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RESUME

L’objectif assigné a notre travail consiste a [étude comparative de Tactivité
antioxydante et antiproliférative de I'extrait  méthanolique du fruit et de la partie

aerienne de Rubus ulmifolius Schott appartenant a la famille des rosaceae.

Le screening phytochimique a révélé la présence des métabolites secondaires tel que :
flavonoides, tannins et anthocyanes au niveau de la partie aérienne et du fruit et
présence de saponine dans la partie aérienne de la plante.
Le dosage des polyphénols a donné une teneur dans la partie aérienne 31, 71+ 0,02mg
EAG /g Ps contre 11,13 + 0,02mg EAG /g Ps pour le fruit.

L’extraitméthanolique de partie aérienne (tiges et feuilles) de Rubus ulmifolius a
démontré une activité antioxydanteintéressante a I'aide du test chimique au DPPH
éstimée par IC 50 et égale al6, 12 + 0,9 pg / ml contre 93, 58 + 0,32 g/ ml pour le
fruit.

La partie aérienne (tiges et feuilles) a révélé une activité antiproliférative remarquable
avec une inhibition de 100 % de Saccharomyces cerevisiae pour une concentration de
3 mg supérieur a celle du fruit (18%) est comparable a celle du médicament de

réference 'Hydréa pour la méme concentration.

Mots cles: Rubus ulmifolius Schott, activité antioxydante, DPPH, activité

antiproliférative.



ABSTRACT

The aim of this workis the comparative study of the antioxidant and antiproliferative
activity of the methanol extract of the fruit and the aerial part of Rubus ulmifolius Schott

belonging to the family Rosaceae.

The phytochemical screening has revealed the presence of secondary metabolites such
as flavonoids, tannins and anthocyanin in the aerial part and fruit and the presence of
saponin in the aerial part of the plant.

The content of polyphenols in the aerial partis 31, 71+ 0,02 mg EAG /g Wd
against11,13 + 0,02 mg EAG /g Wdfor the fruit.

The methanol extract of Rubus ulmifolius has shown interesting antioxidant activity
using the DPPH test chemical IC 50 is a bout 16, 12 £ 0.9 pg / ml) against 93, 58 +
0.32pg / ml for the fruit.

The aerial plant part revealed a remarkable antiproliferative activity with a 100%
inhibition of Saccharomyces cerevisiae for a concentration of 3mg higher than that of
the fruit (18%)

The antiproliferative activity of aerial plant is comparable to that of the reference drug

hydrea for the same concentration.

Key world: Rubus ulmifolius Schott, antioxydant activity, DPPH, antiproliferative
activity.
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Ephédrine

Chaulmoogra

allélopathiques

Pollinisation

Xénobiotiques
Astringence
Etrusque
Attique
Glabres

Viridaeplantae
Tracheophyta

Spermatophytina

Angiospermae
Magnoliopsida

Etamines

Tomenteuse

Folioles elliptique

GLOSSAIRE

Issue de [éphédra, utilisée en médecine traditionnelle chinoise contre les

maladies respiratoires telles que l'asthme, lesrhinites et les rhumes des foins

Hydnocarpuskurzii ouTaraktogenoskurzii . Désigne aussi I'huile produite par

cet arbre.

interactions biochimiques directes ou indirectes, positives ou négatives, d’une
plante sur une autre (micro-organismes inclus) au moyen le plus souvent
de métabolites  secondaires tels  lesacides  phénoliques,  les flavonoides,
les terpénoides et les alcaloides. Lorsque ces interactions sont négatives, on
parle d'amensalisme.

Le transport du pollen des étamines au pistil

Sedit d'une molécule étrangere a un organisme vivant (additif alimentaire par
exemple) et considérée comme toxique.

Se dit d'une substance qui resserre et asseche les tissus, et peut faciliter leur
cicatrisation.

Est une ancienne civilisation qui s'est développée dans le nord de la botte
italienne pendant l'antiquité avant lascension du monde romain.

Dialecte ionien, qui était la langue de la cité d'Athénes

Organes vegétal dépourvu de poil

Plante verte

Plante vasculaire

Plante a graine

Plante possédant des fleures

Dicotylédone

Les étamines sont des pieces florales (appareil reproducteur mal).Formés d’un
filet (tige) et I'anthére contenant le pollen. L’ensemble constituelandrocée
Velue, poilue

Ressemblent a de petites feuilles ovales
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Thrombocytémie Augmentation du nombre des plaquettes dans le sang.
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l. INTRODUCTION

Les radicaux libres générés par le stress oxydatif sont des especes chimiques instables
avec un électron libre. Pour se stabiliser ils se lient aux macromolécules biologiques
comme les lipides, les protéines et 'ADN et provoquent leur endommagement en

conséquence lapparition de maladies chroniques tel que le cancer.

Les fruits et légumes sont particulierement riches en une variété d'antioxydants dites
composant phytochimiques « les polyphénols »
Les composés phénoliques sont largement distribués dans le régne végétal. Considérés

comme étant les métabolites secondaires les plus abondants dans les plantes.

Au cours des dernieres années, lidentification et le développement de composés
phénoliques ou des extraits de différentes plantes est devenu un domaine de recherche

important de sante.

Plusieurs recherches s’orientent vers les plantes médicinales considérées comme source
énorme de multiples substances phytothérapiques et qui peuvent étre 'arme permettant

de faire face aux maladies chroniques.

Dans le présent travail nous nous sommeintéressés a I’étude d’une plante médicinale
Rubus ulmifolius Schott connue par ces nombreuses vertusthérapeutiquesqui sont dus
ases composantsphytochimiguesessentiellement les polyphénols.

De ce fait notre travail viset un double objectif :

- D’estimation de Tlactivit¢ antioxydante au DPPH (in vitro) de [Dextrait
méthanolique de la partie aérienne (tige et feuilles) et celle du fruit de Rubus
ulmifolius

- L’évaluation de Dlactivité antiproliférative in vitro de la partie aérienne et celle

du fruit en comparaison avec un médicament de référence I'hydrea.



CHAPITRE I
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I.1. Les plantes médicinales
1.1.1. Phytothérapie :

«Les plantes nous offrent gratuitement plus de composés nouveaux que tous
leschimistes du monde ne pourraient jamais en synthétiser pendant mille ans d’efforts...
Non seulement les composés fabriqués par les plantes sont infiniment plus variésque
ceux dont nous disposons a l'heure actuelle; mais is sont toujours mieux tolérés par
I'organisme, parce qu’ils sont le produit naturel de la chimic de la vie... » (Bardeau,
1973)

Le mot phytothérapie provient de 2 mots grecs qui signifient essentiellement « soigner

avec les plantes ».
1.1.2.Historique :
De preuves archéologiques indique que les humains utilisaient des plantes médicinales

au cours de l'air Paléolithique, il ya environ 60000 ans.(Elumalai, 2012)

L’étude des plantes remonte a plus de 5000 ans, les Sumériens, ont créé des tablettes

gravées de listes de centaines plantes medicinales.

En 1500 avant JC, les Egyptiens écrit le Papyrus Ebers, qui contient des informations

sur plus de 850 plantes medicinales.

En chine, Le Pen Tsao(base de données de plante) répertorie 365 plantes médicinales et

leurs usages.

Le Monastére bénédictin était la principale source de connaissances médicales en

Europe et en Angleterre.

A partir du 9°™, siécle dans le monde islamique médiéval, les écoles de médecine
connus comme Bimaristan ont commencé a apparaitre dans les payés des Perses et

Arabes, qui était généralement plus avanceé que 'Europe a l'époque mediévale.
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1.2.Méthodes de préparation des plantes médicinales

- Décoction : utilisé pour extraire les principes actifS des racines, de I’écorce, des tiges
et des baies.

Une décoction consiste a faire bouillir dans de I'eau les plantes séches ou fraiches,
préalablement coupées en petits morceaux.

Les décoctions sont généralement réalisées a partir des racies, d’écorce et de baies,
auxquelles, on ajoute parfois des feuilles et des fleurs (Iseran, 2001). Ce type
d’extraction relativement simple et classique, se réalise sur une quantit¢ d’environ 1kg
de matiere végétale.Les parties fragiles de la plante doivent étre ajoutées dans le
récipient, hors du feu, lorsque la décoction commence a tiédir et enfin, filtrer la

préparation.(Bensegueni-tounsi, 2001)

- La sonication: Implique ['utilisation d'ultrasons & des fréquences allant de 20 kHz a
2000 kHz; ce qui augmente la perméabilité de la paroi cellulaire et produit la cavitation.
(Dai, 2009)

-La macération :C’est laction d’un liquide froid (eau, alcool, vin, huile) sur une ou
plusieurs plantes pendant plusieurs heures, pour en extraire les principes actifs ; le
produit obtenu s’appelle un macéré.

C’est un mode de préparation qui est employé notamment avec les racines, dans ce cas,
il faut les écraser avant macération pour assurer une meilleure diffusion des principes
actifs (Fort, 1976 et Chiej, 1982).Cette méthode est le mieux adapté pour les produits
thermolabiles (Ncube et al.,2008)

- Percolation type soxhlet :

C’est une lixiviation qui se réalise a chaud, le percolateur type soxhlet est
composé d’un réfrigérant, d’un soxhlet et du ballon, le tout monté sur une source de
chaleur.

La drogue se trouve dans une cartouche poreuse a I'intéricur du soxhlet, la maticre a

extraire ne se trouve pas au contact de la source de chaleur (Negrette et al.,1987).
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1.3.Principes actifs des plantes médicinales :

Les plantes médicinales doivent leur action a un ou plusieurs principes actifs que
I'on peut analyser chimiquement et qu’ill est indispensable de connaitre pour

comprendre comment elles agissent sur I'organisme.

1.3.1.Meétabolites secondaire :

Les métabolites secondaires sont un groupe de molécules qui interviennent dans
I'adaptation de la plante & son environnement ainsi que la régulation des symbioses et
d’autres interactions plantes-animaux, la défense contre les prédateurs et les pathogenes,
comme agents allélopathiques ou pour attirer les agents chargés de la pollinisation ou de
la dissemination des fruits (Juddetal.,2002).

leur incorporation dans Ialimentation humaine peut étre utile pour la prévention
contre  plusieurs maladies (cancer, maladies circulatoires, les infections viral
(Makkaretal.,2007).

1.3.2. Classification des métabolites secondaires :

a. Les isoprénoides : (Stéroides et Terpénoides) ou saponines :

Issus des mémes précurseurs, et formés a partir de lassemblage d'unités a 5
carbonesramifiées, dérivées du 2-méthylbutadiéne (polyméres de [lisoprene), les
terpénoides et lesstéroides constituent probablement la plus large classe de composés
secondaires. Comme les dérivés des acides gras, tels les acétogénines, les terpénes ont
pour origine biosynthétique l'acétylCoA ou le malonylCoA. Néanmoins, ils ne sont pas
spécifiques des végetaux puisque le squalene, le cholestérol ou encore de sesquiterpenes
et des diterpénes se rencontrent chez les animaux. Cependant, l'extréme diversité des

terpénoides chez les végétaux contraste avec le petit nombre détecté chez les animaux.

Le nombre d'unités isopréniques définit les différentes classes de terpénes :
monoterpénes (C10), sesquiterpenes (C15), diterpénes (C20), sesterterpenes (C25),
triterpénes (C30) et tétraterpenes (C40). Les terpénes simples en C10 et C15 sont
certainement apparus tardivement au cours de [évolution et caractérisent les plantes

vasculaires ayant développé des appareils sécréteurs. (Crozier et al.,2006)
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b- Les composées phénoliques :

Les composés phénoliques sont une vaste classe de substances organigques cycliques
trés variées, d’origine secondaire qui dérivent du phénol CgHsOH qui est un
monohydroxybenzéne. Les composés phénoliques sont fort répandus dans le régne
végetal ; on les rencontre dans les racines, les feuilles, les fruits et écorce. La couleur et
I'arbme, ou astringence des plantes dépendent de la concentration et des transformations
des phénols. Ces composés représentent 2 a 3% de la matiere organique des plantes et
dans certains cas jusqu’a 10% et méme d’avantage.

Dans la nature, ces composés sont généralement dans un état lié sous forme d’esters ou
plus généralement d’hétérosides.

lls existent également sous forme de polymeres naturels (tanins).

Le groupe le plus vaste et plus répandu des phénols est celui des flavonoides
(D’archivio et al.,2007).

- Les Flavonoides : présents dans la plupart des plantes, sont des pigments
polyphénoliques qui contribuent, entre autres, a colorer les fleurs et les fruits en jaune
ou en blanc. lls ont un important champ d'action et possédent de nombreuses vertus
médicinales :  Antioxydants, maintiennent une bonne circulation, propriétés anti-

inflammatoires et antivirales etc. (Crozier et al.,2006)

- Les Phénols : appelé acide hydroxybenzoique et hydroxcinnamique L'acide
salicylique molécule donnant par synthese I'aspirine.
Les phénols ont un effetanti-inflammatoire et antiseptique.On suppose que les plantes,
en les produisant, cherchent a se prémunir contre les infections et les insectes
phytophages. Les acides phénoliques, comme lacide rosmanimque, sont fortement
antioxydants et anti-inflammatoires et peuvent avoir des propriétés antivirales(Isrin,
2001 ; Fresco, 2006).

- Les Tanins :sont des composés polyphénoliques ayant la propriété de tanner la peau,
c’est & dire de la rendre dure et imputrescible, en se fixant sur les protéines :
Cependant on a deux grands groupes de tanins :
v’ Les tanins hydrolysables ;
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v’ Les tanins condensés, non hydrolysables ou tanins catéchiques.

Toutes les plantes contiennent des tanins a un degré plus ou moins élevé. Ceux-
ci donnent un golt amer a l'écorce ou aux feuills et les rendent impropres a la

consommation.

Les tanins stoppent les hémorragies, luttent contre les infections, drainent les
sécrétions excessives, comme dans la diarrhée, et réparent les tissus endommagés par un

eczémaou une brilure(Fresco, 2006).

- Les anthocyanes ou anthocyanines (du grec anthos = fleur, kyaneos = pourpre)

sont des pigments naturels solubles dans l'eau allant tout les couleur du rouge au bleu.
Les anthocyanes apparaissent principalement dans les fruits mais aussi dans les feuilles
etles racines. lls sont principalement localisés dans les cellules des couches extérieures

de I'épiderme.

Les quantités sont assez importantes: un kg de mdres en contient parexemple

1,15 g, les légumes rouges et noirs en contiennent environ 20 mg/g.

Environ 2% de tous les hydrocarbures fixés par la photosynthése sont
transformés en flavonoideset leurs dérivés tels que les anthocyanes. Ce qui fait environ

10 milliards de tonnes par an(Sava et al.,2006)

1.4. L’histologie Organographique :

L’¢tude anatomique des plantes vasculaires permet de mettre en €vidence un certain
nombre de tissus, c’est-a-dire d’assemblages de cellules différenciées dans

Faccomplissement d’une méme fonction.

A Torigine des tissus différenciés, se trouvent des ensembles de cellules jeunes, tres
actives, a parois minces, gros noyau et petites vacuoles : ce sont les méristemes. La
multiplication des cellules méristématiques selon des regles bien déterminées, leur

élongation et leur differenciation, donnent naissance aux tissus différenciés.

¢
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Ces tissus sont répartis dans les trois organes fondamentaux de la plante : racine, tige et
feuille, dans une disposition propre a chaque organe.
L'histologie Vvégétale est la partie de la biologie végétale qui étudie la structure

microscopique des tissus végétaux.

Chez les plantes vasculaires, les principaux tissus sont en outre réunis en unités plus
grandes en fonction de leur continuité dans l'ensemble de la plante. Ces unités plus
grandes, les systémes histologiques ou systemes de tissus, Se reconnaissent aisément,
souvent a I'ceil nu. Il existe trois systémes de tissus et leur présence dans la racine, la
tige et la feuille traduit & la fois la similitude fondamentale entre les organes de la plante
et la continuité de l'organisme.

Les trois systémes sont :

1- Tissus fondamentaux de trois types: le parenchyme, le collenchyme et le
sclérenchyme ;

2- Tissus conducteurs comprenant le xyleme et le phloéme ;

3- Tissus protecteurs représentés par I'épiderme, enveloppe protectrice externe de la
structure primaire, puis par le péri derme dans les parties de l'organisme qui possedent

un épaississement secondaire (Raven et al.,2007).

I.5. Généralité sur la plante :

1.5.1 La famille desRosaceae :

Le mot anglais rose vient du latin et I'ancien francais. Le mot Latin rosa peut-étre une
forme étrusque de grec Rhodia, “en provenance de Rhodes." Le mot grec attique de rose
est Rhodon, dans le dialecte grec “’wrodon’’. Dans I'Avesta, la langue perse, "rose™ est

Varda et en arménien “’vard”’(Foltaetal.,2009)
1.5.2. Le genreRubus :

Rubus, Rosaceae, connus communément sous le nom : des ronces,
Le genre Rubuspeut se découper en 3 sous-genres :
- Les framboises avec leurs fruits rouges, recouverts de nombreux poils courts,

c’est le « sous-genre idaeobatus ».
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- Le petit Rubus qui donne des fruits rouges vifs avec peu de drupéoles (petites
boules qui forment le fruit) toutes glabres qui forme a lui seul le « sous-genre
Cylactis».

- Sous-genre des ronces qui donnent comme fruit ce que nous appelons les mires

et qui se nomme « sous-genre Rubus ». (Folta et al., 2009 ; Hummer, 2010)
1.5.3 Rubus ulmifolius Schott :
Etymologie :
Rubus ulmifolius Schott, un nom latin qui signifie Ronce a feuille d’orme.
(Dumesnil, 1821)
Rubus : ronce
Ulmifolius : feuille d’orme.

Nom scientifigue :Rubus ulmifolius Schott

Ancienne __appelation :Rubus fructicosus L (Halimi, 1997 ; Hammer et al.,2004 ;
Benhamza, 2008)

Synonymes :(Evans et al., 2007)

Plusieurs synonymes sont attribués a la plante :

Rubus rusticanus

- Rubus ulmifolius var. Inermis

- Rubus discolor

- Rubus ulmifolius var. Ulmifolius

- Rubus ulmifolius var. anoplothyrsus

Noms vernaculaires :(Halimi, 1997.,Babaaissa 2000 )

Nom Algerien : El oleig, Woirdiate, Indjel (Thizouel)

Nom Francais:Ronce

Nom anglais : EIm-leafblackberry

Nom espagnol:Zarzamora
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Systématigue : (Evans et al, 2007)

Rubus ulmifoilius Schott fait partie de la famille des rosacese, la systématique est

comme suite :

Regne Plantae

Sous regne Viridaeplantae

Division Tracheophyta
Sousdivision Spermatophytina
Infradivision Angiospermae

Classe Magnoliopsida

Ordre Rosales

Famille Rosaceae

Genre Rubus L

Espéce Rubus ulmifolius Schott

Description botanigue :(InBelhacen, 2009)

Sous-arbrisseaux Vvivaces, espece caractérisée par des aiguillons arqués, tres wvulnérants,
rougeatres et recouverts de pruine.
Les feuilles : feuilles convexes, vertes et glabrescentes en dessus,blanches-tomenteuses

en dessous, a5 folioles elliptique peu profondément dentées, nettement pétiolulées

Les fleurs :sépales tomenteux, réflechis. Pétales d'un rose vif, suborbiculaires,

chiffonnés. Etamines égalant ou dépassant peu les styles roses.

Le fruit : Le fruit est composé de nombreuses drupéoles noires plutdt luisantes.



http://www.itis.gov/servlet/SingleRpt/SingleRpt?search_topic=TSN&search_value=846492
http://www.itis.gov/servlet/SingleRpt/SingleRpt?search_topic=TSN&search_value=846496
http://www.itis.gov/servlet/SingleRpt/SingleRpt?search_topic=TSN&search_value=846504
http://www.itis.gov/servlet/SingleRpt/SingleRpt?search_topic=TSN&search_value=846505
http://www.itis.gov/servlet/SingleRpt/SingleRpt?search_topic=TSN&search_value=18063
http://www.itis.gov/servlet/SingleRpt/SingleRpt?search_topic=TSN&search_value=24538
http://www.itis.gov/servlet/SingleRpt/SingleRpt?search_topic=TSN&search_value=24848
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La floraison : a lieu de juin a ao(t.

Feuille a limbe denté
Nervure secondaire
Nervure principale

05 folioles vertes et 05 folioles Blanches-

glabrescentes face en dessous tomenteuses
Face en dessous

Sépale

Frut ~ compose  de

drupéoles

Figure N°01: Aspect générale Rubus ulmifolius Schott (InBelhacen, 2009)

Répartition et habitat : L’Europe, I'Asie, I'Afrique (Atlas), I'Afrique australe, le Sud-
est de [l'Australie, la Nouvelle-Zélande, les Etats-Unis le Chili et I’équateur.C’est une
pbnte des haies, des Iseres de foréts ou des taills supportant awssi bien ks milieux

ombragés frais qu’ouverts et ensoleillés. C’est la ronce la plus répandue du département
depuis la plaine jusqu’a I'étage montagnard et ce dans beaucoup de milieux différents
ruines. (InSerboub, 2012)

Pétale | Tige
Epine

Etamines
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FigureN®° 02 : Repartirions mondiale de la Ronce (Rubus fruticosus L. agg.)
(Wehrlen, 1985)

Organe _utilisé:les feuilles, fleurs en boutons, jeunes pousses (turions), fruits
Humides.(InSerboub, 2012)

Préparation de la plante :

- On bout les feuilles desséchées dans leau pendant 20 minutes, on filtre, on
ajoute du miel et on boit a raison d’un verre trois fois par jour jusqua la guérison
des maladies suivantes: les inflammations de l'appareil digestif, l'appareil génito-
urinaire, les colites de l'estomac, les diarrhées et les regles abondantes.

- On bout l'eécorce des racines dans leau pendant 20 minutes, on filtre et on boit
un verre trois fois par jour jusqua la guérison des maladies des riens.

- Prendre les fruits contre les inflammations lappareil digestif. (InSerboub.,2012)

- Préparer un décocté des feuilles de la ronce, faire bouillir 40 g de feuilles dans
de I'eau pendant 2 min, laissé reposer 10min ensuite boire. Facilite la digestion,
gueriele diabéte, les angines, stoppe I’hémorragie.

- Les bourgeons jeunes sont cueillis en mois de printemps mis dans un conteneur
ensuite on les exposeau soleil, la ronce excrete un liquide utilisé pour guérir et
cicatrisé les plaies.(Halimi, 1997)



http://infodoc.agroparistech.fr/index.php?lvl=author_see&id=10316
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En ltalie, la plante est utilisée pour le traitement des abceés, des furoncles et les

ulcéres, tandis que la décoction de feuilles est utilisée pour guérir la conjonctivite,

les hémorroides et les inflammations intestinales. (Uncinimanganellietal., 1999).

Dans la médecine traditionnelle chilienne, Rubus ulmifolius est utilisé pour son

effet hypoglycémiant démontré expérimentalement chez le rat. (Lemus et al.,

1999).

Composition chimigue :

Le contenu et la composition en polyphénols, dans le genre Rubus, sont déterminés par

plusieurs facteurs :(Samuel-peterson, 2013)

Génétique

Environnement

Climat

AN N N Y NN

Méthode de culture

Périodede cueillette

Temps et conditions de stockage

TableauN® | : Composition chimique de la partie aérienne

v’ Saponine

(Chaban et al., 2014)

Composés phénoliques :

(Panizzi et al., 2001 ; Sisti et al., 2008 ; Martini et
al., 2009)

Acide caféique

v" Tanins hydrosoluble (ellagitanins)

Acide fellurique

Tannins condensé (proanthocyanes)

Acide gallique

Acide coumarique

NEENENEE I

v
v Flavonoles : rutin, acide ellagique, Kaempferol
v

Quercetin

Anthocyanine
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Tableau N° Il: Composition chimique du fruit

v Fibre
v vitamine :C, K (Sariburun et al., 2010)

v" Mineraux

Composés phénoliques :(Hager et al.,2008 ; Kylli, 2011)

v' Tannins condensé (proanthocyanes) v Flavan-3ols

v" Tanins hydrosoluble (ellagitanins) v'anthocyanine
v Quercetin v Cyanidines

v Flavonoles : rutin, acide ellagique, Kaempferol

1.6. Effets thérapeutiques de la plante :

Rubus ulmifolius, nommé actuellement «super fruits » pour leurs effets

thérapeutiques dusessentiellement aux composés phénoliquesqu’elles contiennent :

v’ Activité antimicrobienne (Panizzi et al., 2001 ;Chabane et al.,2014)
v' Activité antifongique (Sisti et al.,2008)

v Activité anti-inflammatoire (Rupesh etal., 2013)

v

Activité antioxydante (Dall’ acquaetal., 2008),

1.6.1. Activité antiproliférative :

Le cancer :

Le cancer se présente habituellement comme une tumeur formee d'une masse cellulaire
quiest laboutissement d'une série de transformation pouvant se dérouler pendant
plusieursannées, donc la cancerogénese est un processus complexe multi-séquentiel
menant une cellule de l'état sain a un état précancereux et finalement & un stade précoce

de cancer (Pincemailetal., 1999).

Depuis longtemps, on associe le cancer et le type d'alimentation, de nombreux

chercheursont étudié le role des nutriments dans le développement des cancers. Plus
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récemment desrecherches expérimentales suggerent que les flavonoides sont parmi les
substancessusceptibles de retarder voire d'empécher lapparition de certains cancers, tout
en réduisantd'une maniére spécifique les risques d'en avoir chez les sujets humains
(Decloitre, 1993 et Hertog, 1996)

Déroulement du cancer :

Le cancer est la seconde cause de mortalité aux états unis et dans d’autres nations.
Ledéveloppement de cette maladie est divisé en difféerentes étapes (Beattieetal.,2005):

- Etape d’initiation : Elle débute quand des agents carcinogénes se fixent sur ’ADNou
a la suite de lésions par radiations ionisantes ou de rayonnements UV.

DesERO entrainent des mutations au niveau de PADN des cellules somatiques.
lispeuvent également agir en tant que messagers secondaires en modifiant dans lacellule
la régulation redox du glutathion, agent antioxydant important, en activantla
thiorédoxine qui active elle-méme le NFxB normalement inactif. Il y a doncsynthése de
nombreux médiateurs impliqués dans le processus du développementdu cancer.

- Promotion (stimulation de Texpansion de la tumorigenese). Elle peut se
prolongerpendant  plusieurs années. La cellule se transforme en cellule pré-
néoplasiqueavec maintien du caractére immortel.

- Phase de propagation ou progression (conversion de la tumeur en cancer malin).

La cellule pré-néoplasique se transforme en cellule néoplasiqgue ou cancéreusenon

reconnue par 'organisme comme cellule anormale (InTabat, 2011)

4 N

[initiation| [Promotion| Progression]

N

Virus

Lésion du Activetion des oncoglnes
DHA NACTIVATON deS SUPPIRSSANTS

N /

Figure 03 : Lesprincipales étapes de la cancérogenese(In Tabat, 2011)
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Etude de Pactivité antiprolife rative in vitro :

Saccharomyces cerevisiae :

Saccharomyces  cerevisiae est une espece appartenant a la  famille

Saccharomycescerevisiae(Kurtzman, 2003)

Considérée comme I'organisme eucaryote le micux étudié ; ses genes sont conservés de
maniere significative au cours de ['évolution. Au moins 5596 genes du génome de
Saccharomyces cerevisiae codant pour des protéines entierement séquencé (Otero et
al., 2010). Par conséquent, la levure Saccharomyces cerevisiae est largement utilisée

comme modele pour étudier les mécanismes cellulaires fondamentaux.

Les fonctions biochimiques et physiologiques des génes eucaryotes (organismes
supérieurs) sont expliquées via des études réalisées sur la souche Saccharomyces
cerevisiae. Il existe une analogie des génes de Saccharomyces cerevisiae et la cellule

eucaryote. (Foury, 1997).

Saccharomyces cerevisiae est facile a mettre en culture et en grandes quantités, le cycle
cellulaire et facilement manipulées génétiquement et physiologiquement a la fois .En
conséquence, la levure apparait comme un modéle attractif pour la recherche des
composés ayant une caractéristique antiprolifératif, étudier leur mécanisme d’action. De
plus, Saccharomyces cerevisiae est une cellule moins complexe que les cellules
cancéreuses et il existe un degré élevé de similitude entre elles. Ce micro-organisme est

un excellent systtme modele pour les cellules cancéreuses (Matuo et al., 2012).

1.6.2.Activité anti-oxydante :

Il existe des mécanismes de défense cellulaires qui détruisent les radicaux oxygenés
(Peroxydases cellulaires) ou qui piegent les radicaux libres (molécules anti-oxydantes).
Un antioxydant est défini comme étant toute substance qui peut retarder ou empécher
L’oxydation des substances biologiques. Ce sont des composés qui réagissent avec les

radicaux libres et les rendent ainsi inoffensifs (Boyd et al., 2003)
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Les radicaux libres sont des espéces chimiques (atomes ou molécules) qui possedent un
ou plusieurs électrons celibataires (electron non appari€) sur leur couche externe. La

présence  d’un  électron  célbataire leur confére une grande  réactivité
(HallinelletWhiteman, 2004).

Origine des radicaux libres :

Les RL sont produits par un grand nombre de mécanismes tant endogeénes qu’exogenes
Les sources exogenes peuvent étre représentées par des facteurs environnementaux,
pollutions diverses, produits chimiques ainsi que des contaminations par des métaux

lourds oucertaines carences nutritionnelles (Priyadarsini, 2005)

Certaines de ces productions sont volontairement programmées par I’organisme
(Halliwell, 2006)

D’aprées D’ACOSTA (2003), les principaux radicaux libres qu’on rencontre dans le
corps Humain sont : I’anion super oxyde (O..-) ; le radical hydroxyle OH. ; Le radical

alcoxyle (RO.) ; 'oxyde nitrique (NO.) et le radical hydro-pyroxyle HOO

Ro6le physiologigue des radicaux libres :

lls remplissent de trésnombreuses fonctions utiles: La phagocytose, participent au
fonctionnement de certaines enzymes, a la transduction de signauxcellulaires, a la
défense immunitaire contre les agents pathogénes, a la destruction par apoptose des
cellules tumorales, au cycle cellulaire, a la différentiation cellulaire, a larégulation de la
dilatation capillaire, au fonctionnement de certains neurones notamment ceuxde la
mémoire, a la fécondation de Tlowule, & la régulation des génes, phénomene

appelécontrole redox des genes (Favier, 2003).

Exemple :
- Le radical monoxyde d’azote posseéde une fonction régulatrice.
- Le radical super-oxyde O, module la signalisationcellulaire et intervient dans les
régulations métaboliques, lorsqu’il est produit par le réticulum endoplasmique

lisse avec H,O,, ils interviennent dans la régulation redox decertaines fonctions
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essentielles de ce compartiment cellulaire telles que I'adressage et la sécrétion
des protéines (Valko et al., 2007)

Les antioxydants font actuellement 1’objet de nombreuses études car, en plus d’un
mtérét certaindans la conservation des denrées comestibles, ils pourraient s’avérer utiles
dans la prophylaxieet le traitement des maladies dans lesquels le stress oxydant est

incriminé. (Kouametal.,2009).

Stress oxydant et ses conséquences biologiques :

En plus des fonctions biologiques, la réactivité particuliere des RL ajoute des propriétés
toxiques et diversifiées. En effet, toutes les macromolécules cellulaires sont descibles

potentielles des radicaux libres.

Le stress oxydatif réfere a une perturbation dans la balance métabolique cellulaire
durant laquelle, la génération d’oxydants accable le systéme de défenses antioxydantes,
que ce soit par une augmentation de la production d’oxydants et/ou par une diminution
des défenses antioxydantes.

Ce déséquilbre peut avoir diverses origines, citons la surproduction endogene d’agents
prooxydants d’origine mflammatoire, un déficit nutritionnel en antioxydants ou méme
une exposition environnementale a des facteurs pro-oxydants (tabac, alcool,
médicaments, rayons gamma, rayons ultraviolets, herbicides, ozone, amiante, métaux
toxiques). L’accumulation des espéces oxygénées réactives a pour conséquence
Iapparition de dégats cellulaires et tissulaires souvent irréversibles dont les cibles
biologiques les plus wvulnérables sont les protéines les lipides et Tacide

désoxyribonucléique (Smirnoff, 2005).
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Notre étude s’est étalée sur une période de 6 mois de janvier a jun 2014.
Les differentes expérimentations ont été effectuées dans les structures suivantes :

- Laboratoires du département de microbiologie et physico-chimique de

Novapharm —trading :(Société de production pharmaceutique sise a Tipaza).
- Laboratoire de post graduation Blida I.
- Laboratoire de biologie végétale et de PFE de I'universit¢ de Blida 1.
11.1. Mateériel :
I1.1. Matériels biologique :

11.1.1. Matériel végétal :

Rubus ulmifolius L. a été récoltee au mois de février 2014 a Chréa (W de Blida),

L’identification de la plante a été effectuée au niveau :

- De I’Ecole Nationale Supérieure Agronomique (ENSA) d’El harrach
- Du département d’agronomie de I'université de Blida 1.

- Parles clés d’identification de (Quezel et Santa,1962).

Pour nos expérimentations nous avons utilisés la partie aérienne de la plante (tiges et

feuilles) environs 1kg et environs 500 gpour le fruit.

La plante a ét¢ séché a lair libre et a I'abri de la lumicre et de 'humidité, le fruit a
été séché a I'étuve a 30 °C pendant une semaine le tout est réduit en poudre a I'aide
d’un broyeur mécanique puis conservé  dans des bocaux en verre fermants

hermétiquement jusqu'a utilisation.

(@) (b)
Figure N° 04 :Aspect du fruit (a) et de la partie aérienne (b) aprées séchage et broyage.

B
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11.1.2. Matériel microbiologique :
La souche de levures utilisés est la levure instantanée du commerce Saccharomyces

cerevisiae référence lot (050213).
Avant utilisation, un test d’isolement et identification de la souche est efféctué.

Voir chapitre 11.2.7

11.1.3. Matériel non biologique :

Verrerie et produits chimique (voir annexe)

11.2. Méthodes

11.2.2. Technique d’étude histologique

Une série de coupes transversales effectuées a I'aide d’un microtome (Gabe, 1963), au
niveau de la tige et de la feuille de Rubus ulmifolius fournissent une vue d’ensemble
sur la structure de I'organe, la position et I'importance respective des tissus. Les plus

fines sont alors sélectionnées pour la coloration.

Microtomie :

v’ Fixation : Mettre I’échantillon dans la solution FAA (Formol 1, acide acétique 1,
éthanol 70% 8) (v, v, V) pendant 24h a 48h,
v Déshydrations : consiste a éliminer toute I'eau ou le fixateur qui se trouve dans

les tissus destineés a étre inclus dans la paraffine.

- Ethanol 95 % pendant 1 h

- Ethanol 95 % pendant 1 h

- Ethanol 100 % pendant 1 h

- Ethanol 100 % pendant 1 h

- Ethanol 100 % pendant 1 h ou une nuit.

v Imprégnation «cet étape permet d’éliminer toute trace d’éthanol, et cela pour une

meilleure pénétration de la paraffine dans les tissus :

- Toluene + alcool (1v/1v) pendant 30 min a 58-60 + 3C°.
- Toluéne pur pendant 1 h a 58-60 + 3C°.
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- Toluene pur pendant 1 h a 58-60 + 3C°.
- Toluene pur pendant 1 h a 58-60 = 3C°.

- Toluene + paraffine fondue (1v/1v) pendant 30 min a 58-60 + 3C°.

v Inclusion : se fait a la paraffine pure qui est coulée a chaud 64 + 4C° dans un

modéle de moule (métallique).

- ldentifier les moules(feuilles et tiges).

- Couler la paraffine.

- Déposer I’échantillon

- Rajouter de la paraffine

- Déposer la cassette

- Rajouter de la paraffine de maniere qu’elle pénétre dans les perforations
de la cassette.

- Déposer I'ensemble sur une plaque réfrigérante pendant 10 min pour
durcir.

- Nous obtenons a la fin des blocs et des cassettes ou les fragments sont

parfaitement inclus.

v/ Réalisation des coupes au microtome : a laide d’un microtome réalisé des
coupes sériées a une épaisseur de 7 pm. Les coupes obtenues sont contenu dans

un ruban de paraffine.

- Utiliser des lames propres mises préalablement dans I'éthanol 95 % puis
séchée avec du papier hygiénique.
- Numéroter les lames, étaler au-dessus I'eau gelatineuse a 0,001 %.
- Etaler le ruban contenant les coupes sur les lames.
- Mettre les lames sur une plaque chauffante réglée a (40 + 2 °C) afin
d’étaler les coupes sans plissement.
v' Déparaffinage : consiste a éliminer la paraffine des tissus pour faciliter la
pénétration des colorants.
- Bain de toluéne pur pendant 15 min sur plaque chauffante.
- Bain de toluéne pur pendant 10 min sur plague chauffante.
- Bain de toluéne pur pendant 10 min sur plaque chauffante.
v' Réhydratation : a pour but de préparer les coupes a I'action du colorant miscible

aleau
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- 3 bains d’alcool absolu pendant 10 min chacun.

- Un bain d’alcool pur/formol (4v/1v) pendant 5 min.

- Rincer aleau courante.
v" Double coloration :

- Aide aceétique dilué a 1 % pendant 15min.
- Laver a l’eau courante.

- Colorer 10 a 20 min dans le vert de methyl.
- Laver a I'eau courante.

- Colorer 5a 10 min dans le rouge congo.

- Laver a’eau courante.

v Observation microscopique : observer au microscope photonique grossissement
G x 40.

11.2.3 Préparation des extraits méthanoligues :

Le matériel végétal broyé (50 g) est soumis a une extraction par sonication dans un bain
ultrason dans le méthanol (5 fois 100 ml).

L’extrait est ensuite évaporé sous pression réduite a sec (& de 40°C) par un évaporateur
rotatif (Dall’acqua et al., 2008 ; Dai, 2009).

Rendement d’extraction :
Le rendement d’extraction est calculé selon la formule suivante :(InFalleh et al.,2008)

R (%) = 100 Mext/Méch. Ou :

- Restle rendement en %;
- Mext est la masse de I'extrait apres évaporation du solvant en mg

- Meéch est la masse seche de I’échantillon végétal en mg.
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11.2.4. Etude phytochimigue de la plante :

11.2.4.1. Identification des composés phénoliques et de saponine :

- Identification des phénols :
A Tlextrait rajouter quelques gouttes de la solution chlorure ferrique a 5%. La formation
d’une  couleur  vert noirdtresindique  la  présence  des  composées

phénoliques. (Saxenamamta et al., 2012)

- ldentification des flavonoides
Réaction au réactif alcalin: A Textrait, rajout¢ la solution de NaoH a 10%. La

formation d’une couleur jaune intense indique la présence de Flavonoide.

- Identification des anthocyanes
A 2ml de lextrait rajouter 2ml d’HCL (2N) et NH4, l'apparition de couleur rose rouge

qui vire au bleu violacé indique la présence d’anthocyane (Ashvinetal.,2013).

- Identification saponines

Une quantit¢ de 0.5 g d’extrait et agitée avec 2 ml d’eau. La formation d’une mousse
persistante pendant 10 min, indique la présence de saponines. (Prashanttiwarietal.,
2011)

- ldentification des tanins
Une fine quantit¢ d’extrait est bouilie avec 5 ml de la solution d’éthanol a 45%
pendant 5 minutes, apreés filtration, on prend Iml du filtrat qu'on dilue dans de I'eau
distillee. Ajouter quelques gouttes de chlorure ferrique. Une couleurvert noir indique la

présence de Tannins. (Dharmendraetal., 2012)
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11.2.5. Dosage des composés phénoliques:

Protocole :

Les composés phénoliques sont déterminés par la méthode de Folin-ciocalteux

(Fazio etal., 2012)

A 100 pl de la solution d’extrait méthanolique (1mg/ml), on rajoute 1ml de réactif
folin-ciocalteux dilué au 1/10, agiter pendant 1min. Rajouter 800 de bicarbonate de
sodium (Na;COs3) a 10%, Compléter avec de I'eau distillée jusqu’a obtenir d’un volume
finale de 5ml. Laisser reposer la solution pendant 2h a température ambiante.
L’absorbance est mesurée a une longueur d’onde de 760nm.

Le résultat est estimé¢ a partir de la courbe d’étalonnage préparé avec de I'acide gallique,
le résultat est exprimé en mg équivalent d’acide gallique par gramme de poids sec de la

plante.

11.2.6.L’évaluation de P’activité antioxydante :

Pour étudier Iactivit¢ anti-radicalaire des differents extraits, nous avons opté pour la
méthode qui utilise le DPPH comme radical libre relativement stable qui absorbe dans
le visible a la longueur d’onde de 517 nm (Piégeage du radical libre DPPH (2,2-
diphényle-1-picrylhydrazyl)

Le test consiste a mettre le radical DPPH (de couleur violette), en présence des
molécules dites antioxydantes afin de mesurer leur capacité a le réduire. La forme
réduite (diphénylpicryl-hydrazine : de couleur jaune) n’absorbe plus a 517 nm, ce qui se
traduit par une diminution de I’absorbance.(LUE et al ; 2010 ; ABDELHADI et al.,
2014))

Préparation des solutions
Préparation de la solution du DPPH
Préparer une solution de 0,1 Mm de DPPH. Solubiliser 4 mg de DPPH dans 100

ml de méthanol absolu. Le mélange est conservé a I’abri de la lumiére.

Préparation de I’extrait

Une solution mére est préparée en dissolvant 1 mg d’extrait méthanolique dans 1
ml de méthanol absolu (1mg/ml). A partir de cette solution, on réalise une série de
dilution de l'ordre du pg/ml (10, 50, 100, 250, 500, 600 et 1000 pg/ml)
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L’essai au DPPH
- Dans des tubes secs stériles, introduire 3 ml de la solution de DPPH, faire réagir

avec 1ml de I'extrait dilué dans le méthanol.
- Laisser reposer pendant 30 min a température ambiante et a abri de la lumiére.

Une solution standardvitamine C,préparée en suivant les mémes étapes que

précédemment. La lecture de la densité optique se fait a 517 nm.

Expression des résultats.

L’activit¢ antioxydante exprime la capacité de pieger le radical libre. Elle est
estimée par le pourcentage(%) de décoloration du DPPH en solution dans du méthanol

selon la formule suivante :

Abs, ... - Abs
Abs

Inhibition (%) :( tost jxlOO

blanc

AbSpianc : absorbance du blanc

Abs;est : absorbance de I’échantillon

Le blanc est composé de 1ml de méthanol et 2 ml de solution de DPPH. On
effectue 3 répétitions pour chaque essai Chaque valeur de lactivit¢ oxydante est donc
calculée sur la moyenne de trois répétitions. Les résultats ont été exprimés par la

moyenne de trois mesures + I’écartype.

La valeur EC50 (appelée aussi IC 50) est déterminée pour chaque extrait. Elle
est définie comme étant la concentration du substrat qui cause la perte de 50% de
lactivité de DPPH.

Les valeurs EC50 moyennes ont été calculées par régressions linéaires ou
polynomiales sur les courbes qui portent en abscisse, la concentration des composés

testés, et en ordonnée, l'activité antioxydante en pourcentage(Mensor et al.,2001)
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11.2.7. Etude de Pactivité antiproliférative :

L’activit¢  antiproliférative estdéterminée par le test de la viabilité effectue sur un

organisme

model : la levure Saccharomyces cerevisiae (Housseinpour et al., 2013 ;

Periyanayagam et al., 2013)

a. Préparation de I'inoculum de Saccharomyces cerevisiae :

v

Diluer 5 g de la levure commerciale Saccharomyces cerevisiae dans 100 ml
de bouillon nutritif.

Incuber a 37 °C pendant 24h. (suspension mere)

Identifier la souche par le test rapide galerie biochimique Api biomerieux.

La lecture des tests biochimiques positifs ou négatifs se traduit par un code
qui sera introduit dans la base de données dite APIWEB pour confirmer la
souche Saccharomyces cerevisiae. Voir Annexe

A partie de la suspension mére, réaliser une série de dilution de 1/10°™

jusqu’a obtenir 24,5 x 10%ufc/ml (moyenne).

b. Préparation de I’extrait :

v

v

Diluer les extraitsméthanoliquesdu fruit et de la partie aérienne dans de
I'eau stérile pour obtenir une concentration de 100 mg/ml.

Préparer, a partir de la solution mere, differentes concentrations : 4, 5 et 6

mg/ml.
Préparer une solution a 3 mg/ml du médicament Hydréa(500mg).

Hydréa utilisé dans le traitement de différents cancers et de certaines maladies

rares (thrombocytémie essentielle).

c. Etude de la viabilité des cellules par la méthode de coloration au bleu de

méthylene :

v A 1 ml des différentes concentrations préparées, rajouter 2,5 ml de bouillon

v

déxtrose a la pomme de terre et 0,5 ml de I'inocuim de la souche
Saccharomyces cerevisiae

Préparer un témoin sans extrait.



http://www.eurekasante.fr/lexique-medical/T.html#thrombocytemie-essentielle
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v" Incuber a 37°C pendant 24h.

v Calculer le nombre des cellules totales selon la formule suivante :
N° totale des cellules = nombre moyen de cellule par rectangle~ facteur
de dilution «10°.

v Calculer le nombre de cellules viable selon la formule suivant :
N° de cellules viables = nombre moyen de cellule viables par rectanglex
facteur de dilution « 10°.

v Calculer le pourcentage de viabilité selon la formule suivante :
% de viabilité = (Nombre totales de cellules viables / nombre de cellules
totale) » 100

v Calculer le % d’inhibition selon la formule suivante :

% d’inhibition = 100- % de viabilité
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111-1. Etude histologique de la plante :

Les coupes histologiques au niveau de la feuille et de la tige de la plante Rubus
ulmifolius Schott sont observées sous microscope photonique grossissement X40 puis

prises en photos. Voir ci-dessous :

\

Sclérenchyme
Phloeme secondaire } Fascicule Cylindre

S

Xyleme secondaire centrale

Parenchyme médullaire (moelle)

Epiderme

Poils tecteurs en touffe
Collenchyme angulaire
Parenchyme corticale

Figure N°5: Coupe transversale dans la tige de Rubus ulmifolius observée sous

microscope photonique G : 40 x. (Photos originales 2014)

E
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Selon la figure ci-dessus, nous observons de Iextérieur vers I'intérieur, dans la tige de

Rubus ulmifolius, les tissus suivants :

a)- L’écorce : est constituée par :

Un épiderme :

Un anneau de collenchyme : formé de plusieurs assises de cellules vivantes, dont

I’épaississement cellulosique est en forme angulaire.

Un parenchyme cortical : formé par des cellules plus ou moins arrondi a meéats,

les parois sont cellulosiques et minces.

Un anneau de sclérenchyme: formé par des cellules mortes dont

I’épaississement est formé par la lignine.

b)- Le cylindre central : est constitué par :

Des tissus conducteurs formes par :

Le phloéme secondaire.
Le xyleme secondaire

Le phloéme et le xyleme forment un fascicule, entre deux fascicules on observe
Iapparition d’une pachyte discontinue, c’est une assise génératrice

libéroligneuse, qui donne ensuite naissance au bois et du liber.

Un parenchyme médullaire ou moelle.

E
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Xyleme
Phloéme Nervure principale

Sclérenchyme

Epiderme

Parenchyme palissadique

Parenchyme lacuneux

Poils tecteurs en
touffe

Figure N° 6: Coupe transversale dans la feuille de Rubus ulmifolius observée sous
microscope photonique G : 40 x. (Photos originales 2014)

E
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Suivant la figure ci-dessus, on peut observer dans la feuille deRubusulmifolius les tissus

suivants :

a- un épiderme : la feuille est recouverte d’un épiderme ventral et un épiderme dorsal.

Seul I'épiderme dorsal présent des stomates, et menus de poils tecteurs.

b- un mésophile : constituée par deux typesde parenchyme : un parenchyme

palissadique et un parenchyme lacuneux. C’estun mesophile hétérogene.

c- une nervure principale : elle abrite les éléments conducteurs formés par le xyleme

et le phloéme.

111.2. Rendement d’extraction

L’extrait méthanolique apres passage au rotavapor a un aspect de caramel.

@)(b)

Figure N° 7 : Aspect de I'extrait méthanolique du fruit (a) et de la partie aérienne (b).

Les rendements en extraits bruts (en %) dans la partie aérienne et le fruit de la plante sont

obtenu en moyenne =+ I’écartype et sont présentés au tableau N° Ill et figure n°9:

E
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Tableau N° 111 : Rendement d’extraction méthanolique partie aérienne et fruit.

Rendement d’extractions
Echantillon Masse de I’extrait en g en % (m/m)*
Extrait fruit 04+ 0,35 08
Extrait partie aérienne 07 £ 0,26 14

*masse / masse

'\Q "

= Frut

L]

g ——

T . Partie aérienne

E L

£ 10

-

w ,

- !

- 5

E | |ﬂﬂ

7] )

T — |

= -______——_

g 1
2

Figure N° 08 : Rendement d’extraction de la partie aérienne et fruit

D’aprés le tableau et la figure N° 09, le rendement de I'extrait fruit (14%) est nettement
supérieur de celui de la partie aérienne (8%).

Selon une étude menée par DAL AQUA et al(2008) sur la méme espece, le rendement

en extrait brut de la partie aérienne est de 7,5 % ce qui concordeavec notre résultat
(8%).

E
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111-3. Etude phytochimique de I’extrait méthanolique :

Les résultats de I'étude d’identification des composants phytochimiques effectuée sur
extrait méthanolique fruit et partie aérienne est illustrée dans le tableau Tableau N° IV.
Le signe (+) désigne laprésence du composant a identifier tandis que le signe

(—) désigne I'absence de ce dernier.

Tableau N° IV:Composants phytochimiquesdes extraitsméthanoliques fruit et partie

aérienne de la plante Rubus ulmifolius Schott

Composants Extrait Extrait methanolique
phytochimiques . . Partie aérienne (tiges
methanolique Fruit feuilles)
Alcaloide - -
Flavonoide + +
Anthocyane + +
Tannin + +
saponine - +

On note la présence des tanins, flavonoides et anthocyanes au niveau de la partie
aérienne et le fruit.

La présence de saponines uniquement au niveau de la partie aérienne (tiges et feuilles).
L’absence des alcaloides au niveau de la partie aérienne (tiges et feuilles) et fruit.

Les résultats de I'étude phytochimique concordent avec ceux obtenus par Panizzi et
al.,200 ;Sisti et al., 2008 ; Hager et al.,, 2008 ; Martini et al., 2009 ;Kylli.,
2011 ;Chabane etal., 2014.

I11-4. Dosage des polyphénols :

Les résultats du contenu en polyphénols des extraitsméthanoliques fruit et partie

aérienne (tiges et feuilles) sont résumés dans le tableau N° V.

E
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Tableau N° V: Contenu en polyphénols des extraits méthanoliques de Rubusulmifolius

Echantillon

Contenu en polyphénols

(mg EAG/g de poids sec)

Extrait méthanolique Fruit

11,13 + 0,02

Extrait méthanolique

Partie aérienne (tiges feuilles)

31, 71+ 0,02

Partie gérirnne
R

Cartenuen palypharoles en mgfmi
a3
L]
|

Figure N° 09:Comparaison du contenu en polyphénols de la partie aérienne

et fruit

La teneur en polyphénols correspondante est rapportée en mg équivalent d’acide

gallique / g d’extrait de plante en poids sec et déterminée par I’équation de type : y = a X

+b voir annexe.

E
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Le dosage des polyphénols de la partie aérienne, a donner une teneur de 31, 71+ 0,02
mg EAG /g Pssupérieur a celle du fruit 11,13 + 0,02 mg EAG /g Ps.

La teneur en polyphénol de la partie aérienne (tiges et feuilles)obtenue concorde avec
celle obtenue par Dall aqua et al., 2008 sur la méme espéce (27,6 £ 0.8 mg EAG/g Ps)
contre 167,6 = 6,1 mg EAG/g Ps résultat obtenu par Luis et al., 2011.

La quantitt en polyphénols estimée au niveau du fruit est inférieur a celle obtenu par
Luis etal., 2011(54,5+ 0,6 mg EAG/g Ps).

Nos résultats concordent avec ceux de Dai, 2009 qui a travaillé sur le fruit du genre
rubus (blackberry) et a trouvé une teneur en polyphénols allant de 12,00 + 0,77 jusqu’a
14,81 + 1,59 mg EAG/g Ps).

I11-5. L’évaluation de Pactivité antioxydante :

Le résultat de Pactivité antioxydantedes extraits méthanolique fruit et partie aérienne est
exprimé en pourcentage d’inhibition de DPPH (IC50), correspondant a la concentration
de Tlextrait méthanolique capable de piéger 50% de DPPH est calculée selon
I’équation :

y =aln x + b pour la partie aérienne et y=aln x —b pour le fruit voir annexe.

Les résultats sont presentés dans le tableau N° VI et figure N° 10 :

Tableau® VI:L’activitéantioxydante mesurée par pourcentage d’inhibition de DPPH

Echantillon DPPH IC 50 (pg/ml)
Extrait methanolique Fruit 93,59 £ 0,32
Extrait methanolique partie aérienne 16,12 £ 0,92

(tiges et feuilles)
Standard vitamine C 10,4 + 1,40

E
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100
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~

itamine C
10
1

TS

20

Pourcentage d'inhibition en 1C50

Figure N° 10: Comparaison entre I'activit¢ antioxydante du fruit, partic aérienne

(Tiges et feuilles) et le standard vitamine C.

A partir de la figure ci-dessus nous constatons que la plante Rubus ulmifolius Schott

présente une activité antioxydante et qui est inférieur a celle de la vitamine C.

Nous remarquons que la partie aérienne (tiges et feuilles) montre une tresforte activité
antioxydanteestimée par IC 50 et égale a 16,12 £ 0,21 pg/ml contre une activite modéré
93,59 + 0,32 pg/ml obtenu par fruit. L’étude statistique (voir Annexe) démontre qu’il y
a une différence significative entre Iactivité antipxydante du fruit, de la partie aérienne
et I'acide ascorbique.

Nos résultats concordent avec ceux obtenus par Luis et al., 2011 (17,13 £ 1,2 pg/mi

pour les feuilles, 14,7 + 1,2ug/ml pour la tige, 78,8 + 5,9ug/ml pour le fruit).

L’extrait de la partie aérienne (tiges et feuilles) montre une activité inférieur a celle
observée par Dalaqua, 2008 (8,3 = 0,5 pg/ml) .

L’extraitfruit montre une activité Supérieurecomparativement acelle de Martinez-cruz,
2011 (148 pg/ml) chez Rubusadenotrichus Schitdl.

La différence de Tactivité antioxydante entre le fruit et la partie aérienne (tiges et
feuilles) est attribuée a la difference en la nature et le contenu en polyphénols et

saponines comme démontrés dans plusieurs études :

E
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SelonDAL AQUA (2008), lactivit¢ antioxydante est liée a la nature des composés
phénoliques (acide ferulique, acide cafeique, quercetins, kaempferol)

MARTINI et al (2009),qui a travaillé sur la méme plante, confirme que : lacide
ferulique, lacide caffeique, quercetins, kaempferol, l'acide gallique, rutin et lacide

ellagique sont dotés d’activité antioxydante.

Selon Luis et al (2011),les composants phénoliques de la partie aérienne et le fruit de la
plante Rubus ulmifolius posséde une activité antioxydante. Qui est due a la présence des
composants phénoliques du fruit sont: acide vinylique, acide cafeigue, acide
chlorogenique,acide  Syringiqueacide p-Coumarique, acide ferulique, acideéllagique,
quercetin, flavonoides et de la partie aérienne qui sont : acide gallique, acide vinylique,
acide caffeique, acide chlorogenique,acide Syringique, acide p-Coumarique, acide

ferulique, acideellagique, quercetin, flavonoides et tannins.

La partie aérienne (tiges et feuilles) de la plante Rubus ulmifolius est plus riche en
polyphénols, tanins et flavonoidescequi explique [Iactivitt antioxydanteélevée par

apport au fruit.

Selon Rice-evans et al (1996) ; Liet al (2009), Les acides phénoliques sont dotés
d’une capacit¢ antioxydantes appréciable, qui augmente dans l'ordre suivant: acide
protocatechuique>acide caféiqgue >acide p-hydroxybenzoigue> acide feruligue> acide

vinylique> acide p-coumarique.

Les anthocyanes sont des flavonoides dotés d’un pouvoir antioxydant « scavengers de
plusieurs oxydant comme : le radical hydroxyle (OH), radical peroxy (OOR), radical
anion superoxide (O2+—) du au groupe catéchol en conjonction avec plusieurs groupe

hydroxyles (Mates etal., 2011).

Les tannins condensés, classe importante de métabolites secondaires, présents d’une
facon ubiquitaire dans les plantes gymnospermes et angiospermes, sont dotés d’une

activité¢ antioxydante (Zhang et al., 2008)

E
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Les tannins et les flavanols  présentent une forte activité antioxydante comparé aux
centaines composants phénoliques (Rice-evansetal., 1996; Chun etal., 2003; Cai etal.,
2004).

Huonget al (1998),les saponines présententune action protectrice contre les radicaux

libres in vivo et in vitro.

E
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111-6. Etude de P’activité antiproliférative :

L’activit¢  antiproliférative des extraits fruit et partie aérienne est exprimé en
pourcentage  d’inhibition. Sous microscope photonigue GX 40, Taspect des
cellulesmortes de Saccharomyces cerevisiae sont colorées en bleu et les cellules

vivantes sont incolores. Voir résultats ci-dessous :

Figure N° 11 : Aspectdescellules Saccharomyces cerevisiae sous microscope
photonique GX40. (Photos originales 2014)

Tableau N° VII : Pourcentage d’inhibition des cellules viables de la levure

Saccharomyces cerevisiae par les différents extraits méthanoliques

Echantillon % d’mnhibitiondes cellules viables

Témoin 0

Hydréa 100
EM fruit 3mg 18
EM fruit 4mg -
EM fruit 5mg 9

EM fruit 6mg 4

EM partie aérienne 3mg 100
EM partie aérienne  4mg 97
EM partie aérienne  5mg 9%
EM partie aérienne  6mg 94

Cellules mortes colorés

Cellules vivantes incolores

B
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A
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Figure N° 12: Histogramme pourcentage d’inhibition des différents extraits

Le fruit et la partie aérienne (tiges et feuilles) de la plante Rubus ulmifolius possedent
une activité antiproliférative démontrée dans la figure N° 12,

L’extrait fruit inhibe les cellules de saccharomyces cerevisiae le pourcentage
d’inhibition des cellules varie de 18 & 4 % pour des concentrations variant de 3 a 6 mg/
ml d’extrait.

La partie aérienne (tiges et feuilles) posséde une activité antiproliférative (inhibitrice)
plus importante que celle du fruit et qui varie de (97 % a 94 %) pour les mémes
concentrations alors qu’elle est comparable acelle du produit témoin Hydrea avec un

pourcentage d’inhibition de 100% pour une concentration de 3 mg/ mid’extrait)

L’activit¢  antiproliferativede la partie aérienne (tiges et feuilles) a donner un
%d’mhibition des cellules de 97% pour une concentration de 4mg contre 48% pour la
méme concentration pour une étude qui a eté faite sur Vitisvinifera ( Hosseinpour et

al., 2013 ) et sur Matricaria chamomilla.

L’extrait fruit posséde une activit¢ antiproliférative moins importante comparé aux

travaux prés-cité.
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L’activité antiproliférative du genre Rubus est lié¢e a la nature deses composants
phytochimique essentiellement les polyphenoles: les flavonoides (anthocyanines,
flavonols etflavanols) et les acides phénoliquesacides (hydrox benzoiques et hydrox

cinnamique) (Emma et al., 2012).

Des etudes faites sur la propriété anticancéreuse du fruit de la ronce bleu et le fruit de la
ronce en général, attribue cette propriété aux anthocyanes (Brown et al., 2012 ; Dekok
etal, 2012; Varoni et al., 2012; Mates et al., 2011; Stan et al., 2008).

D’aprées GALATI et al (2004), I'étude démontre que les tannins sont dotés d’une

activité anticancéreuse (cancer du sein, leucémie, prostate).

SelonTommasiet al (2000), deux saponines triterpenoides connus,ont été évaluées pour
leurs  activités antiproliférative contre trois lignées de cellule (J774, HEK-293 et
WEHI-164).

L’activit¢ antiproliférative élevée donnée par la partie aérienne comparativement au

fruit est due a la richesse en contenupolyphénolique.

E
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Conclusion

Le présent travail vise la valorisation d’une plante connue sous le nom de Rubus ulmifolius

Schott a travers la détermination de certaines propriétés pharmacologigues.

L’étude phytochimique a mis en évidence la présence : des tannins, des anthocyanes et des
flavonoides, dans la partie aérienne ainsi que dans le fruit. La présence de saponine a été
révélée uniquement dans la partie aérienne. La partie aérienne de la plante Rubus ulmifolius
Schott posséde une teneur en polyphénols, une activité anti- radicalaire supérieur a celle de la
vitamine E et une activité antiproliférative plus importante que celle du fruit et comparable a

celle du standard Hydrea.

De ce fait, Rubus ulmifolius Schott, peut étre recommandée dans la prévention du cancer et
des pathologies impliquant une production excessive de radicaux libres. Cependant, la mise
au point de phyto-médicament a base de ces extraits, nécessite des études complémentaires en
vue d’isoler et identifier les composés responsables des effets. Une étude de la toxicité in vivo
est nécessaire pour déterminer la dose létale 50 %.

En perspective :

- Une étude plus précise et détaillés des composant phytochimiques avec des moyens
plus performants tel que I'HPLC/MS et RMN qui permettra de mettre en évidence les
composants  phytochimiques  responsable  des  activités  antiprolifératives et
antioxydants.

- Etudier Tlactivit¢ antioydante in vivo par le dosage des enzymes antioxydants tel que :
glutathion, xanthine, oxydase etc...

- Réalisation des de I'activité antiprolifératives sur des cellules cancéreuses.

E
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Annexe

I.1. Coupes histologiques :

Materiel Réactif
- Verres de montre - Paraffine
- Pince - Ethanol
- Lames porte objets - Toluéne
- Lames couvre objets - Formol
- Passoire - Acide acétique
- Microscope - Eau de javel
- Microtome - Eau distillée
- Cassette - Vert de méthyle
- Moule - Rouge Congo

- Plague chauffante

Cassette avec échantillon
parrainé

Microtome .
Microscope
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1.2. Extraction
Matériel Réactif
- Becher de 500 ml - Méthanol

- Bain ultrason

- Rotavapor

Bain ultrason

Rotavapor
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1.3. Etude phytochimique

Réactif

- Chlorur ferrique 5 %

- NaoH 10 %

- Amonique

- Acide chloridriqgue 2 N (Normalité)
- Clorure ferrique concentré.

- Ethanol 45%

1.4. Dosage des polyphenoles

Materiel Réactif
- Fiole jaugé de 5ml. - Folin-ciocalteux.
- Micropipette de 1004 - Bicarbonate de sodium (Na;CO3) a 10%.
- Micropipette de 1000ml - Eau distillée.

- Balance analytique
- Spectrophotométre UV-

Visible perkinelmert

Spectrophotométre UV-Visible

Balance analytique
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Figure N° 13: Courbe d’étalonnage d’acide gallique

1.5. Etude de P’activité antioxydante

Mateériel Réactif
- Fiole jaugé de 5ml. - Folin-ciocalteux.
- Micropipette de 1004 - Bicarbonate de sodium (Na,CO3) a 10%.
- Micropipette de 1000ml - Eau distillée.

- Balance analytique
- Spectrophotométre UV-
Visible perkinelmert
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Figure N° 14 : Pourcentage d’inhibition du DPPH par Textrait fruit
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Figure N° 15 : Pourcentage d’inhibition du DPPH par P'extrait de la partie aérienne

Aérienne (tiges et feuilles)



Annexe

Tableau N° VIII : Etude statistique de 'activit¢ antioxydante des extraits
méthanoliques fruit, partie aérienne (feuille et tiges) et le standard vitamine C

Analyse de variance: un facteur

RAPPORT DETAILLE

Nombre .
Groupes d'échantillons Somme Moyenne Variance
fruit 3 280,777 93,592333 0,0014651
feuille 3 48,3732 16,1244 0,0182276
vitamine C 3 31,2 10,4 0,01
ANALYSE DE VARIANCE
Degré Valeur
Source des  Somme des Moyenne - o
variations carrés _de . descarrés F Probabilite critique
liberté pour F
Entre
Groupes 12955,01 2 6477,5069 654453,09 9,63213E-17 5,1432528
A lintérieur
des groupes 0,059386 6 0,0098976
Total 12955,07 8
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1.6. Etude de P’activité antiproliférative

Materiel Milieux de culture
- Cellules Malassez - Bouillon ala pomme de terre.
- Microscope - Eau distillée stérile.
- Micropipettes - Geélose a la pomme de terre
- Balance Réactif
- Agitateur - Bleu de méthylene.
- Tubes a essai - Galerie API d’identification biochimique
- Logiciel API web (calerie Candida).

Logiciel apiweb

Cellule de malacessez
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Figure N° 16 : Aspect de Saccharomyces cerevisiae sur milieu gélosé

BONAE IDENTIRCATION
et HACAD0LV
Fralil 1300

Figure N° 17: Identification biochimique Saccharomyces cerevisiaeavec logiciel
apiweb
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udephytochimique :

Figure : Identification des anthoyanes au niveau des la partie aérienne et le fruit chez
rubusulmifoliusschott
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