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RESUME

La leucémie aigué lymphoblastique est I'une des principales causes de morbidité et de
mortalité liées au cancer dans le monde, la leucémie aigué lymphoblastique est une tumeur
malignes issues de la transformation oncogénique des progéniteurs hématopoiétiques,
provoque par la multiplication de lymphocytes défaillants dans la moelle osseuse appelés
blastes ou dans d’autres organes est responsable d’une insuffisance médullaire et/ou d’un
syndrome tumoral et/ou d’un syndrome infiltratif.

Malgré les progres dans le diagnostic et le traitement de la leucémie, la survie des patients ne
s’est améliorée que modestement au cours des derniéres années, une nouvelle stratégie est en
train d’adopter ’empéchement de la formation des faisceaux mitotiques et donc, ’arrét de la
mitose des cellules cancéreuses.

L’utilisation de la plante médicinale, Catharanthus roseus peut conduire a I’arrét de la mitose
des cellules cancéreuses et en association avec plusieurs mélanges de plantes médicinales peut

conduire a une guerison compléte de cette maladie.

Nous avions pour objectif principal est de caractériser les activités biologiques de
Catharanthus roseus. et étudier I’effet des principaux alcaloides sur les cellules cancéreuses et

leurs roles dans la chimiothérapie.

I1 s’agissaitd’une étude prospective sur une période allant du 07/03/2020 au 30/06/2020 au
niveau du I’institutlshak Ibn Honain de Boufarik- Blida.Nous avons effectué une extraction de
I’extrait brute de Catharanthus roseus par broyage, suivi par le criblage phytochimique et
caractérisation des activités biologiques de Catharanthus roseus.

Nos résultats ont montré que la pervenche posséde plusieurs principes actifs anti-
inflammatoires, antibactériens, antioxydants, et anti-mitotiques trés importants. Les résultats
de Gidding et al, (1999) montrent I’efficacité de la vincristine en chimiothérapie antimitotique
dans la leucémie aigue lymohoblastique et Albershardt et al, (2011) ont montré I’efficacité de

la vinblastine dans I’apoptose des cellules cancéreuses.

La vincristine et vinblastine ont montré leur pouvoir formidable dans la phytothérapie sur les
cellules cancéreuse par blocage de la mitose, enempéchant la formation des faisceaux

mitotique.

Mots clés : leucémie aiglie lymphoblastique, criblage phytochimique, Catharanthus roseus,

vinblastine, vincristine.



ABSTRACT

Acute lymphoblastic leukemia is one of the leading causes of cancer-related morbidity and
mortality in the world, acute lymphoblastic leukemia is a malignant tumor resulting from the
oncogenic transformation of hematopoietic progenitors, causing the multiplication of
defective lymphocytes in the marrow bone called blasts or in other organs is responsible for
bone marrow failure and / or tumor syndrome and / or infiltration syndrome.

Despite advances in the diagnosis and treatment of leukemia, patient survival has
improved only modestly in recent years; a new strategy is adopting prevention of mitotic
bundle formation and hence, stopping cancer cell mitosis.

The use of the medicinal plant, catharanthus roseus can lead to the cessation of mitosis of
cancer cells and in combination with several herbal mixtures can lead to a complete cure of
this disease.

Our main objective is to characterize the biological activities of catharanthus roseus. and
to study the effect of the main alkaloids on cancer cells and their roles in chemotherapy. This
was a prospective study covering a period from 07/03/2020 to 30/06/2020 at the level of the
Ishak Ibn Honain Institute in Boufarik-Blida. We performed extraction of the raw extract of
catharanthus roseus. by grinding, followed by phytochemical screening and characterization
of biological activities of catharanthus roseus.

Our results showed that catharanthus roseus has several very important anti-
inflammatory, antibacterial, antioxidant and anti-mitotic active ingredients. The results of
Gidding et al, (1999) show the efficacy of vincristine in antimitotic chemotherapy in acute
lymohoblastic leukemia and Albershardt et al, (2011) have shown the efficacy of vinblastine
in the apoptosis of cancer cells.

Vincristine and Vinblastine have shown their tremendous power in herbal medicine on

cancer cells by blocking mitosis, preventing the formation of mitotic bundles.

Keywords: acute lymphoblastic leukemia, phytochemical screening, catharanthus roseus,

vinblastine, vincristine.
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INTRODUCTION

Laleucémie aigie lymphoblastique est la forme de leucémie la plus courante. Elle est une
hémopathie maligne, caractérisée par une prolifération clonale intra médullaire de cellules
hématopoiétiques anormales, dont le processus de maturation est bloqué a un stade précoce de

sa différenciation.

L’accumulation de cellules anormales (blastes) dans la moelle ou dans d’autres organes est
responsable d’une insuffisance médullaire et/ou d’un syndrome tumoral et/ou d’un syndrome

infiltratif.

La leucémie aigué lymphoblastique (LAL) est moins fréquente chez 1’adulte.Elle représente
environ 20% des leucémies aigues, mais avait un pronostic plus sévére avec des survies
longues dans moins de 10% des cas. Chez I’enfant, elle est plus fréquente, et elle représente

80% des leucémies, et 30% des cancers infantiles(Kampen, 2012).
Son étiologie est le plus souvent inconnue.

Le diagnostic de LAL ne peut plus reposer aujourd’hui sur les études morphologiques et
cytochimiques, mais doit inclure le phéenotype immunologique des cellules leucémiques.
Actuellement, une classification, basée sur des données immunophénotypiques et
cytogénétiques, ainsi que sur des donnees de la biologie moléculaire, est nécessaire pour la

détermination du traitement optimal.

Letraitement de la LAL se fait par phaseset comprend le traitement par la chimiothérapie et
d’autres formes de thérapies. Le plan de traitement varie en fonction du sous-type de

leucémie, de la cytogénétique, les études moléculaires, ainsi que I'age du patient.

Le recours a la phytothérapie connait un essor important aupres des populations. Les plantes
médicinales sont utilisées depuis longtemps pour soigner de nombreuses maladies et
différentes formes de cancer. Dans les années 1950, il a été mis en évidence I’activité
antitumorale des extraits de la pervenche de Madagascar « Catharanthusroseus »(Noble,
1990). L’étude de ces extraits a permis d’identifier deux alcaloides indoliques diméres : la
vinblastine et la vincristine, commercialisées sous les noms de Velbé® et
Oncovin®(Benjamin, 2017).

La vincristine cause la mort des cellules cancéreuses et la vinblastine encourage
mécaniquement le détachement de I’extrémité négative des microtubules de leurs centres

organisationnels ; cela génere des fragments de microtubules, elles sont utilisées aussi dans

-



INTRODUCTION

letraitement de divers cancers, y compris les leucémies, et peuvent étre mélangées a d’autres

agents chimiothérapeutiques(Chanez, 2018).

Notre étude consiste a caractériser des activités biologiques de la pervenche et
I’utilisation de cette plante dans la chimiothérapie, avec comme objectifs :

Nous avonseffectué une extraction de la teinture mére de la pervenche par broyage, suivi par

le criblage phytochimique et caractérisation des activités biologiques de la pervenche.

- Etudier I’effet des alcaloides sur les cellules cancéreuses.

- Définir le r6le des principes actifs dans la leucémie lymphoblastique aigue ;

- Déterminer les différentes méthodes de caractérisation de la pervenche ;

- Prouver lefficacité de la vincristine et la vinblastine, pour guérir la leucémie
lymphoblastique aigue.

Pour atteindre nos objectifs, nous avons :
- Fait une recherche bibliographique générale sur la leucémie lymphoblastique aigue et
la pervenche ;
- Manipulé la technique d’extraction de la pervenche etchromatographie (HPLC) ;

- Analysé les résultats de calibrage phytochimique.

Notre étude comporte trois chapitres. Dans le premier, nous rapportons des rappels
bibliographiques surla leucémie aigiie lymphoblastique et I’implication de la pervenche dans
la thérapie de cette maladie. Nous décrivons le matériel et les techniques utilisés dans le
deuxiéme chapitre. Les résultats obtenus sont rapportés et discutés dans le troisieme et

quatriéme chapitre.

A la fin, une conclusion et des perspectives sont présentées.

v
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CHAPITRE | : RAPPELS BIBLIOGRAPHIQUES

I-Généralité sur les leucémies aigties

Les leucémies aigués représentent un groupe d’hémopathies malignes issues de la
transformation oncogénique des progéniteurs hématopoiétiques. Il s’agit d’un ensemble
d’entités trés hétérogéne, marqué au premier plan par I’insuffisance médullaire plus rarement
par un syndrome tumoral.

Une leucémie aigué correspond a un envahissement de la moelle osseuse par des cellules
tumorales (blastes) supérieur a 20% (Cécile et Pierre, 2015) ; par ailleurs, il existe un déficit
de production de cellules matures, d'ou I’installation d’un tableau d’insuffisance médullaire
associant une neutropéenie fébrile, un syndrome anémique et un syndrome hémorragique, et
leurs conséquences cliniques (Valensi, 2003 ; Haferlach et al., 2005).

Deux grands types de leucémies aigu€s sont définit en fonction de 1’origine du précurseur

hématopoiétique atteint (Ribera, 2011 ; Farnault et Baccini, 2015) :

1- Leucémies aigués myéloides (LAM) : les cellules blastiques sont : myéloblastes,
monoblastes, erythroblastes ou mégacaryoblastes.

2- Leucemies aigués lymphoides (LAL) : les cellules blastiques sont des lymphoblastes.

1.1- Définition

La leucémie aigie lymphoblastique est une hémopathie maligne, caractérisée par une
prolifération clonale intra médullaire de cellules hématopoiétiques anormales, dont le
processus de maturation est bloqué a un stade précoce de sa différenciation
(Passweg etal.,2008).

L’accumulation de cellules anormales (blastes) dans la moelle ou dans d’autres organes
est responsable d’une insuffisance médullaire et/ou d’un syndrome tumoral et/ou d’un
syndrome infiltratif(Passweg etal.,2008).

Les néoplasies lymphoides précurseurs sont globalement classées en fonction de leur lignée
(Ashkan et al., 2020) :
. Leucémie/lymphome B-lymphoblastique (B-ALL/LBL) : lorsque ce sont des cellules

immatures lymphoides B qui proliferent.

. Leucémie/lymphomeT-lymphoblastique (T-ALL/LTL): qui consiste en une

prolifération de cellules immatures de la lignée lymphoide T.

<]
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I.2- Epidémiologie

Selon le groupe européen RARE Care, les leucémies aigués sont des cancers rares,
représentent 10 et 15 % des hémopathies malignes et 1 % de lI'ensemble des cancers dans le
monde(Maynadié et Troussard, 2015). Les leucémies aigués, lymphoides et myéloides
représentent 10 a 15 % des hémopathies malignes caractérisées par la prolifération clonale et
incontrdlée de précurseurs hématopoiétiques bloqués dans leur différenciation (Vardiman et
al., 2009).

La leucémie aigué lymphoblastique (LAL) a wune incidence proche de 1,5/100
000 habitants/an, qui se rencontre plus fréquemment chez I’enfant, elle représente 80% des
leucémies, et 30% des cancers infantiles. Lepronosticde cette maladie est meilleur chez
I’enfant avec une survie a 5 ans de 90 % chez I’enfant alors qu’elle n’est que de 35 a 40 %

chez I’adulte, représentant un pronostic plus sévére (Passweg et al.,2008 ; Marc et al., 2015).

1.3- Etiologie de la leucémieaiguélymphoblastique

Dans la majorité des cas, la cause de la leucémie reste inconnue, mais des facteurs

étiologiques peuvent favoriser le développement de la maladie.

1.3.1- Facteurs genétiques

Ces anomalies génetiques acquises sont generalement les trois mécanismes de la
transformation maligne qui sont identifiées a partir d'anomalies chromosomique (Bousquet,
2008) :

> L'expression anormale des genes normaux.
» L’expression des génes anormaux soit par mutation, soit par fusion entre deux genes.
» La disparition des génes (genes suppresseurs de tumeur), qui contrélent le processus

mutageéne.

1.3.2- Facteurs environnementaux

Plusieurs auteurs ont souligné le rdle joué par certains facteurs environnementaux dansla
survenue de la maladie notamment chez les travailleurs dans les stations de benzene,et
d’essences. Certaines peintures et vernis, surtout les produits cellulosiques qui sont utilisés
pour le bois, les metaux, et les cuirs, et les métiers de 1’agro-alimentaire chargés de la
stérilisation des aliments comme les légumes déshydratés,viandes séchées, et la poudre
d’ceufs qui est particulierement  bien  décrit dans  lesleucémies  aigués
lymphoblastique(Brugére, 2006 ; NgamaiOli, 2010).

<



CHAPITRE | : RAPPELS BIBLIOGRAPHIQUES

De nombreuses études soulignent I’importance possible des autres facteurs physiques
commeexposition aux radiations ionisantes, électromagnétiques, utilisation d’appareils de
radiodiagnostic et de radiothérapie, mesures des radioactives et des rayons X qui sont utilisés

pour I’enseignement et la recherche (dans les laboratoires de physique et chimie) favorisent le

risque de LAL (Brugeére etal.,2006).

1.4- Physiologie et physiopathologie
1.1.4- Hématopoiése

L'hématopoiese est I'ensemble de mécanismes qui assurent le remplacement continu et
régulé des différentes cellules sanguines. Cette activité de production a pour origine une
cellule souche commune totipotente qui va se différencier vers la voie myéloide ou vers la

voie lymphoide (Féger, 2017) (Figure 01).
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Figure0l :Hématopoiese(Féger,2017)

L’hématopoiese doit étre contrélée afin de maintenir le nombre des cellules sanguines malgré
les variations de consommation importantes liées a des circonstances physiologiques
(infections, hémorragies...). Cette régulation repose sur des mécanismes cellulaires et

humoraux (facteurs de croissance, interleukines) qui peuvent étre stimulateurs ou inhibiteurs

de I’hématopoicse (Féger,2017).
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I.2.4- Physiopathologie de la leucémieaigtielymphoblastique

Les cellules de ’organisme, a 1’exception des neurones, ont un cycle de vie relativement
court, de quelques jours a plusieurs semaines ou mois selon le type de la cellule. Au cours de
la leucémie aigiie, il y’a une transformation maligne d’une cellule devenue incapable de se
différencier en réponse aux stimuli physiologique normaux. Cette méme cellule se multiplie
indéfiniment donnant naissance a un clone leucémique, ce qui engendre une accumulation de
cellules blastiques dans la moelle osseuse, ce qui entraine une défaillance de 1’hématopoicse
normale. En effet, la LAL se caractérise dans un premier temps par 1’apparition de mutations
somatiques a I’intérieur d’une cellule de la lignée des progéniteurs lymphoides médullaires.
Cette cellule peut subir une transformation maligne et peut générer une population
monoclonale de précurseurs lymphoides immatures (lymphoblastes pré-B ou pré-T). Cette
population de précurseurs lymphoides va progressivement envahir la moelle osseuse et
entrainer une insuffisance médullaire en perturbant I’hématopoieése polyclonale normale
(Mullighan et al., 2007)(Figure 02).

Figure 02 : Le mécanisme de la leucémie. La LAL touche les globules blancs nommés
lumphocytes.la moelle osseuse des patients atteintes de LAL contient trop de globules blancs
immatures (les blastes). Ces cellules ne fonctionnent pas normalement. Elles remplacent les

globules blancs normaux, les globules rouges et les plaguettes.

]
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> Les mutations génétiques

Deux grands types d'anomalies sont distinguées, selon qu'elles touchent des oncogénes
de type 1 ou de type 2 (Van Vlierberghe et al., 2008 ; Van der Meulen et al., 2014).

v' Les anomalies de type 1 sont corrélées a un stade d’arrét de maturation des
lymphocytes T. Ces anomalies seraient responsables du blocage de maturation a des
stades spécifiques du développement des lymphocytes T. Elles sont mutuellement
exclusives et probablement fondatrices (Van Vlierberghe et al., 2008 ; Van der
Meulen et al., 2014).

Différents sous-groupes cytogénétiques et moléculaires, impliquant TAL/LMO, c-MYC,
HOXA, TLX1, TLX3, sont distingués en tenant compte également du profil d'expression
transcriptionnel associée. (Van Vlierberghe et al., 2008 ; Van der Meulen et al., 2012 ;
Soulier et al., 2015 ; Clappier et al., 2017). Le sous-groupe des genes HOXA, HOXA est
peut-étre derégulé par la présence des transcrits de fusion impliquant MLL, CALM-AF10 ou
SETNUP214, ou par une translocation avec les loci du TCR (Ben Abdelali et al.,2013;
Zhou et al., 2014).

v Les anomalies de type 2 ne sont pas corrélées a un stade précis de maturation. Plus de

30 d'entre elles sont actuellement décrites.

Ces anomalies correspondent souvent a des lésions impliquées dans la régulation du
cycle cellulaire, dans I’auto-renouvellement, dans la voie de signalisation du TCR dans la
différenciation T, Elles peuvent induire 1’activation des tyrosines kinases avec en
conséquence une prolifération et/ou une survie excessive. Ces anomalies agissent en synergie
dans le processus de transformation, La perte de CDKN2A/B et les anomalies de la voie de
signalisation de Notchl constituent les lésions oncogénes les plus prédominantes (Van
Vlierberghe et al., 2008 ; Mullighan, 2012 ; Van Vlierberghe et al., 2013 ; Ben Abdelali
et al., 2013 ; Mullighan, 2014 ; Zhou et al., 2014). Dans ces LAL T, I’inactivation
génomique homozygote ou hétérozygote des loci CDKN2A et CDKN2B est ’anomalie la
plus fréquente avec une incidence d’environ 90% (Sanghvi et al., 2014).

La dérégulation de la voie Notchl a été découverte par I'étude de la translocation t(7;
9)(Preston et al., 1994 ; Kim et al., 2016), laquelle implique le récepteur Notch1 et le TCRp
(Ellisen et al., 1991). Des mutations de Notchl sont désormais identifiées dans 50 a 60 % des
LAL T, soit une mutation touchant le domaine d’hétérodimérisation, soit une mutation
affectant le domaine PEST, des mutations plus rares peuvent affecter le domaine juxta-

membranaire ou le domaine de trans-activation (Mullighan, 2009 ; Tzoneva et al., 2012).
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Les mutations de Notchl sont couplées avec les mutations du gene FBXW?7 qui appartient a
la famille de E3 ligase et permet la poly-ubiquitination de Notchl ainsi que sa dégradation par
le protéasome(Figure 03). Les mutations de FBXW?7 sont retrouvées dans environ 10 % des
LAL T (Thompson et al., 2007 ; O'Neil et al., 2007). Les mutations de Notchl et/ou
FBXW?7 portent la dérégulation de cette voie dans environ 70 % des LAL-T (O'Neil et
al.,2007 ; Aifantis et al.,2008 ; Asnafi et al., 2009 ; Paganin et al., 2011).

» Autres mutations

De nombreuses autres mutations sont décrites, parmi lesquelles des altérations de facteurs
de transcription tel que RUNX1 ou ZEB2, des mutations de médiateurs de la voie Ras tels que
IL7R, JAK3, JAK1, KRAS, and NRAS, des mutations de PTEN impliquées dans la régulation
du cycle cellulaire et de mutations de régulateurs épigénétiques. Ces lésions ont une fréquence
variable selon le stade auquel la maturation est bloquée. L'implication de miARN et de large
ARN non-codant intergéniques, et ARN non codants. Les miARN coopérent notamment avec
les mutations de Notch, et PTEN (Figure 03)(Paganin et al.,2011 ; Kumar et al., 2014 ;

Sanghvi et al., 2014 ; Durinck et al., 2015).
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Figure 03 : Principales altérations génétiques observées dans les leucémies aigués (Hunger
et al., 2015)
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1.5- Diagnostic
1.5.1-Diagnostic clinique
L’expression clinique est déterminée par deux processus : I'insuffisance médullaire (IM)

et le syndrome tumoral.

» Les signes d’insuffisance médullaire sont le résultat de I’insuffisance de production
par la moelle des éléments sanguins normaux, du fait de son envahissement par des
cellules blastiques et/ou l'arrét de différenciation de cellules qui peuvent étre
progenitrices de la lignée lymphoide dans la LAL ou de la lignée myéloide dans la
LAM (Liesner et al., 2001).

Le tableau clinique comporte de fagcon plus ou moins complete :

v' Le syndrome anémique: peut s’exprimer par une paleur généralisée, cutanéo-
muqueuse d’importance variable, une asthénie importante, des vertiges et/ou

palpitations, et un souffle systolique fonctionnel a 1’auscultation.

v' Le syndrome infectieux : présent dans 50% des cas, se manifestant par une fievre
modérée (38,5°C) avec ou sans foyer cliniquement décelable. Les sites cliniques
infectieux les plus fréquents sont la bouche (mucites), la sphere oto-rhino-
laryngologique (angines, otites), la peau (abces), la région périnéale et le poumon. Ces
infections sont trés fréquentes si la neutropénie est inférieure a 500 éléments/mm?

(Société francaise d’hématologie, 20006).

v Le syndrome hémorragique : est surtout di a une thrombopénie, mais peut-étre di a
un trouble de la coagulation (Poplack et al., 1999). La thrombopénie est responsable
de purpura, d’ecchymoses, de saignements muqueux, d’épistaxis ou de gingivorragies.
Le tableau hémorragique est présent chez environ 50% des patients porteurs d’une
LAL. Il peut étre fatale lorsqu’il concerne le tractus digestif, le poumon, I’appareil

génito-urinaire ou le systeme nerveux central (Imbert, 2002).

» Signes tumoraux sont fréquents dans les LAL et certaines formes de LAM
(Hamouda, 2020) :

v' Adénopathies : sont souvent diffuses, indolentes, de tailles moyennes, symétriques et

mobiles.

v Splénomégalie : tres fréquente chez I’enfant.

<]
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v" Douleurs osseuses : sont fréquente chez I’enfant, et aussi les formes hyper
leucocytaires (taux de GB supérieur a 100000/mm3, elles sont dues a la forte pression

intra médullaire.

v" Méningite dite tumorale, par envahissement, elle peut étre observée d’emblée ou au

cours de I’évolution.

1.5.2- Diagnostic biologique

Il permet d’affirmer le diagnostic de leucémie aigiie et de préciser le type cytologique.

» L’hémogramme

L’hémogramme permet tres souvent d’évoquer d’emblée le diagnostic de leucémie

aigle, il est demandé en premier lieu devant des signes cliniques faisant suspecter une
leucémie aigiie. Il permet I’analyse quantitative des éléments figurés de sang : Globules
rouges, globules blancs et plaquettes (en mm3) ; 1’hémoglobine (en g/100ml) ; VGM (en fl) ;
CCMH (en g/100ml) ; TCMH (en pg) ; le taux de réticulocytes et éventuellement le nombre
de blastes circulants (Michele, 2002).

Il met en evidence deux ordres de signes : une insuffisance sanguine qui est le reflet de
I’insuffisance médullaire et la présence de cellules blastiques, signe de la prolifération

maligne (Hamouda, 2020).

» L’examen du frottis sanguin

Le frottis sanguin montre habituellement des blastes en nombre variable d’autant plus
nombreux que I’hyperleucocytose est importante, comme ils peuvent étre absents au niveau

du sang peériphérique (Hamouda, 2020).

» Le myélogramme

La ponction médullaire permet 1I’étude morphologique des cellules médullaires sur
étalement apres une coloration classique de type MayGrinwald-Giemsa (MGG)(Letestu et
al., 2003). Le myélogramme est ’examen clé¢ du diagnostic : il permet la réalisation d’une
étude cytologique, immunophénotypique, cytogénétique, et biologie moléculaire (El
Hantatia et al., 2009). Il permet également de montrer 1’envahissement de la moelle par les

cellules blastiques avec un % allant de 20 a 100% (Hamouda, 2020).

> Les études cytologiques et cytochimiques

Ces études permettent de préciser le type de leucémie aiglie : Lymphoblastique (LAL) et

myéloblastiqgue(Hamouda, 2020).

<



CHAPITRE | : RAPPELS BIBLIOGRAPHIQUES

L’étude cytologique au MGGdétecte d’une part les lymphoblastes, qui sont des cellules
jeunes a noyau nucléolé et a cytoplasme non granulaire, et d’autres part les myéloblastes, qui

sont des cellules jeunes beaucoup plus grandes a cytoplasme granulaire (Hamouda, 2020).

L’étude cytochimique compléte I’interprétation cytologique, elle a, donc, pour but de
confirmer la lignée d’appartenance des blastes. L’¢tude cytochimique est généralement
réalisée sur des frottis sanguins ou médullaires. Le principe repose sur la dégradation d’un
substrat synthétique par I’enzyme étudiée en un produit insoluble et coloré observable en
microscope optique. Les colorations de routine concernent essentiellement deux types
d’activités enzymatiques : Les myéloperoxyadases (MPO) (caractéristiques des LAM) et les
estérases (qui sont positives sur les cellules granuleuses et monocytaires) (ltakura et al.,
2009).

» Etude cytogénétique

L’intérét de cet examen est beaucoup plus pronostic (Hamouda, 2020), parmi les
anomalies les plus fréquentes et connues, sont : translocation (T) dite t (9, 22) dans les LAL1
et LAL2, et T (8, 14) dans la LAL3.

» L’immunophénotypage

La cytométrie en flux est la technique de choix pour la réalisation de
I’immunophénotypage des leucémies aigues. Le but est de repérer les cellules anormales, de
déterminer leur lignée d’origine, d’analyser leur degré d’hétérogénicité et d’en déterminer les
caractéristiques phénotypiques. Les cellules a analyser étant déja en suspension, sont faciles a
recueillir & partir du sang ou de la moelle osseuse. L’immunophénotypage permet de
déterminer, a ’aide d’anticorps monoclonaux, le type de lignée : Lignée B ou lignée T en cas
de LAL, ainsi que le stade de maturation. Il permet également de chercher I’existence ou non
de marqueurs myéloides associés (le CD13, le CD33 et parfois le CD34 qui un marqueur de
progéniteurs) (El-Hantatia, 2009).

» Diagnostic moléculaire

Le diagnostic moléculaire a également un réle important dans la détection de certaines
mutations et grace au suivi de la maladie résiduelle évaluée sur I’é¢tude du réarrangement des
génes des immunoglobulines pour les LAL B et du TCR pour les LAL T en cas d’absence
d’autres mutations.

Les génes codant les facteurs de transcription régulant le développement lymphoide sont

les plus fréquemment mutés, en particulier dans les LAL B comme par exemple PAXS5,

v
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IKZF1 et EBF (Patel et al., 2012). Des anomalies additionnelles touchent souvent les genes
suppresseurs de tumeur et ceux impliqués dans la régulation du cycle cellulaire, des
récepteurs de cytokines, la voie des tyrosine kinase, la voie RAS ou les génes impliqués dans
les modifications épigénétiques.

Les LAL T sont caractérisées par des mutations activatrices de Notchl et le
réarrangement des facteurs de transcriptions HOX11, TAL1, et MLL.Des mutations touchant
des kinases observées dans les LAL B ont également été identifiées dans les LAL T (ABL1,
PTK2B, JAK2). Les altérations des régions non codantes sont également importantes dans les
LAL T (Burnett, 2005).

L.6-Traitement

Le traitement pour la LAL est classé au sens large comme la phase d’induction, le traitement
de consolidation, le traitement d’entretien, la prophylaxie du systéme nerveux central, et la

greffe de cellules souches allogéniques.

1.6.1. Radiothérapie

La radiothérapie n’est pas utilisée en premiere intention, elle est utilisée principalement pour
traiter les rechutes neuroméningées ou testiculaires, pour prévenir ou traiter la propagation de
la LAL au systéme nerveux central, en préparation a une greffe de cellules souches, pour
soulager la douleur la ou la leucémie s’est propagée aux os (si la chimiothérapie n’a pas été
efficace)et aussi pour réduire la taille de la tumeur si elle exerce une pression sur la trachée

ou d’autres organes vitaux (Bouhnoun,2012)
1.6.2. Greffe de cellules souches

La greffe de cellules souches hématopoiétiques (GCSH) peut étre indiquée dans le
traitement d’une leucémie aigilie, en premiere intention ou aprés une ou plusieurs rechutes.
Elle a alors le role de consolidation dans le schéma thérapeutique. Elle consiste a remplacer
les cellules de la moelle qui sont cancéreuses par des cellules saines qui vont alors coloniser la
moelle du patient et produire les différentes cellules différenciées du sang nécessaires au bon
fonctionnement de ’organisme. Le greffon peut étre ponctionne dans les os (cellules souches

médullaires) ou dans le sang par cytaphérése (cellules souches périphériques).

1.6.3. Chimiothérapie
Le traitement est habituellement divisé en 3 phases, I’induction, la consolidation et I’entretien.

Engénéral, la durée totale du traitement est de 2 & 3 ans.Les piliers de la thérapie d’induction

<
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sont la vincristine, anthracyclines, corticostéroides et L-asparaginase(Kantarjianetal., 2004).
L’objectif de cette phase est d’obtenir une rémission complete en détruisant toutes les cellules
leucémiques présentes dans le sang, la moelle osseuse et le liquide céphalorachidien (Kamps
et al., 2000).La phase post-rémission (consolidation ou intensification) implique
généralement une série complexe de traitements cytotoxiques, y compris la cytarabine, le
meéthotrexate a haute dose par voie intraveineuse et le cyclophosphamide(Brown etal., 2012),
dans cette phase, I’introduction de nouvelles molécules va permettre d’éviter la sélection de
clones résistants aux chimiothérapies utilisées dans la phase d’induction.

Les chimiothérapies traditionnelles agissent préférentiellement sur les cellules cancéreuses, en
fonction de leur nature a se diviser rapidement (Gerber, 2008). Cependant, la chimiothérapie
affecteégalement les tissus normaux/sains ayant la capacité de se diviser rapidement, par
exemple lamoelle osseuse, la bouche et I’épithélium gastro-intestinal. En conséquence, le
traitement intensifprovoque des effets toxiques graves chez la plupart des patients, dont la
survenue d’infections, alopécie, ulcération buccale, gastrite et diarrhée, d’ une cardiotoxicité et

d’unemyélo-suppression (Faderl et Kantarjian, 2011).

De nombreux scientifiques ont vu le moyen dobtenir des médicaments anticancéreux
susceptibles d'étre utilisés en chimiothérapiePar [I'étude structurée de pharmacopées parfois
empiriques et traditionnelles, ou par le criblage aléatoire (screening) d'abondantes especes
animales et surtout végétales.Les plantes médicinales sont utilisées depuis longtemps
dans la chimiothérapie pour soigner de nombreuses maladies et différentes formes
de cancer.

La Pervenche de Madagascar (Catharanthusrosea) est 1’'une des plantes médicinales
contenant des molécules alcaloides (vincristine et  vinblastine) utilisées en
chimiothérapie (Dumontet, 2011).La vincristine et la vinblastine inhibent Ila
polymérisation de la tubuline et empéchent la formation des microtubules lors de
lamétaphase(Chatelut,2012).

II-La Pervenche de Madagascar

I1. 1- Définition

La pervenche de Madagascar est I'une des candidates les plus aptes apparaissait étre la feuille
d'une herbacée poussant en abondance a Madagascar appelé la Pervenche pantropicale assez
largement répandue et utilisée comme plante coupe-faim par les navigateurs indigénes de
I'Océan Indien. Cette plante est caractérisée par la présence de deux alcaloides

doublesantimitotiques, vinblastine et vincristine, parfois appelés a tort « dimeres ». Ces

<
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alcaloidesappartiennent a la classe des poisons du fuseau mitotique, parce qu’ils empéchent la
formation du fuseau permettant la migration des chromosomes(Johnson et al.,1977).

I1.2- Description botanique

La Pervenche de Madagascar est une plante endémique a I’ile de Madagascar ou elle
pousse jusqu’a une altitude de 1600-1800 m(Van Der Heijden, et al., 2004).Son nom
scientifique est Catharantusroseus (L.) G. Don. Catharanthus signifie "fleur propre ou pur" en
grec ; roseus la couleur "rose" en latin, (L) est I'abréviation pour Linné (Carl von Linné) celui qui
a d'abord publié la description de la plante et G. Don pour Georges Don qui I'a classé dans le
genre Catharantus en 1837, le genre Catharanthus comporte 8 espéces dont 7 sont endémiques a
Madagascar. Son deuxieme nom scientifique est Vincarosea. A Madagascar, elle est connue sous
diverses appellations selon les régions : vonenina, befala, tonga, felatananamba, heladolo,
rivotambelona, salotra, befala, tongatse, felabaratra, tonga, tsimatirinina, tsingevika(Naghmeh et
al., 2015).

La Pervenche de Madagascar est une plante vivace qui fleurit constamment pour peu qu’elle
pousse dans un endroit ensoleillé (Figure 04). La partie aérienne de cette plante consiste en un
buisson de 20 a 60 cm généralement mais pouvant aller jusqu’a 90 cm de haut. Les tiges sont
semi ligneuses rougeétres et contiennent un latex (Figure 04a).Les feuilles sont persistantes,
simples, spiralées et opposees, elles sont ovales a lancéolées de 5 a 7 cm de long, a marge
ondulée et avec un peétiole court, elles sont glabres des deux cotés et leur face supérieure est
brillante, vert moyen a sombre. Les fleurs de 3 a 4 cm sont roses ou blanches ou blanches avec
un ceil rose au centre. Elles sont présentes toute ’année si le climat est approprié. Elles sont
axillaires, tubulaires a corolle a 5 pétales spatulés.Les fruits sont deux follicules cylindriques
déhiscents (Figure 04b) contenant chacun 12 a 20 graines brunatres et arrondies (Figure 04c)
(Stearn, 1975).

<
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Figure 04 : La Pervenche de Madagascar (Stearn, 1975)

La Pervenche de Madagascar est classee selon
APG IlI(AngiospermPhylogenyGroup 111)(2009):

Regne: Plantae,

Division: Magnoliophyta,

Classe: Magnoliopsida: dicotylédones,
Ordre: Gentianales,

Famille: Apocynaceae,

Sous-famille: Rauvolfioideae,

Genre: Catharanthus G. Don.
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La Pervenche de Madagascar est une plante tolérante contre les stress abiotiques tels que
la sécheresse, la chaleur et la salinité. La Pervenche de Madagascar peut survivre dans divers
habitats tels que les sols sableux, les prairies, les riviéres, les dunes, les terrains vagues, les
bords de routes, les roches calcaires et méme les plages, cela s'explique par sa résistance aux

conditions de vie difficiles (Naghmeh et al., 2015).

11.3- Compositions chimiques de la pervenche de Madagascar

La Pervenche de Madagascar possede plusieurs activités biologiques, c'est l'une des
plantes médicinales les plus étudiées a ce jour. La Pervenche de Madagascar appartient a la
classe des alcaloides indoliques terpéniques, elle est constituée d'alcaloides mono-indoliques
(Catharanthine, Vindoline), ces alcaloides sont constitués d'une partie indolique et d'une partie

monoterpénique dont la teneur est d'environ 0,1 % dans les feuilles de la plante. Ils ont une
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faible activité antimitotique. Les alcaloides bis-indoliques (Vinblastine, Vincristine) sont
également trouvés dans les feuilles de la plante. Ces alcaloides sont constitués par le couplage

de plusieurs molécules.

La plante posséde également différents groupes chimiques qui possédent une activité
antitumorale(Kosmideretal., 2004)tels que les polyphénols, les flavonoides et les anthocyanes
(Aslametal., 2010 ; Leroux, 2011). Plusieurs éléments chimiques importants sont également
retrouveés dans la plante. Par exemple, dans les feuilles il y a une forte concentration en Na, Ca,
Mg, Cr, Fe, Al, Cu alors que dans les fleurs de la pervenche, il y a une forte concentration en K
et en Zn (Aziz etal., 2016).

I1.4- Principaux alcaloides de la pervenche de Madagascar

Les alcaloides sont des substances naturelles organiques basiques et hétérocycliques
contenant dans leurs structures chimiques complexes un atome d’azote (Figure 05) (Wink et
al., 2005). Ces composés sont trés majoritairement d'origine végétale et peuvent manifester

des activités biologiques et/ou pharmacologiques diverses (Aniszewski, 2007).

Les alcaloides de Vinca sont des substances produites dans les feuilles de la pervenche de
Madagascar qui est classée dans la famille des Apocynacées. Le nom de Vinca provient de
son ancien nom : Vincarosea, mais 1’étude de ses caractéristiques morphologiques en 1966
ont abouti a sa reclassification alors incorrecte et & un nouveau nom : Catharanthusroseus
Cependant, le nom commun de Vinca est resté pour dénommer cette famille
d’alcaloides(Miyazaki et al., 2007).

C-0-CH,

Figure 05 : Structure chimiques des principaux alcaloides de la pervenche de Madagascar.

A : la vinblastine, B : la vincristine (Miyazaki et al., 2007)
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11.5- Propriétés thérapeutiquesde la Pervenche de Madagascar

La Pervenche de Madagascar a été utilisée traditionnellement pour traiter de nombreuses
maladies selon ’endroit de culture (Van Der Heijden et al., 2004). Ainsi, elle était utilisée
traditionnellement comme remede contre 1’hypertension, 1’oligurie et les troubles menstruels.
Elle a été utilisée pour traiter les piqQres de guépes (par décoction ou infusion de feuilles). A
Hawaii, elle était utilisée comme hémostatique (la plante est bouillie puis appliquée en
cataplasme), pour arréter les saignements. En Chine elle trouvait sa place comme diurétique et
comme remede contre la toux (en tisanes). En Europe,elleprétait ses propriétés magiques,
d’ou son surnom de « violette des sorciers » et les Jamaicains 1’utilisaient comme remede

contre le diabéte (en tisanes) (Johnson et al.,1977).

Les extraits de Pervenche de Madagascar ont été ¢tudiés en vue d’une possible activité
anticancéreuse, menant a la découverte majeure des alcaloides de la pervenche que sont la
vinblastine et la vincristine, ces deux molécules sont deux antimitotiques puissants utilisés
seuls ou en association avec d'autres agents anticancéreux dans le cadre des traitements de la
maladie de hodgkin, des lymphomes, sarcomes et carcinomes mammaires (Johnson et
al.,1977). Ces molécules sont d’ailleurs devenues un dénominateur commun de nombreux
protocoles de chimiothérapie en servant notamment d’agents « synchronisateurs », permettant

de renforcer I’activité des autres molécules anticancéreuses associées (Svoboda, 1977).

D’autres molécules retrouvées dans les extraits de Pervenche ont trouvé des applications
en thérapeutique. C’est le cas de la réserpine pour ses propriétés sédatives et hypotensives, et
de la vincamine et de I’ajmalicine ou raubasine qui entrent dans la composition de
médicaments destinés a améliorer la fonction cérébrale du sujet agé notamment dans le cadre
des troubles psychiques de la sénescence ou des suites d'accidents vasculaires-cérébraux. Les
troubles sensoriels tels que les rétinopathies d'origine vasculaire ou les troubles de l'oreille
interne (vertiges et acouphénes) en sont également des bonnes indications (Shanks et al.,
1998).

Des études plus récentes sur C. roseusont révélés la présence des alcaloides, des flavonoides,
des phénols, des carbohydrates, des saponines, des quinones, des tannins et des glycosides
cardiaques dans ses divers extraits (Rani et al., 2017). De plus, une forte activité anti
radicalaire du eaux nouvelles combinaisons phénoliques dans la graine, la tige, la feuille et le
pétale, et aux acides organiques dans la racine de C. roseus(Pereira et al., 2010)a été

également révélée.La cause connue des pathologies tels que le cancer, les maladies
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cardiovasculaires, I'athérosclérose, I'hypertension, de l'ischémie (blessure de perfusion), le
diabéte sucré, les maladies neurodégénératives (maladie d'Alzheimer et de Parkinson),
l'arthrite rhumatoide et du vieillissement étant le stress oxydant (Valko et al., 2007),
’utilisation de produits riches en phénols et flavonoides qui se sont révélés pour leurs
capacités antioxydantes pourrait jouer un role important dans la prévention de ces pathologies
(Favier, 2003).

L’inflammation est un symptome tres fréquent de nombreuses maladies chroniques. C’est une
réponse protectrice normale & une lésion tissulaire causee par agent microbien, un
traumatisme physique ou un agent chimique.Les plantes médicinales utilisees dans la
medecine traditionnelle pour traiter les cas d’inflammation tell que catharanthusroseus
semblent étre une alternative fiable et logique a la recherche d’agents anti-inflammatoire sdr
et efficace.ll est bien connu que la dénaturation des protéines conduit a des maladies
inflammatoires et des arthritiques. Les produits naturels qui peuvent empécher la dénaturation
des protéines seront donc utiles pour le développement de la thérapie anti-inflammatoire
(Alhakmani et al., 2013).

Des rapports suggerent que les extraits de racines et de feuilles de C roseuspossedent de

activités antibactériennes puissantes contre de nombreuses bactéries (Belkhiri, 2009).

I1.6- Mécanisme d'action de la pervenche de Madagascar

L’activité anticancéreuse de la vinblastine et la vincristine est reliée au blocage de la
division cellulaire. C'est-a-dire, qu’au début de la mitose, les deux diméres se fixent d’une
maniere spécifique sur la tubuline en inhibent la formation des microtubules qui forment le
fuseau achromatique, par la suite le cycle cellulaire s’arréte au niveau de la métaphase. De ce
fait, ces alcaloides sont désignés sous le terme de poisons du fuseau achromatique ou
inhibiteurs de la polymérisation des microtubules (Lobert et al., 1996) ont mis en évidence le
mécanisme de ’interaction des alcaloides vinca (la vinblastine, et lavincristine) avec la

tubuline et I’inhibition de I’assemblage des microtubules.

En absence de fuseau, les chromosomes se dispersent au hasard a travers le cytoplasme,
ce qui aboutit a la mort des cellules. En outre, la vincristine peut également agir sur d’autres
systemes cellulaires, tels que la synthése d’ARN et d’ADN, I’AMP cyclique, la biosynthése
des lipides et ’ATP ase de transport de Ca?*calmoduline-dépendante. Les vinca-alcaloides

peuvent exercer leur effet sur le processus antimitotique, en se liant a un site spécifique de la

<



CHAPITRE | : RAPPELS BIBLIOGRAPHIQUES

tubuline et en formant un complexe d’agrégation tubuline—alcaloide ;en se liant a un site de
haute affinité de la tubuline incorporé dans les microtubule ,et en inhibant 1’incorporation de
tubuline supplémentaire dans le microtubule existant ;en se liant & un site de faible affinité
sur la paroi de microtubule, ce qui entraine la séparation du protofilament(Figure 06)
(Zakariya et al., 2017).

En métaphase, la
polymérisation
des diméres de

tubuline Microtubule

entraine la

formation et la

>~‘
) X

croissance des " e » ﬁ § § 5

microtubules Q0

/
C> estabilizing binders

vinca alkaloids, colchicine)

Xinhibition par
les alcaloides de
la pervanche

Figure 06 : Mécanisme d'action des Vinca-alcaloides (Zakariya et al., 2017) (Modifiée)

11.6.1- L’effet de vincristine et vinblastine sur les leucémies

La vinblastine peut induire une apoptose tres rapide dans les cellules de leucémie lymphoide
chronique primaires malgré le fait qu'elles ne soient pas prolifératives (Bates et al., 2011;
Salerni et al., 2010). De plus, cette apoptose rapide dans des lignées cellulaires avec d'autres
types de leucémies en combinant la vinblastine avec diverses approches ciblant les protéines
anti-apoptotiques MCL1 ou BCL2 (Albershardtet al., 2011). Les effets des alcaloides de la

vinca semblent toujours étre initiés par la perturbation des microtubules.

La vincristine est un médicament de chimiothérapie antimitotique, il est utilisé dans le traitement
de plusieurs tumeurs solides et hémopathies malignes, notamment le cancer du sein, les
lymphomes non hodgkiniens (LNH) et la leucémie (Gidding et al., 1999).La vincristine exerce
son effet antinéoplasique en inhibant la polymérisation de la tubuline et son incorporation dans
les microtubules, ce qui empéche l'assemblage du fuseau mitotique, conduisant a I'extension de
la mitose et donc a l'apoptose (Gascoigne et Taylor, 2008). La survie globale des patients
adultes atteints d'un cancer hématologique s'est améliorée au cours des dernieres décennies grace
aux nouvelles options de traitement, et plus de 80 % des enfants atteints de LAL sont désormais

des survivants a long terme(LindhardMadsen et al., 2019).Son effet anti-leucémique in vivo est

-
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déterminé a la fois par la variabilité de I'exposition des cellules leucémiques et la variabilité de la
sensibilité des cellules a I'effet de la vincristine. La sensibilité des cellules leucémiques in vitro a
été bien étudiée (Kaspers et al., 1995), mais la variabilité de I'exposition des cellules

leucémiques in vivo a montré moins d'attention(Groninger et al., 2002).

11.7- Mode d’administration de la vincristine et la vinblastine
11.7.1- La vincristine

La vincristine est utilisée par voie intraveineuse stricte, de préférence dans la tubulure
d’une perfusion de soluté sal¢ ou glucosé isotonique, sans dépasser une dose totale de 2mg
par injection. Elle est utilisée toutes les semaines en monothérapie ou tous les mois en
polychimiothérapie. Elle ne doit jamais étre utilisée comme traitement de premiére intention
et, en ’absence de réponse aprés 3 a 6 semaines, il est inutile de poursuivre le traitement

(Zakariya et al., 2017).
11.7.2- La vinblastine

Elle est utilisée par voie intravineuse stricte en 1 & 3 minutes, a la dose de 5 & 10 mg/m?®/
semaine sans dépasser 18 mg/m? chez 1’adulte, de préférence dans la tubulure d’une perfusion
de soluté salé isotonique, apres dissolution de chaque flacon par 10 ml de soluté salé

isotonique. (Zakariya et al., 2017).
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Il s’agit d’une étude prospective, effectuée au niveau de I’Institut Ishak Ibn Honain de

Boufarik sur une période allant du 07 Mars 2021 au 30 Juin 2021.

Notre étude est basée I’extraction de la teinture mére de la pervenche par broyage, suivi

parle criblage phytochimique et caractérisation des activités biologiques de la pervenche.

Malheureusement, suite a la propagation de la pandémie au SARS-Cov2 au cours de
notre période de stage pratique au niveau du centre de recherche CRAPC et le confinement
qui s’en est suivi, nous n’avons pas pu identifier les principes actifs d’une part, et les

appliqués sur les cas leucémiques au niveau de I’Institut Ishak Ibn Honain de Boufarik- Blida.

I1.1- Matériel
11.1.1- Matériel biologique

» Echantillonnage
Les feuilles de pervenche ont ¢été fournies par I’Institut Ishak Ibn Honain de Boufarik

(Annexe 1).

11.1.2- Matériel non biologique
Une gamme de matériel non biologique est utilisée pour mener a bien les techniques
réaliséesa I’Institut Ishak Ibn Honainde Boufarik (verreries, colorants, réactifs, appareillages

et autres). Les détails del’appareillage et les réactifs sont présentés dans I’Annexe 02.

11.2. Méthodes
11.2.1- Méthode d’extraction de I’extrait brute de la pervenche (Annexe 3)

v Broyage des feuilles de pervenche avec un mortier ;

v" Faire diluer I’alcool 96° avec de ’eau distillée ;

v" Filtrer la poudre en ajoutant de I’alcool dilué dans un verre a pied pour obtenir une
teinturemere de pervenche.

v’ Laisser vaporiser pendant 2 jrs dans un cristallisoir.

11.2.2- Criblage phytochimique

Le screening phytochimique est un ensemble de réactions physico-chimiques permettant
de déterminer les principaux groupes chimique contenus dans la pervenche (Bashige, 2020 ;
Hamadou, 2018 ; Haddouchi, 2016).

-
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> Recherche des alcaloides

e Préparation du maceérat

A 1g de poudre de pervenche, ajouter SmL d’acide sulfurique dilué au 1/10e. L'ensemble
est laissé en macération a la température du laboratoirependant 24 heures puis filtré.Le filtrat
obtenu est complété a Sml avec de 1’eau distillée.

e Caractérisation

Dans trois tubes a essai, introduire dans chacun 1mL de filtrat, y ajouter 0,5mL de réactif
de Dragendorff, de réactif de Bouchardat et de réactif de Mayer. La présence d'alcaloides est
caractérisée par la formation :
» D’un précipité rouge orangé avec le réactif de Dragendorff.
= D’un précipité brun avec le réactif de Bouchardat.

= D’un précipité blanc jaunatre avec le réactif de Mayer.

» Recherche des composés phénoliques

e Préparation de I’infusé

Introduire 5gr de poudre de pervenche dans 100mL d’eau bouillante contenue dans un
erlenmeyer de 250mL. Arréter 1’ébullition et refermer I’erlenmeyer avec un verre de montre
ou le surmonter d’un entonnoir et laisser infuser pendant 15min.Ensuite filtrer et rincer avec
un peu d’eau chaude de maniére a obtenir 100mL de filtrat.

e Caractérisation des anthocyanes

A 5SmL d’infusé présentant une coloration plus ou moins foncée, ajouter SmL d’H2SO4 a
10% puis SmL d’NH4OH. Si la coloration s’accentue par acidification puis vire au bleu violet
en milieu basique, on peut conclure a la présence d’anthocyanes.

e Caractérisation des tanins

Introduire dans un tube a essai SmL d’infusé et ajouter 1mL de solution aqueuse diluée de

FeCl3a 1%. En présence de tanins, il se développe une coloration verdatre ou bleu noiratre.

v" Recherche des tanins catéchiques (réaction de Bate-Smith)
A 5mL d’infusé, ajouter ImL d’HCI puis porter a ébullition pendant 10min.L’observation
d’un précipité rouge soluble dans I’alcool amylique ou isoamylique indique une réaction

positive.

v" Recherche des tanins galliques (réaction de Stiasny)

La différenciation des tanins catéchiques et galliques est obtenue par la réaction de Stiasny.

5]
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A 15mL d’infusé, ajouter 7,5mL de réactif de Stiasny puis chauffer au bain-marie a 90°C
pendant 15 a 30min. L’apparition d’un précipité montre la présence de tanins catéchiques.
Filtrer et saturer le filtrat avec I’acétate de sodium pulvérisé puis ajouter quelques gouttes
(ImL) de la solution de FeCI31%. Le développement d’une teinte bleue noiratre indique la

présence de tanins galliques non précipités par le réactif de Stiasny.
» Caractérisation des flavonoides

e Reéaction a la soude
lgr de poudre de pervenche sont mis a macérer, pendant 24H, dans 15mL d’HCI 1%.
Apres filtration, SmL du filtrat sont alcalinisés par la soude ou I’ammoniaque. L’apparition

d’une coloration jaune indique la présence de flavonoides.

e Réaction a la cyanidine (Test de Shinoda)

A 5SmL d’infusé, ajouter SmL d’alcool chlorhydrique puis quelques copeaux de
magnésium et ImL d’alcool isoamylique. L’apparition d’une coloration rose-orangee
(flavones) ou rose-violacée (flavanones) ou rouge (flavonols, flavanonols) rassemblée dans la
couche surnageante d’alcool isoamylique indique la présence d’un flavonoide libre (génine).
Les colorations sont moins intenses avec les héterosides flavoniques.La réaction est négative

avec les chalcones, les dihydrochalcones, les aurones, les catéchines et les isoflavones.

11.2.3- Dosage des composés phénoliques

» Dosage des polyphénols totaux

Le dosage est effectué suivant les recommandations de Cheoket al. (2013).

e Principe

Les composés phénoliques ou polyphénols sont des métabolites secondaires caractérisés

par la présence d’un cycle aromatique portant des groupements hydroxyles libres ou engageés
avec un glucide. Le dosage des polyphénols totaux par le réactif de Folin-Ciocalteu a été
décrit dés 1965. Le réactif est constitué par un mélange d’acide phosphotungstique
(H3PW12040) et d’acide phosphomolybdique (H3PMo12040). I1 est réduit, lors de
I’oxydation des phénols, en un mélange d’oxydes bleus de tungsténe et de molybdene. La
coloration produite, dont I’absorption maximale est comprise entre 725 et 750 nm est

proportionnelle a la quantité de polyphénols présents dans les extraits végétaux.

-
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e Mode opératoire

Un volume de 200uL de la solution mére d’acide gallique et de D’extrait méthanolique de
I’espéce étudiée est introduit dans un tube & essai, 1mL du réactif de FolinCiocalteu dilué 10
fois y est additionné. Aprés un repos de 5min, on introduit 800pL de carbonate de sodium a
7,5%. Le tube est agité et conserve durant 30 minutes a la température ambiante.
L’absorbance est mesurée a 765 nm contre un blanc a I’aide d’un spectrophotometre
SHIMADZU UV-1202. Une courbe d’étalonnage est réalisée en paralléle dans les mémes
conditions opératoires en utilisant ’acide gallique comme étalant. Les résultats sont exprimés
en milligramme (mg) équivalent d’acide gallique par gramme de maticre végétale seche (mg

EAG/gr de matiére séche).

» Dosage des tanins totaux
La teneur en tanins totaux a été évaluée selon la méthode colorimétrique décrite par
Polshettiwar et al. (2007).

e Principe
Le dosage est basé sur la réduction, en milieu alcalin, des acides phosphomolybdique et
tungstique contenus dans le réactif de Folin-Denis (RFD). La réaction donne une coloration

bleue dont l'intensité est mesurée par spectrophotométrie a 755nm.

e Mode opératoire

0,5mL de RFD et 1mL de carbonate de sodium (Na2CO3 0,5%) ont €té introduits dans
des fioles jaugées. 100uL de la dilution des extraits méthanoliques y ont été ajoutés, le
volume de la solution a été ajusté a 5mL par I'eau distillée. Apres une incubation de 30 min,
I'absorbance a été mesurée par un spectrophotometre SHIMADZU UV-1202. La teneur en
tanins totaux a été déterminée par extrapolation sur une courbe d’étalonnage obtenue a partir
d’une série de dilutions de I'acide tannique (SM 10mg/mL). Les résultats ont été exprimés en
milligramme équivalent acide tannique par gramme de matiére végétale seche (mg EAT/gr
MS).

» Dosage des flavonoides
La quantification des flavonoides a été effectuée par une méthode adaptée par
Zhishenetal. (1999).

-
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e Principe
Le dosage est basé sur la formation de complexes entre les flavonoides et le trichlorure
d'aluminium. Les complexes produits, de couleur jaune, absorbent dans le visible a 510nm.

e Mode opératoire

500uL des extraits bruts sont mélangés avec 2mL d'eau distillée, et additionnés de 150uL
de nitrite de sodium (NaNO2) a 5%. Aprés Smin d’incubation, 100uL de trichlorure
d'aluminium a 10% est rajouté au mélange. Apres une nouvelle incubation de 6min, Ajouter
1mL de carbonate de sodium 1M. Le mélange est complétement agité afin d'homogénéiser le
contenu et l'absorbance de la solution est déterminée & 510nm contre un blanc. Une courbe
d'étalonnage est réalisée en paralléle dans les mémes conditions opératoires en utilisant la
quercétine comme controle positif. La teneur en flavonoides totaux est exprimée en
milligramme (mg) équivalent de quercétine par gramme de matiére végétale seche (mg EQ/g
MS)

11.2.4- Evaluation des activités biologiques

> Activité antioxydante
L’activité antioxydante a ¢été évaluée par la méthode de piégeage du radical

diphénylpicrylhydrazyl (DPPH), selon les recommandations de Boulila et al. (2015).

e Principe

La méthode au diphényle-picryl-hydrazyl (DPPH) est basée sur la réduction d’une
solution alcoolique de I’espéce radicalaire stable (DPPHe) en présence d’un antioxydant,
donneur d’hydrogéne (AH), ce qui aboutit a la formation d’une forme non-radicalaire, le
DPPH-H. La réduction du radical 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl, initialement violet foncé
sous sa forme libre, devient jaune pale apres transfert d’électron par des composés
antioxydants. Cette réduction qui se traduit par une diminution de ’absorbance de la solution
de DPPHe est suivie par spectrophotométrie a 515nm par rapport a un standard, I’acide

ascorbique.

e Mode opératoire
2mL d’une solution méthanolique de DPPH, préparée a 0,04gr/1, sont ajoutés a 1mL de
chacune des dilutions de I’extrait méthanolique et de I’acide ascorbique. Aprés 60min

d’incubation a I’abri de la lumicre, les absorbances sont lues a 515nm. Les courbes exprimant
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le pourcentage de piégeage du DPPH en fonction de la concentration, en mg/mL, de I’extrait

méthanolique et celle de I’acide ascorbique sont tracées.

> Activité anti-inflammatoire
L’activité anti-inflammatoire a été évaluée par la méthode de dénaturation des protéines,

selon les recommandations d’Alhakmani et al. (2013).

e Mode opératoire
Le mélange réactionnel est constitué¢ de 2ml d’extrait méthanolique de I’espece étudiée a
différentes concentrations (100-500ug/ml) et 2,8ml d’eau distillée ajustée a pH= 6,4 (tampon
PBS), auquel est ajouté 2ml d’albumine d’ceuf. Le tout est incubé a 37°C pendant 15 minutes.
La méme expérience est répétée avec I’acide acétylsalicylique, utilisé comme un témoin
positif. La dénaturation est induite en mettant le mélange réactionnel dans un bain-marie
chauffé a 72°C pendant 10 minutes. Apres refroidissement, I’absorbance est mesurée a 660nm

en utilisant I’eau distillée comme blanc.

» Activité antibactérienne

L’activité antibactérienne a été évaluée en deux étapes :

o La sensibilité des souches bactériennes aux différents extraits a été recherchée par la
méthode de diffusion sur disques.
o La détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI) a été réalisée par la
méthode des micro-dilutions.
e Mode opératoire
v’ Test de sensibilité
Des suspensions bactériennes ont été préparées dans une solution physiologique a partir
de colonies jeunes (18-24H), en ajustant la turbidité & 0,5 McFarland. A l'aide d'un écouvillon
stérile, les bactéries en suspension ont été ensemencées sur une surface gélosée séche (gélose
Mueller-Hinton liquéfiée, coulée et refroidie dans des boites de Pétri). Des disques stériles de
papier (6 mm de diametre) ont ensuite été placés puis imprégnés de 10uL d’extrait
méthanolique. Les boites ont été incubées a 37°C pendant 24H. La souche est considérée
comme résistante pour un diamétre inférieur a 8mm, modérément sensible entre 8 et 14mm,
sensible pour un diameétre d’inhibition entre 14 et 20mm et trés sensible si le diameétre est

supérieur a 20mm.

-



CHAPITRE Il : MATERIEL ET METHODES

e Détermination de la concentration minimale inhibitrice des extraits
méthanoliques

Des suspensions bactériennes des cellules bactériennes jeunes ont été préparées dans des
tubes stériles, contenant de 1’eau physiologique a une valeur de 0,5 McFarland. Ces derniers,
doivent étre utilisés dans les 30min suivantes pour éviter le changement du nombre de cellules
bactériennes. Dans les puits des plaques de micro-tubes, on mélange 50ul des différentes
dilutions des extraits méthanoliques, préparées dans le DMSQO, avec 100ul de Mueller Hinton
liqguide (MH liquide + rouge de phénol 20mg/ml et du glucose 20g/ml). On ajoute dans
chaque puits, 50ul de chaque suspension bactérienne. Pour Vérifier que les résultats de
sensibilité sont exacts, il faut inclure un témoin positif et un autre négatif pour chaque souche.

Les plaques ont été incubées a 37°C pendant 24H.

1. 2.5- Analyse qualitative des flavonoides

La séparation des flavonoides a été réalisée par un systtme HPLCShimadzu avec un

détecteurUV, une colonne chromatographique C18 (4,6 X 25 mm, 5 pm).

La tempeérature de la colonne était maintenue a 45 °C. La phase mobile est composée
d’un solvant (A) : un mélange d’eau (80 %), acétonitrile (19 %) et acide formique (1 %), et

d’un solvant (B) : un mélange d’acétonitrile (59 %), méthanol (40%) et acide formique (1 %).
L’¢lution était réalisée selon le programme suivant :

Tableau I : Programme de I’élution

Temps (min) Solvant B, % (v/v)
0 0
0-5 5
5-15 15
15-20 20
20-40 60
40-45 100
45-50 0

Le débit était de 1 ml/min, le volume d’injection était de 10 pl et la détection s’est faite a
unelongueur d’onde de 350 nm. La concentration de la solution injectée était de 5 mg/ml

pourl’extraitméthanolique et de 1 mg/10 ml de standard pur dans du méthanol.

<
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Notre étude prospective s’est étalée du 07Mars 2021jusqu’au 30Juin 2021.Notre étude,
comprenait trois volets :

- Le criblage phytochimique de la pervenche
- L’analyse quantitative des flavonoides.

- Le troisieme volet concernait les trois activités biologiques de la pervenche (antioxydante,
anti-inflammatoire, et antibactérienne).

111.1-Criblage phytochimique de la pervenche

Les principaux groupes chimiques contenus dans la pervenche sont présentés dans le
tableau II.

Tableau Il : Criblage phytochimique de la pervenche

Réaction Pervenche
Reactif de (+4++)
Bouchardat
Alcaloides Reactif de (+++)
Dragendortt
Reéactif de Mayer (+++)
Composés Reactif chlorure (+++)
phénoliques ferrique
Anthocvanes Acidiﬁc—atio_rn °t (+)
: alcalinisation
Reaction a la
Flavonoides cyanidine )
Test a la soude (-)
Tanins
condensés Reéaction de Bate-
(Tanins Smith )
catéchiques)
Tanins
hydrolysables Reéaction de (+++)
(Tanins Stiasny
galliques)

(+++): Réaction fortement positive.

(++): Réaction moyennement positive.
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(+): Réaction faiblement positive.
(-): Réaction négative.

Selon le tableau II, les alcaloides, les composés phénoliques, et les tanins sont présents en
abondance dans la pervenche. Cette plante possede également les anthocyanes, mais en faible

quantité par rapport aux autres groupes chimiques.

Les flavonoides n’ont pas été détectés par le criblage phytochimique, mais ils sont

détectés par d’autres techniques.

I11.2-Teneurs de la pervenche en composés phénoliques des extraits méthanoliqueet en

tanins totaux

Les analyses quantitatives des composés phénoliques des extraits méthanolique et des
tanins totaux, ont été déterminées a partir de 1’équation de la régression linéaire de la courbe
d’étalonnage, tracée en utilisant l'acide gallique et I’acide tannique comme standard,
respectivement Figure 07 et 08). Les valeurs obtenues sont exprimées en mg EAG/g MS, en
mg ETG/gr MS (Tableau I11).
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Figure 07 : Courbe d’étalonnage de I’acide gallique pour le dosage des polyphénols totaux

Nous avons constaté que, plus la concentration de ’acide gallique est élevée, plus
I’absorbance est importante. L’absorbance enregistrée sera donc celle de la substance dosé

(polyphénols totaux) (Figure 07).

&



CHAPITRE Il : RESULTATS

1.8
v =0,368x+0,140
r2=0,979 %
1,5 =
/'J’l/
. Sl
o 1,2 /,_/
= —
= ) .z"‘,
£ 09 * -
3 =
= _
< 0,6 e *
0,3 - > =
0,0 ~ - - - |
0 1 2 3 -+ 5
Concentration (mg/ml)

Figure 08 : Courbe d’étalonnage de 1’acide tannique pour le dosage des tanins totaux

La figure 08, représente la courbe d’étalonnage de la concentration de 1’acide tannique
(mg/ml) en fonction de ’absorbance (nm).Le résultat montre que la concentration de I’acide
tannique est élevée en fonction de I’absorbance. L’absorbance enregistrée montre alors la

présence des tanins totaux dans la pervenche de Madagascar.

Tableau 111 : Teneurs de la pervenche en composes phénoliques des extraits méthanolique et
en tanins totaux

Parameétre Composes phénoliques Tanins totaux

Teneur en mg EAG/gr MS | 1.404 3.653
et en mg EAT/gr MS

EAG : équivalent d’acide gallique, EAT : équivalent d’acide tannique, MS : matiére séche

Les teneurs en composés phénoliques représentent1.404 mg EAG/grMS. Cette concentration
a été mesurée dans I’extrait méthanolique, avec un pourcentage de 28%, par rapport aux
tannins, ou nous enregistrons une teneur de 3.653mg EAG/grMS, avec un pourcentage 72%
(Tableau I11).
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111.3- Teneurs de la pervenche en flavonoidesdes extraits méthanoliques
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Figure 09 : Courbe d’étalonnage de la quercétine pour le dosage des flavonoides

Nos résultats montrent que la concentration de la quercétine est proportionnelle par rapport a
I’absorbance. Ces résultats montrent la présence des flavonoides dans la pervenche de

Madagascar (Figure 9).

Tableau IV : Teneurs en flavonoides des extraits méthanoliques

Espéce Pervenche

Teneur en mg EQ/gr
MS 5.9
Les flavonoides ont été détectés dans la pervenche de Madaghascar. Les teneurs en

flavonoides représentent5.9 mg EQ/grMS(Tableau 1V)

111.4-Analyse qualitative des flavonoides

Le chromatogramme d’HPLC Shimadzude I’extrait de la pervenche est représenté ci-dessous
(Figure 10, Tableau V).
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Figure 10 : Chromatogramme d’HPLC de la pervenche enregistrée a 350 nm

A la lumiere de ce résultat, nous constatons que I’extrait méthanolique de la pervenche

possede des flavonoides (Figure 10).

Tableau V : Séparation des flavonoides de la pervenche

Tr(min) Th stangara (MiN) Identification
2,683 /! Mon identifié
3,218 3.338 Acide chlorogénique
3,644 / Mon identifié

La comparaison du temps de rétention (Tableau V) des standards avec ceux enregistrés dans
le chromatogramme (Figure 10) a permet l'identification probable d’un type de flavonoide
dans D’extrait. L’analyse quantitative des extraits de la pervenche montre la présence de

I’acide chorogénique.

I11.5- L activité antioxydante de la pervenche

L'activité antioxydante de la pervenche a été évaluée par le test de DPPH. La courbe
d’étalonnage antioxydante tracée en utilisant la méthode de piégeage du radical DPPH comme
standard en fonction de la concentration de I’extrait méthanolique de la pervenche (Figure

11), et sont exprimés en mg/ml (Tableau VI).

LI |
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Figure 11 : Pourcentage de piégeage du radical DPPH en fonction de la concentration de
I’extrait méthanolique de la pervenche

La courbe d’étalonnage de I’activité radicalaire exprime 1’augmentation de 1’absorbance
du radical DPPH en fonction de la concentration de I’extrait méthanolique de la pervenche.

Ce qui montre la présence de molécules anti oxydante (Figure 11).

Tableau VI : Valeurs des concentrations inhibitrices a 50% (I1C50)

Espéce Acide Pervenche
ascorbique
IC50 (mg/ml) 0.040 0.047

IC : Inhibitrice Concentration

L’extrait méthanolique de la pervenche posséde une activité¢ antiradicalaire, qui représente
54.02%, ce résultat est proche de celle du standard (acide ascorbique) qui représente 45.98%
(Tableau VI).

111.6- L’activité anti-inflammatoire de la pervenche

La pervenche constitue une source potentielle de molécules naturelles bioactives qui
empéche la dénaturation des protéines tissulaires. Les résultats de 1’activité anti-inflammatoire

de cette plante sont représentés dans la figure 12 et le tableau VI1I.
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Figure 12 : Pourcentage d’inhibition de la dénaturation des protéines en fonction de la
concentration de la pervenche

Tableau VII : Valeurs des concentrations inhibitrices a 50% (1C50)

Espéce Aspirine Pervenche
IC50 (mg/ml) 0.302 0.163

IC : Inhibitrice Concentration

L’extrait méthanolique de la pervenche possede une activité anti-inflammatoire supérieure a
celle du standard (acide acétylsalicylique) (Tableau VII).
111.8-L’activité anti-bactérienne de la pervenche

L’activité antibactrienne avec les extraits de la pervenche a été réalisée, en mesurant la

concentration minimale inhibitrice (CMI) (Tableau VIII).
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Tableau VIII : Sensibilité et CMI (mg/mL) des souches bactériennes testées aux extraits
méthanoliques de la pervenche

Es\pece veqe'FaIe Pervenche (CMI en mg/ml)
Espéce bactérienne
Acinetobacter baumanii NDM-1 R
Enterococcus faecalis ATCC 29212 3.33
Escherichia coli ATCC 25922 4
Escherichia coli ATCC 8739 R
Klebsiella pneumoniae R
Salmonella typhimurium ATCC 14028 R
Serratia marcescens 2.5
Staphylococcus aureus ATCC 25923 2.5
Staphylococcus aureus ATCC 6538 S.N.D

R — résistant.

S.N.D — souche sensible mais la CMI n’a pu étre déterminée.

D’apres le tableau VIII, les résultats de la sensibilité des souches bactériennes testées aux
extraits méthanoliques de la pervenche montrent que la pervenche présente une activité
antibactérienne plus importante, vis-a-vis de I’Enterococcus faecalis, Escherichia coli,
Serratia marcescens et Staphylococcus aureusavec des CMI de 3.33, 4, 2.5, et 2.5 mg/mL,
respectivement. Cette activité importante est due a la richesse de la pervenche en alcaloides

qui sont les composés majoritaires, vinblastine, vincristine ... etc (Tableau VIII).
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Le criblage d’extraits de plantes joue un rdle tres important dans le cadre de la recherche
pharmaceutique pour répondre aux besoins de santé publique actuels. De plus, les
caracterisations de la pervenche de Madagascar nous permettent de préciserses composes
actifs.

IV.1-Le criblage phytochimique

D’aprés les résultats du criblage phytochimique obtenusdans notre étude, nous remarquons
que notre plante est tres riche en alcaloides, composés phynoliques et tanins hydrolysables.

Ainsi que la présence d’une teneur moindre des anthocyanes.

Nos résultats rejoignent les études de criblage phytochimique de Kagnou et al., (2020)
réalisés sur les extraits de trois variétés de pervenche qui montrent que, les extraits hydro-
éthanoliques ont revele la présence des alcaloides, des phénols, des flavonoides, des tanins,

des saponosides, des stérols, des terpenes et des quinines dans la plupart des échantillons.

De plus, les travaux de Kabesh et al., (2015), portent sur I’espéce "rosea", ont révélés
pratiquement les mémes métabolites secondaires dans les feuilles. Ces résultats concordent
également avec ceux de Rani et al., (2017) et de Govindasamy et Srinivasan, (2012).la
richesse en composés actifs devrait justifier 1’usage traditionnel de cette plante comme
antimitotique, anti-inflammatoire, vermifuge, diurétique, antipaludique, antiasthmatique,
antipaludique (Radji et Kokou, 2013).

IV.2-Dosage des flavonoides

D’apres les résultats de chromatogramme d’HPLC qu’on a effectué sur I’extrait méthanolique
de la pervenche. Nous avons trouvé que cette plante posséde des flavonoides. Selon les
résultats de dosage des flavonoides totaux effectué par Kagnou et al., (2020), la pervenche
possede des flavonoides avec des valeurs élevées et varie selon I’organe et la variété de la

plante.

Une autre étude de Mervat et al.,(2009), montre que la teneur totale en flavonoides dans la
plante entiére de I’extrait de la pervenche a été évalué en différentes quantités de différentes

parties de la plante.

-



CHAPITRE IV : DISCUSSION DES RESULTATS

IV.3-Composes phénoliques

Les résultats de notre étude montrent que les teneurs en tanins totaux des extraits
méthanoliquesde la pervenche est plus important avec une valeur de (3.653EAT/gr MS),suivi
par une valeur de (1.404 mg EAG/ gr MS) de composés phénoliques.Selon Kagnou et al.,
(2020), les résultats du dosage des phénols totaux ont montré la présence des phénols dans les
extraits des trois variétés de la pervenche avec des valeurs varies selon 1’organes (fleurs,
feuilles et racines). Cette disparité des teneurs en phénols au sein des différents organes de la

pervenche pourrait s’expliquer par les facteurs génétiques (Dragovicuzelac et al., 2007).

D’apres Dewanto et al.,(2002),la teneur totale en phénol de I’extrait de plante entiére(pousse,
fleur, racine)de la pervenche« Catharanthus roseus »a été estimée avec diverses quantités de
plante entiére (pousse, fleur, racine) avec 2.135 pg/ml1.854 pg/ml et 1,985 pg/ml
respectivement, ’acide gallique a été pris comme témoin, qui a une teneur totale en phénol de
1,652 pg/ml.

IV.4-Les activités biologiques de la pervenche

D’apres les résultats présentés dans notre étude, il a été constaté que, I’extrait méthanoliquede
la pervenche possede une activité anti-inflammatoire considérable de valeur de (0.163mg/ml)
a 50% (IC50). Ainsi, qu’une activité antioxydante proche de celle d’acide ascorbique
(vitamine C) avec une valeur de (0.047mg/ml) a 50% (1C50).

Selon les résultats de Kagnou et al., (2020).Le test anti-radicalaire au DPPH des extraits des
organes de pervenche ont montré une intéressante capacité anti radicalaire des échantillons de
fleurs, racines et feuilles avec des valeurs varies selon 1’organe et la variété de la plante . De
méme une étude de Belois, (1958), montre que, I’activité de piégeage de radicaux DPPH de
différentes concentrations d’extraits méthanolique de différentes quantités de parties de
plantes telles que pousses, fleurs, et racines, ont été évalué a 80,55 pug/ml,71,15 pg/ml,64,71
pg/ml, respectivement. L’acide ascorbique (AA) a été considéré comme contréle positif qui a

enregistré 50,21 pg/ml.

Nos résultats obtenus par le test de sensibilité et la détermination de la concentration minimale
inhibitrice(CMI) des extraits méthanoliques de la pervenche ont montrés une activité anti
bactérienneplus importante, vis-a-vis de I’Enterococcus faecalis, Escherichiacoli, Serratia

marcescens et Staphylococcus aureus.Nos résultats sont analogues a ceux de Kebesh k et al.,

-
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(2015),la sensibilité des souches bactériennes testées aux extraits méthanoliques de la
pervenche montrent que la pervenche présente une activité antibactérienne plus importante,

vis-a-vis de Escherichia coli et Staphylococcus aureus avec des CMI 3,2 dans 20ul d’extrait
aqueuse.




CONCLUSION ET PERSPECTIVES



CONCLUSION

La leucémie aiglie lymphoblastique est une pathologie fréquente nécessitant une prise en
charge multi disciplinaire. Plusieurs facteurs influencent la survenue de cette hémopathie

maligne, y compris les facteurs génétiques, et environnementaux.

La Pervenche de Madagascar « Catharanthusrosea » est I'une des plantes médicinales
utilisées en chimiothérapie & cause de sa richesse en alcaloides, vincristine et la vinblastine
qui jouent un role significatif dans I’arrét de la division des cellules cancéreuses et inhibe
également la polymérisation de la tubuline, en empéchant la formation des microtubules lors

de la métaphase. Ainsi que sa richesse en autre composeés et activités biologiques multiples.
D’apres les résultats, nous avons constaté que :

> La pervenche contient des alcaloides, des composés phénoliques, des flavonoides et
des tanins. Ainsi qu’une faible quantité des anthocyanes.

» Une activité anti inflammatoire et une activité antioxydante proche a celle de 1’acide
ascorbique.

» Une activité antibactérienne plus importante, vis-a-vis de I’Enterococcus faecalis,

Escherichia coli, Serratia marcescens et Staphylococcus aureus.

Nos résultats confirment 1’intérét des alcaloides dans le traitement de la leucémic aiglie

lymphoblastique.

La pervenche de Madagascar pourrait représenter une approche thérapeutique

significative pour la leucémie aigiie lymphoblastique et autre type du cancer.

<
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ANNEXES



ANNEXE 1

Figure 1 :La pervenche en poudre



ANNEXES 2

Tableau I:Matérielnon Biologique

Appareillage Matériels et verreries Réactifs
-Bain -marie -Boite Pétri -Acétate De Sodium
-Dtecteur UV -Disque De Papier Stériles -Acide gallique
-EcovillonSterile -Acide sulfirique
-Erlenmeyer -Entonnoire -Acide Tannique
-HPLC Shimadzu -Fiole Jaugées -Acide-Acétylsalicylique
-Spectrométrie SHIMADZU | -Micro-tube -Alcool Amylique Ou
UV -1202 Isoamylique
-Tube a essai -Alcool Chlorohydrique
-Tube Stérile -Bouchardat
-Verre De Montre -Carbonate De Sodium
-Carbonate De Sodium (-
Na2CO3)
-DMSO
-Dragendorff

-Eau Bouillante

-Eau Chaud eau -
physiologique

-Eau Distille-tampon PBS
-FeCI3

-FolinCiocalteu

-Folin —Denis(RFD)
-H2S04

-HCL

-Magnesium

-Mayer

-Méthanol

-Muller-Hinton Liquide
-NH40H

-Nitrite de sodium(NANO2)
- DPPH

-la Soude Ou Ammoniaque
-Stiasney

-Trichlorure d’aluminium




Figure 2.Erlenmeyer Figure 3.Bain Marie

Figure 4.Ecouvillon Figure 5.Fiole Jugée

Figure 6.Entonoire Figure 7.Dragondroff
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Figure 10.Acétate de Sodium Figure 11.Acide Chlorohydrigue

Figure 12.FolinCiocalteu Figure 13.Acide Tannique
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Figure 14.DPHH Figure 15.Acide Salicylique

Figure 16.Spectrométrie SHIMADZU



ANNEXE 3

Matériel Et Verrerie Réactif
Mortier Alcool

Un Verre A Pied EauDéstille
Un Cristallisoir

Figure 17. Un verre Api Figure 18.Broyeur a mortier

Figure 19.Cristallisoir
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