elles à cause de la perte ou la modification des glycoprotéines de surface 

membranaire qui assurent à l’état normal la reconnaissance des cellules d'un même tissu. 

De même, la constitution d'épithélium qui est bien organisé, empêchent la congruence des 

cellules entre elles et préparent les cellules cancéreuses à traverser les membranes basales 

(structures qui séparent les couches cellulaires de surface et le tissu conjonctif, tissu de 

soutien) en essayant de les dissoudre soit par elles-mêmes, soit par la stimulation des 

cellules mésenchymateuses avoisinantes, cela afin d'envahir les tissus voisins (Weinberg, 

1998). La rupture et le franchissement de la membrane basale représentent un critère 

formel pour distinguer les cancers invasifs des cancers in situ. Durant ce stade, les cellules 

vont également acquérir une certaine mobilité pour s'approcher des vaisseaux sanguins 

(Sherbet & Lakshmi, 1997).  

2.3.5. Angiogenèse  

Une fois les cellules cancéreuses franchissent les membranes basales, elles passent 

aux vaisseaux du tissu conjonctif (artères, veines lymphatiques) et aux organes adjacents. 

La sécrétion des facteurs impliqués dans l'angiogenèse et des facteurs protéolytiques durant 

cette étape permet aux cellules cancéreuses de constituer leur propre réseau de capillaires 

nourriciers indispensables à leur prolifération. La stimulation des cellules endothéliales des 

capillaires voisins par les cellules cancéreuses permet de former des boucles vasculaires en 

leur direction, pour l'apport en nutriments et en oxygène (McCarthy, 2008). Les cellules 

cancéreuses vont également stimuler les cellules mésenchymateuses normales, aboutissant 

à ce qu'on appelle le stroma réaction qui permet le développement d'un tissu de soutien non 

cancéreux à la tumeur et qui est nécessaire à sa survie. Dans certaines tumeurs, notamment 

dans le cas des cancers endocriniens différenciés ou des carcinomes hépatocellulaires, le 

stroma s'adapte à la différenciation de la tumeur et prend un type endocrine (Berstein & 

Santen, 2008).  

2.3.6. Métastases ganglionnaires 

La gravité d’un cancer réside dans sa capacité de développer des métastases à 

distance. Les cellules cancéreuses utilisent les mêmes mécanismes pour envahir les 
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vaisseaux lymphatiques et sanguins. Ainsi, le drainage lymphatique des tissus normaux 

explique leur envahissement rapide par les cellules cancéreuses qui sont emportées par le 

courant lymphatique vers les sinus corticaux du premier relais ganglionnaire. L'arrivée des 

cellules cancéreuses dans les ganglions est souvent accompagnée d'un état réactionnel, 

sous forme de lymphadénite chronique non spécifique (Fajardo et al., 1982). Les cellules 

cancéreuses vont être soit détruites, soit survivent au stress. Dans ce dernier cas, elles 

peuvent se fixer aux parois en restant quiescentes, ou se multiplier pour donner une 

métastase ganglionnaire palpable. Les cellules cancéreuses peuvent également soit 

traverser le ganglion pour gagner les relais ganglionnaires suivants, soit infiltrer tout le 

trajet des vaisseaux lymphatiques occasionnant ainsi une lymphangite carcinomateuse 

(August et al., 1985). 

2.3.7. Métastases sanguines  

Dans cette étape les cellules cancéreuses gagnent de multiples organes via le cœur 

après leur passage dans la circulation veineuse ou lymphatique. La dissémination 

hématogène des cellules cancéreuses est particulièrement fréquente pour les sarcomes, 

ainsi que pour de nombreux carcinomes touchant plusieurs organes à savoir les poumons, 

l'estomac, les reins, la prostate, les organes endocriniens et colorectaux, avec des 

localisations préférentielles des métastases selon le type d'organe malade. Ces préférences 

s'expliquent soit par le drainage habituel de l'organe atteint (le foie par voie portale pour un 

cancer colique), soit par la présence de glycoprotéines spécifiques d'adhésion des cellules 

cancéreuses aux capillaires des organes cibles (exemple de l'os dans le cancer de la 

prostate). Certains cancers, comme celui de la peau, n'ont pas de métastases. D'autres, au 

contraire, en produisent très souvent: c'est le cas des cancers du sein, de la thyroïde, des 

bronches ou de la prostate (Barinaga, 1997; Dennis et al., 1999). En plus de la  

dissémination hématogène et lymphatique, il existe d’autres modes de dissémination qui 

sont la dissémination par voie cavitaire, connue aussi sous le nom de voie séreuse (cancer 

de l'ovaire, cancer du colon), la dissémination anatomique le long des conduits naturels par 

voie canalaire (uretère, vessie) et enfin, la dissémination par le liquide céphalorachidien a 

été reconnue responsable des métastases leptoméningées ou des métastases dans les 

ventricules (Bettaieb, 2009). 
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2.4. Types de cancers 

 Les cancers diffèrent selon les caractéristiques des tumeurs: tumeur bénigne, maligne 

ou métastasique, et aussi selon leurs origines tissulaires. Selon le tissu touché, on peut 

subdiviser les cancers en 3 groupes (Aimé-Genty, 1997):   

2.4.1. Sarcomes  

 Les sarcomes se développent à partir des tissus qui dérivent du mésoderme comme le 

tissu mésenchymateux (tissu primitif chez l’embryon), conjonctif, cartilagineux, osseux, 

adipeux, ou de tissus constituant la paroi des vaisseaux sanguins ou les muscles. 

2.4.2. Carcinomes 

Les carcinomes correspondent à la forme la plus courante des cancers, ils 

représentent 85 % des cancers qui touchent l’homme. Ils dérivent soit des tissus épithéliaux 

de revêtement (épiderme, couche superficielle de certaines muqueuses des cavités de 

l’organisme) on parle dans ce cas de  carcinomes épidermoïdes, soit des tissus épithéliaux 

glandulaires (partie glandulaire des seins et de la prostate, par exemple) et on parle  

d’adénocarcinomes.  

2.4.3. Hématosarcomes  

Les hématosarcomes sont des cancers des cellules sanguines comme les leucémies, 

les myélomes et les lymphomes. 

2.5. Traitement du cancer 

 L’objectif du traitement du cancer est l’élimination  de la tumeur cancéreuse ainsi 

que la prévention de l'apparition d'autres tumeurs localisées ou métastatiques. D'une façon 

générale, On distingue deux méthodes de traitements du cancer: Les méthodes classiques 

et les méthodes alternatives. 

2.5.1. Méthodes classiques 

2.5.1.1. Chirurgie 

La chirurgie consiste en l'ablation de la tumeur, soit partiellement (chirurgie limitée), 

soit dans sa totalité (chirurgie monobloc radicale). Son but est de permettre de soulager les 

symptômes et de réduire les risques de propagation du cancer chez le patient (Auckland, 

2008; Lefferts et al., 2008). De plus, la diminution de la quantité de cellules cancéreuses 
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dans le corps accroît souvent l'efficacité des autres formes de traitement. L'inconvénient de 

la chirurgie est qu’elle ne s’utilise pas pour des cellules cancéreuses diffuses qui se 

trouvent dans toute la circulation sanguine. De même, le risque d'infection peut être élevé 

chez des patients à système immunitaire fragile (Givel et al., 2007). 

2.5.1.2. Chimiothérapie  

La chimiothérapie consiste en l'administration de substances chimiques, cytotoxiques 

pour les cellules souches, dans le but d'arrêter ou de ralentir l'évolution de la multiplication 

des cellules tumorales, ainsi que pour limiter ou prévenir la formation des métastases. La 

chimiothérapie est également utilisée pour réduire la taille d'une tumeur trop volumineuse 

et faciliter ainsi son traitement par la chirurgie (Chabner & Roberts, 2005). 

Les médicaments anticancéreux sont maintenant prescrits systématiquement dès la 

prise en charge du patient. Souvent, ils sont prescrits en association avec la radiothérapie 

ou la chirurgie. Selon le niveau respectif auquel ils interviennent, ils sont classés en: les 

antimetabolites, les alkylants, les antibiotiques anticancéreux et les antimitotiques 

(Chabner & Roberts, 2005). 

Les antimétabolites: Les antimétabolites sont des analogues des bases ou des métabolites 

qui entrent dans la constitution des acides nucléiques en inhibant leur synthèse par 

antagonismes compétitifs (Lechat et al., 1982; Cohen, 1997). Parmi les antimétabolites, on 

cite: les antifoliques (le méthotrexate), les analogues des purines (le 6-mercaptopurine, 

l’azathioprine et la thioguanine) et les antagonistes des pyrimidines comme la cytarabine 

(Lechat et al., 1982).  

Les agents alkylants: Les alkylants sont des agents capables de remplacer un proton d’une 

molécule par un groupement alkyle. Les substrats biologiques de l’alkylation sont l'eau, les 

groupes thiols, les hydroxyles, les carboxyles, les ions phosphates et les amines. 

Cependant, seule l’alkylation des bases hétérocycliques des acides nucléiques semble 

intervenir dans leur activité cytotoxique (Schorderet & Dayer, 1992).  

Les antibiotiques anticancéreux: Les antibiotiques anticancéreux sont des agents capables 

de se fixer à l’ADN et former des complexes qui empêchent sa transcription. Parmi les 

antibiotiques anticancéreux, l’actinomycine D, l’adriamycine, la daunorubicine et la 

bléomycine sont les plus utilisés (Lechat et al., 1982). 

Les antimitotiques: Les antimitotiques sont des produits ayant la capacité de se fixer de 

manière spécifique sur la tubuline en inhibant leur polymérisation pour former le fuseau 
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mitotique. Ainsi, ils bloquent la cellule en une métaphase prolongée, ce qui déclenche 

l’apoptose. Les représentants de cette classe sont les vinca-alcaloїdes (vinblastine, 

vincristine) et les taxanes (Paclitaxel, Docétaxal) (Lechat et al., 1982; Chabner & Roberts, 

2005). 

Malheureusement, la plupart de ces agents chimiothérapeutiques sont aussi 

cytotoxiques pour les tissus sains, surtout si la méthode d'administration est intraveineuse. 

Ceci explique les nombreux effets secondaires de la chimiothérapie, qui sont pour la 

plupart du temps tardifs et qui touchent certains organes en particulier, le sang, le cœur, le 

foie et les reins (Zelnak, 2007; Gerber, 2008). De plus, plusieurs types de résistance à la 

chimiothérapie ont été observés dans la pratique clinique et ils représentent à leur tour un 

grand obstacle pour la chimiothérapie. La résistance intrinsèque, la chimiorésistance 

acquise suite à la surexpression de protéines membranaires les P-glycoprotéines (Pgp 170) 

et les protéines associées à la multidrogue résistance ou l'amplification de gènes codant 

pour des protéines de réparation de l'ADN sont des obstacles couramment rencontrés 

(Perez-Tomas, 2006; Kappelmayer et al., 2007). 

2.5.1.3. Radiothérapie  

La radiothérapie est une méthode de traitement qui utilise les rayonnements 

ionisants. Elle vise à éradiquer localement toute trace de cancer. Elle peut être utilisée 

seule, ou en association avec la chirurgie, soit en pré-opératoire, mais le plus souvent en 

postopératoire. La radiothérapie s’applique à la fois sur la tumeur primitive et sur les 

territoires ganglionnaires (Meyer et al., 2007). Comme la chimiothérapie et la chirurgie, la 

radiothérapie peut être dangereuse en cas de complications. Les effets secondaires 

dépendent souvent de la zone irradiée et de la dose de radiations appliquée.  

2.5.1.4. Immunothérapie   

L'immunothérapie anti-tumorale est une méthode qui vise à renforcer les défenses 

naturelles, spécifiques ou non spécifiques, de l'individu contre la tumeur. On distingue trois 

formes d'immunothérapies (Paul &  Étienne, 2002):  

L’immunothérapie spécifique: Elle consiste à injecter un ou plusieurs antigènes tumoraux 

(antigène de télomérase, antigène de différenciation mélanocytaire), sous différentes 

formes, afin de stimuler une réponse immunitaire spécifique via les lymphocytes T in vivo. 

L’immunothérapie non spécifique: Elle consiste en l’induction d’une réponse immunitaire 

anti-tumorale indépendante d’un antigène spécifique. Ce type de stratégie permet de cibler 
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la majorité des tumeurs sans nécessiter l’identification d’antigènes spécifiques. De plus, 

elle permet la stimulation d’une réponse immunitaire préexistante souvent bloquée par les 

mécanismes d’immunosuppression développés par la tumeur.  

L’immunothérapie cellulaire adoptive: Elle implique le transfert de cellules 

immunocompétentes à des patients atteints de cancer. Les cellules T, les macrophages, les 

cellules NK ont été utilisées dans ce type d’approche. 

2.5.1.5. Hormonothérapie 

L'hormonothérapie est souvent utilisée pour traiter plusieurs types de cancers 

hormono-dépendants, notamment le cancer de la prostate, le cancer du col de l'utérus, le 

cancer de la thyroïde et le cancer du sein.  Elle agit sur la production des hormones 

responsables de la prolifération des cellules tumorales, soit par prise de médicaments pour 

la supprimer temporairement, soit par ablation de l'organe sécréteur de l'hormone 

impliquée. De même, l’action directe ou indirecte sur l’hormone stimulante peut être 

effective suite à l'utilisation soit des anti-hormones, soit des inhibiteurs de leur synthèse 

(Bershtein et al., 2004). 

2.5.2. Traitements  alternatives 

2.5.2.1. L'enzymothérapie  

C'est une thérapie à base de combinaison d'enzymes protéolytiques jouant un rôle 

majeur dans le traitement biologique du cancer. Il s'agit d'une nouvelle approche 

thérapeutique très prometteuse, encore expérimentale. 

2.5.2.2. La thérapie génique 

Cette technique consiste en l'introduction dans une cellule, dite cible, d'un matériel 

génétique constitué d'un gène sous la dépendance d'une séquence de régulation. Cette 

séquence de régulation est habituellement un promoteur. Le gène est introduit soit 

directement sous forme d'ADN nu, soit grâce à un vecteur, dans le génome de la cellule 

cible. L'expression de ce gène modifiera les propriétés fonctionnelles de la cellule. En 

cancérologie, il s'agit d'une méthode thérapeutique visant à traiter la maladie en modifiant 

la séquence d'ADN des gènes impliqués dans la prolifération tumorale (Ardaillou, 2002). 
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2.5.3. Traitements complémentaires  

L’objectif de ces traitements est d'éviter les effets secondaires et 

l’immunosuppression des thérapies classiques. Parmi les traitements complémentaires on 

peut citer:  

La thérapie orthomoléculaire: Elle consiste à optimiser l'environnement cellulaire avec un 

bon régime alimentaire équilibré de molécules naturelles, en particulier, les antioxydants 

naturels comme les vitamines, les minéraux et huiles (Lesser, 1987). 

L'ozonothérapie: Elle consiste à utiliser l’ozone pour  traiter les différentes affections et 

symptômes. L'ozone est connu pour stimuler la production d'antioxydants et prévient donc 

les agressions cytotoxiques des radicaux libres sur les protéines, les lipides et l'ADN, ce 

qui ralentit le développement et la progression des tumeurs (Menabde et al., 2006).  

L'hyperthermie (thermothérapie): L'hyperthermie est une nouvelle méthode utilisée dans 

le traitement de certains types de cancers comme les cancers du cerveau, de la vessie, du 

rectum et de l'œsophage, ainsi que des pathologies urogénitales chroniques. Cette méthode 

peut être utilisée seule ou en combinaison avec la radiothérapie, la chimiothérapie et la 

thérapie génique. Le principe de ce traitement consiste à envoyer de la chaleur grâce à des 

ondes électromagnétiques jusqu’à la tumeur. Ces dernières étant mal vascularisées, elles 

sont incapables d'évacuer la chaleur ce qui induit leur mort (Basile et al., 2008). Souvent, 

l'application de la chaleur aboutit aussi à l'activation de l'ensemble du système immunitaire 

et à la lutte contre toutes les infections dissimulées (Manjili et al., 2002). 

2.5.4. Phytothérapie 

La phytothérapie consiste à utiliser des plantes comme médicaments pour rétablir et 

conserver le corps en bon état. Plus de 80 % de la population mondiale l’utilisent pour les 

divers problèmes de santé (Farnsworth & Kass, 1986). Plusieurs études scientifiques ont 

confirmés les biens faits des plantes médicinales dans la guérison ou le soulagement de 

plusieurs maladies y compris le cancer. En effet, un nombre importants d’études in vitro 

ont montré que les extraits bruts, aqueux ou hydro-alcooliques, de quelques plantes 

médicinales exercent un effet cytotoxique sur différentes lignées de cellules cancéreuses 

(Jo et al., 2008; Ray et al., 2010; Rakhi et al., 2011). Les flavonoïdes sont considérés parmi 

les molécules bioactives les plus importantes.  
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3. Cytarabine 

3.1.  Définition et structure  

La cytarabine (1--D-arabinofuranosyl cytosine; AraC; Cytostar-U) appartient à la 

famille des antimétabolites, elle est isolée à partir de l’éponge Caribéen  Cryptotheca 

crypta (Arif et al., 2004).  La cytarabine, analogue du 2’-désoxy-cytidine, est un nucléotide 

anormal caractérisé par la présence de l’arabinose à la place du ribose dont le 2’-hydroxyle 

est en position trans par rapport au 3’-hydroxyle (Figure 8) (Chabner al., 1998).  

 

 

Figure 8: Structure de la cytosine arabinoside (cytarabine; AraC; Cytostar-U)  

(Chabner et al., 1998). 

 

3.2. Pharmacocinétique et métabolisme 

La pharmacocinétique de L’AraC chez l’homme varie en fonction de la dose et 

surtout des modalités d’administration. Suite à une administration orale, l’Ara-C est 

dégradé dans le tube digestif dont 20% seulement de la dose atteint la circulation générale. 

Mais, après une administration intraveineuse, l’AraC est rapidement disparue avec un 

temps de demi-vie de 10 minutes. Cependant, lors de l’administration intrarachidienne de 

l’AraC, il a été démontré qu’un peu de désamination se produit même après 7 heures. 

Quand à l’injection intrathécale, le temps de demi vie de l’AraC dans le LCR est d’environ 

2 heures (Chabner et al.,1998). 

Une fois au niveau tissulaire, le passage de l’AraC à travers les membranes 

cellulaires dépend de sa concentration plasmatique. A haute concentration, il se fait par 

diffusion facilitée, et à faible concentration, il fait intervenir le transport actif. Puis, l’AraC 
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subi une activation enzymatique par phosphorylations successives. Dont les enzymes, qui 

activent l’ARA-C, sont celles qui assurent l’activation du ribonucléoside naturel, la 

déoxycytidine. Deux enzymes jouent un rôle important: la déoxycytidine kinase (ARA-C 

Y ARA-CMP) et la déoxycitidilate kinase (ARA-CMP Y ARA-CDP). Ceci aboutit à la 

formation du métabolite actif l’ARA-CTP (arabinofuranosylcytosine tri-phosphate) qui 

joue un rôle déterminant dans la cytotoxicité du produit (Schorderet et al., 1992; Chabner 

& Roberts,  2005).  

L’Ara-C est principalement métabolisée au niveau hépatique (Schorderet et al., 

1992). Moins de 10 % de la dose injectée est excrétée sous forme inchangée dans les urines 

dans les 12 à 24 heures, alors que la majorité est transformée en un produit désaminé et 

inactif, l’arabinofuranosyl uracile (AraU) par la cytidine déaminase, enzyme présente dans 

de nombreux tissus mais principalement dans le foie et aussi dans les cellules leucémiques 

et la moëlle. Les concentrations plasmatiques, d’AraU sont plus élevées que celles de la 

l’AraC et leur décroissance plasmatique est lente. Son élimination se fait exclusivement 

par voie urinaire sous forme inactive (AraU). La dose ne semble pas devoir être réduire en 

cas d’insuffisance rénale (Lechat et al., 1982; Schorderet et al., 1992;  Chabner et al., 

1998). 

3.3. Mécanisme d’action  

Comme la plus part des antimétabolites, la cytarabine doit être activée par conversion 

en nucléotide 5’-mono-phosphate (Ara CMP), qui est catalysée par la desoxycytidine 

kinase au détriment de la desoxycytidine (Lechat et al., 1982). L’Ara CMP peut alors 

réagir avec les kinases nucléotidiques appropriées pour former les nucléotides di et 

triphosphate (Ara-CDP et Ara-CTP). L’Ara-CTP inhibe l’ADN-polymerase α et β de façon 

compétitive et peut être incorporée dans la chaîne d’ADN en inhibant son élongation et 

empêchant les mécanismes de réparation. Par conséquent, ces mécanismes aboutissent à un 

blocage de la phase S du cycle cellulaire (Schorderet et al., 1992; Braess et al., 1999; 

Chabner & Roberts, 2005). De même, au cours de la réplication, l’incorporation de l’AraC 

dans le brin d’ADN inhibe l’extension des fragments d’Okazaki et provoque leur instabilité 

et empêche l’élongation de l’ADN ce qui déclenche la mort de la cellule (Gmeiner et al., 

1998). Selon Braess et ses collaborateurs (1999), l’incorporation de l’AraCTP et de 

l’AraUMP dans l’ADN et l’ARN respectivement, inhibe la réplication de l’ADN et la 

transcription de l’ARN ce qui déclenche le suicide programmé des cellules. En plus, 
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d’autres études ont montré que l’AraC peut activer quelques voies de la signalisation 

cellulaire à savoir les voies de la PKC et du MAPK (Kharbanda et al.,1994), et inhiber 

d’autres voies à savoir les voies AP-1 et NF-B (Brach et al., 1992 a, b). Sreenivasan et ses 

collaborateurs (2003) ont montré également que l’AraC induit l’apoptose au niveau des 

cellules qui expriment le NF-B qui est connu pour son activité inductrice de leur 

prolifération et inhibitrice de leur l’apoptose. Enfin, l’AraC peut induire l’apoptose au 

niveau des cellules cibles indirectement via la production des espèces réactives de 

l’oxygène (ROS) (Kanno et al., 2004). 

3.4. Mécanismes de résistance à la cytarabine   

Plusieurs mécanismes biochimiques ont été identifies dans des sous populations de 

lignées tumorales murines ou humaines résistantes à l’AraC, dont le plus fréquent est un 

déficit en desoxycytidine kinase (Flasshove et al., 1994). Un autre mécanisme de résistance 

est l’expansion marquée du pool de dCTP due à l’augmentation de l’activité de la CTP 

synthase (Chabner et al., 1998). Les concentrations accrues de dCTP intra cellulaire 

bloquent probablement les actions de l’AraC sur la synthèse d’ADN. De même, d’autres 

mécanismes concernent une augmentation de l’activité de la cytidine désaminase et une 

affinité réduite de l’ADN polymérase pour l’Ara-CTP. Cependant, au niveau clinique il est 

difficile d’interpréter la résistance à l’Ara-C (Chabner et al., 1998). 

3.5. Indications thérapeutiques 

 L’AraC est essentiellement indiquée dans le traitement des leucémies aigues, 

principalement les leucémies aigues myéloblastiques de l’adulte et de l’enfant. Elle est 

utilisée à doses conventionnelles lors du traitement d’induction de la rémission et du 

traitement d’entretien, et à hautes doses lors des rechutes. De même, L’AraC peut être 

utilisée, le plus souvent à des doses conventionnelles, dans certains cas de lymphomes non 

hodgkiniens voire d’autres tumeurs solides (Chabner & Roberts,  2005).   

3.6. Effets toxiques 

La toxicité de l’Ara-C dépend de sa dose et de son mode d’administration 

(Schorderet et al., 1992). La cytarabine est avant tout un puissant agent myélosupresseur. 

Son administration entraîne une aplasie ou une hypoplasie médullaire, responsable 

d’anémie, granulopénie, thrombopénie, mégaloblastose et chute du taux des réticulocytes. 
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La sévérité de l’aplasie dépend de la dose administrée et du schéma thérapeutique utilisé. 

En relation avec l’aplasie, des complications hémorragiques ou infectieuses graves peuvent 

venir compliquer secondairement la cure de chimiothérapie. L’AraC peut entrainer 

d’autres manifestations toxiques comme les troubles gastro-intestinaux, les stomatites, les 

conjonctivites, les hépatites cholestatiques réversibles, une pneumonie, une fièvre et une 

dermatite (Herzig et al., 1983). 

La toxicité neurologique, aux doses usuelles, est minime, elle est marquée par des 

céphalées. Mais à forte dose, on dénote chez 10 à 30 % des malades une toxicité 

cérébelleuse importante, exprimée par une ataxie et une dysarthrie (Schorderet et al., 

1992). Les manifestations neurologiques ne sont pas constamment réversibles. On 

objective des hépatites chroniques persistantes voire cirrhogènes, d’etiogenie complexe, 

après traitement d’induction et de réinduction contenant de l’AraC, au cours des leucémies 

aiguës (Schorderet et al., 1992; Chabner et al., 1998). 

4. Flavonoïdes 

 Les flavonoïdes sont des métabolites secondaires des plantes qui appartiennent à la 

famille des polyphénols qui compte presque 8000 composés polyphénoliques naturels 

(Stalikas, 2007).  

4.1. Structure chimique et classification des flavonoïdes  

Les flavonoïdes sont des phénylbenzo-pyrones (phénylchromones). Leur structure 

moléculaire, C6-C3-C6, comprend deux noyaux aromatiques, A et B, liés par un hétérocycle 

oxygéné C (Figure 9).  

 

 

 

Figure 9: Structure générale des flavonoïdes (Heim et al., 2002). 

http://fr.wikipedia.org/wiki/M%C3%A9tabolite_secondaire
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Leur cycle A est synthétisé par la condensation de 3 molécules du malonyl-coenzyme 

A, issue du métabolisme du glucose. Les cycles B et C ont comme précurseur immédiat 

l’acide cinnamique qui est formé par la voie de l’acide shikimique. Ce dernier, lui-même, 

dérivé du métabolisme du glucose (Markham, 1982; Formica & Regelson, 1995).   

Plus de 6500 flavonoïdes ont été identifiés à partir de sources végétales (Harborne & 

Williams, 2000; Boumendjel et al., 2002). Structurellement, ils se répartissent en quinze 

familles, dont les plus importants sont (Tableau 3): les flavonols, les flavones, les 

flavanones, les flavannonols, les isoflavones, les isoflavannones, les chalcones et les 

anthocyanes  (Formica & Regelson, 1995; Bruneton, 2009).  

Tableau 3: Structures des différentes classes de flavonoïdes et leurs sources alimentaires  

                   (Heim et al., 2002). 
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 Les flavonoïdes se rencontrent dans la nature, soit sous forme libre aglycone (génine) 

ou de glycoside. Ils peuvent se lier à un sucre au niveau du carbone C3 ou C7 pour former 

des dérivés hétérosides (De Groot & Rauen, 1998). Le sucre peut être un glucose, un 

rhamnose, un glucorhamnose, un galactose ou même, un arabinose (Spanos & Wrolstad, 

1992). 

4.2. Distribution et localisation   

  Les flavonoïdes sont des constituants caractéristiques des plantes vertes. Ils se 

répartissent dans toutes les parties de la plante comme les feuilles, les racines, les tiges, les 

fleurs, les graines et l’écorce. Ils prédominent surtout au niveau des organes aériens jeunes 

comme les jeunes feuilles et les boutons floraux (Benavente-Garcia et al., 1997).    

 Les flavonoïdes sont largement distribués chez les bryophytes, les ptéridophytes, les 

chlorophytes et les angiospermes (Markham, 1982). Les formes hétérosidiques des 

flavonoïdes hydrosolubles s’accumulent dans les vacuoles et, selon l’espèce, se 

concentrent dans l’épiderme des feuilles ou se répartissent entre l’épiderme et le 

mésophile. Dans le cas des fleurs, ils sont concentrés dans les cellules épidermiques 

(Bruneton, 2009). Par conséquent, les légumes et les fruits consommés quotidiennement 

sont très riches en flavonoïdes. De même, ils se trouvent en quantité importante dans 

nombreuses plantes médicinales et aromatiques (Remesy et al., 1996).  

4.3. Biodisponibilité et métabolisme des flavonoïdes  

  Les effets biologiques bénéfiques des flavonoïdes sur la santé des êtres vivants ne 

dépendent pas seulement de leurs niveaux de consommation mais aussi de leur 

biodisponibilité. Une meilleure connaissance de cette dernière est  indispensable pour 

expliquer leurs effets protecteurs contre plusieurs maladies telles que les maladies 

cardiovasculaires, neurodégénératives, cancers… (Stoclet & Schini-Kerth, 2011). En effet, 

les études de Vanessa et al. (2003) ont montré que la biodisponibilité des flavonoïdes 

dépend de la capacité de transport à travers les entérocytes, de l’intensité de la sécrétion 

intestinale des flavonoïdes conjugués vers la lumière intestinale et vers le sang et enfin de 

la sécrétion biliaire.  

La plupart des flavonoïdes entrent dans l’alimentation sous forme de glycosides, dont 

les plus consommés sont la rutine et la quercitrine (Bokkenheuser & Winter, 1988). Brown 

(1980) a montré que les glycosides de la quercétine ne s’absorbent pas au niveau de 



Etude bibliographique   33 

l’intestin grêle, à cause de  leur nature hydrophile et leur poids moléculaire relativement 

élevé. Cependant, Hollman et ses collaborateurs (1995; 1996) ont montré, une absorption 

rapide des glycosides de la quercétine en comparaison avec des flavonoïdes aglycones chez 

l’homme. Selon ces auteurs, c’est la partie glycosidique qui a facilité le passage du 

flavonoïde à travers la paroi intestinale via la voie d’absorption des sucres. Day & 

Williamson (1999), ont rapporté que la rapidité dans l’absorption des glycosides dépend de 

la nature chimique de leurs sucres. Ils ont mentionné que les glycosides de l’oignon (La 

quercétine 4’-glucoside et la quercétine 3, 4’-diglucoside) sont mieux absorbés que les 

glycosides des pommes, du thé et même des suppléments de la rutine. Ils ont montré 

également, qu’après l’absorption de ces glycosides et leur passage dans les entérocytes, ils 

subissent une déglycosylation via la -glucosidase cytosolique, ainsi que via la lactase 

phlorizine hydrolase. Ensuite, ils se convertissent en glucuronides ou en sulfates. Ce 

phénomène a été démontré pour la phloridzine (Mizuma & Awazu, 1998), la luteolin 7-O-

glucoside (Shimoi et al., 2000), la quercétine glycoside (Crespy et al., 1999) et le 

kaempférol 3-O-glucoside (Spencer et al., 1999).   

 De même, il a été prouvé l’existence de la quercétine 3-O-rhamnoglucoside dans le 

plasma des volontaires, après consommation de la tomate (Mauri et al., 1999). Aussi, 

Wakui et ses collaborateurs (1992), ont noté la présence de la baicaléine et la baicaline, le 

glycoside de baicaléine, dans le plasma des rats. En outre, une étude sur la 

pharmacocinétique des flavonoïdes chez l’homme, en utilisant de la diosmine, le 7-

rhamnoglucoside de la diosmétine, a permis la détection de la diosmétine seul dans le 

plasma avec une absence totale dans les urines (Cova et al., 1992). 

 Le reste des flavonoïdes qui ne sont pas absorbés au niveau de l’intestin grêle, 

passent dans le colon où ils subissent une déglycosylation via la -glucosidase secrétée par 

la flore intestinale (Formica & Regelson, 1995). De même, cette flore bactérienne peut 

couper le cycle pyrone, cycle C, en produisant de l’acide phénylacétique et de l’acide 

phénylpropionique, ainsi que d’autres dérivés (Brown, 1980). Les métabolites obtenus 

peuvent avoir plusieurs destinés. Ils peuvent retournés vers la lumière intestinale, comme 

ils peuvent passer dans le foie pour subir d’autres modifications. Enfin, ils se secrètent 

dans la vésicule biliaire ou dans le sang pour être éliminer dans les urines (Day & 

Williamson, 1999).    
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4.4. Propriétés biologiques et pharmacologiques des flavonoïdes  

  Les composés phénoliques en particulier les flavonoïdes qui sont des métabolites 

synthétisés en grande quantité par les plantes représentent un système de défense contre les 

microrganismes pathogènes (Bruneton, 2009). De même, les flavonoïdes protègent les 

plantes contre les radiations UV en absorbant à la fois ces radiations et en neutralisant les 

espèces réactives de l’oxygène formées (Shirley, 1996). 

Chez l’homme, les flavonoïdes  possèdent de remarquables activités biologiques et 

pharmacologiques qui sont résumées dans le tableau 4.  

 

Tableau 4: Activités biologiques et pharmacologiques des flavonoïdes chez l’homme. 

Activité biologiques des flavonoïdes Références 

Activité antioxydante 
Rice-Evans et al., 1995; Heim et al., 2002. 

Activité  anticancérigène 
Virgili & Marino, 2008; Galluzzo et al., 2009; 

Bulzomi et al., 2010, 2012; Marino et al., 2011. 

Activité  anti-ulcéreuse  
La Casa et al., 2000; Sannomiya et al., 2005; De 

Barros et al., 2008; Gurbuz et al., 2009. 

Activité  anti-inflammatoire 
Selloum et al., 2003; Nowakowska, 2007; Sutradhar 

et al., 2008; Rao et al., 2009; Vafeiadou et al., 2009. 

Activité analgésique  Küpeli & Yesilada, 2007; Sutradhar et al., 2008. 

Activité 

antiparasitaire  

 Leishmania 
 Nowakowska, 2007; Ganapaty et al., 2008. 

Trypanosoma 

Prytzyk et al., 2005; Güida et al., 2007; Ganapaty et 

al., 2008. 

Plasmodium 

falciparum 

Froelich et al., 2005; Nowakowska, 2007 ; Portet et 

al., 2007. 

Activité antivirale Choi et al., 2009. 

Activité antibactérienne Sohn et al., 2004. 

Ostéogène Trivedi et al., 2008; Maurya et al., 2009. 

Vasodilatateur  
Padilla et al., 2005. 

Anti-atherogenique, Antithrombotique, 

Anti-allergénique 

Wollgast & Anklam, 2000. 
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Parmi les activités les plus étudiées des flavonoïdes leurs activités antioxydante et 

anticancéreuse.  

4.4.1. Activité antioxydante des flavonoïdes 

Les propriétés anti-oxydantes des flavonoïdes sont en partie responsables de leurs  

nombreuses activités biologiques, y compris leur activité antitumorale. Ces composés 

naturels ont la capacité de réagir avec la majorité des espèces réactives de l’oxygène 

(Fuhrman et al., 1995). Cependant, leur action anti-oxydante ne s’exerce pas seulement par 

le piégeage et la désactivation des radicaux libres, mais aussi par l’inhibition des enzymes 

oxydantes et la chélation des ions métalliques responsables de la production des ROS 

(Halliwell, 1994). Les flavonoïdes possèdent un faible potentiel redox, ils sont 

thermodynamiquement capables de réduire les radicaux libres oxydants comme le 

superoxyde, le pyroxyle, l’alkoxyle et l’hydroxyle, par transfert d’hydrogène et le radical 

flavonoïde phenoxyl (FI-O
▪
) qui en résulte peut réagir avec un autre radical libre pour 

former une structure quinone stable (Procházková et al., 2011) (Figure 10). 

 

 

 

Figure 10: Effet scavenger des ROS (R
▪
) par les flavonoïdes (FI-OH) pour former un 

radical flavonoïde phenoxyl (FI-O
▪)
, qui à son tour réagit avec un autre ROS 

pour donner une structure quinone stable (Pietta, 2000). 

 

De nombreuses autres études ont montré que les flavonoïdes sont des bons 

inhibiteurs d’enzymes responsables de la production des radicaux libres d’une manière 

directe en inhibant la xanthine oxydase qui est une source biologique importante du radical 

superoxyde, ou indirecte en inhibant la NADPH-oxydase via la PKC (Hanasaki et al., 

1994; Ursini et al.,1994).  
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Les flavonoïdes sont aussi considérés comme de bons chélateurs d’ions métalliques 

(Brown et al., 1998; Dacosta, 2003), à savoir les ions du fer (Fe
2+

) et du cuivre (Cu
2+

) qui 

sont essentiels pour certaines fonctions physiologiques. Cependant, leur excès est 

responsables de la production du radical hydroxyle par la réduction du peroxyde 

d’hydrogène (Procházková et al., 2011) (Figure 11).  

 

 

 

Figure 11: Les  sites du flavonoïde proposés pour la chélation des ions métalliques (M
n+

): 

(a) un noyau catéchol sur le cycle B, (b) les groupes 3-hydroxyle et 4-oxo du 

cycle C, et (c) les groupes 4-oxo et 5-hydroxyle entre les cycles A et C (adapté 

de Pietta, 2000). 

 

L’activité antioxydante des flavonoïdes est liée principalement à leurs structures 

chimiques. Ainsi, plusieurs travaux décrivent les relations structures-activités des 

flavonoïdes (Rice-Evans et al., 1996; Van Acker et al., 1995; Harborne & Williams, 2000). 

En fait, leur activité antiradicalaire nécessite d’une part la présence de la double liaison 

entre les carbones C2 et C3, le groupement hydroxyle en  C3 et un groupement carbonyle 

en C4. D’autre part, la présence de la structure ortho-diphénolique du cycle B (les 

groupements hydroxyles en position C3’- C4’). En plus, l’existence d’un nombre important 

de résidus hydroxyles augmente le potentiel antioxydant des flavonoïdes possédant un 

hétérocycle saturé (Fuhrman et al., 1995; Woodman et al., 2005).  

4.4.2. Activité anticancéreuse des flavonoïdes  

Plusieurs études in vitro ont montré l’effet antiprolifératif et cytotoxique des 

flavonoïdes vis-à-vis de nombreuses lignées cellulaires cancéreuses ainsi qu’in vivo 

(Tableau 5). En plus, l’effet anticancéreux des flavonoïdes observé in vitro a été confirmé 

par plusieurs études épidémiologiques. Ainsi, il a été démontré que la consommation des 
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flavonoïdes diminue le risque et l’incidence de plusieurs types de cancers à savoir le cancer 

du sein (Bosetti et al., 2005; Fink et al., 2007), le cancer du poumon (Le Marchand et al., 

2000), le cancer de la prostate (Knekt et al., 2002), le cancer de l’estomac (Garcia-Closas 

et al., 1999) et le cancer du rectum (Arts et al., 2001). Ces études ont montré que les 

composés polyphénoliques peuvent inhiber les différents stades du cancer (initiation, 

promotion et progression) en déclenchant la cascade proapoptotique par augmentation de 

l’expression de certains composants apoptotiques. 

Tableau 5: Propriétés anticancéreuses, in vitro  et in vivo de quelques flavonoïdes.  

Flavonoïdes Cibles Actions Références 

Quercétine, kaempférol, 

apigénine, lutéoline. 

Cellule Jurkat T, 

MDA-MB-231. 

 

- Mort par apoptose des Cellule 

Jurkat T. 

- Inhibition de la croissance des 

cellules MDA-MB-231 

xénogreffées dans des souris et 

inhibition de la croissance des 

tumeurs. 

 

Chen & Dou, 

2008. 

 

Quercétine 

Cellules 

cancéreuses SK-

Br3, MDA-MB-

453, HeLa. 

-  Activité antiproliférative et 

arrêt de cycle cellulaire en 

phase G1. 

 

Jeong et al., 

2009. 

Quercétine, fisétine, 

myricétine, lutéoline 

naringine. 

- Cellules 

cancéreuses 

HEp2 et CK2. 

-  Effet cytotoxique. 
Durgo et al., 

2007 

Rutine 

- Cellules 

leucémiques 

murines WEHI-3. 

- Inhibition de la croissance des 

cellules WEHI-3 à des souris 

BALB C. 

Lin et al., 

2009. 

Kaempférol, 

Kaempférol-3-O-D-

glucoside, naringénine. 

- Cellules 

cancéreuses 

MCF-7 

-  Activité antiproliférative. 
Susanti et al., 

2007. 

 

5. Cléome arabica L.  

Le nom Cléome vient du grec 'kleio' qui signifie entourer. Le genre Cléome 

contient 250 espèces dont 7 seulement sont utilisées en médecine traditionnelle 

(Wollenweber & Dorr, 1992). Dans ce travail l’espèce Cléome arabica est étudiée. 
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C’est une espèce septentrionale poussant au Maghreb et dans les régions sahariennes, 

commune dans la Hodna (M'sila) et dans quelques région du Sahara algérien: Cléome 

arabica ozenda (Ozenda, 1991; Beniston, 1984). Elle est dénommée localement 

« Netten » et « Netteina » (Baba Aissa, 2000).  

5.1. Classification botanique 

La classification botanique de Cléome arabica L. est présentée dans le tableau 6. 

Tableau 6: Classification botanique de Cléome arabica L (Guy, 1979). 

 

Règne  Plantes 

Sous règne Plantes vasculaires 

Embranchement Spermaphytes 

Sous embranchement Angiospermes 

Classe Dicotylédones 

Sous classe Dialypétales 

Ordre Pariétales 

Famille  Capparidacées 

Genre Cléome 

Espèce Cléome arabica   

 

5.2. Description botanique 

Cléome arabica est une plante herbacée, annuelle, glanduleuse, visqueuse, fétide, 

d'aspect général vert grisâtre. Ces feuilles sont à 3 folioles ovales et alternes portant à leur 

aisselle des fleurs jaunes bordées de brin pourpré.  Ces périanthes possèdent quatre pétales, 

quatre sépales verts et six étamines. Elle possède aussi des fruits en forme de capsules 

oblongues, de 1 à 2 cm de long environ, dont la particularité est d'apparaître avant que les 

pétales ne flétrissent et qui ressemble à des haricots et ils portent des graines à poils très 

courts (Baba Aissa, 2000) (Figure 12).  
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Figure 12: Photographie de Cléome arabica. (A) Plante collectée d’Oued Maiter, 

Boussaâda après séchage à l’ombre. (B) La formes des feuilles et des fleurs à 

l’état frai. (http://www.iffrinittran.net/monde/spip.php?article816). 

 

5.3. Composition chimique  

La famille des capparidacées est riche en flavonoïdes. Ces derniers sont présents 

dans plusieurs plantes du genre Cléome y compris Cléome arabica (Touil et al., 1998; 

Bouriche et al., 2003), Cléome spinosa, Cléome amphicarpa, Cléome brachycarpa, 

Cléome chrysantha et Cléome droserifolia (Wollenweber & Dorr, 1992). 

Selon Ismail et ses collaborateurs (2005), l’extrait des feuilles et des tiges de Cléome 

arabica est très riche en flavonoïdes glucosylés et rhamnosylés (Tableau 7). En plus, 

Djeridane et al., (2010) ont isolé un stéroïde à partir des parties aériennes de la plante 

(Figure 13) doté d’activité antioxydante très remarquable. 

5.4. Utilisation de Cléome arabica en médecine traditionnelle  

Cléome arabica est utilisée en médecine traditionnelle par les populations locales et 

les nomades du Sahara comme analgésique des douleurs névralgiques et rhumatismales et 

comme diurétique (Sharaf et al., 1992). 

Dans le Hoggar les feuilles séchées de Cléome arabica ou leur poudre sont ajoutés à 

l'alimentation comme un diurétique, pour le traitement des rhumatismes, ou pour 

provoquer la transpiration (Burkill, 1985). Les habitants de la région de Boussaâda, 

utilisent les feuilles de Cléome arabica dans des cataplasmes à application externe, sur la 

peau, pour traiter certaines formes rhumatismales. (Djeridane et al., 2010). Il s'agit de: 

http://www.iffrinittran.net/monde/spip.php?article816
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Tableau 7: Les constituants des feuilles et des tiges de Cléome arabica  

(Ismail et al., 2005). 

 

 

 

Figure 13: Un stéroïde isolé à partir des parties aériennes de la plante Cléome arabica  
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 - Faire chauffer les feuilles hachées de la plante au bain-marie puis les presser pour 

éliminer l'excès du liquide. 

- Recouvrir la partie douloureuse, préalablement lubrifiée par l'huile d'olive, avec la plante 

encore chaude. 

- Laisser agir pendant 2 à 3 heures,  le cataplasme est renouvelé plusieurs fois.  

 En Mauritanie, les femmes ajoutent la poudre de la plante entière au lait et aux 

boissons, pour obtenir un aliment d'engraissement. De même, elles mélangent les feuilles 

grillées avec la nourriture pour traiter les affections rénales et dorsales et pour donner la 

virilité aux hommes (Burkill, 1985). 

5.5. Activités biologiques 

 Les activités biologiques de Cléome arabica sont peu étudiées. Selon Bouriche et ses 

collaborateurs (2003, 2004), un précipité jaune obtenu à partir des feuilles de cette plante, 

en utilisant le système d’extraction méthanol/eau suivie d’acétate d’éthyle, a exercé un 

effet anti-inflammatoire remarquable in vivo, en réduisant l’œdème des pattes des rats, et in 

vitro en modulant l’activité de la lipo-oxygénase et la génération du leukotriène B4 et la 

prostgandine E2 par les polymorphonucléaires neutrophiles stimulés par le calcium 

ionophore. Ainsi que, en inhibant leur chimiotactisme. De même, Selloum et ses 

collaborateurs (2004) ont montré que ce précipité inhibe la flambé respiratoire des 

neutrophiles stimulés détectée par chemiluminescence. Djeridane et ses collaborateurs 

(2010), ont indiqué que l’extrait hydromethanolique de Cléome arabica est doté d’activité 

antioxydante remarquable,  un stéroïde isolé à partir des parties aériennes de cette plante 

semble en être le responsable.  
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1. Matériel et méthodes 

1.1. Matériel  

1.1.1. Animaux 

L’étude in vivo a été réalisée sur des souris de l’espèce Balb C obtenues de l’Institut 

Pasteur d’Alger, pesant entre 20 et 40 g. Ces souris sont logées dans des cages en 

polypropylène à une température de 22C  3C. Ils ont libre accès à l’eau et à la 

nourriture (Office National des Aliments de Bétails, El-Kssar). Après une semaine 

d’adaptation les souris sont pesées, marquées et reparties en groupes. 

1.1.2. Matériel végétal 

La plante Cléome arabica, identifiée par le Pr Kaâbache M. (laboratoire de 

botanique, université de Sétif), a été collectée de la région de Boussaâda (Oued Maïter) au 

Sud-Est de l’Algérie, au mois de Mars 2007. Les feuilles de la plante ont été séchées à 

l’ombre à température ambiante. Après leur séchage, elles ont été  broyées et stockées dans 

des flacons opaques à l’abri de la lumière.  

1.1.3. Réactifs et solutions de travail 

Carboxymethyl cellulose (CMC) et cytarabine (AraC) sont obtenus de Sigma 

(Germany) et Pfizer respectivement. Les antibiotiques (gentamicine et penicilline), les 

milieux de cultures DMEM et RPMI-1640 avec rouge de phénol, sérum de veau fœtal 

(SVF) sont obtenus de Sigma-Aldrich (St. Louis,  Missouri, USA). Le réactif de Bradford 

est obtenu des laboratoires BIO-RAD (Hercules, California, USA). Les anticorps: 

anticaspase-3, antipoly (ADP-ribose) polymerase (PARP), anti-Bcl-2, anti-phospho-ERK, 

anti-ERK2 et anti-AKT1 sont obtenus de Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, 

California, USA). L’anticorps anti-β-tubuline est obtenu de MP Biomedicals (Solon,  Ohio, 

 USA). Les anticorps polyclonaux anti-phospho-AKT sont obtenus de New England 

Biolabs (Beverly, Massachusetts, USA). La solution d’arrachage d’anticorps « Restore 

Western Blot Stripping Buffer» est obtenue de Pierce Chemical Company (Rockford, 

Illinois, USA). Le réactif de chemiluminescence pour western blot est obtenu d’Amersham 

Biosciences, (Little Chalfont, UK). Tous les autres produits sont de Sigma-Aldrich et sont 

de grade analytique.  
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Les solutions de travail: tampon phosphate salin (PBS), bleu de trypan, la solution de 

solubilisation et de lyse « sample buffer: SB », la solution du bleu de bromophénol/β-

mercapto-éthanol/glycérol (BMG), la solution de migration « running buffer », le tampon de 

transfert « transfert buffer », la solution du rouge ponceau, la solution TTBS (Tween-Tris-

Buffered Saline) et la solution du BSA (Bovine Serum Albumin) 3 % sont préparées selon 

les protocoles cités dans l’annexe. 

1.2. Méthodes 

1.2.1. Extraction et dosage des flavonoïdes et des polyphénols des feuilles  

de Cléome arabica 

1.2.1.1. Extraction des flavonoïdes et des polyphénols  

 La préparation de l’extrait polyphénolique des feuilles de Cléome arabica est réalisée 

selon la méthode de Markham (1982), Figure 14. Une solution de méthanol/eau (7/3 : 

V/V, 300 ml) est ajouté à 100 g de la poudre des feuilles de Cléome arabica. Après 20 

minutes d’agitation à 40°C, une filtration est faite. Cette étape est répétée 3 fois en gardant 

le dernier filtrat pendant 24 heures à l’obscurité pour extraire le maximum de polyphénols. 

Après récupération des 3 filtrats, une concentration sous vide est réalisée par un rotavapeur 

(Rotavapor, Buchi) à 40°C. Ensuite, 100 ml  d’eau bouillante sont ajoutés et le mélange est 

gardé à 4°C pendant 24 heures. Puis, 150 ml d’acétate d’éthyle sont additionnés en agitant 

le mélange énergiquement ce qui provoque après quelques minutes la formation d’un 

précipité jaune au fond de l’ampoule à décantation. Après répétition de cette étape 3 fois, 

les précipités récupérés sont lavés par l’eau distillée plusieurs fois, puis, congelés et 

lyophilisés à l’aide d’un lyophilisateur (Phywe Chvisa) pendant 24 heures. La poudre 

obtenue est stockée dans un flacon en verre opaque à l’abri de la chaleur et de la lumière.   
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Figure 14: Principales étapes de l’extraction des polyphénols et des flavonoïdes des 

feuilles de Cléome arabica (Markham, 1982).   

 

- Méthanol/Eau  (7/3 ; V/V). 

- Bain-marie à 40°C, pendant 20 min. 

- Filtration. 

- Répétition de cette étape 2 fois. 

- Rotavapor  (40°C). 

- Addition d’eau bouillante. 

- Incubation pendant 24 h. 

Filtrat 

Matériel 

résiduel 

- Méthanol/Eau (7/3 ; V/V). 

- Bain-marie à 40 C°/ 24 h. 

- Filtration. 

100 g de la poudre des feuilles de 

 Cléome arabica  

 

- Extraction avec l’acétate d’éthyle. 

-  Répétition 3 fois. 

   Phase aqueuse 

Phase acétate 

d’éthyle 
Phase aqueuse Précipité jaune  
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1.2.1.2. Dosage des polyphénols totaux   

L’estimation des polyphénols totaux  contenus dans l’extrait des feuilles de Cléome 

arabica (EFCA) est déterminée par une méthode colorimétrique (Bahorun et al., 1996). 

Brièvement, 0,25 ml de l’échantillon (50 et 100 µg/ml concentrations finales)  sont ajoutés  

à 3,5 ml d’eau distillée et 0,25 ml du réactif de Folin-Ciocalteu. Après 3 minutes, 1 ml de 

Na2CO3 20 % est ajouté. Les tubes sont chauffés à 100°C dans un bain-marie pendant une 

minute, puis refroidis à l’obscurité. L’absorbance est lue à 685 nm contre le blanc.  

 La quantité des polyphénols totaux est déterminée grâce à une gamme d’étalonnage 

réalisée avec l’acide gallique. Les résultats sont exprimés en g équivalent d’acide gallique 

par 100 g de matière sèche.     

1.2.1.3. Dosage des flavonoïdes totaux  

L’estimation quantitative des flavonoïdes totaux contenus dans l’EFCA est réalisée 

en suivant une méthode colorimétrique (Bahorun et al., 1996). Un volume de 1 ml de la 

solution méthanolique de l’échantillon est ajouté à 1 ml d’une solution de trichlorure 

d’aluminium (AlCl3) 2 %, préparée dans du méthanol. Après 10 minutes, l’absorbance est 

lue à 430 nm contre le blanc. 

La quantité des flavonoïdes contenue dans l’extrait est calculée à l’aide d’une gamme 

d’étalonnage en utilisant la quercétine comme standard. Les résultats sont exprimés en g 

équivalent de la quercétine par 100 g de matière sèche.  

1.2.2.  Etude de l’activité anti-oxydante de l’extrait des feuilles de Cléome 

arabica  

Afin d’évaluer la capacité antioxydante de l’extrait in vitro, trois méthodes sont 

utilisées:  

 Test du radical libre DPPH·. 

 Chélation du fer ferreux. 

 Pouvoir antioxydant réducteur du fer: FRAP (Ferric Reducing Anti-oxidant Power). 

1.2.2.1. Test du DPPH· 

 L’évaluation de l’effet scavenger de l’extrait envers le radical DPPH· est réalisée 

selon la méthode de Blois (1958), avec une légère modification, en comparaison avec la 

quercétine, la rutine, le trolox, et le BHT. Pratiquement, un volume de 1 ml de la solution 

méthanolique du DPPH· (0,004 %) est ajouté à 1 ml de l’extrait (1-20 µg/ml, 

concentrations finales). Le mélange est mixé rigoureusement, puis,  incubé à l’obscurité 
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pendant 30 minutes. L’absorbance est mesurée à 517 nm contre un blanc sans DPPH·. 

L’activité anti-radicalaire est estimée selon l’équation suivante: 

 

1.2.2.2. Chélation du fer ferreux  

La capacité chélatrice de l’extrait est estimée selon la méthode de Dinis et al. (1994) 

en comparaison avec l’EDTA. Différentes concentrations de l’extrait (100–1000 µg/ml 

concentrations finales) sont ajoutées à une solution de 0.6 mM FeCl2 (0,1 ml). Après 5 

minutes, une solution de 5 mM de la ferrozine (0,1 ml) est ajoutée et le volume total est 

ajusté à 1,6 ml avec du méthanol. Le mélange obtenu est bien agité et laissé réagir pendant 

10 minutes à température ambiante. La complexation de la ferrozine avec le fer résiduel 

conduit à la formation d’un chromophore rouge (Fe
+2

-ferrozine) ayant un maximum 

d’absorption à 562 nm. Le pourcentage d’inhibition de la formation du  complexe 

ferrozine–Fe
2+

 est  calculé en utilisant la formule suivante: 

 

Sachant que l’absorbance est mesuré contre un blanc qui contient tous les réactifs 

sauf la ferrozine.  

1.2.2.3. Pouvoir anti-oxydant réducteur du fer (FRAP) 

Le pouvoir antioxydant par réduction du fer, communément connu par FRAP pour 

Ferric Reducing Antioxidant Power de notre extrait est déterminé selon la méthode 

d’Oyaizu (1986) en comparaison avec le BHT. Cette méthode est basée sur la réaction de 

réduction du Fe
+3

 présent dans le complexe ferrocyanure de potassium en Fe
+2

. La réaction 

est révélée par le changement de la couleur jaune du fer ferrique (Fe
+3

) vers la couleur bleu 

vert du fer ferreux (Fe
+2

). L’intensité de cette coloration est mesurée par 

spectrophotométrie à 700 nm. Pratiquement, des différentes concentrations de l’extrait (2 à 

12 µg/ml) diluées dans 1ml d’eau distillée sont mélangées avec 2,5 ml du tampon 

phosphate (0,2 M, pH 6,6) et 2,5 ml de ferrocyanure de potassium [K3Fe(CN)6] à 1 %.  

Ensuite, le mélange est incubé à 50°C pendant 20 minutes. Puis, 2,5 ml d’acide trichloro-

acétique (10 %) sont ajoutés et le mélange est centrifugé à 3000 rpm pendant 10 minutes. 
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Après, 2,5 ml de la phase supérieure sont aspirés et mélangés avec 2,5 ml d’eau distillée et 

0,5 ml du FeCl3 (0,1 %) et l’absorbance est mesurée à 700 nm. L’augmentation de 

l’absorbance du mélange réactionnel est un indicateur de l’augmentation du pouvoir 

réducteur. 

1.2.3. Effet anticancéreux de l’extrait des feuilles de Cléome arabica  

1.2.3.1. Conditions de la culture cellulaire 

Afin d’évaluer l’activité anticancéreuse de l’extrait, 5 lignées de cellules tumorales 

sont utilisées :  

 HeLa, lignée cellulaire du carcinome épithéloïde du col de l’utérus humain (human 

cervix epitheloid carcinoma cell line). 

 HepG2, lignée cellulaire du cancer hépatique (human hepatoma cell line). 

 MCF-7, lignée cellulaire du cancer du sein (human breast cancer cells). 

 DLD-1, lignée cellulaire d’adénocarcinome du colon (human colon adenocarcinoma 

cells). 

 SK-N-BE, lignée cellulaire du cancer du cerveau (human neuroblastoma cells). 

Ces cellules se développent régulièrement dans une atmosphère saturée en humidité 

contenant 5 % de CO2 à 37°C et dans un milieu de culture modifié DMEM, pour HeLa et 

MCF-7, ou RPMI-1640, pour HepG2, DLD1 et SK-N-BE. Le milieu de culture utilisé pour 

le développement de HeLa, HepG2, DLD1 et SK-N-BE doit contenir 10 % du SVF 

inactivé pendant 1 heure dans un bain-marie à 56°C. Cependant, pour MCF-7 le SVF 

utilisé reste active. Tous les milieux contiennent également du L-glutamine (2 mM), de la 

gentamicine (10 mg/ml) et de la pénicilline (100 U/ml) comme le montre le tableau 8. 
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Tableau 8: Origine et conditions de culture des lignées cellulaires cancéreuses utilisées. 

Lignée cellulaire  

Cancéreuse 

Origine Milieu de 

culture 

Additives 

 

HeLa : Carcinome 

épithéloïde du col 

utérin. 

 

Dérivée d'un carcinome 

du col utérin d’une 

négresse de 31 ans. 

 

   DMEM 

 

- SVF inactivé 10 % (v/v).  

- L-glutamine (2 mM).  

- Gentamicine (10 mg/ml). 

- Pénicilline (100 U/ml). 

 

HepG2: Lignée 

cellulaire d'hépatome 

humain. 

 

HepG2 a été isolée à 

partir d'une biopsie du 

foie d'un garçon de race 

blanche âgé de 15 ans 

 

 RPMI-1640 

 

- SVF inactivé 10 % (v/v) 

- L-glutamine (2 mM).  

- Gentamicine (10 mg/ml). 

- Pénicilline (100 U/ml). 

 

MCF-7 : Cellules 

humaines du cancer 

du sein. 

 

Obtenue  à partir de 

l'épanchement pleural 

d'une femme de race 

blanche âgée de 69 

souffrant d’un 

adénocarcinome du sein. 

 

   DMEM 

 

- SVF activé 10 % (v/v). 

- L-glutamine (2 mM).  

- Gentamicine (10 mg/ml). 

- Pénicilline (100 U/ml).  

 

DLD-1: Cellules 

humaines d’un 

adénocarcinome du 

côlon. 

 

Dérivée de 

l'adénocarcinome 

colorectal humain. 

 

   RPMI-1640 

 

- SVF inactivé 10 % (v/v).  

- L-glutamine (2 mM).  

- Gentamicine (10 mg/ml). 

- Pénicilline (100 U/ml). 

 

SK-N-BE: Cellules de 

neuroblastome 

humain. 

 

Établie à partir d'une 

biopsie de moelle 

osseuse d'un bébé de 

sexe masculin âgé de 22 

mois. 

 

RPMI-1640 

 

- SVF inactivé 10 % (v/v).  

- L-glutamine (2 mM).  

- Gentamicine (10 mg/ml). 

- Pénicilline (100 U/ml). 
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1.2.3.2. Congélation/Décongélation des lignées tumorales 

Les cellules cancéreuses sont conservées dans un milieu de conservation dans une 

ampoule qui contient 1 ml de la suspension cellulaire. Le milieu de conservation est 

composé de 40 % (V/V) de milieu de culture complet, 50 % (V/V) de SVF et 10 % de 

DMSO (V/V), utilisé pour son effet cryoprotecteur. Ensuite, l’ampoule est conservée 

à - 80°C  pendant 48 heures, puis dans l’azote liquide à - 196°C.  

La décongélation des cellules cancéreuses commence par l’incubation de l’ampoule 

dans un bain-marie à 37°C pour une décongélation rapide car la décongélation lente 

provoquera un contacte lent avec le DMSO qui est cytotoxique à température ambiante. 

Ensuite, le contenu de l’ampoule est transféré vers un tube de 15 ml contenant 7 ml de 

milieu de culture complet froid et est homogénéisé délicatement. Puis, une centrifugation 

est pratiquée pendant 5 minutes à 1000 rpm et les cellules sont resuspendues dans 5 ml du 

milieu de culture complet. Un léger tapotage du fond du tube est effectué pour remettre en 

suspension le culot. Les cellules sont transférées vers des flacons de culture, sauf pour les 

cellules MCF7 qui sont cultivées dans des boites de pétri, et incubées à 37°C dans une 

atmosphère saturée en humidité contenant 5 % de CO2. 

1.2.3.3. Passage des lignés tumorales 

Après 24 heures de culture des cellules, un contrôle quotidien de leur état est 

nécessaire afin de s’assurer que la culture n’a pas été contaminée durant le processus de 

congélation/décongélation, ainsi que pour vérifier leur confluence et leur viabilité. Si leur 

confluence est adéquate un passage des cellules est réalisé avec une fréquence de 48 heures 

pour HeLa, DLD-1 et SK-N-BE et de 72 heures pour HepG2 et MCF-7.   

 Le passage des cellules doit se faire sous la hôte et il consiste à l’aspiration de 

l’ancien milieu de culture et lavage des cellules par du PBS. Puis, 0,5 ml de la trypsine-

EDTA sont additionnés et les cellules sont incubées pendant 2 à 3 minutes à 37°C. Après 

détachement des cellules de la surface de la boite de culture,  un volume de 2,5 ml du 

milieu de culture est ajouté et une homogénéisation est pratiquée pour bien séparer les 

cellules encore en agrégats. Après comptage et dilution convenable, les cellules sont 

transférées dans un nouveau flacon. Une homogénéisation est pratiquée pour répartir 

uniformément les cellules. Le reste des cellules est centrifugé, le milieu est éliminé,  

puis 1 ml du milieu de congélation est ajouté. Ensuite, les ampoules sont congelées 
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rapidement à - 80°C pendant 48 heures puis dans l’azote liquide à - 196°C. Les cellules 

cancéreuses doivent subir 2 passages  avant d’être utilisées dans les expérimentations.     

1.2.3.4. Comptage des cellules  

La détermination du nombre cellulaire est une étape nécessaire qui précède chaque 

expérience. La méthode du bleu de trypan a été utilisée pour faire le dénombrement des 

cellules cancéreuses. Cette méthode permet de distinguer entre les cellules vivantes qui 

apparaissent claires entourées d’un halo bleu, et les cellules mortes qui apparaissent 

totalement bleues. Pratiquement, un volume de 10 µl de la suspension cellulaire est 

mélangé avec 10 µl de la solution du bleu de trypan 0,4 %. La solution obtenue est incubée 

pendant 5 minutes à température ambiante. Puis, les 2 chambres de l’hémocytomètre sont 

remplies et les cellules sont comptées à l’aide d’un microscope à phase inverse sous un 

objectif X10. Le nombre de cellules est déterminé selon la formule suivante:  

 

1.2.3.5. Evaluation de la cytotoxicité  

Après passage et dénombrement des différentes lignées cellulaires utilisées dans 

cette étude, un nombre de 75 x 10
4
 cellules/ml/puits est ensemencé dans des microplaques 

de 24 puits. Une incubation pendant 4 heures à 37°C est faite afin que les cellules adhèrent 

à la surface des puits. Ensuite, les cellules sont traitées par le véhicule (DMSO 2 %, v/v 

considéré comme contrôle), l’EGF (20 x 10
3
 µg/ml, concentration finale) ou les différentes 

concentrations de l’EFCA (1, 5, 10, 25, 50, 100 et 200 µg/ml, concentrations finales). Trois 

réplicas ont été réalisés pour chaque concentration avec une répétition de la même 

expérience 3 fois.  Après 24 heures d’incubation à 37°C, le milieu de culture est éliminé et 

un lavage avec du PBS est pratiqué 3 fois/puits et un volume de 250 µl de trypsine est 

ajouté. Une fois les cellules sont détachées du fond du puits, un volume de 750 µl/puits du 

milieu de culture est ajouté et le nombre de cellules dans chaque puits est déterminé en 

utilisant la méthode du bleu de trypan. 

Le pourcentage des cellules/puits est calculé selon la formule suivante:  
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1.2.3.6. Analyse du cycle cellulaire par cytométrie en flux  

La cytométrie en flux (CMF) a été utilisée afin de démonter l’effet de l’extrait sur le 

cycle cellulaire des différentes lignées cancéreuses étudiées en utilisant comme marqueur 

le 4´,6-diamidino-2-phenylindole dihydrochlorate (DAPI). Le DAPI est une molécule 

fluorescente de couleur bleu capable de se lier fortement aux régions AT de l'ADN. Quand 

le DAPI absorbe la lumière UV, il émet une fluorescence bleue brillante, ce qui permet de 

détecter et quantifier l'ADN.  

Pratiquement, les cellules cancéreuses sont ensemencées à une concentration de 10
6
 

cellules/flacon et traitées par le véhicule considéré comme contrôle ou par l’extrait (100 et 

200 µg/ml, concentration finale). Trois réplicas ont été réalisés pour chaque concentration 

avec une répétition de la même expérience 3 fois. Après 24 heures, le milieu de culture 

dans chaque flacon est aspiré et centrifugé à 1500 rpm pendant 5 minutes afin de récupérer 

les cellules flottantes. Puis, les cellules attachées sont récupérées par trypsination. Ensuite, 

les cellules flottantes et les cellules attachées sont mélangées, lavées par du PBS et fixées 

par l’ajout de 1 ml d’éthanol 70 % glacé, puis, congelées à - 20°C pendant au minimum 24 

heures. Après, les cellules sont décongelées, centrifugées pour éliminer l’éthanol et lavées 

deux fois par 5 ml de PBS. Puis, 1 ml de la solution DAPI/PBS (2 mg/ml) est ajouté et une 

incubation à température ambiante est effectuée pendant 15 minutes. Enfin, la fluorescence 

de l’ADN est mesurée avec un cytomètre en flux  DAKO Galaxy  équipé d’une lampe de 

mercure HBO et le pourcentage des cellules en phase "sous-G1"  est calculé en utilisant le 

logiciel FloMax ©.  

1.2.3.7. Evaluation de l’effet préventif de l’extrait contre la croissance des cellules 

cancéreuses par la méthode de la réduction du sérum 

A l’état normal, les cellules cancéreuses en culture nécessitent 10 % (v/v) du SVF 

qui les maintient dans un milieu favorable à leur multiplication. La diminution de cette 

concentration à 2 % (v/v) va créer un état de stress métabolique, ce qui perturbe leur 

croissance. L’augmentation à nouveau de la concentration du SVF à 10 % (v/v) va stimuler 

la multiplication des cellules d’une façon anormale. L’objectif de ce protocole est de 

vérifier si l’extrait exerce un effet préventif contre la croissance des cellules cancéreuses 

suite à la stimulation de leur multiplication par la réduction/augmentation du SVF. 

Pratiquement, 75 x 10
4
 cellules/ml/puits sont ensemencées dans des microplaques de 6 

puits et incubées pendant 24 heures à 37°C. Ensuite, les cellules sont dénombrées dans 3 

puits différents en utilisant la méthode du bleu de trypan et la moyenne de ces nombres est 
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considérée comme « t°». Les milieux de culture dans les autres puits sont changés par de 

nouveaux milieux contenant 2 % de SVF. Après 6 heures, la concentration du SVF est 

augmentée à 10 % et les cellules sont traitées par le véhicule (DMSO 2 %, v/v),  

l’EGF (20 x 10
3
 µg/ml, concentration finale) ou l’EFCA (200 µg/ml, concentration finale) 

et incubées à nouveau pendant 24 heures à 37°C dont 3 réplicas sont réalisés pour chaque 

concentration avec une répétition de la même expérience 3 fois. Passé le temps 

d’incubation, le milieu de culture est éliminé et les cellules sont lavées par du PBS. 

Ensuite, un volume de 250 µl de trypsine est ajouté. Une fois les cellules sont détachées du 

fond des puits, un volume de 750 µl/puits du milieu de culture est additionné et le nombre 

de cellules/puits est déterminé 

1.2.3.8. Electrophorèse et immunoblotting 

Afin d’éclaircir le mécanisme moléculaire d’action de l’EFCA sur les cellules 

cancéreuses étudiées, la détection de certaines protéines impliquées dans l’apoptose à 

savoir la caspase-3, PARP, Bcl-2, phospho-AKT, AKT-1, phospho-ERK et ERK-2 a été 

effectuée par Western blot. 

A. Traitement des cellules cancéreuses 

 Les cellules cancéreuses sont ensemencées dans des microplaques de 6 puits. Après 

24 heures d’incubation à 37°C et après que les cellules atteignent une confluence de 80 %, 

les milieux de culture sont changés et les lignées cancéreuses sont traitées par le véhicule, 

l’EGF (20 x 10
3
 µg/ml, concentration finale) ou l’EFCA (100 et 200 µg/ml, concentrations 

finales). Trois réplicas sont réalisés pour chaque concentration avec une répétition de 3 

fois.   

B. Préparation des lysats cellulaires 

Après 24 heures, le milieu de culture dans chaque puits est aspiré, mis dans un 

eppendorf de 1,5 ml, et centrifugé à 1000 rpm pendant 2 minutes à 4°C pour récupérer les 

cellules flottantes. Les cellules attachées sont récupérées par trypsination comme cité 

précédemment. Ensuite, les cellules flottantes et les cellules attachées sont mélangées et 

lavées par du PBS. Après le dernier lavage, un volume d’environ 70 µl/eppendorf de la 

solution de lyse et de solubilisation est ajouté au culot cellulaire obtenu. Les lysats sont 

laissés pendant 15 minutes sur un bac de glace. Après dénaturation par chauffage pendant 

5 minutes, une centrifugation (1000 rpm/minutes) de  2 minutes à 4°C est appliquée pour 
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éliminer la phase insoluble. Un volume de 5 µl est prélevé pour faire le dosage des 

protéines et pour le reste des lysats, 10 % (v/v) d’une solution de BMG est ajouté et le 

mélange est bouilli pendant 2 minutes pour lui faire agir. Enfin, les lysats sont conservés à 

- 20°C jusqu’à leur utilisation. 

C. Dosage des protéines 

Afin de déposer la même quantité de protéines sur le gel de séparation, un dosage des 

protéines dans chaque lysat est effectué par la méthode de Bradford. Le dosage consiste à 

diluer 5 fois le réactif de Bradford et d’en prendre 995µl et d’ajouter 5µl de lysat cellulaire 

Après une ébullition de 5 minutes, le mélange est incubé pendant 10 minutes à l’obscurité 

et l’absorbance (A) est lue à 595 nm. 

 La concentration protéique de chaque échantillon est calculée selon l’équation 

obtenue de la courbe d’étalonnage du BSA (voir annexe). 

D. Western blot 

 Le Western blot consiste à : 

 Préparation des gels de séparation avec les concentrations 7 ou 15 % et du gel de 

concentration avec une concentration de 3% en suivant les instructions du fournisseur 

(Tableau 9). Puis, ces gels sont coulés et placés dans la cuve d’électrophorèse. 

 Dépôt de 20 µg de l’échantillon protéique dans chaque puits avec les marqueurs de 

tailles.  

 Remplissage de l’appareil d’électrophorèse par la solution de migration, puis connecté 

au courant électrique à 30 Ampères. Lorsque les échantillons protéiques forment une ligne 

droite entre le gel de concentration et le gel de séparation, le voltage est changé à 100 volts  

et les protéines sont laissées migrées pendant 1heure à 24°C.  

 Passé le temps de migration, ces protéines sont transférer électriquement à l’aide du 

tampon de transfert sur une membrane de nitrocellulose à 100 volts pendant 45 minutes et 

à 4°C.  

 

 

 

 



Etude expérimentale                                                                                                         54  

Tableau 9: Préparation des gels de séparation et de concentration (Laemmli, 1970). 

 

 Gel de séparation Gel de 

concentration 

7 % (PARP, 

86Da)  

15 % (caspase-3, 

17D)  

3 % 

H2O (ml) 9.13 3.8 5.52 

Solution A (ml) 4.67 10 0.8 

Solution B (ml) 5 5 - 

Solution C (ml) - - 1 

Solution D (ml) 0.2 0.2 0.08 

Solution E (ml) 1 1 0.6 

 

BN: Pour la composition des solutions A, B, C, D et E voir annexe (6).  

 Afin de détecter la bonne migration et le bon transfert des protéines sur la membrane  de 

nitrocellulose, une visualisation est effectuée en utilisant le rouge Ponceau. Ensuite, la 

membrane est lavée 1 fois par l’eau distillée, puis  2 à 3 fois  par du TTBS jusqu’à 

l’élimination totale des traces du rouge Ponceau.  

 Blocage des sites libres sur la membrane en l’incubant dans une solution de BSA 3%, 

préparée dans du TTBS pendant 1heure. Durant cette étape, les protéines dans la solution 

de BSA se lient à la membrane dans tous les sites non-occupés par la protéine-cible et 

lorsque les anticorps sont appliqués lors de l'étape suivante, ils ne peuvent plus s'attacher à 

la membrane que sur les sites de liaison de la protéine-cible, ce qui réduit le bruit de fond. 

Après l’incubation, 3 lavages de 10 minutes chacun, par du TTBS sont effectués pour 

éliminer l’excès du BSA.  

 Incubation de la membrane avec l’anticorps primaire dilué dans du TTBS pendant 24 

heures à 4°C. Passé le temps d’incubation, l’anticorps primaire non lié est éliminé et la 

membrane subi 3 lavages par du TTBS de 10 minutes chacun à température ambiante. 

Puis, incubée avec l’anticorps secondaire conjugué à la peroxydase, pendant 1heure à 
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température ambiante. Ensuite,  l’anticorps secondaire non lié est éliminé et la membrane 

est lavée par du TTBS 3 lavages de 10 minutes chacun (Tableau 10).  

Tableau 10: Liste des anticorps primaires et secondaires utilisés en western blot. 

 Anticorps primaire Anticorps secondaire conjugué  

Type d’anticorps Dilution Dilution Origine 

Anti-PARP 1:500 1:10000 Souris 

Anti-Caspase-3 1:1000 1:10000 Souris 

Anti-pERK 1:500 1:10000 Souris 

Anti-ERK2 total 1:500 1:10000 Lapin 

Anti-pAKT1 1:500 1:3000 Lapin 

Anti-AKT1 total 1:500 1:10000 Souris 

Anti-Bcl-2 1:500 1:10000 Souris 

Anti-β-actin 1:100000 1:10000 Souris 

 Détection de la protéine d’intérêt (les sondes marquées) grâce à la technique de la 

chimiluminescence amplifiée (Enhanced Chemiluminescence) en utilisant le réactif de 

détection de la chimiluminescence de Western Blot (Amersham Biosciences, Little 

Chalfont, UK). Cette technique se déroule dans une chambre obscure et qui consiste à 

mettre un mélange d’une solution composé de luminol et d’H2O2 (1 ml/1 ml, v/v) dans le 

tube qui contient la membrane. Un léger mouvement de rotation est pratiqué pendant 2 

minutes pour que ce mélange touche la totalité de la surface membranaire. Puis, la 

membrane est retirée de la solution et l’excès du réactif de détection est éliminé. Ensuite,  

la membrane est protégée par du film plastique et placée dans une cassette pour film 

sensible aux rayons X, côté protéines vers le haut, et au dessus un film sensible aux rayons 

X est mis avec précaution.  Ce dernier doit rester sec pendant l’exposition qui dure 2 à 5 

minutes. Après, le film photosensible est mis dans une solution du développement jusqu’à 

apparition des bandes, qui représentent les protéines qui ont migrées, puis fixé par une 

solution de fixation jusqu’à qu’elle devienne transparente.  

 Arrachage d’anticorps et réutilisation de la membrane : Cette membrane peut être 

réutilisée pour plusieurs marquages, à condition d’éliminer les anticorps attachés en 
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utilisant la solution d’arrachage d’anticorps « Restore Western Blot Stripping Buffer ». 

Tout d’abord, la membrane est lavée par du TTBS 3 fois pendant 10 minutes à température 

ambiante, pour éliminer le reste du réactif de chemiluminescence, ensuite par l’eau distillée 

pendant 5 minutes pour éliminer le Tween du TTBS. Puis, elle est introduite dans la 

solution d’arrachage d’anticorps (stripping solution) pendant 10 minutes à température 

ambiante. Après, un lavage par TTBS est pratiqué et ainsi, la membrane est prête pour être 

utilisée une autre fois après blocage par 3 % du BSA. 

Il est à noter que l’actine est utilisée comme marqueur de dépôt afin de normaliser les 

expériences du fait que, sa concentration est la même au niveau de toutes les cellules 

(contrôle interne). Ainsi, la concentration de la protéine-cible est indexée à celle de 

l’actine. Cette pratique permet la correction par rapport au taux de protéines totales sur la 

membrane, en cas d'erreur ou de transfert incomplet.  

1.2.4. Etude de l’effet hémato-protecteur de l’extrait des feuilles de 

Cléome arabica chez la souris  

1.2.4.1. Répartition des groupes d’animaux 

Les animaux sont classés en 6 groupes selon la répartition suivante: 

 Groupe 1 (témoin négatif): les animaux de ce groupe reçoivent quotidiennement le 

carboxy-méthyl-cellulose 1 % (CMC 1 %) comme véhicule par voie intrapéritonéale 

durant 6 jours. A partir du 4
ème

 jour jusqu’au 6
ème

 jour ces souris sont injectées par du 

NaCl 9 g/l par voie sous cutanée. Le 7
ème

 jour, ces souris sont sacrifiées et le sang est 

collecté dans des tubes contenant l’EDTA. 

 Groupe 2 et 3 (témoin EFCA et rutine respectivement): les souris de ces groupes 

reçoivent chaque jour une dose de 100 mg/kg d’extrait ou de la rutine respectivement par 

voie intrapéritonéale durant 6 jours. A partir du 4
ème

 jour et jusqu’au 6
ème

 jour, elles sont 

injectées par du NaCl 9 g/l par voie sous cutanée. Au 7
ème 

jour, ces souris sont sacrifiées et 

le sang est collecté dans des tubes contenant l’EDTA. 

 Groupe 4 (témoin AraC) : les souris de ce groupe reçoivent une dose quotidienne du 

véhicule (CMC 1 %) par voie intrapéritonéale pendant 6 jours. De même, une injection 

sous cutanée de la cytarabine (50 mg/kg) est effectuée du 4
ème

 jusqu’au 6
ème

 jour. Au 7
ème 

jour les souris sont sacrifiées et le sang est collecté dans des tubes contenant l’EDTA. 
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 Groupe 5 et 6 (Combinaison AraC/extrait et AraC/rutine respectivement): les 

souris de ces groupes reçoivent  une dose quotidienne d’extrait ou de la rutine (100 mg/kg) 

par voie intrapéritonéale pendant 6 jours. Du 4
ème

 jour jusqu’au 6
ème

 jour, une injection 

sous cutanée de l’AraC (50 mg/kg) est effectuée. Au 7
ème 

jour ces souris sont sacrifiées et 

le sang est collecté  dans des tubes contenant l’EDTA. 

1.2.4.2. Détermination de la formule de numération sanguine 

La formule de numération sanguine (FNS) est déterminée à l’aide d’un compteur 

automatique d’hématologie (Beck Man coulter). 

1.2.4.3. Mesure de la température corporelle des souris 

La température corporelle des souris de tous les groupes est prise quotidiennement 

par voie auditive en utilisant un thermomètre électronique (THERMOVAL
®
).    

1.3. Analyses statistiques 

Tous les résultats sont exprimés en moyenne ± SD ou SEM. Les IC50 sont calculées 

par la méthode de la régression linéaire. L'analyse statistique est réalisée en utilisant le test 

t de Student pour la comparaison de deux  échantillons, ou l’analyse de la variance (one-

way ANOVA) suivie par le post-test de Turkey-Kramer pour la comparaison de plusieurs 

échantillons par le logiciel GraphPad INSTAT pour Windows. Les valeurs de P < 0,05 

sont considérées comme significatives.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Etude expérimentale                                                                                                         58  

2. Résultats  

2.1. Extraction et dosage des polyphénols et flavonoïdes totaux  

L’extraction des polyphénols par le système méthanol/eau et acétate d’éthyle a 

permis d’obtenir d’environ 1g d’un précipité jaune brut à partir de 100 g de poudre des 

feuilles de Cléome arabica.  

L’estimation quantitative des polyphénols totaux contenus dans ce précipité, en 

utilisant le réactif Folin-Ciocalteu, a montré que cet extrait est relativement riche en 

polyphénols, avec un taux de 322,1 ± 3,44 mg équivalent d’acide gallique/g de l’extrait 

(Figure 15, A). L’estimation quantitative des flavonoïdes totaux, en utilisant la méthode 

du trichlorure d’aluminium, a montré que cet extrait est aussi riche en flavonoïdes qui sont 

estimés à 245,6 ± 4,67 mg équivalent de quercétine/g de l’extrait (Figure 15, B). 
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Figure 15: Droites d’étalonnages de l’acide gallique pour la détermination quantitative des 

polyphénols totaux (A), et de la quercétine pour la détermination quantitative 

des flavonoïdes totaux (B), contenus dans l’extrait des feuilles de Cléome 

arabica. Chaque valeur représente la moyenne ± SD (n=3).  
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2.2. Activité anti-oxydante de l’extrait des feuilles de Cléome 

arabica 

2.2.1. Effet antiradicalaire 

Les résultats de la présente étude ont indiqué que tous les composés testés ont exercé 

un effet scavenger remarquable (P< 0,001) contre le radical DPPH· et d’une manière dose-

dépendante. En effet, l’utilisation d’une gamme de concentration entre 2 et 20 µg/ml a 

montré que l’EFCA, la quercétine et le trolox ont exercé un effet similaire dont les courbes 

sont presque superposées avec un effet dose dépendant entre 2 et 10 µg/ml. A partir de 20 

µg/ml les courbes forment un palais avec un  pourcentage d’inhibition d’environ 94 %. Par 

contre, la rutine a exercé un effet plus efficace en atteignant presque le 100 % d’inhibition 

à seulement 6 µg/ml. L’IC50 obtenue pour l’EFCA est estimé à 4,88 µg/ml. Cette valeur est 

comparable à celles de la quercétine (4,78 µg/ml) et du trolox (4,77 µg/ml) et meilleure 

que celle du BHT (16 µg/ml) et plus faible que celui de la rutine (2,30 µg/ml) (Figure 16).  

2.2.2. Chélation du fer ferreux  

L’EFCA a donné une activité chélatrice vis-à-vis le fer ferreux (Fe
+2

) d’une manière 

dose dépendante en utilisant des concentrations élevées entre 200 et 1000 µg/ml. Ainsi, un 

maximum de chélation de 93,9 % est obtenu à une concentration de 1000 µg/ml. En 

revanche, l’EDTA, le chélateur standard, a exercé un effet chélateur de 98 % à 20 µg/ml 

(Figure 17). Les valeurs des IC50 sont estimées à 377,75 et 6,46 µg/ml pour l’EFCA et 

l’EDTA respectivement.  

2.2.3. Pouvoir anti-oxydant réducteur du fer 

Les résultats de cette étude ont indiqué que l’EFCA a exercé un puissant effet 

réducteur et d’une manière dose-dépendante (Figure 18).  
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Figure 16: Activité antiradicalaire de l’EFCA, la quercétine, la rutine, le trolox et le BHT.  

Les résultats sont exprimés en pourcentage de réduction du radical libre 

DPPH· par rapport au contrôle. Chaque point représente la moyenne  SD 

(n=3). 
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Figure 17: Activité chélatrice de l’EFCA et de l’EDTA envers le fer ferreux. Les résultats 

sont exprimés en pourcentage de chélation par rapport au contrôle. Chaque 

point représente la moyenne  SD (n=3). 
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Figure 18: Pouvoir antioxydant réducteur du fer de l’EFCA et du BHT. Chaque point 

représente la moyenne   SD (n=3). 
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2.3. Effet anticancéreux de l’extrait sur quelques lignées de 

cellules cancéreuses 

2.3.1. Effet cytotoxique sur les lignées de cellules cancéreuses 

Le bleu de trypan a été utilisé afin d'évaluer l'effet cytotoxique  de l’EFCA envers les 

cinq lignées de cellules cancéreuses étudiées. Après 24 heures de traitement, les résultats 

obtenus, ont montré que l’extrait a diminué le nombre des cellules cancéreuses avec des 

doses effectives « ED50 » de 178,19; 180,74; 174,26; 160,04 et 96,50 µg/ml pour DLD-1, 

Hep-G2, MCF-7, HeLa et SK-N-BE respectivement (Figure 19). La concentration 200 

µg/ml a réduit d’une façon très significative (P<0,001) le nombre de toutes les cellules 

cancéreuses. Cependant, le facteur de croissance épidermique, EGF (20 x 10
3
 µg/ml), a 

augmenté significativement (P<0,001) le nombre de ces cellules avec un pourcentage de 

50% en comparaison avec le contrôle non traité. Toutefois, il est intéressant de noter que 

les concentrations de l’EFCA de 1 à 100 µg/ml n’ont pas exercé le même effet sur les cinq 

lignées des cellules tumorales dont la réduction du nombre cellulaire diffère d’une lignée à 

une autre. D’une part, la lignée cellulaire de neuroblastome (Figure 19, E) est la lignée la 

plus sensible au traitement. En fait, même 5 µg/ml de l’extrait a diminué significativement 

le nombre de ces cellules (P<0,001). D’autre part, l’extrait a exercé un effet biphasique au 

niveau des cellules cancéreuses HeLa. En effet, la concentration 1 μg/ml a augmenté le 

nombre cellulaire d’une façon significative et semblable à l’effet de l’EGF. Mais, à forte 

concentration, 200 µg/ml, l’extrait a exercé un effet inverse (Figure 19, D). En plus,  les 

résultats montrent que toutes les autres lignées cellulaires cancéreuses sont sensible  à 

l’effet de 100 µg/ml de l’extrait et leurs nombres ont diminué significativement (P<0,001). 
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Figure 19: Effet de l’EFCA sur la prolifération des lignées cancéreuses DLD-1, Hep-G2, 

MCF-7, HeLa et SK-N-BE. Les cellules cancéreuses sont ensemencées dans des 

plaques de 24 puits pendant 4 heures, puis traitées avec différentes 

concentrations de l’EFCA  (1,  5, 10, 25, 50, 100 et 200 µg/ml) pendant 24 

heures. Le dénombrement de cellules est réalisé  par la méthode du bleu de 

trypan. Les résultats sont exprimés en moyenne ± SD de 3 expériences 

indépendantes. *** P<0,001 différence hautement significative (test t de 

Student) vs  le contrôle non traité, considéré comme 100 % de prolifération. 

A B 
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2.3.2. Effet de l’extrait sur le cycle cellulaire  

 Les résultats de la cytomètrie de flux montrent que la concentration de 200 µg/ml de 

l’extrait a exercé un effet apoptotique sur toutes les lignées de cellules cancéreuses (DLD-

1, Hep-G2, MCF-7, HeLa et SK-N-BE) étudiées (Figures 20-24). Par conséquent, une 

accumulation des cellules en phase sous-G1 du cycle cellulaire est observée. Par contre, la 

distribution de toutes les lignées cancéreuses  au niveau des autres phases, de G1 à M n’a 

pas été affectée. La détermination du pourcentage des cellules cancéreuses traitées par 

l’extrait dans la phase sous-G1 par rapport au contrôle, a montré que la lignée SK-N-BE 

est la plus sensible avec un taux 7 fois plus élevé que celui du contrôle, suivie de HeLa, 

MCF-7, DLD-1 et enfin Hep-G2 avec des rapports de 6, 5, 3 et 2 fois respectivement 

(Figure 25).  

 

 

 

Figure 20: Répartition des cellules dans les phases sous-G1 à M du cycle cellulaire des 

cellules cancéreuses DLD-1 suite à leur traitement par 200 µg/ml de l’EFCA 

pendant 24 heures. La fluorescence de l’ADN après l’ajout du DAPI est 

mesurée par cytomètrie de flux en présence de DAPI et le pourcentage des 

cellules en phase "sous-G1" est calculé par le logiciel FloMax ©. 
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Figure 21: Répartition des cellules dans les phases sous-G1 à M du cycle cellulaire des 

cellules cancéreuses Hep-G2 suite à leur traitement par 200 µg/ml de l’EFCA 

pendant 24 heures dans les mêmes conditions citées dans la figure 20.  

 

 

 

Figure 22: Analyse par cytométrie en flux de la répartition des cellules dans les phases 

sous-G1 à M du cycle cellulaire des cellules cancéreuses MCF-7 dans les 

mêmes conditions citées dans la figure 20.   
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Figure 23: Analyse par cytométrie en flux de la répartition des cellules dans les phases 

sous-G1 à M du cycle cellulaire des cellules cancéreuses HeLa dans les mêmes 

conditions citées dans la figure 20.  

 

 

 

Figure 24: Analyse par cytométrie en flux de la répartition des cellules dans les phases 

sous-G1 à M du cycle cellulaire des cellules cancéreuses SK-N-BE dans les 

mêmes conditions citées dans la figure 20.   
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Figure 25: Pourcentages des différentes lignées de cellules cancéreuses en phase sous-G1. 

Les résultats sont exprimés en moyenne ± SD de 3 expériences indépendantes. 

*** P<0,001 différence hautement significative (test t de Student) par rapport 

au contrôle non traité, considéré comme 100 % de prolifération 

 

2.3.3. Effet de l’extrait sur la caspase-3 et le clivage du PARP dans les 5 

lignées de cellules cancéreuses 

 Les résultats obtenus dans cette étude montrent que les concentrations 100 et 200 

µg/ml de l’EFCA augmentent le niveau de la bande du caspase-3 active qui possède un 

poids moléculaire de 17 kDa, ainsi que le niveau de la bande de la protéine PARP clivée 

(86 kDa) pour toutes les lignées cellulaires cancéreuses étudiées (Figure 26).  
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Figure 26: L'expression des protéines « caspase-3 » et « PARP » dans les lignées de 

cellules cancéreuses DLD-1, HepG2, MCF-7, HeLa et SK-N-BE. Les cellules 

cancéreuses sont traitées avec les concentrations 100 et 200 µg/ml de l’EFCA 

pendant 24 heures et les teneurs en protéines ont été suivis par analyse 

Western blot. L’actine est utilisée comme marqueur de dépôt afin de 

normaliser les expériences (contrôle interne) et la concentration de la 

protéine-cible est indexée à celle de l’actine. Trois expériences distinctes ont 

été faites pour chaque lignée cancéreuse.  
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2.3.4. Effet préventif de l’extrait contre la croissance des cellules                                                                                                

cancéreuses 

 L’effet préventif de l’EFCA contre la croissance des cellules cancéreuses utilisées 

dans la présente étude, après stimulation de leur multiplication par la 

réduction/augmentation du SVF et d’EGF, est étudié.  Les résultats obtenus montrent que 

l’augmentation du sérum à 10 % a provoqué le dédoublement du nombre cellulaire et 

l’EGF a encore augmenté le nombre de cellules dans toutes les lignées cellulaires 

cancéreuses testées d’une façon hautement significative (P< 0,001). Cependant, l’EFCA 

(200 µg/ml) a diminué très significativement le nombre de toutes les lignées cancéreuses, à 

la fois après augmentation du pourcentage du SVF et en présence d’EGF (Figure 27).  

 Dans ces mêmes conditions expérimentales, l’EFCA (200 µg/ml) a activé  

la caspase-3 (Figure 28), par conséquent, le clivage du PARP. 

2.3.5. Effet de l’extrait  sur les voies de signalisation impliquées dans la 

prolifération cellulaire 

L’activation des protéines de la survie cellulaire AKT, ERK et la protéine anti-

apoptotiques Blc-2 jouent un rôle très important dans la progression de la prolifération des 

cellules cancéreuses. Comme prévu, l'EGF a augmenté la stimulation de phosphorylation 

des protéines AKT et ERK, ainsi que le taux de la protéine anti-apoptotique Blc-2, d’une 

façon similaire, dans toutes les lignées cancéreuses étudiées. La figure 29A et B présente 

les résultats obtenus pour les lignées MCF-7, et SK-N-BE comme exemple. Le 

prétraitement des cellules cancéreuses par 200 µg/ml de l’EFCA n’a pas modifié le taux 

des protéines ERK et AKT totales. Mais, il a réduit fortement le taux des protéines 

phosphorylées (P-ERK et P-AKT) aussi bien que le taux de la protéine Blc-2.  
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Figure 27: Effet de l’EFCA (200 μg/ml) sur la prolifération des lignées cancéreuses DLD-

1, HepG2, MCF-7, HeLa et SK-N-BE dans les conditions de privation (2 %)/ 

augmentation (10 %)  du sérum en présence ou en l’absence d'EGF (20 10
-3

 

µg/ml). Les données représentent le pourcentage de cellules viables par rapport 

à t ° considéré comme 100 % de prolifération. La viabilité cellulaire est 

évaluée  par le test du bleu de trypan. Les valeurs sont exprimées en moyenne 

± SD de 3 expériences indépendantes. Les symboles *, ° et # signifie la 

signification (one-way ANOVA suivie par le post-test de Turkey-Kramer) par 

rapport à t °, au contrôle et à l'EGF respectivement.  
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Figure 28: Effet de l’EFCA sur l’expression de la caspase-3 dans les lignées des cellules 

cancéreuses DLD-1, HepG2, MCF-7, HeLa et SK-N-BE. Les cellules 

cancéreuses sont incubées dans un milieu de culture contenant  10 % du SVF 

pendant 24 heures, puis sous la privation de sérum pendant 4 heures, puis à 

nouveau dans un milieu à 10 % de sérum pendant 24 heures (contrôle) en 

présence ou en l’absence d'EGF (20 10
-3 

µg/ml) et/ou de l’EFCA (200 µg/ml). 

Le niveau des caspases-3 (17 kDa Cas-3) est déterminé par western blot. Le 

signal a été normalisé en utilisant l'actine comme standard interne. Trois 

expériences distinctes ont été réalisées pour chaque lignée cancéreuse. 
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Figure 29: Effet de l’EFCA sur le taux des protéines P-AKT et P-ERK et la protéine anti-

apoptotique Bcl-2 induites par la privation/augmentation de sérum en l'absence 

ou en présence d'EGF. Les cellules cancéreuses sont incubées dans un milieu 

de culture contenant 10 % de SVF pendant 24 heures, puis, sous la privation de 

sérum (2 %) pendant 4 heures, puis à nouveau dans 10 % de SVF, en présence 

ou en l’absence d'EGF (20 10
3
 µg/ml) et/ou de l’EFCA (200 µg/ml) pendant 24 

heures. Les taux des protéines AKT et ERK phosphorylées et totales, ainsi que 

le taux de la protéine anti-apoptotique Bcl-2, sont déterminé par western blot. 

Le signal a été normalisé en utilisant l'actine comme standard interne. Trois 

expériences distinctes sont réalisées.  
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2.4. Effet hémato-protecteur de l’extrait contre la toxicité  

induite par  l’AraC chez la souris 

La formule de numération sanguine (FNS) des souris a montré que l’AraC (50 

mg/kg) présente une remarquable toxicité envers les cellules sanguines.  

Les résultats de cette étude montrent une diminution significative du nombre des 

globules rouges (P<0,001) après l’injection sous cutanée de l’AraC en comparaison avec 

le témoin non traité (Figure 30). Ainsi, la quantité d’hémoglobine et le pourcentage de 

l’hématocrite ont significativement (P<0,001) diminué (Figure 31 A et B).  
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Figure 30: Effet protecteur de l’EFCA (100 mg/kg) ou de la rutine (100 mg/kg) envers la 

toxicité de l’AraC (50 mg/kg) sur les globules rouges des souris Balb C. 

L’EFCA et la rutine sont administrés aux souris par voies intrapéritonéale. 

Cependant, l’AraC est administré par voie sous cutanée. Chaque point 

représente la moyenne ± SEM (n= 6-10). * et #  P<0,001 différence hautement 

significative dont les symboles * et # signifie la signification (one-way 

ANOVA suivie par le post-test de Turkey-Kramer) par rapport  au témoin et à 

l’AraC respectivement. 
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Figure 31: Effet protecteur de l’EFCA (100 mg/kg) envers la toxicité de l’AraC (50 

mg/kg) sur la quantité d’hémoglobine (A) et le pourcentage de l’hématocrite 

(B) chez les souris Balb C en comparaison avec la rutine. L’EFCA et la rutine  

sont administrés aux souris par voies intrapéritonéale, tandis que, l’AraC est 

administré par voie sous cutanée. Chaque point représente la moyenne ± 

SEM. (n= 6-10), * et #  P<0,001 différence significative dont les symboles * 

et # signifie la signification (one-way ANOVA suivie par le post-test de 

Turkey-Kramer) par rapport  au témoin et à l’AraC respectivement. 
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En outre, les résultats obtenus montrent que le nombre des globules blancs a diminué 

d’une manière très significative (P<0,001) après l’administration d’une dose unique de 50 

mg/kg d’AraC a souris Balb C. Cependant, la combinaison de l’AraC/EFCA ou de 

l’AraC/rutine montre que l’EFCA ainsi que la rutine n’ont pas protégé les globules blancs 

et  l’effet toxique reste hautement significatif (P<0,001) (Figure 32).  
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Figure 32: Effet protecteur de l’EFCA (100 mg/kg) envers la toxicité de l’AraC (50 

mg/kg) sur les globules blancs (GB) des souris Balb C en comparaison avec 

la rutine (100 mg/kg). L’EFCA et la rutine sont administrés par voies 

intrapéritonéale tandis que l’AraC est administré par voie sous cutanée. 

Chaque point représente la moyenne ± SEM. (n= 6-10), * et # P<0,001 

différence significative dont les symboles * et # signifie la signification (one-

way ANOVA suivie par le post-test de Turkey-Kramer) par rapport  au 

témoin et à l’AraC respectivement. 
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L’élévation de la température corporelle est un des effets indésirables de l’AraC. En 

effet, les résultats obtenus montrent que l’administration de 50 mg/kg de l’AraC par voie 

sous cutanée provoque, après 24 heures, une élévation de la température corporelle des 

souris. Cependant, le traitement par 100 mg/Kg de l’EFCA a exercé un puissant effet 

antipyrétique, similaire à celui de la rutine, en diminuant la  température de 39°C à 37°C 

(Figure 33). 
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Figure 33: Effet antipyrétique de  l’EFCA (100 mg/kg)  chez les souris Balb C traités par 

l’AraC (50 mg/kg)  par voie sous cutanée en comparaison avec la rutine (100 

mg/kg). Chaque point représente la moyenne ± SEM. (n= 6-10).   

  

 Au cours de la réalisation de cette étude, plusieurs remarques ont été notées chez le 

groupe traité par l’AraC seule à savoir :  

 Le nombre des plaquettes n’a pas changé et reste identique à celui du groupe non traité. 

 Chute de poiles des souris surtout après la troisième injection. Par contre, chez les 

souris traités par la combinaison AraC/EFCA ou AraC/rutine la chute des poiles était 

moins prononcée ou même négligeable. 

 Changement de la couleur des  urines et de la matière fécale.  

 Après injection de l’AraC, les souris males  deviennent très agitées.   



Etude expérimentale                                                                                                         79  

3. Discussion 

Dans la présente étude, les effets anticancéreux, chimioprotecteurs et antioxydants 

d’un extrait polyphénolique, riche en flavonoïdes, obtenu à partir des feuilles de la plante 

Cléome arabica ont été évalué in vivo et in vitro. 

3.1. Extraction et dosage des polyphénols et des flavonoïdes  

Avant d’entamer l’extraction, la plante a été séchée à l’ombre, puis rendue sous 

forme de poudre. En effet, l’utilisation d’un matériel végétal sec est recommandée afin 

d’éviter la dégradation enzymatique de certains composants comme les flavonoïdes 

glycosides qui se dégradent facilement en cas d’un matériel frais ou non séché. En outre, le 

séchage inhibe la fermentation bactérienne qui peut être une cause directe de cette 

dégradation. De même, le séchage de la plante à l’ombre prévient les transformations 

chimiques telles que l’isomérisation et protège la plante contre les radiations ultraviolettes 

de la lumière solaire (Sarker et al., 2005). 

Dans ce travail, l’extraction des polyphénols et des flavonoïdes contenus dans la 

poudre des feuilles de Cléome arabica, est réalisée en utilisant une méthode spécifique à 

ces fins, la méthode de markham (1982). Elle consiste à utiliser un système d’extraction 

méthanol/eau suivie d’acétate d’éthyle et qui a permis d’obtenir un précipité jaune. La 

lyophilisation de ce précipité donne une poudre sèche et très légère, qui sera conservée 

dans des flacons opaques à température ambiante. 

Le dosage des polyphénols et des flavonoïdes contenus dans le précipité jaune, en 

utilisant les méthodes Folin-Ciocalteu et trichlorure d’ammonium respectivement, montre 

sa richesse en polyphénols, surtout en flavonoïdes. Ce résultat s’accorde avec les résultats 

d’autres travaux qui ont confirmé que la plante Cléome arabica est riche en ces composés 

phénoliques (Bouriche et al., 2003; Ismail et al., 2005; Djeridane et al., 2010). 

3.2. Activité anti-oxydante de l’EFCA 

Le taux de radicaux libres augmente considérablement en cas d'inflammation et en 

cas d'exposition à des sources exogènes, comme les polluants, le tabac, certains 

médicaments et les rayonnements. Comme ils peuvent provoquer le cancer via l’induction 

de mutations, l’oxydation des lipides et des protéines cellulaires et en modifiant les voies 
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de transduction du signal. Il est connu que le développement des cellules néoplasiques 

passe par les étapes d’initiation, de promotion et de progression. Les radicaux libres 

peuvent agir à la fois comme initiateur et promoteur des tumeurs en endommageant les 

macromolécules cellulaires et en agissant comme inducteur de molécules de signalisation 

cellulaire. Inversement, certains antioxydants sont anti-promoteurs et anti-cancérigènes. 

Des études épidémiologiques humaines ont indiquées que le taux des radicaux libres 

augmente avec la progression clinique de certains cancers et que l’adoption d'un régime 

alimentaire riche en antioxydants réduit le risque de certains cancers (Greenwald et al., 

2001). En effet, il est connu que le régime méditerranéen, riche en ces composés est 

associé à une protection contre diverses pathologies (Stoclet & Schini-Kerth, 2011). 

L’étude de  Mantovani et al., (2004) montre que  certains antioxydants alimentaires 

peuvent avoir un potentiel comme adjuvant dans le traitement du cancer en contribuant à la 

réduction des effets secondaires néfastes associés au traitement.  

 Dans cette étude et dans la mesure où le stress oxydant est largement impliqué dans 

de nombreuses maladies y compris le cancer, la capacité anti-oxydante de l’EFCA a été 

évaluée in vitro. Les résultats obtenus montent que la richesse de l’EFCA en polyphénols, 

surtout en flavonoïdes, lui confère la capacité de capter efficacement le radical libre 

DPPH·. Cet effet scavenger dépasse de loin l’effet de l’anti-oxydant standard BHT. Selon 

Ismail et ses collaborateurs (2005) les parties aériennes, les feuilles et les tiges, de Cléome 

arabica sont très riche en flavonoïdes glycosylés. Les flavonoïdes sont des composés 

phénoliques connus par leurs activités anti-oxydantes et antiradicalaires (Montoro et al., 

2005; Teixeira et al., 2005; Barreca et al., 2011; Wang et al., 2013). Leur mode d’action est 

supposé être dû à leur pouvoir de donation d’atomes d’hydrogène ou d’électrons dérivées 

principalement de leur cycle B (Le et al., 2007).  

En outre, Les résultats montrent que l’EFCA contient des composés qui entrent en 

compétition avec la ferrozine pour chélater le fer ferreux (Fe
+2

). La capacité chélatrice d’un 

produit est très importante du fait qu’elle réduit la concentration des métaux de transition 

catalyseurs de la peroxydation lipidique in vivo. Les métaux de transition comme le fer 

ferreux (Fe
+2

), peuvent faciliter la production des espèces réactives de l’oxygène dans les 

systèmes biologiques. Ainsi, la capacité d’un produit à chélater le fer lui accorde une 

précieuse capacité antioxydante en retardant l’oxydation catalysée par les métaux 

(Halliwell & Gutteridge, 1984). Le fer est connu comme le pro-oxydant le plus important 

des lipides en raison de sa grande réactivité. Ainsi, les produits chélateurs offrent une 
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protection contre l’endommagement oxydatif des cellules en éliminant les ions Fe
+2

 qui 

participent dans la peroxydation lipidique. En effet, le fer peut stimuler l’oxydation des 

lipides par la réaction de Fenton, et accélère également cette oxydation en décomposant les 

hydroperoxydes en radicaux pyroxyles et alcoxyles qui peuvent à leur tour entretenir la 

réaction de peroxydation lipidique (Demirtas et al., 2013). Plusieurs études ont montré que 

les flavonoïdes et les acides phénoliques possèdent une remarquable activité chélatrice 

envers les ions métalliques (Capecka et al., 2005;  Le et al., 2007). Ainsi, il a été rapporté 

par Verdan et ses collaborateurs (2011) que l’effet chélateur de certains 

flavonols (quercétine, myricétine et morine) est dû en partie à leur pouvoir de fixer les 

différents métaux comme Fe
+2

, Fe
+3

, Cu
+2

 et Zn
+2

 via leurs groupements hydroxyles des 

trois cycles. Sachant que les deux groupes: 3-hydroxy-4-céto et 5-hydroxy-4-céto des 

cycles A et C sont les plus intéressants. 

L’aptitude d’un composé de donner des électrons lors d’une réaction 

d’oxydoréduction peut être exploitée pour mesurer son activité anti-oxydante. Cette 

capacité de donation d’électron est appelée pouvoir réducteur (Le et al., 2007). La mesure 

du pouvoir réducteur des composés purs ou sous forme d’extrait brut peut se faire par 

détection spectrophotométrique (à 700 nm) du complexe (Fe
+3

)4[Fe
+2

(CN
-
)6]

3
. 

Les résultats de ce travail montent que l’EFCA a exercé un effet réducteur, qui pourrait 

être dû  à sa richesse en composé polyphénoliques. Il est connu que ces molécules servent 

de bons donneurs d'électrons et d'hydrogènes qui sont dérivées principalement de leur 

cycle B (Le et al., 2007). En conséquence, ils peuvent mettre fin à la réaction radicalaire en 

chaîne par conversion des espèces réactives de l'oxygène à des produits plus stables (Rice-

Evans et al., 1995). Une étroite corrélation entre le contenu en polyphénols et en 

flavonoïdes d’un extrait et de son pouvoir réducteur a été rapportée par Ksouri et ses 

collaborateurs (2009). 

3.3. Effet anticancéreux de l’EFCA sur quelques lignées de 

cellules cancéreuses 

La présente étude a montré que L’EFCA a exercé un effet cytotoxique sur toutes les 

lignées cellulaires cancéreuses étudiées. Toutefois, il faut noter que la réponse des cellules 

cancéreuses diffère selon la concentration de l’EFCA et la lignée cellulaire. En effet, la 

lignée cellulaire SK-N-BE est la plus sensible au traitement. A forte concentration (200 

µg/ml), l’extrait a exercé un effet cytotoxique sur toutes les lignées tumorales. Ainsi, cette 
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concentration a été utilisée pour évaluer l’effet anticancéreux. Cependant, les 

concentrations de 5 à 100 µg/ml n’ont aucun effet significatif sur les cellules HeLa. Par 

contre toutes les autres lignées cellulaires sont sensibles à l’effet de 100 µg/ml de l’EFCA. 

Un effet biphasique est exercé par l’extrait sur les cellules HeLa, puisqu’à très faible dose 

(1µg/ml), il stimule la prolifération cellulaire d’une façon significative et semblable à 

l’effet de l’EGF, contrairement à la dose de 200µg/ml. L’effet biphasique a été déjà signalé 

pour les flavonoïdes comme la génistéine et la quercétine, ainsi que pour les mélanges 

flavonoïdiques comme l’Avlimil (Elattar & Virji, 2000; Helferich et al, 2008; El Touny & 

Banerjee, 2009). Cette dualité dans l’effet est associée à la capacité des flavonoïdes, d’une 

part d’altérer l'expression de quelques gènes spécifiques, qui peuvent promouvoir la 

carcinogénèse par leur deméthylation à des concentrations faibles, et d’autre part d’inhiber 

potentiellement les processus cancérogènes, par activation de la cascade pro-apoptotique à 

des concentrations élevées (King-Batoon et al., 2008). Les travaux réalisés jusqu’à 

maintenant suggèrent la possibilité que les flavonoïdes contenus dans l’EFCA peuvent 

activer des voies similaires dans les cellules HeLa.  

 La diminution du nombre cellulaires pour les 5 lignées cancéreuses étudiées suite à 

leur traitement par 200 µg/ml d’extrait pourrait être due soit à l’effet toxique, où les 

cellules éclatent et meurent par nécrose, ou à l’effet apoptotique où l’EFCA active la 

machinerie cellulaire responsable du déclenchement de l’apoptose. Afin d’éclaircir la 

nature de l’effet de l’EFCA sur les lignées cancéreuses étudiées, une analyse de leur cycle 

cellulaire par cytométrie en flux a été réalisée. Les cellules sont analysées individuellement 

en utilisant un agent fluorochrome comme le DAPI qui permet de quantifier leur teneur en 

ADN (l’intensité de fluorescence est proportionnelle à la quantité d’ADN de chaque 

cellule). Toutefois, la cytométrie en flux ne permet pas de distinguer entre les phases G0 et 

G1, ni entre la phase G2 et la phase M. Donc,  cette technique permet de diviser le cycle 

cellulaire en trois phases selon la teneur des cellules en ADN: i) La phase G0/G1, c’est la 

phase d’activation de la cellule où la quantité d’ADN =2n. ii) La phase S, c’est la phase de 

synthèse d’ADN où sa quantité passe de 2n à 4n. iii) La phase G2/M, c’est la phase de 

mitose ou de division cellulaire où la quantité d’ADN =4n. Par conséquent, l’histogramme 

obtenu (Figure 34) pour chaque lignée cellulaire est caractérisé par la présence de deux 

pics seulement (Krueger & Wilson, 2011). Cette technique détecte également les cellules 

dont la quantité d’ADN est inferieure à 2n ou les cellules en phase sous-G1. Ces cellules 

correspondent aux cellules apoptotiques ou à leurs débris. En outre, les cellules à quantité 
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d’ADN supérieure à 4n peuvent être détectées en fin de diagramme (cellules polyploïdes) 

et sont généralement les cellules cancéreuses qui présentent ce type d’aberration génétique 

(Givan, 2011).  

 

Figure 34: Distribution des cellules dans le cycle cellulaire obtenu par cytométrie en flux 

après marquage par un agent fluorochrome. Le premier pic représente les 

cellules en phases G0/G1 (2n) et le deuxième pic représente les cellules en 

phases G2/M (4n) car il possède une intensité de fluorescence deux fois 

supérieure à celle du premier pic. Tandis que, la surface entre les deux pics 

représente les cellules en phase S (Krueger & Wilson, 2011). 

 Les résultats obtenus dans cette étude montrent que la concentration 200 µg/ml de 

l’EFCA a exercé un effet apoptotique sur toute les lignées de cellules cancéreuses étudiées. 

Par conséquent, une accumulation des cellules en phase sous-G1 du cycle cellulaire est 

observée, résultant de la présence des cellules apoptotiques et/ou de corps apoptotiques 

avec une quantité d’ADN inférieure à 2n ce  qui indique une fragmentation de leur ADN.   

Par contre, la distribution de toutes les lignées cancéreuses (DLD-1, Hep-G2, MCF-7, 

HeLa et SK-N-BE) au niveau des autres phases, de G1 à M n’a pas été affectée. L’analyse 

quantitative des histogrammes, pour déterminer le pourcentage des cellules cancéreuses 
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traitées par l’EFCA dans la phase sous-G1 en comparaison avec les cellules cancéreuses 

non traitées qui représentent le contrôle, a montré que la lignée SK-N-BE est la lignée la 

plus sensible à l’effet du l’EFCA avec un pourcentage 7 fois plus grand que celui du 

contrôle, suivie de HeLa, MCF-7, DLD-1 et enfin Hep-G2.  

 L’apoptose est caractérisé par le clivage de l'ADN chromosomique en unités 

nucléosomiques. Les caspases jouent un rôle important dans ce processus en activant les 

DNases et en inhibant les enzymes de réparation de l'ADN. Parmi ces dernières, la PARP, 

qui est une  importante enzyme de réparation de l'ADN, représente une des premières 

protéines identifiées comme substrat des caspases, notamment la caspase-3 (Katiyar et al., 

2011). La protéine PARP possède un poids moléculaire de 115 kDa, après son clivage par 

la caspase-3, un fragment de 86 kDa inactif est obtenu (Smith, 2001). 

 Les résultats obtenus dans cette étude montrent que les concentrations 100 et 200 

µg/ml de l’EFCA augmentent le niveau de la bande de la caspase-3 active qui possède un 

poids moléculaire de 17 kDa, ainsi  que celui de la bande de la protéine PARP clivée (86 

kDa) au niveau de toutes les lignées cancéreuses étudiées. Plusieurs études ont montré que 

les flavonoïdes, dérivés des plantes médicinales ou de l’alimentation, activent l’apoptose 

au niveau des différentes lignées cancéreuses via l’activation des caspases, notamment la 

caspase-3 suivie du clivage du PARP (Ramos, 2007; Park et al., 2008; Hu et al., 2009).  

  Plusieurs travaux ont également indiqué que les polyphénols dérivés des plantes 

médicinales, principalement les flavonoïdes, exercent un effet protecteur chez les êtres 

humains contre plusieurs pathologies dégénératives comme le cancer (Virgili & Marino, 

2008; Marino et al., 2011). En effet, il a été suggéré que les effets protecteurs des 

flavonoïdes d’origine alimentaires contre le cancer sont basés sur leur capacité d’empêcher 

l'insurrection de micro-tumeurs et/ou d'activer directement l'apoptose dans les cellules 

cancéreuses (Surh, 2003; Béliveau & Cingras, 2004). Il a été montré que la quercétine et la 

naringénine possèdent une forte activité pro-apoptotique contre certaines lignées de 

cellules cancéreuses (Galluzzo et al., 2009; Bulzomi et al., 2010, 2012).   

 Il est connu que les cellules des mammifères sont sérum-dépendantes et ne peuvent 

pas vivre longtemps dans un milieu dépourvu en cet élément vital. Par conséquent, la 

technique de privation de sérum est très utilisée pour l'étude de la croissance cellulaire et sa 

régulation (Jiang & Xu, 1998). 
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 Les résultats de cette étude montent que l’EFCA est capable d’activer la cascade pro-

apoptotique au niveau de toutes les lignées tumorales étudiées. Toutefois, ces données ne 

précisent pas si le pré-traitement de ces cellules par l’EFCA peut prévenir ou non la 

prolifération anarchique induite par les substances mitogènes. A cet effet, l’augmentation 

du sérum à 10 % après une période de privation a provoqué l’augmentation  du nombre 

cellulaire d’une façon remarquable. De même, l’EGF a encore augmenté le nombre de 

cellules dans toutes les lignées cellulaires cancéreuses testées. Cependant, le traitement par 

l’EFCA a diminué le nombre de toutes les lignées cancéreuses étudiées d’une façon 

significative à la fois après augmentation du taux du SVF et en présence d’EGF. Ces 

résultats s’accordent avec plusieurs autres travaux qui ont montré que les flavonoïdes 

peuvent inhiber la croissance des cellules tumorales suite à la réduction de l'activité du 

récepteur d’EGF (Gu et al., 1999). De même, Lee et ses collaborateurs (2004) ont indiqué 

que la quercétine et la lutéoline, peuvent diminuer la quantité basale des protéines 

phosphotyrosines, ainsi que leur stimulation par l’EGF.  

 Dans les mêmes conditions expérimentales, l’EFCA a augmenté le niveau d'activité 

de la caspase-3 et le clivage du PARP. Ces résultats expliquent l’effet protecteur de 

l’EFCA dans toutes les lignées cellulaires cancéreuses étudiées. Par conséquent, l’EFCA 

peut jouer le rôle d’un agent préventif du cancer et aussi d’un agent curatif après 

l’installation du cancer.  

Pour évaluer les mécanismes à l'origine des effets pro-apoptotiques de l’EFCA dans 

les cellules cancéreuses, l'état d'activation des protéines de la survie cellulaire AKT et 

ERK, qui jouent un rôle très important dans la progression de la prolifération des cellules 

cancéreuses, ainsi que le taux de la protéine anti-apoptotiques Blc-2, ont été étudiés dans 5 

lignées cancéreuses (DLD-1, HepG2, MCF-7, HeLa et SK-N-BE).  

La compréhension des voies de la transduction du signal intracellulaire à l’état 

physiologique normal, ainsi que à l’état du cancer est un facteur nécessaire pour trouver un 

remède efficace et spécifique qui vise une molécule bien précise responsable de la 

multiplication anarchique de la cellule cancéreuse et qui provoque sa résistance à 

l’apoptose. Parmi les voies de la transduction du signal intracellulaire qui jouent un rôle 

important dans la transmission du signal à partir de la membrane cellulaire la voie : 

Ras/Raf/MEK/ERK et la voie Ras/PI3K/PTEN/Akt/mTOR (Steelman et al., 2011). 

L’élévation de la phosphorylation des composants de ces voies est souvent associés à un 

mauvais pronostic chez les patients atteints de cancer ou de vieillissement prématuré 
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(McCubrey et al., 2008; McCubrey et al., 2009; Martelli et al., 2010; Korotchkina et al., 

2010). De même, l'expression accrue de ces voies  peut être corrélée avec une altération de 

la sensibilité de certains cancéreux au traitement en comparaison avec les patients qui ne 

présentent pas une expression élevée (McCubrey et al., 2008; McCubrey et al., 2009; 

Martelli et al., 2010). Par conséquent, l'inhibition de Raf, MEK, PI3K, Akt et mTOR peut 

s'avérer utile dans le traitement du cancer, ainsi que dans la prévention du vieillissement 

cellulaire. Ces observations ont poussé l’industrie pharmaceutique à développer des 

inhibiteurs qui ciblent les composants clés de ces voies (Steelman et al., 2011). 

L’activation de ces deux voies  nécessite la fixation du facteur de croissance sur son 

récepteur spécifique de type tyrosine kinase (Steelman et al., 2011). Puis, une cascade de 

réaction d’activation est déclenchée à l’intérieur de la cellule cible. Il est à noter que  

l’ERK et l’Akt peuvent phosphoryler quelques facteurs de transcriptions qui ont un effet 

sur la transcription des gènes de la famille Bcl-2 (Bcl-2, Bad, Bim et autres), ainsi que 

d’autre gènes impliqués dans l’apoptose (McCubrey et al., 2008;  Martelli et al., 2010; 

Dijkers et al., 2000; Qi et al., 2006; Steelman et al., 2011). 

Dans la présente étude, l'EGF a stimulé la phosphorylation des protéines AKT et 

ERK, au niveau de toutes les lignées cancéreuses étudiées et a augmenté le taux de la 

protéine anti-apoptotiques Blc-2. Le pré-traitement des cellules cancéreuses par l’EFCA 

n’a pas affecté le taux des protéines ERK et AKT totales. Mais,  il a réduit fortement le 

taux des protéines phosphorylées: P-ERK et P-AKT ainsi que le taux de  

la protéine Bcl-2. Plusieurs études ont montré que les extraits de plantes médicinales, 

riches en composés phénoliques, peuvent interférer avec les voies de la transduction du 

signal intracellulaire en bloquant la prolifération anarchique des cellules cancéreuses.. Les 

flavonoïdes exercent leurs effets biologiques en modulant les différentes voies de 

transduction du signal intracellulaire à savoir les voies PI3K-Akt, MAPK NF-κB et EGF 

(D’Autreaux & Toledano, 2007; Ichimatsu et al., 2007; Kaur et al., 2008; Yoshida et al., 

2008). En effet, il a été rapporté que la rutine possède un effet inhibiteur vis-à-vis PI3Kγ 

(Selloum et al., 2001). Scheck et ses collaborateurs (2006) ont indiqué que l’extrait de 

Scutellaria baicalensis, riche en flavonoïdes, inhibe la protéine kinase « ERK ». De même, 

il a été montré que la quercétine est un inhibiteur très puissant vis-à-vis d’un très grand 

nombre d’enzymes nécessitant de l’ATP, y compris la PI4 kinase (Nishioka et al., 1989), la 

PKC (Gschwendt et al., 1983), et l’EGFR, tyrosine kinase (Levy et al., 1984).  
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Plusieurs études épidémiologiques suggèrent que l'apport alimentaire élevé en 

polyphénols est associée à une diminution du risque  de certaines maladies à savoir le 

cancer, les maladies cardiovasculaires (Kuriyama et al., 2006; Vauzour et al., 2010),  et les 

maladies neurodégénératives (Checkoway et al., 2002). En effet, les flavonoïdes 

représentent la classe des polyphénols la plus étudiée, dont plusieurs travaux ont rapporté 

l’existence d’un lien très fort entre ces molécules et les effets bénéfiques observés chez 

l’être humains et les animaux (Schroeter et al., 2001; Vauzour et al., 2010). IL a été 

rapporté que les polyphénols peuvent interagir avec les voies de signalisation, ainsi que 

avec la machinerie qui contrôlent les fonctions cellulaires, à  la fois, sous les conditions 

normales et pathologiques (Vauzour et al., 2010). Les flavonoïdes exercent leurs effets 

anticancérigènes via plusieurs processus à savoir leur capacité d’induire l'apoptose dans les 

cellules tumorales (Fabiani et al., 2002; Mantena et al., 2006; Fini et al., 2008), d’inhiber la 

prolifération des cellules cancéreuses (Wang et al., 2000; Corona et al., 2009), et 

d’empêcher l'angiogenèse et l'invasion des cellules tumorales (Piao et al., 2006). 

A l’issue de toutes les informations citées précédemment sur les voies de la 

transduction du signal intracellulaire et les effets biologiques, préventif et apoptotique des 

polyphénols, y compris les flavonoïdes, un schéma récapitulatif est proposé afin d’éclaircir 

le mécanisme d’action de l’EFCA, riche en polyphénols et en flavonoïdes, sur les lignées 

cancéreuses étudiées (Figure 35). 
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Figure 35: Schéma présentant le mécanisme moléculaire de la transduction du signal 

intracellulaire (Hanahan & Weinberg, 2000) sur lequel ont été mentionnés les 

sites d’action probables (   ) de l’EFCA qui sembleraient être directement ou 

indirectement responsables de son effet préventif et apoptotique. 
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3.4. Effet hémato-protecteur de l’EFCA contre la toxicité  de 

l’AraC chez la souris  

La formule de numération sanguine des souris a montré que la concentration de 50 

mg/kg d’AraC a exercé une remarquable toxicité envers les globules blancs et les globules 

rouges, en comparaison avec le témoin non traité. En effet, plusieurs études ont indiqué 

que l’AraC, en plus de sa toxicité envers les cellules cancéreuses, exerce une toxicité sur 

toutes les cellules à division rapide à savoir les cellules de la moelle osseuse (cellules du 

système hématopoïétique), les cellules du tube digestive y compris les cellules intestinales, 

les cellules des organes de reproduction, les cellules pilaires et les cellules fœtales ce qui 

explique ses effets secondaires néfastes (Lechat et al., 1982; Cohen, 1997).  

Gmeiner et ses collaborateurs (1998) ont prouvé que la substitution de la 

desoxycytidine par l’AraC qui s’incorpore dans le brin d’ADN en cours de réplication, 

inhibe l’extension des fragments d’Okazaki. Par conséquent,  elle  empêche l’élongation de 

l’ADN ce qui déclenche la mort de la cellule. D’autres études ont montré que l’AraC et ses 

métabolites AraCTP et AraUMP provoquent la mort programmée des cellules par 

différents mécanismes. En effet, l’incorporation de l’AraCTP dans l’ADN inhibe sa 

réplication et l’incorporation de l’AraUMP dans l’ARN inhibe sa transcription. De même, 

l’AraC peut inhiber les ADN polymérases α et β et empêcher les mécanismes de réparation  

(Braess et al., 1999). Une autre étude a indiqué que l’AraC active certaines voies de 

signalisation telle que  les voies de la PKC et du MAPK (Kharbanda et al., 1994), et inhibe 

d’autres voies comme les voies AP-1 et NF-B (Brach et al., 1992 a, b). Sreenivasan et ses 

collaborateurs (2003) ont montré également que l’AraC induit l’apoptose au niveau des 

cellules qui expriment le NF-B qui est connu pour son activité inductrice de leur 

prolifération et inhibitrice de leur l’apoptose. En outre, Kanno et ses collaborateurs (2004), 

ont montré que l’AraC peut utiliser un autre mécanisme pour induire l’apoptose au niveau 

des cellules cibles en utilisant les espèces réactives de l’oxygène (ROS). Dans cette étude, 

on suggère que la diminution du nombre des globules rouges est due principalement aux 

effets néfastes des ROS. En effet, les globules rouges sont très vulnérables à l’oxydation à 

cause de leur rôle dans le transport de l’oxygène et de leur circulation dans le sang à 

proximité des différentes substances chimiques toxiques qui peuvent exister soit dans 

l’alimentation ou dans les médicaments (Kanno et al., 2004). L’oxydation des globules 

rouges peut survenir dans les différents endroits cellulaires y compris la membrane 
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lipidique, les protéines des chaines de la globine, ou les protéines du cytosquelette et aussi 

au niveau du fer de l’hémoglobine. Cette oxydation provoque une difformité cellulaire et 

augmente la perméabilité des globules rouges aux cations comme les K
+
 ce qui provoque 

leurs gonflements puis leurs morts par hémolyse. Les globules rouges qui ont échappé à 

l’hémolyse, restent fragiles et se détruisent en passant à travers les vaisseaux de la 

microcirculation au niveau splénique et vont être éliminés par les macrophages (Kanno et 

al., 2004;  Cimen, 2008).  

Les résultats de cette étude ont montré également que l’administration par voie 

intrapéritonéale de L’EFCA ou de la rutine, 100 mg/kg/jour pendant 6 jours n’a exercé 

aucun effet cytotoxique envers tous les composants du sang.  

La combinaison entre EFCA/AraC ou la rutine/AraC a montré que l’EFCA et la 

rutine ont protégé les globules rouges contre une véritable cytotoxicité. Par conséquent, la 

quantité d’hémoglobine et le pourcentage d’hématocrite ont resté proches de ceux du 

témoin non traité. Ces résultats s’accordent avec les résultats de Lahouel et ses 

collaborateurs (2004) qui ont démontré que les flavonoïdes extraits à partir de la propolis 

exercent un effet protecteur vis-à-vis de la toxicité hématologique provoquée par une 

chimiothérapie à base de vinblastine ou de cyclophosphamide. Navoda et ses 

collaborateurs (2007) ont rapporté que les flavonoïdes, malgré leurs effets préventifs contre 

la toxicité de la chimiothérapie anticancéreuse envers les cellules normales, peuvent 

accentuer l’effet toxique de la chimiothérapie envers les cellules tumorales. 

Selon les résultats de ce travail, l’EFCA possède une remarquable activité 

antioxydante. Or, l’effet chimioprotecteur de l’EFCA, riche en flavonoïdes glycosylés, 

envers les globules rouges est dû principalement à son effet antioxydant. Il est connu que 

les anti-oxydants, comme les flavonoïdes, bloquent la production des ROS provoqué par 

l’AraC en inhibant leurs effets apoptotiques et cytotoxiques (Kanno et al., 2004). Fiorani et 

ses collaborateurs (2003) ont montré que les globules rouges possèdent la capacité de 

stocker les flavonoïdes dans leur cytoplasme, ce qui conduit à leur protection. 

L’élévation de la température corporelle est l’un des effets de l’AraC chez les 

animaux et même chez l’homme Cela est probablement due à la diminution du nombre des 

globules blancs ce qui favorise les infections et provoque un déséquilibre dans le système 

immunitaire (Lechat et al., 1982; Cohen, 1997). L’effet antipyrétique de l’EFCA observé 

dans cette étude est dû certainement à son pouvoir  anti-inflammatoire. Selon Bouriche et 
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ses collaborateurs (2005), l’EFCA et la rutine inhibent la lipooxygénase, une enzyme qui 

intervient dans le processus inflammatoire en transformant l’acide arachidonique en 

leucotriènes. Aussi, ils inhibent la formation de la prostaglandine E2 et le leucotriène B4 

(LTB4), un agent chimioattractant très puissant pour les neutrophiles. Le LTB4 et les 

prostaglandines sont responsables des 4 signes de l’inflammation (rougeur, chaleur, 

douleur et œdème), ce qui peut expliquer l’effet antipyrétique de l’EFCA. 
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  Cette étude a été consacrée à l’évaluation des activités anti-oxydante, anticancéreuse 

et hématoprotectrice d’un extrait polyphénolique, riche en flavonoïdes, obtenu à partir des 

feuilles de Cléome arabica.  

 L’effet antioxydant de l’extrait estimé in vitro via l’utilisation des tests du DPPH
.
, de 

la chélation du fer ferreux et du pouvoir réducteur a été significativement intéressant.  

 L’activité anticancéreuse de l’extrait a été  explorée  en utilisant 5 lignées de cellules 

cancéreuses qui représentent les cancers humains les plus répondus (HeLa, HepG2, MCF-

7, DLD-1 et SK-N-BE). L’extrait a induit une diminution significative et dose dépendante 

du  nombre de cellules cancéreuses. L’examen  de la distribution du cycle cellulaire a 

montré une accumulation des cellules cancéreuses en phase sous-G1, ce qui indique leur 

entrée en apoptose. En plus, les résultats du western blot, ont montré une élévation du taux 

de la caspase-3 activée et du PARP clivée. Ces résultats indiquent que l’extrait de Cléome 

arabica a exercé un effet apoptotique via l’activation des caspases. La question qui reste 

posée est si  cet extrait a le pouvoir d’inhiber la prolifération des cellules cancéreuses 

induite par les agents mitogènes tels que les facteurs de croissance comme l’EGF et par la 

réduction/augmentation du sérum. Pratiquement,  l’extrait étudié a fait diminuer le nombre 

des cellules cancéreuses d’une manière significative en présence et en l’absence de l’agent 

mitogène. Une augmentation du taux de la caspase-3 et une diminution du taux de la 

protéine anti-apoptotique Bcl-2, ainsi que ceux des protéines AKT phosphorylées et ERK 

phosphorylées, sont observées. Par conséquent, l’extrait peut jouer le rôle d’un agent 

préventif et aussi d’un agent curatif après l’installation du cancer.    

 L’effet hématoprotecteur de l’extrait est évalué in vivo vis à vis la toxicité 

hématologique provoquée par le médicament anticancéreux AraC en utilisant des souris 

Balb C. L’administration sous cutanée de l’extrait a considérablement protégé les globules 

rouges des souris. En effet, leurs nombres, ainsi que le taux d’hémoglobine et le 

pourcentage d’hématocrite, sont comparables avec ceux du groupe témoin. Cependant, une 

protection négligeable des globules blancs est observée. De même, l’effet antipyrétique de 

l’extrait est également confirmé. Sachant que les mêmes résultats sont obtenus avec la 

rutine (flavonoïde glycosylé). 

  Malgré les résultats obtenus dans cette étude,  d’autres études restent nécessaires à 

savoir l’étude et l’identification des différentes fractions de l’extrait brut des feuilles de 

Cléome arabica pour bien approfondir les connaissances sur les différents flavonoïdes 

pourvus de ces activités biologiques et aussi pour cerner d’une manière plus fine les 
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différentes actions possibles de ces composés et leur synergie. De même, des études 

approfondies in vivo en utilisant des souris nues (nude mice) greffées par des tumeurs des 

cancers humains sont souhaitées  pour aboutir à l’application des molécules isolées de cette 

plante comme alternative aux molécules chimiques à effets indésirables. 
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1. Solutions de travail 

 

1.1. Tampon phosphate  

Pour préparer un litre du tampon phosphate salin, abrégé PBS, de l'anglais phosphate 

buffered saline, il faut : 

 

 

 

 

 

 

1.2. Bleu de trypan  

 Pour préparer 100 ml de la solution du bleu de trypan il faut : 500 mg du bleu de  

trypan  + qsp 100 ml de la solution de Krebs. La solution est laissée sous agitation pendant une 

nuit. Ensuite, une  stérilisation par ultrafiltration sous l’hôte est pratiquée en utilisant une 

membrane de porosité 0,45 ou 0,22 µm. 

 La solution de Krebs se compose de deux solution, la solution A et la solution B, et se 

prépare comme suit : 

 

 

 

 

 

 

NaCl (137 mM)  8,0 g 
 Apporter le volume à 1 litre par l’eau 

distillée. 

 Ajustement du pH à 7,4. 

 Stérilisation par ultrafiltration sous l’hôte 

(membrane de porosité 0,45 ou 0,22 µm) ou 

par autoclavage à 120°C pendant 20 minutes.  

 Répartition de la solution en aliquotes dans 

des tubes de 15 ml. 

 Bien visser les bouchons et les entourer par 

du parafilm, puis les conserver à 4°C. 

KCl (2,7 mM)  0,2 g 

Na2HPO4  2H2O (10 mM) 1,44 g 

KH2PO4 (1,76 mM) 0,2 g 
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1.3.  Solution de solubilisation et de lyse  

La solution de solubilisation et de lyse « SB » de l’anglais « Sample buffer » est préparée à 

partir de : 500 µl tris-HCl (0,25 M), 1 ml SDS (10 %), 2,5 ml H2O et un cocktail d’inhibiteurs 

des protéases (1 :1000) contenant 1,0 mM de fluorure de phénylméthylsulfonyle et 5 μg/ml de 

leupeptine.   

 

1.4. Solution BMG 

La solution BMG est composée de bleu de bromophénol 0,1 % qui sert à colorer 

l’échantillon, du β-mercapto-éthanol qui sert à rompre les ponts disulfures et du glycérol qui sert 

à pondérer l’échantillon avec les proportions de 2/2/5, v/v/v respectivement. 

 

1.5. Gels de séparation et de concentration d’électrophorèse 

 Selon la fiche d’information de Sigma, les solutions A, B, C, D et E qui sont  nécessaire à la 

préparation des gels de séparation et de concentration d’électrophorèse, sont préparés comme 

suit :  

 

Solution A NaCl  
32,18 g 

 Apporter le volume à 1310 ml par l’eau distillée. 

 Faire un gargarisme pendant 10 à 15 minutes 

avec un mélange d’O2 95 % et CO2 5 %. 

 

KCl  
1,65 g 

KH2PO4 
0,745 g 

MgSO4  

7H2O 

1,37 g 

CaCl2  2H2O 
1,332 g 

Solution B NaHCO3 
9,71 g 

 Apporter le volume à 1000ml par l’eau distillée. 

 Mélanger la solution A avec la solution B pour obtenir la solution mère de Krebs. 

Solution 

Krebs  

Solution mère de Krebs 50 ml 

BSA 1 g 

HEPES 0,3 g 

Apporter le volume à 100 ml par  ddH2O. Puis ajuster le pH à 7,4 
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 Composition Quantité 

Solution A  Solution d’Acrylamide / Bis-acrylamide  30 % 

Solution B Trizma Base 7,28 g 

TEMED 92 µl 

 Adjuster le pH à 8,9 avec du HCl 1N. Ajouer qsp 40 ml ddH2O. 

Solution C Trizma Base 1,21 g 

TEMED 92 µl 

Adjuster le pH à 6,9 avec du HCl 1N. Ajouter qsp 20 ml ddH2O. 

Solution D Dissoudre 1g de SDS dans 10 ml ddH2O. Puis, filtrer. 

Solution E Dissoudre 60 mg de persulfate d’ammonium dans 5 ml ddH2O ultra pure. 

 

1.6. Solution de migration « running buffer »  

 La solution de migration de migration ou « running buffer » est composée de 25 mM Tris, 

192 mM glycine, 0,1% SDS, pH 8,3. Elle se prépare comme suit : Faire dissoudre 28,8 g de 

glycine et 6,04 g de Tris base dans 1,8 litre ddH2O. Puis, ajouter 2 g du SDS et  compléter le 

volume à 2 litres par du ddH2O. 

 

1.7. Tampon de transfert « transfert buffer » 

 Le tampon de transfert  « transfert buffer » est composé de : 25 mM Tris et 192 mM 

glycine, pH 8,3.  Il se  prépare comme suit : 

- Solution stock 10X (se conserve à  4°C) 

 30,3 g Tris base 

 144,1 g glycine 

 ddH2O qsp 1 litre 

- Tampon de transfert 1X (se conserve à  4°C) 

 100 ml de la solution stock 10X 

 200 ml méthanol 

 ddH2O qsp 1 litre 

 

 

 

 



Annexe 113 

1.8. Solution du rouge Ponceau  

 La solution du rouge ponceau est préparée en ajoutant 5 ml de l’acide acétique à 1 g de la 

poudre du rouge ponceau, puis, le volume est complété à 20 ml par ddH2O. 

 

1.9.  Solution TTBS 

La solution TTBS 10X (Tween-Tris-Buffered Saline) est composée de la solution du TBS 

(Tris-Buffered Saline) et du 0,1 % Tween 20.  

Pour préparer un litre de la solution TBS 10X  il faut : 24,2 g Tris (Tris base, Tris buffer, 

Trizma
TM

, Trisamine, THAM, Tromethamine, Trometamol, Tromethane,  Trisaminol), 80 g 

NaCl et une qsp 1 litre de ddH2O. Puis, le  pH de la solution obtenu est ajusté à 7,6 avec du HCl. 

Pour préparer un litre de la solution TTBS il faut : 100 ml du TBS 10X + 1 ml tween 20 + qsp 1 

litre ddH2O.  

  

1.10.  Solution du BSA  

 La solution du BSA (Bovine Serum Albumin) 3% est préparée comme suit : 1,2 g de BSA + 

qsp 40 ml TTBS. La solution obtenue est stérilisée par filtration. 

 

2. La courbe la courbe d’étalonnage du BSA 

 

 

Figure 36: La courbe d’étalonnage du BSA. 



Résumé 

Cléome arabica L. (Capparaceae) est une plante médicinale saharienne, largement distribuée dans la partie nord de l'Afrique et 

elle est utilisée pour le traitement des douleurs abdominales et rhumatismales. Dans la présente étude, l'extrait polyphénolique des 

feuilles de Cléome arabica (EFCA) est étudié pour: (i) L’activité antioxydante in vitro en utilisant les tests du DPPH
,
, de 

chélation du fer et du pouvoir réducteur. (ii) Les effets anticancéreux en utilisant cinq lignées de cellules cancéreuses humaines, 

MCF-7, DLD-1, HepG2, HeLa et SK-N-BE, par la mesure de leur viabilité et la distribution de leur cycle cellulaire en utilisant 

une chambre d’hémocytomètre et un cytomètre en flux. Le facteur de croissance épidermique (EGF) a été utilisé comme contrôle 

positif. Un western blot est réalisé pour évaluer les effets de l’extrait sur les voies impliquées dans la régulation de la croissance 

cellulaire et l'activation de la cascade apoptotique. (iii) Les effets protecteurs contre la toxicité hématologique induite par l’AraC 

chez la souris en établissant une formule de numération sanguine et par la mesure de la température corporelle des souris. Les 

résultats obtenus montrent que l’EFCA a exercé une forte activité antiradicalaire contre le radical libre DPPH
.
  (IC50 4,88 µg/ml) 

et un puissant pouvoir réducteur. Cependant, une bonne activité chélatrice n’a été obtenue qu’avec des concentrations élevées 

(IC50 = 377,75 µg/ml). En outre, les résultats obtenus indiquent que le traitement des 5 lignées de cellules cancéreuses avec les 

différentes concentrations de l’extrait (1, 5, 10, 25, 50, 100 et 200 µg/ml) a réduit le nombre cellulaire d’une manière dose-

dépendante. Ainsi, la cascade apoptotique impliquant l'activation de la caspase- 3 et le clivage de son substrat, la protéine PARP, 

a été triplé en utilisant des concentrations de 100 et 200 µg/ml de l’EFCA. Le traitement des cellules cancéreuses par 200 µg/ml 

d’extrait a bloqué la croissance cellulaire induite par le facteur de croissance EGF, en empêchant la phosphorylation d’AKT et 

d’ERK et en diminuant le niveau de la protéine anti-apoptotique Bcl-2. Dans l'ensemble, ces données suggèrent fortement que 

l’EFCA a exercé des effets anticancéreux sur toutes les lignées cellulaires cancéreuses testées. Les résultats de cette étude 

montrent également que l'injection sous-cutanée de 50 mg/kg de l’AraC à des souris pendant 3 jours consécutifs a entraîné une 

myélosuppression significative. En effet, les nombres des globules rouges et des globules blancs, la quantité d'hémoglobine et le 

pourcentage de l'hématocrite ont diminué significativement (p<0,001). Cependant, l'injection intrapéritonéale de l’extrait (100 

mg/kg) pendant 6 jours consécutifs n'a exercé aucun effet toxique. La combinaison de l’EFCA et d’AraC a protégé les cellules 

sanguines contre une véritable toxicité. En fait, le nombre des globules rouges, la quantité d'hémoglobine et le pourcentage de 

l'hématocrite sont significativement plus élevés. Toutefois, le nombre des globules blancs est légèrement protégé. En plus, 

l’extrait a exercé une activité antipyrétique par le maintien de la température corporelle des souris au tour de 37°C chez le groupe 

traité par la combinaison l’EFCA/AraC, contre 39°C chez le groupe traité par l’AraC seule. En conclusion, les activités 

biologiques de l’EFCA, observés in vitro ainsi que in vivo, sont probablement dues à sa richesse en polyphénols, surtout en 

flavonoïdes qui ont représenté 322,1 ± 3,44 mg équivalent d’acide gallique/g de l’extrait et 245,6 ± 4,67 mg équivalent de 

quercétine/g de l’extrait respectivement. 

Mots clés: flavonoïdes, extrait polyphénolique, Cléome arabica, activité antioxydante, activité hématoprotective, apoptose, 

activité anticancéreuse. 

 ملخص

ْٙ َجزخ غجٛخ صحشأٚخ يُزششح ػهٗ َطبم ٔاسغ كٙ شًبل أكشٚقٛب ٔ رسزخذو نؼلاج آلاو انجطٍ ٔ ( Cleome arabica L)انُزُٛخ 

انُشبغ انًعبدح نلأكسذح  (أ): كٙ ْزِ انذساسخ، رى رقذٚش الأَشطخ انزبنٛخ نهًسزخهص انجٕنلُٕٛنٙ انًسزخشج يٍ أٔسام انُزُٛخ. انشٔيبرٛضو

DPPHكٙ انًخزجش ثبسزخذاو
.
انُشبغ انًعبدح نهسشغبٌ ثبسزخذاو خًسخ إَٔاع يٍ انخلاٚب  (ة). ، انزًخهت انًؼذَٙ ٔانقذسح انًشجؼخ 

، يٍ خلال رقٛٛى انحٕٛٚخ انخهٕٚخ ٔقٛبط رٕصٚغ دٔسح MCF -7 ،DLD -1 ،HepG2 ،HeLa ٔSK-N-BE :انسشغبَٛخ انجششٚخ انًخزهلخ

كًب رى اسزخذاو . ػهٗ انزٕانٙ، حٛث رى اسزخذاو ػبيم انًُٕ كشبْذ يٕجت hemocytometerٔ  cytofluorimeterانخهٛخ ثبسزخذاو ؿشكخ 

ج ).  نزحذٚذ رأثٛش انًسزخهص ػهٗ انًسبساد انزٙ رذخم كٙ رُظٛى ًَٕ انخلاٚب ٔ رُشٛػ انًٕد انخهٕ٘ انًجشيجWestern blotرقُٛخ 

كٙ انلئشاٌ ٔرنك ثزحذٚذ انصٛـخ انؼذدٚخ نكشٚبد انذو ٔ كزا قٛبط دسجخ CarA انُشبغ انٕقبئٙ ظذ انسًٛخ انذيٕٚخ انزٙ ٚسججٓب دٔاء 

DPPH انجزس انحش أٌ يسزخهص انُزُٛخ ًٚهك َشبغب يعبدا نلأكسذح جذ كؼبل ظذ أٔظحذ انُزبئج انًزحصم ػهٛٓب. حشاسح انجسى
.
 

(50 = IC4.88  يم/يٛكشٔؿشاو)  1000-200)كًب ًٚهك أٚعب قذسح يشجؼخ يًٓخ ٔ قذسح رًخهت جٛذح ٔنكٍ ثبسزؼًبل رشاكٛض ػبنٛخ 

، 25، 10، 5، 1)كًب أظٓشد انُزبئج انًزحصم ػهٛٓب أٌ يؼبيهخ انخلاٚب انسشغبَٛخ ثزشاكٛض يخزهلخ نًسزخهص انُزُٛخ . يم/يٛكشٔؿشاو

إظبكخ إنٗ رنك، رًذ . أدد إنٗ اَخلبض ػذد انخلاٚب انسشغبَٛخ انحٛخ ثطشٚقخ رؼزًذ ػهٗ انجشػخ (يم/ يٛكشٔؿشاو200 ٔ 100، 50

يم يٍ /  يٛكشٔؿشاو 200ٔ  100 ثًقذاس ثلاثخ أظؼبف ثبسزخذاو PARP ـ انُشٛػ ٔ سكٛضر3ّصٚبدح كٙ َسجخ أَضٚى انكبسجبط 

  ٔ AKT  ٔKRE انًحلض ثؼبيم انًُٕ ٔ رنك ثًُغ كسلشح  يم ًَٕ انخلاٚب/ يٛكشٔؿشاو 200كًب أٔقق انًسزخهص ثزشكٛض. انًسزخهص

يسزخهص انُزُٛخ ًٚزهك رأثٛشا يعبدا نهسشغبٌ كٙ جًٛغ إَٔاع انخلاٚب يٍ خلال انُزبئج انًحصم ػهٛٓب كأٌ . -2lcBخلط يسزٕٖ كزا 

 خلال انزجشثخ رحذ انجهذ نلئشاٌ CarAكؾ يٍ /  يهؾ50حقٍ نـ  كًب أظٓشد انُزبئج انًحصم ػهٛٓب أٌ. انسشغبَٛخ انزٙ رى اخزجبسْب

حٛث اَخلط ػذد خلاٚب انذو انحًشاء ٔانجٛعبء، ٔ كزا كًٛخ انًٕٓٛجهٕثٍٛ َٔسجخ .  َخبػٙ كجٛشكجحثلاثخ أٚبو يززبنٛخ أدٖ إنٗ 

كهؾ يٍ يسزخهص انُزُٛخ ٔنًذح سزخ أٚبو /يهؾ 100ثًُٛب نى ٚجذ٘ انحقٍ داخم انصلبم نـ .  (P < 0.001) انًٓٛبرٕكشٚذ ثصلخ يؼُٕ٘

حٛث كبٌ ػذد .  حًٗ انخلاٚب انذيٕٚخ يٍ سًٛخ حقٛقٛخCarA/إٌ انحقٍ انًضدٔج نكم يٍ يسزخهص انُزُٛخ. يززبنٛخ أ٘ أثش سًٙ كٙ انذو

ثبلإظبكخ . ؿٛش أَّ نى ٚزى حًبٚخ خلاٚب انذو انجٛعبء. خلاٚب انذو انحًشاء ٔ كًٛخ انًٕٓٛجهٕثٍٛ َٔسجخ انًٓٛبرٕكشٚذ ػبنٛخ ثشكم يهحٕظ

و كٙ  °37إنٗ رنك، أثجذ انًسزخهص َشبغب خبكعب نهحشاسح ٔ رنك يٍ خلال انحلبظ ػهٗ دسجخ حشاسح جسى انلئشاٌ كٙ حذٔد 

خزــــــبيب، ًٚكٍ أٌ ركٌٕ .. ٔحذْب CarA كٙ انًجًٕػخ انًؼبيهخ ثـ و  °39 يقبثم CarA/انًجًٕػخ انزٙ رى يؼبيهزٓب ثـ يسزخهص انُزُٛخ

الأَشطخ انجٕٛنٕجٛخ نًسزخهص انُزُٛخ، ٔ انزٙ نٕحظذ كٙ انًخزجش ٔكزنك كٙ انجسى انحٙ، ساجؼذ إنٗ ؿُبِ انكجٛش ثًـبدح انجٕنٛلُٕٛل، 

 يؾ يكبكئ 4.67 ± 245.6ؽ يٍ انًسزخهص ٔ / يؾ يكبكئ نحًط انقبنٛك3.44 ± 322.1خبصخ انللاكَٕٕٚٛذاد ٔ انزٙ قذسد ثــ 

  . ؽ يٍ انًسزخهص ػهٗ انزٕانٙ/نهكبسسزٍٛ
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