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Introduction

Depuis I’antiquité les étres humains ont compté sur 1’utilisation de la richesse florale de
la terre pour se soigner (Sanago, 2006), en s’appuyant sur ce qu’on appelle la phytothérapie.
La phytothérapie est une science allopathique basée sur les savoirs empiriques hérités de pére
en fils (Majinda et al., 2001). Des le début du XXeéme la pharmacognosie a été développee,
ce qui a permis de la transmuté d’une science basée sur des connaissances a une science basée

sur des circonstances scientifiques certifiées (Wichtl et Anton, 2003).

De nos jours, en remargue que les maladies qui n’ont pas des traitements curatifs sont
en augmentation. Le traitement et la prévention du cancer constituent un défi majeur pour
I’ensemble de la communauté scientifique. Un régime alimentaire équilibré, pour obtenir une
nutrition adéquate est une meilleure stratégie de prévention que de traitement du cancer
(Moustafa et al., 2020). Mais jusqu’a aujourd’hui les chercheurs n’ont pas trouvés des
solutions radicalaires, ils préconisent d’effectuer une chimiothérapie. Mais elle a beaucoup de
conséquences néfastes pour 1I’organisme, ce qui les attiré a chercher des alternatives naturelles

utilisées comme des substances antioxydants naturelles.

Les plantes médicinales possedent dans leurs différentes parties plusieurs molécules
bioactives, congu pour des vertus thérapeutique (Chaabi, 2008). Ces molécules sont des
métabolites secondaires extraites, qui peuvent agir contre les bactéries, contre les inflammations
ou comme des antioxydants (Sinha et Biswas, 2016). Parmi ces plantes on cite la famille des

Apocynecae, spécifiquement Nerium oleander.

Nerium oleander, est une plante connue par sa barbarie et sa beauté florale. Célebre
par son gout amer et par sa toxicité pour les étres vivants, littéralement connu par ces toxines
tels les alcaloides, et les glycosides cardiaques, principalement 1’olienderin, qui est impliqué

dans le processus de la cytotoxicité.

Malgré sa nocivité, elle reste une plante thérapeutique utilisée dans plusieurs remédes
traditionnels. D’aprés la littérature, N. oleander est dotée de plusieurs propriétés
pharmacologique, comme 1’effet antibactérien —I’effet antiinflammatoire et par ses effets
analgésiques (Sinha et Biswas, 2016) contre les douleurs des dents et des muscles ainsi que le
pouvoir antiprolifératif et cytotoxique (Farooqui et Tyagi, 2018). De méme les molécules
extraites de cette plante ont été susceptibles d’étre utilisé comme des substances curatives, telle
que les composes phénoliques qui ont des puissants effets antioxydants et les alcaloides qui ont

un effet sur I’ADN dans la lutte contre le cancer.




Introduction

Dans le cadre de la valorisation des caractéristiques des plantes, notre travaille vise la
détermination du pouvoir cytotoxique des feuilles de Nerium oleander par I’effectuation des

multiples tests in vitro.

Notre travail est divisé en trois partie, dont la premiére s’adresse a 1’étude
bibliographique de la plante, la phytochimie, ainsi que les capacités bioactifs et nocives de la
plante. La deuxiéme partie est concu pour 1’étude expérimentale, pour 1’évaluation de la
capacité cytotoxique de la plante en réalisant plusieurs méthodes d’extractions a partir des
feuilles. La cytotoxicité de la plante a été évaluée par la réalisation d’'une gamme de tests in
vitro, notamment, les tests de peroxydation lipidique, de dénaturation des protéines, le test
inhibition de la catalase, le pouvoir accumulateur de la plante des métaux lourds, ainsi que les
tests antiprolifératifs et cytotoxiques. La troisieme partie concerne les résultats obtenus, et la
discussion en comparaison avec la littéraire, finalement en termine le travail par une conclusion

et des perspectives.
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Chapitre 1 : généralités sur la plante

1. Description de la plante Nerium oleander

La plante Nerium oleander appartient a la famille des Apocynaceae, considérée comme
une plante toxique avec des propriétés pharmacologiques, elle est décrite et nommée par Carl
von Linné en 1753 et bien illustrée par Pline I'’Ancien, qui cite son caractére nuisible et ses
fleurs roses semblables a des roses. Elle a été identifiée par les Grecs sous trois homs :
rhododendron, rhododaphne et nérion (Seher et al., 2020). Elle est répandue par plusieurs

nominations, communément appelée laurier-rose, en raison de sa ressemblance superficielle

avec l'olive Olea (Ebrahimi et al., 2018), a I’échelle régionale elle est connue par Adefla
(Figl).

Figurel : Photographe de la partie aérienne de Nerium oleander a la période de floraison.
(Sinha et Biswa, 2016)

2. Description botanique et morphologique

Nerium oleander est un petit arbuste a feuilles immuables (Edward et al., 1994),
mesure environ 2 a 5 metres de hauteur (Patel, 2010), avec des branches longues, minces,
érigées, densément feuillus dans la partie supérieure. (Strusa, 2001) et portent sur leurs
extrémités des fleurs. L’écorce est maronnée, rigide (strusa, 2001) portant de longs rameux
dressés contenant un suc laiteux toxique (Maaouni, 2014). Les Feuilles sont de 5 a 20 cm de
longueur et 2.5 a 5¢cm de largeur. (Al-Snafi, 2020), coriaces, persistantes, épaisses, allongées
pointues, a nervures secondaires pennées, opposées ou verticillés par 3, de couleur vert sombre
(Hammiche et al., 2013). Les Fleurs de Nerium oleander sont produites en grappe terminale
d'environ 5 cm de diametre, formant des bouquets en donnant 1’aspect d une trompette, poilues
avec cing pétales parfois simple ou doublées, les couleurs des fleurs varient de lilas, saumon,
carmin, rose foncé a pale, pourpre, cuivre, abricot, orange, blanc et jaune... (Sinha et Biswa,

2016). La floraison s’effectue a partir de la fin de mois de Mai jusqu’a mois d’Octobre (Genoux
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et al., 2020). Les Fruits sont gousses étroites et allongées de 15 cm, de couleur vert-brun,
comportent des follicules allongés, renferment des petits graines cotonneux (Sinha et Biswas,
2016 ; Delille, 2007). lls se forment en automne ou I’hiver, aprés la floraison. (Genoux et al.,

2020). Dernierement, les graines sont nombreuses, entourées des poils, duveteuses, et

surmontées d’une aigrette sessile qui en facilite la diffusion (Hammiche et al., 2013).

Fleur Feuille Graine et fruit
Figure 2 : Les différentes parties de Nerium oleander (original)

3. Types de Nerium oleander

Nerium oleander est connue par sa diversité et variétés ornementales (Hardin et Arena,
1974). 1l existe plusieurs modéles et couleurs des fleurs, comme la rouge, 1’orange, la blanche,
larose ... Dont la plus connue et la rose, en outre elle présente des fleurs a nombreux pétales
tel que Tamouri a pétales double ou Sabra a pétales simples et des parfumes différents (voir

annexel tableau 1)
4. Taxonomie

Nerium oleander appartient a la famille des apocynacées, du genre Nerium et d’espéce
Nerium oleander. Elle est souvent utilisée comme plante d’ornement en raison de ses fleurs
colorées et de son feuillage persistant de division tracheophyta et de classe magoliopsida.
(Harju et al., 2004)

Il existe plusieurs appellations de Nerium oleander selon les pays et les régions considérées
(Ali Esmail, 2020) présenté dans le Tableau 2.

Tableau 2 : Différente nomenclature de N. oleander dans différents pays. (Ali Esmail, 2020)

Arab; Difla, Ward Al-Hemar, Sim Al-Hemar Espagnole : Adelfa, Balandre, Laurel rosa, Pascua
Anglaise: Oleander, Rose Bay, Rose laurel Afrique ; selonsroos
Francaise ; laurier rose Allemand ; oleandero

D
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5. Origine et distribution

Le nom latin Nerium vient du grec nerion signifiant « humide » et désignant la
predilection de cette plante pour les zones humides (Paris et al., 1971). Le nom spécifique
oleander vient de I’italien de « oleandro » qui vient du latin « Olea » qui désigne I’olivier,
faisant référence a la ressemblance des feuillages. N. oleander est largement propage sur le
globe terrestre, il parvient d’origine de la région méditerranéenne et du sous-continent indo-
pakistanais mais il est également reparti dans différents lieux géographiques et écologiques
(Farooqui et Tyagi, 2018 ; Sinha et Biswas, 2016). N. oleander se trouve en Afrique du Nord ;
en Algérie, en Libye, et dans la région Marocaine et Tunisienne, elle marque sa présence en
Algérie surtout dans les alluvions et les terrains pierreux ainsi qu’au bord des oueds, dans le
Sahara du Nord et se trouve également dans les montagnes du Tassili et du Hoggar (Chopra et
al., 1986).

6. Usage traditionnel de Nerium oleander

Nerium oleander est connue par son aspect toxique est son danger pour les étre vivant
depuis I’antiquité. Cependant, N. oleander est nommée comme plante médicinale et a été utilisé
pour le traitement de diverses maladies par plusieurs ethnicités. Les études
ethnopharmacologies montrent que la plupart de ses parties végétales, telles que les fleurs, le
jus des feuilles et I'écorce, sont utilisées pour le traitement des maladies microbiennes et
fongiques (Sinha et Biswas, 2016). Cette plante a été utilisée dans plusieurs pays pour traiter
différent problemes de santé tel que les feuilles qui sont utilisées en macération et en friction
externe contre la gale, la chute des cheveux, les poux, le diabéte et les maux de dents
(Lahsissene et al., 2009). L’huile obtenue a partir de la racine est utilisée dans le traitement de
la lépre et des maladies de la peau. En outre, des produits de soins de la peau a base de laurier-
rose a application topique ont été commercialisés avec succes et plusieurs parties de la plante
ont montré des propriétés anticancéreuses et antivirales (Dey, 2020). Le tableau 3 résume les

différentes utilisations de N. oleander dans plusieurs pays.
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Tableau 3 : Différentes utilisations de N. oleander dans plusieurs pays

Pays

Parties de la plantes

Utilisation

Mode d’emploi

Russe et la chine

Toutes les parties

Traitement des anomalies
cardiaques

(Dey, 2020) Les fleurs Traitement des maladies de la Préparation de
peau (cicatrices) teintures vertes
Anti-inflammation

Kenya Les feuilles et les Traité des infections respiratoires et | Extrait d’eau chaud

(Dey, 2020) graines les infectons gastro-intestinales

Ancien Les Feuilles Cancer

Mésopotamie
(Sharma et al.,

2023)
Turquie Différentes parties | Traiter la paralysie, les douleurs
(Dey, 2020) extrémes, les gonflements et la

rhume

lles de caraibes
(Trinidad, Tobago)

Différentes parties

Utilisées pour les problemes de
reproduction

Extrait de la plante

(Dey, 2020)

Algérie Différentes parties | Utilisées comme médicament
(Dey, 2020) antidiabétiques.

Philippines Différentes parties | Traité la fiévre, les maux de téte
(Sharma et al., et les problemes dermatologiques
2023)

Maroc Différentes parties | Traité le diabéte et I’hypertension
(Dey, 2020) (2023

Pakistan Feuilles Infection cutanee, diabéte,
(Sharma et al., Troubles gastro-intestinaux.
2023)

Inde Ecorce de la tige Traité les douleurs de 1’oreille Extrait
(Dey, 2020)

Italie Différentes parties Malaria

(Calabre)

(Sharmaet al.,

2023)
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7. Caractérisation phytochimique de Nerium oleander

Les études phytochimiques effectuées sur N. oleander révelent que la plante contient
plusieurs métabolites secondaires (Bekkouche et al., 2022). Les principaux métabolites
secondaires de N. oleander sont les alcaloides, les cardénolides principalement 1’oléandrine, les
glycosides cardiaques, les composés phenoliques incluant les flavonoides, les tanins et les
saponines, les stéroides, les pregnanes, les triterpenes et les triterpénoides (Al-Snafi, 2020). Ces
métabolites sont responsables de plusieurs propriétés pharmacologiques, telles que les activités
anti-inflammatoire,  anticancéreuse, antioxydante, 1’activité  hépato-protectrice et
neuroprotectrice (Dey, 2020). lls sont trés nombreux, variés et largement distribués sur les
différentes parties de la plante (fleur, tige, feuille, graine et racine) (Macheix et al., 2005).
Plusieurs études indiquent que la composition de cette plante varie en fonction des conditions
géographiques et climatiques, I'organe considéré, le mode de culture, l'origine et le cycle
vegétatif de la plante, la conservation de la plante et la méthode d'extraction (Zaid et al., 2022).
Bakir Cilesizoglu et al., (2022) ont montré que les feuilles de N. oleander contiennent des :
saponines, flavonoides, tanins, terpénoides, alcaloides, des glycosides cardiaques et des acides
gras. lls ont montré aussi que les fleurs contiennent des : phénols, tanins, coumarines, alcaloides
et des stérols en méme temp. Al-Snafi, (2020) a rapporté que les fleurs partagent 1,76 % d'huile
totale de la plante, dont 34 composées ont été identifiés dans ses huiles. Dey, (2020) a rapporté
que les racines contiennent des alcaloides, des composés phénoliques, des cardénolides et de
I’acide ascorbique. L’écorce et les rameaux contiennent les prégnanes et la tige contient des
cardénolides. Sharma et al., (2023) ont rapporté que I’écorce des tiges et les rameaux
contiennent des dérivés stéroidiens bioactifs tels que le neridienone A et le neridienone B.

La répartition de ses métabolites secondaire entre les différentes parties de la plante est variée.
Dey, (2020) a rapporté que les feuilles contiennent une grande quantité de saponine, riboflavine,
thiamine et de tanins alors que les racines contiennent une forte concentration d'alcaloides et
d'acide ascorbique. Pour les composés phénoliques totaux, les racines contiennent la plus
grande quantité (87,5 %) que les feuilles qui contiennent la plus grande quantité des flavonoides
(93 ,1%), toutes les parties de N. oleander contiennent des cardénolides lipophiles suivant
I’ordre : feuille < fruit < racine = graine. Alors que Al-Snafi, (2020) a indiqué que la quantité
maximale d'oléandrine se localise dans les racines (0,34 a 0,64 mg/g), suivies des feuilles (0,18
a 0,31mg/qg), des tiges (0,23mg/qg) et des fleurs (0,12 & 0,23 mg/g). D’apres les expériences de
I’étude de Kadri et Yabhia, (2015) qui étudie I’influence de I’environnement sur les métabolites

secondaires de N. oleander dans 3 régions du territoire national algérien dont la wilaya de
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Constantine, la wilaya d’EL Oude et a Mila. Ils ont rapporté que les facteurs environnementaux
n‘affectent pas la qualité des métabolites secondaire, mais influent sur la quantité. La plus
grande quantité des glycosides a été trouvé a Mila (47%), suivie par El-oued (27 %), puis
Constantine (26 %). lls ont constaté que I’accumulation des glycosides dans N. oleander est
favorisée dans le sol argilo, riche en matiére organique et les élements minéraux (P, K, N...),
la température élevée et un faible taux d'humidité. Le tableau 4 résume la composition

phytochimique des différentes parties de N. oleander selon plusieurs études.

Tableau 4 : Constituants chimiques des différentes parties de Nerium oleander. (Al-Snafi,
2020 ; Dey, 2020)

Partiesde | Composés Dérivés
la plante
Feuilles Flavonoides Riboflavine, rutine, quercétine, acide chlorogénique, catéchine,

épicatéchine

Alcaloides Méthyle 6-dioxy-2-o méthyle, [-d-allopyranoside ,
cycloheptasiloxane ,  tétradécaméthyle,  cyclooctasiloxane,
I'nexadécaméthyle, cyclononasiloxane, I'octadécaméthyle,

cyclodécasiloxane, I'eicosaméthyle, Réserpine

Triterpénes L'acide ursolique, l'acide oléanolique, I'acide bétulinique, tri
terpénoide, coumaryloxy, triterpénoides , nériucoumarique et
isonériucoumarique,  alpha-neriursate,  beta-neriursate,  acide
oléandiolique, kanerodione, acides nériucoumarique,

Isoneriucoumarique, la ciskarénine (acide 3pB-hydroxy-28-Z-

pcoumaroyloxy-urs-12-en-27-oique) et la transkarénine

Glycosides cardiaques | L’oléandrine, 1’adynerine, la digitoxigénine, la nériine, les

cardenolides, le gentiobiosyl, l'odoroside, le kaneroside et le

neriumoside
Fleurs La nériine, la digitoxigeénine, I’amorphane, le 1,8-cinéole, 1'a-pinéne,
Huiles calaréne, limonene, p-phellandréne, terpinene-4-ol, sabinene,

isolédene, 3-carene, humuléne, B-pinene et cymen-8-ol.

Ecorce et | prégnanes La néridiénone A et B

les ramaux

E
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Tous les | Cardénolides 16-acetyl neogistonin, adynerin, 5alpha-adynerin,

parties Gentiobiosyladynerin, delta 16-dehydroadynerin, digitoxigenin,
oleandroside, gentibioosyl-odoroside A,
gentiobiosyl-oléandrine,  glucosyl, leandrine, oléandrigénine
glucoside, kaneroside, neriaside, nerigoside, jieriumoside,

neridiginoside, nerizoside, neritaloside, odoroside-H, 12p-hydroxy-
5p-carda-8,14,16,20(22)-  tétraénolide , 3  béta-O-(D-2-O-
méthyldigitalosyl)-14 béta-hydroxy-5 béta-carda-16,20(22)-
diénolide , 3 béta-hydroxy-8,14-époxy-5 béta-carda-16,20(22)-
diénolide , 3 béta-O-(D-digitalosyl)-14 béta-hydroxy-16 béta-
acétoxy-5 béta- carda-20(22)-diénolide , 3 béta-O-(D-digitalosyl)-14
béta-hydroxy-5 béta-carda-20(22)-dienolide, cardénolides N-1, N-2,

N-3 et N-4
Différentes | Acides gras L’acide laurique, l'acide muyristique, l'acide palmitique, l'acide
Parties stéarique, l'acide oléique, I'acide linoléique et I'acide arachidique

-
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8. Propriétés pharmacologiques de Nerium oleander

N. oleander est connue par son potentiel toxique et son danger pour les étre vivant
depuis l'antiquité (Ceci et al., 2020). Cependant, N. oleander est une plante thérapeutique
mentionnée dans plusieurs pharmacopées et est utilisées contre diverses affections dans les

anciens systemes de médecine traditionnelle et folklorique du monde.

N. oleander est dotée de plusieurs activités biologiques antibactériennes,

antimicrobiennes, anti-inflammatoire, anti nociceptive et anti tumorale (Sinha et Biswa, 2016).

Des recherchent prouvent que les différentes parties de la plante sont douées de pouvoir
bactéricides. L’extrait éthanolique des racines qui contient un nouveau cardénolide, le 123-
hydroxy- 5p- carda-8, 14, 16, 20 (22) -tétraénolide et I’extrait de tiges ont montré une grande
efficacité bactéricide contre pseudomonas aeruginosa (Sinha et Biswa, 2016). Aussi selon les
travaux de Jude, (2013), I’extrait des feuilles a montré une zone d’inhibition maximale sur la
souche S. typhi, et Staphylococcus aureus. De méme, 1’'huile des fleurs posséde une activité
antibactérienne contre Escherichia coli (Derwich et al., 2010).

Les extraits éthanoliques de Nerium olender ont le pouvoir de réguler les maladies
métaboliques tel que le diabete en diminuant le taux de la glycémie dans le corps (Sinha et
Biswa, 2016). Dey, (2020) a démontré que la partie aérienne de la plante est dotée d’un pouvoir
hépato-protecteur en réduisant les transaminases sériques et en normalisant des signes

histopathologiques de Iésions tissulaires.

En outre, les extraits de la plante sont composés de multiples substances bioactives
possedants des propriétés anti-cancereuses et cytotoxiques tel que I'oléandrine, 1’olierigénine et
I'aglyconeole qui exercent leurs effets par plusieurs mécanismes comme le blocage de facteur
de croissance des fibroblastes -2 (Seher et al., 2020). La cytotoxicité de cet arbuste sera

discutée en détails dans le chapitre suivant.

3
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9. Toxicité

L’empoisonnement par N. oleander est connu depuis I'antiquité : en Inde, avant Jésus-
Christ, lI'arbuste était appelé Kajamaraka, ce qui signifie « 1’herbe qui fait mourir les chevaux"
(Sharma et al., 2023). En effet son pouvoir toxique est distribué dans toutes ses parties car
elles contiennent plusieurs glycosides cardiaques digitaux, dont I'oléandrine, la nérine, la
digitoxigénine et I'olinerine, dites cardenolites qui sont les plus puissantes. Les moins courant

sont la thévetine A, la thévetine B et la nériifoline (shridhar, 2022).

L’intoxication par N. oleander peut affecter les humains, les animaux et méme certains
insectes. Elle peut causer la mort suivant la dose létale, porte des dommages au métabolisme et

détruire le fonctionnement de plusieurs cellules et organes dans I’organisme.

Pour les animaux la dose Iétale de N. oleander (DL) varie selon les especes animales.
Compte tenu de leurs DL respective, les bovins 50mg/Kg, caprins 110mg/Kg, souris
150mg/Kg, petits ruminants 250mg/Kg (Ceci et al., 2020).

Pour les étres humains, les enfants sont les plus sensibles parce que seulement une feuille
pourrait entrainer la mort. Alors que chez les adultes, l'ingestion de 3 a 10 feuilles a été
responsable de troubles tres sérieux selon les cas ; la dose létale a été estimée a 4 g de feuilles.
Une consommation de feuilles supérieure a 0,5 mg/kg causerait la mort d'un sujet insuffisant
cardiague (Hammiche et al., 2013). L’ingestion de N. oleander responsables sur I’apparition
de plusieurs signes et le tableau 5 représente les différents signes cliniques apparait apres

ingestion de N. oleander.

Tableau 5 : Singes cliniques aprés I’ingestion de Nerium oleander. (Bruneton, 2021)

Neurologiques Inconscience, confusion et troubles visuels

Cardiaques Hyperkaliémie, bradycardie sinusale, blocs auriculo-

ventriculaire, fibrillation auriculaire et/ou ventriculaire

Cutanés Brulures

Gastro-intestinales Nausées, vomissement et diarrhée

B
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9.1. Effets toxiques de N. oleander

Plusieurs recherches montrent que la plante a des effets néfastes sur les différents
organes du corps. Les études de Shridhar, (2022) sur les poumons ont révélé des inflammations
dans la section du tissu pulmonaire, autour des vaisseaux sanguins et une perturbation de la
muqueuse bronchique. En outre, sur le foie, des degrés variables d’hémorragie, de
dégenérescence et de nécrose focale des hépatocytes, et d'infiltration de cellules inflammatoires
mononucléaires ont été constaté suite a 1’ingestion N. oleaneder ainsi qu’une augmentation de
I’ALAT et ’ASAT. De méme cette plante a des effets sur le ceeur, elle induit la dégénérescence
des myocytes, des arythmies sinusales et de tachycardie (Farkhondeh et al., 2020). Des études
expérimentales montrent que la circulation sanguine est aussi affectée par N. oleander, en
modifiant de maniére significative les parametres hématologiques (les globules rouges, blanc,
I’hémoglobine (Hb), les lymphocytes...) et les parametres sériques (les interleukines, les
facteurs de nécrose, les enzymes...). Une diminution des lymphocytes et de volume plaquettaire
a eté également constaté. Par contre, I’interleukine 1 (IL-1), I'IL-6, le facteur de nécrose
tumorale a (TNF-a), la CK (créatine kinase) et la CK-MB (bande myocardique de la créatine
kinase) ont été augmenté (Dey, 2020).

Le mécanisme le plus connue responsable sur ses effets toxiques, particulierement dans
le muscle cardiaque est caractérisé par I’inhibition de la "pompe Na+/K+ ATPase" au niveau
de la membrane des cardiomyocytes. Cette inhibition provoque une accumulation
intracellulaire de Na+, la modification de transport du K+ accompagné par une élévation du
taux intracellulaire de K+ (hyperkaliémie) (Shridhar, 2022). L’augmentation intracellulaire de
Na+ altére les canaux Na+/Ca2+ ce qui entraine une augmentation de la concentration
intracellulaire du Ca2+ et donc une libération intense de Ca2+ dans le réticulum
sarcoplasmique. Le Ca2+ cytosolique lié a la troponine-C (protéine de liaison a I’actine)
entraine une contraction de muscle cardiaque et une vasoconstriction. (Dey, 2020). La figure 3
explique I’effet de I’Oleandrin ; un composé majoritaire de N. oleander sur la pompe Na+/K+

ATPase du cceur.

B
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Oleandrin

Figure3 : Schéma présentatif du mécanisme d’action d’un glycoside cardiaque (oleandrin) sur
les cardiomyocytes (Dey, 2020).

9.2. Cas cliniques de toxicités

L’intoxication de 1’étre humain par N. oleander peut étre liée a I’ingestion accidentelle
de la plante ou d’une tentative de suicide, tandis que certains cas d’intoxication soient par
ingestion ou utilisation externe des différentes parties de la plante ont été liés a I’utilisation pour
les vertus thérapeutiques présumées. Et le tableau 6 représente les différents cas d’intoxication

chez les étres humains et les animaux (Bruneton, 2021).

Le premier rapport de toxicité dd par N. oleander remonte a 1866 en Inde, chez un
homme de 20 ans, suite a la consommation d'écorce de racine de laurier-rose pour le traitement

d'un chancre syphilitique (Dey, 2020).

Bien que N. oleander ne soit pas appétissant en raison de son golt amer et piquant, les
animaux en pature peuvent ingérer des parties de lI'arbuste dans les zones arides ou pendant la
saison seche lorsque le fourrage se fait rare. lls peuvent également étre intoxiqués apres avoir
ingéré de l'eau contenant des feuilles tombées ou macérées. Heureusement, le risque
d'empoisonnement est réduit par la présence de saponines qui, chez les monogastriques,
peuvent provoquer des vomissements et faciliter I'élimination des végétaux toxiques ingérés.
(Ceci et al., 2020)

B
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Tableau 6 : Cas d’intoxication par N. oleander chez les hommes et les animaux dans différents

pays.
Espéce Type Pays N°= Symptdmes Mort
Animaux | Bovins Italie Intoxications et des changements | 1
(Ceci et all, de comportements
2020)
Chevaux Californie 30chevaux Gastro-intestinaux et une | 15
(Renier et al, arythmie cardiaque.
2013)
Caprins Chili Troupeaux Apathie, d’anorexie, de | 15%
(Flores Olivares déshydratation
et al., 2020)
Chiens Etats-Unis 623(entre 6
(Pao-Franco et | anée2000 et
al., 2017) 2004)
Chats Etats-Unis Un chat Vomissement, hypothermique, | 0
(Galton et al., diarrhée. ..
2020)
Camélidés Californie 11 lamas Insuffisance  rénal, troubles | 2
(Bruneton,2021) gastro-intestinal, une arythmie
cardiaque et fibrillation
auriculaire
Humaine | Enfant Australie Une fillette de | Brdlure faciale 0
(Oudtshoorn et | 5ans
al., 2020)
Adulte Maroc 2 femmes Brulures de différents degrés, des | 0
(Bruneton, 2021) érythémes douloureux et de
phlycténes
France Une femme Vomissement et perte de |1
(Bruneton, 2021) connaissance
Turquie 2 patients Troubles digestifs et du rythme | 0
(Bavunoglu et al., cardiaque, une hyperkaliémie et
2016) une bradycardie
Italie(Plamisano | Une  vieille | Une intoxication digitalique, | O
et al., 2015) femme fibrillation auriculaire

B
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1. Cytotoxicité

La cytotoxicité est la capacité d’un agent chimique ou biologique a provoquer des
dommages et des détériorations fonctionnelles des cellules afin de causer leur destruction. Ce
mal fonctionnement peut provoquer ce qu’on appelle la 1€sion cellulaire qui est une altération
fonctionnelle et structurelle des cellules résultent d’un mal compensation des mécanismes
physiologiques normaux. Les lésions cellulaires peuvent étre réversibles ; c’est le cas de la
dégénérescence cellulaire, ou irréversible c’est le cas de la mort cellulaire. La mort cellulaire
peut arriver suite a deux processus différents : la nécrose (la mort accidentelle) et I’apoptose (la
mort programmeée). Les cibles biologiques des agents cytotoxiques différent a plusieurs niveaux
(Bensakhria ,2018)

» Au niveau des membranes cellulaires résultant des diverses altérations dont la
peroxydation lipidique et la perte de la perméabilité sélective de la membrane
plasmique.

» Au niveau des mitochondries, en inhibant la phosphorylation oxydative, la béta-
Oxydation des acides gras, la respiration cellulaire, et par conséquent, entrainant une
chute de la concentration en ATP. Au niveau des lysosomes, par inhibition des capacités
de dégradation de la cellule.

» Auniveau de I’information génétique par la provocation des mutations.

La cytotoxicité peut étre évaluée selon plusieurs méthodes in vitro et in vivo. Les
méthodes in vitro s’effectuent sur des tissus, des organes ou des cellules isolées, reposent sur la
détection de la viabilité cellulaire en utilisant des colorants comme le test de rouge neutre et
bleu de trypan, ou sur la mesure de la capacité métabolique des cellules comme le test MTT et
Prestoblue (Kamiloglu et al., 2020). 1l existe aussi d’autres tests qui reposent sur la mesure de
I’activité de ’enzyme de lactate déshydrogénase (LDH) dans le milieu extracellulaire et d’autre
sur la mesure de I’ATP. D’autre part, les méthodes in vivo de cytotoxicité sont pratiquées sur
les modeles animaux, particulierement les rats et les souris, comme le test Brdu-ELISA et le
test CAM de I'embryon de poulet (Ribatti, 2017 ; Oh et al., 2022)

2. Cytotoxicité de Nerium oleander

Des études in vitro et in vivo réealiseées sur les extraits de N. oleander ont révéle que les
métabolites secondaires contenus dans la plante sont dotés d’un pouvoir cytotoxique important,
particulierement les glycosides cardiaques comme 1’oléandrine. Ce dernier est le major

composé bioactif de la plante, connu par son effet antiprolifératif (Ayouaz et al., 2023). En

@
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effet, divers mécanismes ont été proposé pour comprendre le mode de fonctionnement des
extraits. Ces mécanismes comprennent I’inhibition de la glycoprotéine P (protéine de résistance
aux médicaments), I’inhibition de la voie PI3K/Akt/mTOR (PI3K : enzyme PlI3kinase, Akt :
protéine kinase B ou PKB, mTOR : enzyme de la famille des sérine/thréonine kinases) (Brotelle
et Olivier Bay., 2015), et aussi I’induction des dommages a I’ADN (Bao et al., 2016), ainsi
que d’autres mécanismes pro-apoptotiques. Pour confirmer ces mécanismes les chercheures

réalisent des études in vitro, in vivo et méme des cliniques (Sharma et al., 2023).
a) Nerium oleander et I’'induction d’apoptose

D’apres les résultats des études précédentes réalisées par certains chercheurs, N.
oleander a un effet sur I’induction de 1’apoptose dans plusieurs carcinomes (Ma et al., 2016).
L’apoptose se produit dans des conditions physiologiques et pathologiques (Brown et al.,
2014). Dans le cancer, il y a une perte d'équilibre entre la division et la mort des cellules, ce qui
donne des cellules malignes plus résistantes (Wong et Research, 2011). Des études in vitro et
in vivo ont été effectuées pour démontrer I’enchainement du mécanisme exact de 1’induction de
I’apoptose par N. oleander. Pan et al. (2017) ont rapporté que I'oléandrine réduit I'expression
protéique de la pro-caspace-9 et de la pro-caspase-3 dans la lignée SW480 du cancer colorectal.
En parallele, les activités de la caspase-3 et de la caspase-9 ont été augmentées ce qui prouve
que la pro caspase 9 a été transformée en caspase 9 active et cette derniére a induit 1’activation
de la procaspase 3 en caspase 3. Dans le méme contexte, il a été démontré aussi que les
glycosides cardiaques inhibent les pompes Na+/K+-ATPases de la membrane plasmique, ce qui
entraine une augmentation du Ca2+ intracellulaire, accompagné d'une augmentation de
I'expression protéique de BAX et de cyt C dans le cytosol, ce qui conduit a la formation

d’apoptosome induisant I’apoptose par la voie mitochondriale.

Dans un autre contexte, il a été rapporté que I’oléandrine est capable d’induire des
dommages directs a ’ADN comme le montre 1’étude réalisée par Bao et al. (2016) sur les
cellules A549 du cancer de poumon. Les auteurs de cette étude ont confirmé que I'oléandrine
peut induire de maniére significative la formation de plusieurs foyers de la protéine YH2AX (un
marqueur de détection des cassures double-brin de 'ADN (DSB) dans les cellules cancéreuses
ainsi que la diminution des niveaux de RAD51 impliquée dans la voie de réparation des cassures
par recombinaison homologue ce qui empéche la réparation des lésions et conduit a I’apoptose

des cellules cancéreuses.
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D’autre part, Hu et al. (2021) ont montreé I’effet cytotoxique de 1’oléandrigénine-3-O-
B-D- diginoside dérivé d’odoroside A sur la prolifération et I’invasion cellulaire, elle provoque
I’augmentation des ROS dans les cellules cancéreuses, particulierement dans les mitochondries.
Cette augmentation modifie la permeéabilité mitochondriale et induit la réduction de la MPP
(métalloprotease matricielle de la famille des protéases) et I’inhibition de 1’expression des Bcl2
(Protéine anti-apoptotique inhibe la libération de cytochrome C) induisant ainsi la libération de
cytochrome C et le facteur induisant I’apoptose (AIF) dans le cytoplasme. Le cytochrome C
libéré participe a la formation d’apoptosome (complexe proteique) qui provoque 1’activation de
la caspase 3. En méme temp I’augmentation des ROS provoque aussi I’activation des membres
de la famille des protéines kinases (MAPK), précisément, la voie JNK, en raison de sa capacité
a traduire les signaux de stress oxydatif. Cette activation induit aussi I’activation de la caspase
9, puis la caspase 3 qui clive la PARP (Poly ADP — ribose polymeérase) et déclenche 1’apoptose.
En outre, I’activation de la voie JNK provoque la formation de LC3B (Chaine légére 3
nécessaire pour I’élongation et la maturation de 1’autophagosome) qui déclenche ainsi
I’autophagie (mort cellulaire type II). La figure 4 présente les mécanismes moléculaires
cytotoxiques liés a la production des ROS induites par 1’oléandrigénine-3-O-B-D- diginoside

sur la cellule cancéreuse.

apoptosome
Bol-2) cyto/c release l
/ caspase-9—caspase-3— PARP— Apoptosis
MME | ROST —— p-JNK \
LC3BE + Autophagy

Figure 4 :  Mécanismes moléculaires de la cytotoxicité de 1’oléandrigénine-3-O--D-
diginoside (Hu et al., 2021).

b) Nerium oleander et I’arrét de I’invasion
Des expériences ont été réalisées par Ko et al. (2018) sur la lignée cellulaire humaine
du cancer du sein MDA-MB-231 et par Ramu et al. (2021) sur un modele de cancer de la poche
buccale chez hamster, pour déterminer 1’effet d’un glycoside cardiaque (oleandrine) ou d’un

alcaloide (réserpine) respectivement sur 1’invasion cellulaire.
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L’oleandrine a provoqué l'inhibition du phospho-STAT-3 (un facteur de transduction
et d’activation des signaux de transcription), ce qui a conduit a la réduction de maniére
significative de I'expression des marqueurs de cellules souches cancéreuses (d'OCT3/4) qui
favorisent la migration des cellules atteintes. L’oleandrine a provoqué aussi la réduction de
l'activité de MM-9 (metalloproteinase matricielle 9) qui joue un rdle important dans la
vascularisation de la tumeur, ce qui engendre I’arrét de la propagation vers d’autre cellules ou

organes.

Dans des conditions pathologiques, le DMBA est un cancérogéne qui peut phosphoryler
le TGF- (facteur de croissance transformant ) et ses régulateurs en aval (Smad 2, 3, 4 et snail)
qui permet la modulation des protéines de réparation d’ADN (ERCC1, XPF, Ku70 et DNA-
Pkcs) et aussi la modulation de la cycline D, 1I-6, Mcl-1, PCNA et HIF-1a, qui sont
responsables de la prolifération et de I'invasion des cellules cancéreuses, tout en empéchant
I'apoptose et la résistance aux médicaments anticancéreux. Le traitement des animaux porteurs
de la tumeur par la réserpine confirmer qu’elle li¢e au domaine sérine/tyrosine kinase du
récepteur TGF-p, inhibe la phosphorylation de Smad 2,3,4 et bloquant ainsi l'activation du
complexe Smad3/Snail et la translocation nucléaire de Smad2/4. Cette inhibition provogue une
diminution de I’expression des protéines de réparation de I’ADN et aussi la réduction de
I’expression de la cycline D1, de la PCNA, HIF-1a, IL6 et la MCLI1 qui accompagné par une
augmentation de la protéine pro-apoptotique Bax dans les cellules OSCC(carcinome
épidermoide de la bouche) , I’augmentation de Bax conduit a la libération de cytochrome C
(molécules pro-apoptogene) des mitochondries vers le cytosol qu’est responsable a I’activation
des caspases 9 et 3 qui favorise la mort des cellules cancéreuses suivie par le clivage de la
PARP. Donc elle atténuée la résistance des cellules cancéreuses aux médicaments et inhibe la
prolifération et I’invasion cellulaire afin d’induire 1’apoptose. Ces résultats illustrent que la
réserpine est un candidat efficace pour la chimiothérapie anticancéreuse. La figure 5 résume

’effet de la réserpine sur la cellule cancéreuse.
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Figure 5 : Représentation schématique du mécanisme d'action de la réserpine dans le cancer

de la poche buccale du hamster induite par le DMBA (Ramu et al., 2021). L'administration orale

de réserpine inhibe la phosphorylation de Smad2/3/4 médiée par le TGFf et donc bloquer 1’activation de
Smad3/Snail et la translocation nucléaire de Smad2/4. L'atténuation de ces processus entraine I'épuisement des
capacités des protéines de réparation de I'ADN (ERCC1, XPF, Ku70 et DNA-PKcs), la réduction de I'expression
de la cycline D1, de la PCNA, de I'HIF-1a, de 1'L-6 et de la Mcl-1. Ainsi, la résistance aux médicaments, la

prolifération cellulaire, I'invasion et I'induction de I'apoptose dans I’'OSCC
c) Nerium oleander et I’inhibition de la croissance et la prolifération

Parmi les nombreuses voies de signalisation de la cellule cancéreuse, la voie PI3K-

AKT-mTOR qui joue un réle majeur dans la croissance, la prolifération et la survie cellulaire.

Une étude a été réalisée par Pan et al. (2015) pour étudier I'efficacité antitumorale du
PBI-05204, un extrait au CO2 de I'oléandrine, sur un modéle orthotopique de cancer du pancréas
humain Panc-1. Les résultats montrent que le PBI-05204 a inhibé significativement la

E

dissemination péritonéale et la prolifération des cellules Panc-1 implantées orthotopiquement
chez la souris nude et a induit I’apoptose. En outre, le PB105204 a significativement réduit
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I'expression des biomarqueurs de PI3k relatifs aux voies PI3k/Akt et mTOR in vivo et in vitro,
ce qui indique que le PBI-05204 cible les composants de la voie PI13k/Akt/mTOR pour inhiber
la croissance des tumeurs primaires (Pan et al., 2015).

d) Etudes cliniques sur Nerium oleander

Plusieurs études cliniques ont été réalisé sur N. oleander chez des patients atteints de
certains types de cancer, parmi lesquelles 1’étude réalisée par Mekhail et al. (2006) sur
I’AnvirzelTM. Ce dernier, est un extrait aqueux de la plante N. oleander, il a été utilisé pour
traiter des patients atteints de tumeurs malignes a un stade avance. Cette étude a fait état d'un
essai de phase 1 visant a déterminer la dose maximale tolérée (DMT) et la sécurité
d'AnvirzelTM chez des patients atteints de tumeurs solides réfractaires. Les résultats de cette
étude ont montré que la plupart des patients ont ressenti une légere douleur au point d’injection.
Les autres indices toxicités comprenaient la fatigue, les nausées et la dyspnée. Aucune toxicité

limitant la dose n'a été observée.

Une autre étude réalisait par Hong at al. (2014). Cette étude a évalué le PBI-05204
administré par voie orale a des patients atteints d'un cancer avancé afin de déterminer
I'innocuité, la dose recommandée pour la suite de I'étude et le profil pharmacocinétique et I'effet
du PBI-05204 sur I'expression tumorale des régulateurs clés des cellules tumorales PBMC
(cellules mononuclées du sang périphérique) et les biopsies tumorales. Les résultats montrent
que l'inhibition de la voie mTOR soit un mécanisme par lequel le PBI1-05204 est supposé agir.
Aucune toxicité métabolique telle que I'nyperglycémie et I'hyperlipidémie n'a été observée dans
cette étude. Cela peut s'expliquer en partie par le fait que le PBI-05204 est un inhibiteur de
mTOR, bien que d'autres mécanismes d'action soient également évidents. Une régulation a la
baisse de pAkt et de I'effecteur mTOR pS6 a été observée chez certains patients, ce qui suggere
que le PBI-05204 est capable d'inhiber les voies oncogenes de signalisation cellulaire
PI3kinase/mTOR.

Une étude de phase 11, a été menée pour déterminer I'efficacité du PBI-05204 chez les
patients souffrant de I'adénocarcinome canalaire pancréatique métastatique (ADPm) réfractaire.
Une réponse objective a été observée pendant 162 jours. Des effets indésirables de grade > 3 liés
au traitement sont survenus chez 63,2 % des patients les plus fréquents étant la fatigue, les

vomissements, les nausees, la diminution de I'appétit et la diarrhee (Roth et al., 2020).
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1. Matériel

Le matériel et les réactifs utilisés sont démontrés dans 1’annexe 2.

2. Méthodes

2.1. Récolte de la plante

La récolte de Nerium oleander a été effectuée durant le mois d’avril 2023 au siege de

I’universit¢ de Mohammed Seddik ben-Yahia de la wilaya de Jijel, seulement la partie

supérieure « fleures et feuilles » a été collectée et transportée immédiatement au laboratoire de

I’université pour le séchage.

2.2. Séchage et broyage

Le matériel végétal récolté a été rincé avec 1’eau distillé pour enlever toute impureté et

poussiére puis séché dans 1’étuve a température 50°C pendant 2 jours. Lorsque les échantillons

ont devenu coriaces ils ont été broyés separément en utilisant un broyeur électrique afin

d’obtenir une poudre fine (Tableau 7).

Tableau 7 : Etapes de préparation du matériel végétal pour extraction

Nom de la plante | La partie | Etat frai Etat sec Etat poudre
récoltee
Feuilles

Nerium oleander
Fleurs
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2. 3. Préparation des extraits
2.3.1. Préparation de I’extrait aqueux de Nerium oleander

La préparation de I’extrait aqueux de N. oleander a été effectuée selon le protocole
décrit par Chevan et al., (2013) en portant quelques modifications. 10g du broyat (poudre de
feuilles) ont été mélangé avec 100ml de I’eau distillée, le mélange a été chauffé sur plaque
chauffante a 100 °C pendant 1h jusqu’a 1’ébullition puis une filtration a été réalisée, le filtrat a
été récupére et évaporé sous vide a 95°C puis séché dans I’étuve a 50°C. L’extrait récupéré a

été pesé et conserveé dans des boite en verre jusqu’a I’utilisation ultéricure.
2.3.2. Extraction par alcool acétique

La préparation de 1’extrait acétique a été réalisée suivant le protocole de (Khan et al.,
2010) avec modification. Une macération de 3g de poudre de feuilles avec 100 ml de I’acide
acetique a 20% dans 1’éthanol a été réalisé pendant 4h puis la préparation a été filtré sur papier
et le filtrat récupéré a été concentré sur une plaque chauffante jusqu’a I’obtention de 1\4 du
volume initial. Ensuite, une titration par le HNO3 a été effectué jusqu’a la couleur de I’extrait
se fixe en noir. Le précipité a été récupéré par centrifugation a 9000g pendant 15 min puis pesé

et conservé a I’abri de la lumiére jusqu’a I’utilisation ultérieure.
2.3.3. Préparation de I’extrait méthanolique

La préparation de I’extrait méthanolique a été réalisée suivant la méthode décrite par
Budié-Leto et al., (2005). 3 g de poudre des feuilles ont été macérées dans 100 ml du méthanol
pur avec agitation pendant 24 heures. Apres filtration, le macérat a été évaporé sous vide a 64°C
jusqu’a I’obtention d’une matiére séche. L’extrait sec a été pesé et conservé a 1’abri de la

lumiere jusqu’ a utilisation ultérieure.
3. Détermination de rendement d’extraction

Le rendement des différents extraits a été defini comme étant le rapport entre la masse
de I’extrait sec obtenue aprés evaporation du solvant et la masse initiale de la poudre vegétale

utilisée. Ce rendement est calculé par 1’équation suivante :

R (%) = [M1/ M0] x 100

@
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R% : Rendement des extraits exprimé en pourcentage (%).
M1 : la masse de 1’extrait sec.

MO : la masse de la poudre végétale.

4. Caractérisation phytochimique

4.1. Dosage des polyphénols totaux

Le dosage des polyphénols totaux a été effectué selon la méthode colorimétrique basée
sur le réactif de Folin Ciocalteu (Singleton et al., 1999). Le réactif de Folin-Ciocalteu est
constitué d’un mélange d’acide phospho-tungstique et d’acide phosphomolybdique de couleur
jaune. Le principe de la méthode est basé sur la réduction de Folin- Cobalteux par les composés
phénoliques qui entraine la formation d’un nouveau complexe d’oxydes métalliques de

tungsténe et de molybdene de couleur bleue.

Dans la présente étude, 50ul de chaque extrait(1mg/ml) ont été mélangé avec 250ul du
réactif de Folin ciocalteu (10%), ce mélange a été incubé a température ambiante pendant 15
min, ensuite 200pl de la solution carbonate de sodium (Na2CO3) (7%) a été ajouté avec 750pl
de I’eau distillé. Le mélange a subi une agitation et incubation pendant 30min a I’obscurité. La
concentration des polyphénols totaux a été déterminé a I’aide d’un spectrophotométre UV
visible par mesure de I’absorbance a la longueur d’onde de 765 nm. Une courbe d’étalonnage
a été réalisée dans les mémes conditions en utilisant 1’acide gallique comme standard a une

gamme de concentration (Img/ml ; 0.5mg/ml ; 0,2 mg/ml 0,12mg/ml et 0.06 mg/ml).
4.2. Dosage de flavonoides

Pour effectuer ce dosage, la méthode décrite par Djeridane et al., (2006) a été utilisée
avec quelques modifications. Le principe de ce dosage repose sur la réaction de trichlorure
d’aluminium Alclz avec le groupe cetonique C-4 et avec le groupe d’hydroxyle de carbon C-3
ou C-5 de flavones et de flavonols ou il forme un complexe acide stable. D’autre part le chlorure
d’aluminium forme des complexes acides labiles avec les groupes orthodihydroxyl dans le cycle
A ou B de flavonoides. Une coloration jaune indique la formation de ces complexes (Ribéreau-
Gayon, 1968).

Le milieu réactionnel a été constitué de 500ul de chaque extrait ou de la quercétine a
une gamme de concentration (5 pg/ml ; 10 pg/ml ; 25 pg/ml ; 50 pg /ml ;75 pg/ml ; 100 pg/mi
; 200 pg/ml) et 0,5 ml de la solution d’AICI3 2 %. Apres incubation d’une heure, I’absorbance
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a été mesurée a la longueur d’onde de 420nm. La détermination de la teneur en flavonoides
totaux a été déduite & partir d’une courbe d’étalonnage établis par la quercétine comme

standard.
4.3. Dosage des alcaloides

Dans ce dosage la méthode décrite par Durik et al., (1950) a été suivie en portant des
modifications. 300ul de chaque extrait ou de la nicotine a différentes concentrations ont été
mélangés avec 500l de tampon phosphate (Ph =5.2) et 250ul de pourpre de bromocresol.
Ensuite, une extraction a volumes successif par chloroforme (500 ,1000 ,1500 pl) a été faite. 3
ml de NaOH (0,1 M) ont été ajouté a la phase organique récupérée et incubés pendant 1 heure.
Ensuite, la phase aqueuse a été récupérée suivi par la lecture d’absorbance a 470 nm. La
quantification des alcaloides totaux a été établie en fonction d’une courbe d’étalonnage en

utilisant la nicotine comme standard.
4.4. Détection des glycosides cardiaques

Pour l'analyse qualitative des glycosides cardiaques on a utilisé la méthode décrit par Morsy,
(2017), un volume de 3000ul de chague extrait a été mélangé avec 1500l d’acide acétique
,200ul H2S04 et 200ul de Fecl3, le changement de couleur a été observe et la formation d'une

couleur verte a été considérée comme un test positif pour les glycosides cardiaques.
4.5. Dosage des métaux lourds

Pour le dosage des métaux lourds accumulées dans les feuilles et les fleurs de notre

plante N. oléander on a utilisé la méthode décrite par Kebir et al. (2014)

Un volume de 1000ul d’acide sulfurique, 3000u1 d’acide nitrique et 3000ul de 1’eau
oxygéné H202(30%) ont été ajoutés a 0,5 g de poudre des feuilles ou des fleurs, les préparations
ont été met sur un bain a sable a 120°c pendant 15 min apres ébullition les extraits ont été filtrés
et le volume a été ajusté a 20ml avec 1’cau distillé. Le dosage de plomb et de cadmium a été

mesuré par spectrométrie d'absorption atomique (SAA), en unité de : "ppm".
5. Evaluation de ’activité antioxydante in vitro
5.1. Teste de DPPH

Le DPPH de couleur violette se réduit en 2.2 Diphenyl 1 picryl hydrazine de couleur

jaune en présence des piégeurs de radicaux libres. La réduction du radical libre DPPH® par un
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antioxydant peut étre suivie par spectrométrie UV- visible. Pour réaliser ce teste on a effectue

le protocole décrit par sirivibulkovite, (2018) avec des modifications.

Un volume de 50pl de chaque extrait ou de 1’acide ascorbique ont été ajouté a 450ul
de la solution éthanolique de DPPH (2 mM), puis incubé 45min a I’abri de lumiére. La lecture
en spectrometre a été effectuée a la longueur d’onde de 515 nm. Les résultats sont exprimés en

pourcentage de I’activité en fonction de concentration, calculés selon I’équation suivante :

Le pourcentage de I’activité= (Densité optique de blanc- Densité optique de I’échantillon/

Densite optique de blanc) X 100.
5.2. Teste de capacité antioxydante

La capacité antioxydante totale (TAC) des extraits a été évaluée par la méthode de
phosphomolybdéne. Cette technique est basée sur la réduction de molybdéne Mo (V1) présent
sous la forme d’ions molybdate MoO4 2- a molybdéne Mo (V) MoO2+ en présence de I’extrait
(un composé antioxydant) pour former un complexe vert de phosphate/ Mo(V) a pH acide.
(Ahmad et al., 2013).

Un volume de 100ul de chaque extrait a différentes concentrations ou de 1’acide
ascorbique comme référence ont été mélangés avec 1000ul de solution composée de 0,6 M
acide sulfurique, 28 mM de phosphate de sodium et 4 mM de molybdate d'ammonium. Les
tubes contenant la solution de réaction ont été incubés au bain-marie a 95°C pendant 90 min.
Apres refroidissement, I'absorbance des solutions a été mesurée a 765 nm contre un blanc
préparé dans les mémes conditions. Les résultats sont exprimés en absorbance en fonction de
concentration. A partir des courbes obtenus, les concentrations correspondantes a 1’absorbance

0,50 pour I’acide ascorbique et les différents extraits ont été également calculées.
5.3. Détermination de Pactivité chélatrice du fer

La chélation du fer est basée sur l'inhibition de la formation du complexe Fe2+-
ferrozine. Pour évaluer la capacité de chélation d'un compose donné, le composé stabilisant le
plus couramment utilisé est le ferrozine, qui forme un complexe ferrozine-Fe2+ de couleur
violet foncé avec le fer libre présent dans le milieu réactionnel. La quantification de ce
complexe par spectrophotométrie a 562 nm dans un milieu de concentration en fer connue
renseigne sur la quantité de fer non chélaté et la capacité du composé a chélater cet élément.
Plus la solution contenant le composé a tester est claire, plus la chélation est importante. (Zhao
et Truhlar, 2006)
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Suivant le protocole décrit par Dinis et al., (1994), un volume de 100ul de chaque extrait ou de
standard EDTA de concentration (1000ug/ml) ont été ajoutés a 20 pl de FeSO4 et 1360 pul de
tampon phosphate (PH=7,4). Apres une agitation, 20 pl de ferrozine ont été additionnées. Le
mélange a été incubé pendant une heure a température ambiante et I’absorbance des solutions

résultantes a été mesuree a 562 nm.
6. Evaluation de I’activité cytotoxique
6.1. Teste de dénaturation des protéines

La dénaturation des protéines est un phénomene congu pour la dégradation des
structures tertiaires et secondaires due a des agents dénaturants. La chaleur et le PH sont

considérés comme des influenceurs sur cette dénaturation des proteines (Adarsh et al., 2011).

En raison d’apprécier le caractére cytotoxique in vitro des différents extraits de N.
oleander, le prototype de dénaturation de 1’ovalbumine a €té choisi pour évaluer 1’effet des

extraits méthanolique, aqueux et acétique sur la dénaturation de la protéine (effet cytotoxique)

Deux méthodes ont été réalisees, dans 1I’une le HCI a été utilisé comme agent dénaturant
de référence, et dans I’autre ’effet des extraits a été combiné a ’effet dénaturant de la
température. Le premier protocole a été effectué suivant Sava et al., (2021) avec quelques
modifications. 1000pl d’ovalbumine préparée dans le tampon phosphate (ph = 7.6) a été
mélangées avec 100ul de chaque extrait avec ou sans HCI. Une incubation de 2h a température
37°C a éte effectuée suivi par la lecture de 1’absorbance a la longueur d’onde 439 nm. Un

control a été préparé dans les mémes conditions contenant 1’éthanol ou I’eau au lieu des extraits.

Pour évaluer I’effet des extraits sur les protéines a température élevé, on a suivi la
méthode de Mondal et al., (2015) avec modifications. 1000ul de I’ovalbumine avec 100ul de
chaque extrait ont été mélanges puis incubés 2h a température 55°C, puis une mesure

d’absorbance a la longueur d’onde de 439 nm a été réalisée.
Le pourcentage de dénaturation d’ovalbumine est exprimé par I’expression suivante :

% de dénaturation d’ovalbumine = (Densité optique d’échantillon-Densité optique de
contrdle / Densité optique d’échantillon) X 100

6.2. Effet des extraits sur la trypsine

L’¢évaluation de I’effets des extraits sur ’activité de la trypsine a été effectué par la

méthode de Truong et al., (2019) avec quelques modifications.
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100ul d’échantillon ou standard (acide salicylique 1mg/ml) ont été ajoutés a un mélange
réactionnel contenant 100yl de tampon phosphate (PH=9) avec 0,25ml de trypsine. Ce mélange
a été incubé dans le bain marie a 37°c pendant 15min. Aprés incubation 400l de la caséine
(1% diluée dans I’eau distillé et incubée a 100C° pendant 90min) a été ajouté suivi par une autre
incubation pendant 1lheure a 37°C, puis 200ul de TCA ont été ajouté pour bloquer la réaction,
et le mélange réactionnel a subi une centrifugation de 16000 g pendant 20min. Le surnageant a
été récuperé et I’absorbance de surnageant a ¢té mesurée a 280 nm. Un control a été préparé
dans les mémes conditions contenant 1’eau ou 1’éthanol au lieu des extraits. Le pourcentage

d'inhibition de la protéinase a été calculé a l'aide de I'équation suivante :

% d’inhibition de la trypsine = (Densité optique de control- Densité optique de

I’échantillon/ Densité optique de control) X 100
6.3. Test de peroxydation lipidique

L’évaluer de I’effet inducteur ou inhibiteur des différents extraits sur la peroxydation
lipidique a été testé sur I’homogénat du foie de rat selon le protocole de (Sharma et al., 2016)
avec modifications. Le foie utilisé dans cet essai provenait de rat Wistar albinos adulte et sain,
provenant de I’institut Pasteur d’Alger, (Algérie). Le sacrifice du rat a été réalisé au niveau de
I’animalerie de 1’université de Jijel. Pour la préparation de I’homogénat du foie,2g de foie ont
été rincé et homogénéisé dans 20ml de tapon phosphate froid (PH=7,4, KCI 1,5 %). Une
centrifugation de ’homogénat pendant 15 min a 4000g a été effectuée. Le surnageant a été
récupéré dans un flacon pour I’utiliser comme matrice biologique pour I’induction de la

peroxydation lipidique in vitro.

Pour tester la puissance d'inhibition de la peroxydation lipidique par les extraits de N.
oléander, 100ul de chaque extrait ou de la quercitrine(dmg/ml) ont été ajouté a 300ul de
I’homogeénat de foie et 250ul de tampon phosphate et incubés pendant 90 min a 37 °C avec
agitation. Un control positif de peroxydation contenant FeSO4 et de I’acide ascorbique a été

préparé et incubé dans les mémes conditions.

A la fin de I’incubation, 1000ul de TBA 67% préparé dans le TCA 10% ont été ajoutés
au milieu réactionnel. Le mélange a été incubé a 95°C pendant 1 heure et centrifugé a 40009

pendant 15min. L'absorbance du surnageant récupéré a été mesurée a 532 nm.

Le pourcentage d’induction de la peroxydation lipidique est calculé selon I’équation suivante :
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% d’inhibition de la peroxydation lipidique = (Densité optique de control- Densité optique

de I’échantillon/ Densité optique de control) X 100

Pour évaluer le taux d’induction de la peroxydation lipidique par les extraits de N.
oleander, le méme protocole précédent a été suivie avec la préparation d’un contrdle négatif de
référence qui ne contient ni FeSO4 ni acide ascorbique ni extrait a été préparé également dans

les mémes conditions.

Le pourcentage d’induction de la peroxydation lipidique est calculé selon 1’équation
suivante : % d’induction de la peroxydation lipidique = (Densité optique de I’échantillon

- Densité optique de control négatif / Densité optique de I’échantillon) X 100.
6.4. Test de catalase

L’effet de I’extrait de N. oleander sur la catalase a été évalué selon la méthode de J-

Ruch et al., (1989) avec quelques modifications.

La fraction cytosolique a été préparée par le broyage de 138mg de cceur de souris avec
le tampon phosphate (100 mM, pH 7,4), ’homogénat a été ensuite centrifugé & 700g pendant
10min, puis le surnageant a été récupéré et centrifugé une deuxieme fois a 10000g pendant

10min et récupéré dans un tube et conservé a -32C° jusqu’a utilisation ultérieure.

L’eau oxygéné a la concentration 40mM a été préparé dans le tampon phosphate
(PH=7,4 et 0,1 M). Dans une cuve en quartz 50ul de la fraction cytosolique, 100ul de chaque
extrait ou de NaCN (2mg/ml) et 1300 pl de H2.02 (40Mm) ont été incubé pendant 5min. Un
contrdle a éte préparé par 1’éthanol ou I’eau dans les mémes conditions. La DO a été enregistré
chaque 30 seconde pendant 5 min a la longueur d’onde 240 nm. L’activité de la catalase a été

calculé selon I’équation :

Activité de la catalase=[2,303/T*LOG(A1/A2)] /g de protéines
t : intervalle de temps en minute

Al : Absorbance a la premiere minute

A2 : Absorbance a la deuxieme minute
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6.5. Test de la prolifération cellulaire

On vise par ce test a évalué la capacité des différents extraits a inhiber la prolifération
cellulaire in vitro sur la levure Saccharomyces cerevisiae selon la méthode de Yamashoji et

al., (2020) avec modifications.

Des cellules de levure de boulanger Saccharomyces cerevisiae ont étaient utilisées dans
cet essai. Les cellules ont été cultivées dans un tube a essai rempli de milieu nutritionnel
(glucose a 2 %,1 % de peptone et 1 % d'extrait de levure) a 30 °C pendant 16 h. Le tube a essai
a été degazé et scellé pendant la culture et agité de temps en temps. En suite les cellules ont été
lavées deux fois a I'eau distillée par centrifugation, et I'absorbance de la suspension des cellules

de levure a été ajusté a 1 a 600 nm avec du milieu nutritionnel.

1000ul de la suspension de levure a été mélangé avec 100ul de chaque extrait ou de
NaCN (2mg/ml) comme agent cytotoxique de référence. Un control a été préparé dans les méme
conditions contenant 1’éthanol ou 1’eau au lieu des extraits. Le milieu réactionnel a été incubé
pendant 1 h a 37°c au bain marie. La lecture de DO a éte effectué a différentes points de temps
(1h, 2h, 24h) a 600nm.

Le pourcentage d’inhibition de la prolifération cellulaire a été calculé selon 1’équation
suivante : % d’inhibition de la prolifération cellulaire= (Densité optique de control -

Densité optique de I’échantillon/ Densité optique de control) X 100.
6.6. Test de cytotoxicité

La suspension cellulaire de levure a été préparé comme décrit au protocole précédent,
I'absorbance de la suspension des cellules de levure a été ajusté a 1 a 600 nm avec I’eau distillée.
Le protocole de Yamashoji et al., (2020) a été suivie pour 1’évaluation de la cytotoxicité des

extraits sur les cellules de levure.

Un volume de 100ul de chaque extrait ou NaCN a été mélangé avec 1000ul de
suspension de levure et incubé au bain marie a 37°C pendant une heure. Le mélange a été
centrifugé a 6000 g pendant 5 min et le sédiment a éteé suspendu avec 1000ul d'eau distillée.
Les cellules de levure ont été lavées deux fois avec 1000ul d'eau distillée et les cellules
précipitées ont été remises en suspension avec 1000l d'eau distillée. Ensuite 8ul de rouge de
méthyl, 20ul de kcl,12ul NaOH ont été ajouté au suspension et mélangé, enfin 20ul de glucose
a été ajouté au mélange et 1’absorbance a été lue a 600nm. Le pourcentage de cytotoxicité est

calculé selon I’équation :
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Pourcentage de cytotoxicité (%) = ((DO contrdle-DO échantillon) /DO contrdle) *100
6.7. Détermination de I'acidification induite par le glucose

Le principe de ce test repose sur la détection de 1’acidification induite par le glucose.
Cette activité est dépendante de la pompe membranaire des protons H+-ATPase, qui exporte
les protons cellulaires et génére un gradient chimique transmembranaire de H + (milieu acide a
I'extérieur). On vise par ce test de déterminer 1’effet inhibiteur des extraits de N. oleander sur
la consommation de glucose par la détection de I’acidification induit par le glucose en utilisent
le rouge de méthyl comme indicateur de pH (rouge a pH inférieur a 4,4, jaune au-dela de 6,2 et

orange entre les deux)

La suspension cellulaire de levure a été préparé et ajusté comme décrit au protocole
précédent. Pour I’évaluation de 1’inhibition de la consommation de glucose par les extraits de

N. oleander on a utilisé le protocole décrit par Yamashoji et al., (2020) avec modifications.

1000ul de la suspension de cellules de levure a été incubée pendant 1 minute apres que
d’elle ait été mélangé a 8ul de rouge de méthyl ,20ul de kcl, 12ul NaOH et 100ul de chaque
extrait ou d’NACN (2mg/ml). Apres agitation de ce mélange, 20ul de glucose 1 M ont été
ajoutés a la suspension de cellules de levure, et le changement d'absorbance a 527 nm a été lue

cinétiqguement pendant 5 minutes.
6.8. Dégradation de I’ADN

On vise par ce test a déterminer la capacité des trois extrais a dégrader I’ADN. “Pour
cela, le protocole d’extraction d’ADN de Harju et al., (2020) a été utilisé avec quelque

modification.

La suspension de levure a été incubée pendant 24h avec le milieu nutritionnel puis

cultivé avec les extraits de N. oleander ou NaCN pendant 48h.

1500ul des mélanges de la suspension ont eté centrifugés pendant 10min a 16000 g,
200 pl de tampon de lyse (2 % Triton X-100, 1 % SDS, 100 mM NaCl,10 mM Tris-HCI,
EDTA 0, 1 mM, pH 8,0) a été ajouté a la suspension. Les tubes ont été placés dans un bain de
glace (-32°C) pendant 15 min (jusqu'a ce qu'ils soient completement congelés), puis les
transférer au bain marié a 95°C pendant 1 min et I’opération a été répétées deux fois
successives, les tubes ont été agité au vortex pendant 30secondes. 200 ul de chloroforme ont
été ajouté et mélangé au vortex pendant 2 min. Une centrifugation de 3 min & 16000 g a été
réalisée et la phase aqueuse supérieure a été transférée dans des ependorf contenant 400ul
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d'éthanol 100 % glacé et mélangé par inversion. Les échantillons ont été laissés a précipiter 5
minutes a température ambiante, puis centrifugés 10 min a 16 000g. Les surnageants ont été
aspirés sous vide a 1'aide d’une pipette pasteur et les culots d'/ADN ont été lavés avec 500pl
d'éthanol a 70 %, puis séché 5 min dans I’étuve a 60°C. L'ADN a été remis en suspension
dans 25 ul de Tampon EDTA, Tris [10 mM Tris, 1 mM EDTA (pH 8.0)], mélangé bien et

conservé au froid.

Pour la détection d’ADN, le gel d’agarose a été préparé avec S0ml de tampon TBE et
mélangé avec 0.5g d’agarose, le mélange a été fondé avec agitation jusqu’a I’homogénéisation.
Apreés refroidissement il a été mélangé avec 50ul bromure de méthyl. Le gel a été culées dans
la cuve et laissé refroidis 20min. la cuve a été remplis avec tampon TBE .10ul d’ADN a été
mélangé avec 1l de colorant de charge et a été met dans les puis de gel d’agarose, les électrodes
ont été met sous tension et la migration d’ADN commence (& un voltage 100V pendant 1h
et30min). Pour la révélation des bandes d’ADN le gel a été met sous une appareil d’UV
(marque : VILBER LOURMAT, longueur d’onde :312nm)

7. Analyses statistiques

Les résultats obtenus sont exprimés en moyennes standard d'erreur (SD). Une analyse
statistique a été effectuée par le test ANOVA suivi d'une multi comparaison t-student en relation
avec le groupe de référence. Le degré de signification a été déterminé a (P<0,05). Les logiciels
Excel 2016 et Graph Pad 2009 ont été utilisés pour réaliser les divers calculs et essais

statistiques.
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1. Rendement de I'extraction des différents extraits

L’extrait brut de la plante a été préparé par la méthode de décoction alors que 1’extrait
acétique a été préparé par la méthode de 1’alcool acétique tandis que 1’extrait methanolique a été
préparé par une macération pendant 48 heures. Les résultats obtenus sont présentés dans le
tableau (8)

Tableau 8 : Rendement de différentes méthodes d’extraction des feuilles de Nerium Oleander

Echantillon Masse initial (g) Masse final (g) Rendement (%) +
Ecart-type

Extrait acétique 3 2,33 77,66%

Extrait méthanolique 4,5 0,43 9,55%+0,111505

Extrait aqueux 20 0,81 4,05% =+ 0,190919

On remarque que le rendement d’extraction est variable entre les trois extraits de la
plante, dont la plus haute valeur appartient a 1’extrait acétique avec un pourcentage de 77%
suivi par I’extrait methanolique qui a montré un pourcentage de 9.55% tandis que la plus faible

valeur revient a I’extrait aqueux avec un pourcentage de 4.05%.
2. Teneur en polyphénols et flavonoides totaux

L’¢étude quantitative menée sur les différent extraits de la plante en raison de révéler la

teneur en polyphénols et flavonoides a donné les résultats présentés dans le tableau (9).

Tableau 9 : Teneurs en polyphénols et flavonoides totaux dans les différents extraits de Nerium

oleander
Extraits Polyphénols totaux en ug EAG/mg | Flavonoides totaux en g
d’extraits EAG/mg d’extraits
E. acétique 34,44209+ 4,61488 0,680695+ 0,168497
E. méthanolique 50,56172+ 5,328804 14,44928+ 0,421243
E. aqueux 22,39467+ 5,546395 9,158592+ 2,021966

Les concentrations des polyphénols et flavonoides totaux des différents extraits sont

calculées a partir des équations de régression de la gamme d’étalonnage établie avec 1’acide
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gallique (Y=0.993x+0.0016) et la quercetine (Y= 8.2486X +0.0129) respectivement, ou Y

représente I'absorbance et X représente la concentration.

Les résultats sont exprimés en microgramme d’équivalent de la quercétine et 1’acide
gallique par un milligramme de I’extrait (ug EQ/mg d’extrait). On remarque que les trois
extraits de la plante contiennent des apports variables de flavonoides et polyphénols totaux,
dont I’extrait méthanolique a présenté les concentrations les plus élevées en occupant une place
majoritaire dans les deux dosages avec une concentration de 50,56 ug EAG/mg de polyphénols
et de 14,44 pg EAG/mg de flavonoides, suivi de I’extrait acétique qui contient une
concentration moyenne de polyphénols (34,44 ug EAG/mg) mais il ne contient que des traces
de flavonoides par (0.68 pg EAG/mg). L’extrait aqueux contient la plus faible concentration en
polyphénols (22,39 ug EAG/mg), mais il présente une relativement concentration considérable

en flavonoides (9,15 ug EAG/mg) par rapport a 1’extrait acétique.
3. Teneurs en alcaloides totaux

Les concentrations des alcaloides totaux des différents extraits sont calculées a partir de
I’équation de régression de la gamme d’étalonnage établie avec la nicotine (Y= 0.0503X - 0,02)

ou Y représente I'absorbance et X représente la concentration.

Les résultats sont exprimés en microgramme d’équivalent de la nicotine par un milligramme de

I’extrait (ug EAG/mg d’extrait) et présentés dans le tableau (10)

Tableau 10 : Teneur en alcaloide totaux dans les différents extraits de Nerium Oleander

Extraits Alcaloides totaux en pg EAG/mg d’extrait
Extrait acétique 755,4672

Extrait méthanolique 337,9722

Extrait aqueux 695,825

On note que les trois extraits de la plante sont tres riches en alcaloides dont I’extrait acétique
présente une excellente teneur avec une concentration de 755,46 ug EAG/mg contrairement des
concentrations en polyphénols et flavonoides, suivie de I’extrait aqueux avec une teneur de

695,82 ug EAG/mg et en dernier 1’extrait methanolique avec 337,97 ug EAG/mg.
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4. Dosage des glycosides cardiaques

L’étude phytochimique qualitative réalisée sur les extraits de Nerium oleander pour

déterminer et révéler le taux des glycosides cardiaque suivant la variation de la couleur a réveélé

les résultats suivant figure (6)

Figure 6 : Résultats de dosage des glycosides cardiaques.

On constate que 1’extrait methanolique (A) est le plus riche en glycosides cardiaque, car
il a présenté une variation de couleur trés forte, suivi par I’extrait aqueux (B) qui a présenté un
degré faible de couleur vert tandis que I’extrait acétique (C) n’a présenté qu’une trés faible

coloration par rapport aux autres extraits.
5. Détermination quantitative des métaux lourds dans Nerium oleander

N. oleander est connu par son pouvoir accumulateur des métaux lourds, qui posséde des
effets toxiques sur le corps humain. Pour déterminer la quantité des métaux lourds accumulés
dans les feuilles et les fleurs de notre plante, un dosage de plomb et de cadmium a été effectuéw
et mesuré a I’aide de (SAA).

Tableau 11 : Concentration des métaux lourds accumulés dans les feuilles et les fleurs de N.

oleander
Extraits [C]+ écart type de plomb [C]+ écart type de cadmium
(ppm/g) (Ppm/g)
Feuilles 7,632 0,896 + 0,008627
Fleurs 7,634+ 0,036416 0,936 + 0,003394

E
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D’apres le tableau 11 on note que les feuilles et les fleurs de N. oleander ont accumules
les deux métaux (plomb et cadmium). On constate que les feuilles et les fleurs ont la méme
capacite de bioaccumulation des méetaux. On constate également que le plomb est le plus présent
dans les feuilles et les fleurs que le cadmium.

6. Test de piégeage du radical DPPH

Le pourcentage de pouvoir anti radicalaire du radical DPPH par I’extrait aqueux,
méthanolique, acide acétique, et acide ascorbique comme référence a différentes concentrations
sont présentées dans la figure7. Les concentrations nécessaires pour réduire 50% du radical
libre DPPH (EC50) de chaque extrait sont présentées dans le tableau (12)

Tableau 12 : Concentration nécessaire pour réduire 50% de radical DPPH

Echantillon EC50+Ecart type (En pg/ml)
Acide ascorbique 9,54318344 + 3,924**
Extrait acétique 3904,545 + 1,263**
Extrait méthanolique 754,62963 * 3,096**
Extrait aqueux 785,341453 + 4,175**

Test DPPH

150
Standard
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g 100+ —4— méthanolique
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0 '{'/"/T’//T ......... :
0 500 1000 1500
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Figure7 : Pourcentage de réduction du radical libre DPPH par I’extrait aqueux, méthanolique
et ’extrait d’acide acétique, et I’acide ascorbique a différentes concentrations.

@



Chapitre 2 : Résultats et discussion

L’activité anti radicalaire des extraits des feuilles a été évaluée par la méthode du
piégeage du radical DPPH, cela nous a permis de déterminer les valeurs de EC50 (la
Concentration qui réduit 50% du radical libre).

On constate que 1’acide ascorbique posséde un excellent pouvoir anti radicalaire de
DPPH 82% a la concentration 150pug/ml avec une EC50 (9,54318344 + 3,924) par rapport a
tous nos extraits quel que soit 1’extrait acétique, méthanolique ou aqueux qui ont présentés une
faible capacité antiradicalaire avec une différence hautement significative p<0.001 par rapport
a I’acide ascorbique. L’extrait acétique a présenté la plus faible capacité de piégeage de DPPH
par rapport aux autres extraits et au standard avec une activité maximale (15.30%z 2.17) a la
concentration 1000ug/ml et une EC 50 tres €levé (3904,545 + 1,263). L’extrait methanolique a
présenté la meilleure capacité antioxydante (59.17% + 11.01) a la concentration 1 mg/ml et une
EC50 de (785,341453 + 4,175) suivi par I’extrait aqueux qui a présenté sa haute activité
(62.57%= 5.43) a la concentration 1mg/ml et une EC 50 de (754,62963 + 3,096). De cela, on
conclut que nos extraits présentent une activité du piégeage des radicaux libres considérable

mais inférieure a celle de I’acide ascorbique.
7. Test des capacité antioxydant

Le pourcentage de la capacité antioxydante des différents extraits est présenté dans la
figure 8 et les concentrations nécessaires pour obtenir la DO 0.5nm par les différents extraits

sont présentées dans le tableau (13).

Tableau 13 : La concentration nécessaire pour atteindre la DO 0.5nm

Extraits testés [C]xEcart type (ug/ml) qui correspondent
a DO=0,5nm

Acide ascorbique 118,5468+ 0,6553 Ns

Extrait acétique 2770+03+ 0,007405 Ns

Extrait méthanolique 543,4783+0,01728 Ns

Extrait aqueux 813,1535+0,01576 Ns

E
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Test des capacités antioxydant
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Figure 8 : Capacités antioxydante des extraits de N. oleander et de 1’acide ascorbique.

On remarque que I’acide ascorbique a atténué la DO 0.5 nm a la concentration (118,5468
+0,6553) pug/ml. Par contre, les extraits de la plante ont présente des concentrations tres elevées
pour atteindre cette DO dont la concentration la plus élevée appartient a 1’acide acétique
(2770,03 £0,007405) pg/ml, suivi de I’extrait aqueux (813,1535+ 0,01576) pg/ml puis 1’extrait
méthanolique (543,4783 +0,01728) ug/ml.

8.Effets des extraits de Nerium oleander sur la trypsine

Les effets des extraits de Nerium oleander sur I’inhibition de la trypsine sont présentés dans la

figure 9.
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Figure 9 : Pourcentage d’inhibition de la trypsine par les extraits de N. oleander et I’acide
salicylique
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L’acide salicylique a inhibé la trypsine a 100% a la concentration 1mg/ml tandis que
les trois extraits de la plante ont présenté des pourcentages d’inhibition significativement
inferieures a celui du standard (P<0,05). On note que I’extrait acétique a présenté une activité
inhibitrice de 50,75% a la concentration Img/ml, tandis que ’extrait methanolique a inhibé la

trypsine avec 40,25%. L’extrait aqueux a présenté le plus faible pourcentage d’inhibition
21,25%.

9. Effets des extraits de Nerium oleander sur la chélation du fer

Pour évaluer I’effet des trois extraits de la plante et ’EDTA comme référence sur la
chélation de fer, on a fait un dosage colorimétrique. D’aprés les résultats, on constate que les
différents extraits de N. oleander (acétique, méthanolique et aqueux), n’ont présenté aucun effet
sur la chélation du fer par rapport & ’EDTA qui a présenté une activité de 100% a la

concentration de 1mg/ml.

10.Effets des extraits de Nerium oleander sur la dénaturation de

I’ovalbumine

Pour évaluer I’effet dénaturant des extraits de la plante, on a utilisé 1’effet de HCI et de
la température comme référence. Les résultats obtenus sont présentés dans la Figure 10 et
Figure 11 respectivement.
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Figure 10 : Pourcentage de dénaturation de OV par les extraits de N. oleander

On remarque que le pourcentage de dénaturation de I’extrait acétique 33.88% a depassé
celui de HCl 29.37%. De méme I’extrait methanolique a effectué la dénaturation de

I’ovalbumine avec un pourcentage de 24.28% et 1’extrait aqueux avec un pourcentage de
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19.09%. On note qu’il n’y a pas de différence significative p>0.05 entre I’effet du standard et
I’effet des extraits, ce qui refléte que les extraits ont un effet dénaturant trés proche a celui de
HCI.
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Figure 11 : Effets dénaturants des extraits de N. oleander & temperature de 55°c.

On remarque que D’extrait acétique a effectué la maximal valeur de dénaturation de
I’ovalbumine avec un pourcentage de 54.58 % (E. Acétique — E —methanolique p<0.0001) par
rapport a I’extrait methanolique qui a effectué la dénaturation avec un pourcentage de 16.18%
(E methanolique —E aqueux p<0.0001) puis I’extrait aqueux qui a presenté la plus faible

capacite dénaturante avec un pourcentage de 2.9% (E extrait acétique — E aqueux p<0.0001).
11. Effet des extraits de Nerium Oleander sur la peroxydation lipidique

La quercétine a été utilisée comme référence pour son effet inhibiteur sur la
peroxydation lipidique tandis que 1’acide ascorbique et le FeSos ont été utilisés comme

référence de I’induction de la peroxydation.

Les effets d’extraits de N. oleander sur I’inhibition et 1’induction de la peroxydation lipidique

sont presentés dans la figure 12.
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Figure 12 : Effets des extraits de Nerium oleander sur la peroxydation lipidique

A) On remarque que la quercétine a provoqué 1’inhibition de la peroxydation lipidique avec un
pourcentage de 43%, tandis que 1’extrait méthanolique le dépasse, et provoque une inhibition
meilleure avec 58%, ainsi qu’il n’y a pas de différence significative p>0.05 entre le standard et
I’extrait methanolique. Par contre 1’extrait acétique et 1’extrait aqueux n’ont pas présentés une

activité inhibitrice de la peroxydation par rapport au standard.

B) On remarque que I’effet inducteur de la peroxydation de I’extrait acétique (48%) a dépassé
I’effet provoqué par le standard Feso4 et ’acide ascorbique (46%), tandis que 1’extrait aqueux
a effectué un effet inducteur trés faible (8%) par rapport au standard, par contre I’extrait
methanolique a effectué un effet inhibiteur.

12. Effet des extraits de Nerium oleander sur la catalase

On a évalué I’effet inhibiteur des différents extraits de la plante et de NaCN sur I’enzyme
de la catalase. L’activité de la catalase en présence des extraits et le pourcentage d’inhibition
des différents extraits ont été déterminé et les résultats sont représenté dans le tableau 14 et la

figure 13

Tableau 14 : L’activité de la catalase en présence des différents extraits de N. oleander

Extraits Activité (Ul/g)
NaCN 3.77

Extrait aqueux 3,44

Controle 63,655019
Extrait acétique 0

Extrait methanolique 0

Controle 23,0187128

@




Chapitre 2 : Résultats et discussion

o 1501

S mm NaCN

<

:g Bl E.acétique
o _ p .
% 100 Em E.méthanolique
— Bl E.aqueux
=)

>

s 50

[

[«B]

et

2

o 0-

Concentration (1 mg/ml)

Figure 13 : Pourcentage d’inhibition de la catalase par les extraits de N. oleander et NaCN

D’aprés les résultats obtenus dans le tableau 14, on remarque que ’activité de la
catalase a été inhibée en présence des trois extraits de N. oleander et de NaCN par rapport au
contréle. La figure 13 présente les pourcentages d’inhibition de la catalase par les extraits de
N. oleander et le NaCN. On constate que I’effet inhibiteur de NaCN est significativement
inferieur a I’effet de tous les extraits (52, 31%, P<0,05). D’autre part I’extrait acétique a
présenté le meilleur pourcentage d’inhibition 92.72 %, significativement supérieur a I’effet de

I’extrait aqueux et I’extrait methanolique (76,7 % et 63,2%) respectivement, P<0,05.
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13. Effet des extraits de Nerium Oleander sur la prolifération cellulaire

L’effet antiprolifératif des extraits de la plante est présenté dans la figure 14

NalCN NaCN
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Figure 14 : Le pourcentage d’inhibition de la prolifération des levures par les différents

extraits, & la concentration de 2mg/ml, en fonction de temps (1h, 2h,24h)

Le NaCN est un agent cytotoxique puissant dont il a présenté des pourcentages
d’inhibition de la prolifération de Sarccomysilan trés élevé. On remarque qu’apres 1 heure, les
extraits de la plante ont présenté des pourcentages d’inhibition tres élevés et trés proches a celui
de NaCN 22% (extrait methanolique 16%, extrait acétique 18% alors qu’on remarque que
I’extrait aqueux 24% a dépassé méme ’effet effectué par le NaCN. On note qu’il n’y a pas de
différence statistique entre le standard et I’extrait acétique ou I’extrait aqueux (p>0.05), tandis
qu’une différence hautement significative entre le standard et 1’extrait methanolique (p<0.001)
est constatée. Pour la 2éme heure, on remarque le méme enchainement d’inhibition de la
prolifération par les trois extraits sauf qu’ils ont présenté des valeurs diminuées par rapport a
celle de la premiere heure. Aprés 24h on constate que les pourcentages d’inhibitions des extraits
et le standard ont diminué d’une fagon accélérée, par contre 1’extrait méthanolique a présenté
un pourcentage tres élevé 28% par rapport a celui remarqué en 1 heure et 2 heures et a méme
dépassé I’effet de NaCN a cette heure (p<0.05)
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14. Effet des extraits de Nerium Oleander sur la consommation de glucose
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Figure 15 : Pourcentage d’inhibition de la consommation de glucose par les extraits de N.

oleander et NaCN.

Le pourcentage d’inhibition de la consommation de glucose par les trois extraits a été
déterminé suivant 1’évaluation d’acidification du milieu induite par consommation de glucose.
D’apres les résultats présentés dans la figurel5 on constate que 1’extrait méthanolique a inhibé
la consommation de glucose par un pourcentage (76%), suivi par I’extrait aqueux (70%) et
I’extrait acétique (28, 98%) tandis que le NaCN, utilisé comme un standard a montré un effet
de 100% dans les mémes conditions. De cela en résume gue nos trois extraits ont la capacité
d’inhibé la consommation de glucose, et surtout I’extrait méthanolique qui a présenté I’activité

la plus proche de celle de NaCN (p>0.05).

15. Effet cytotoxique des extraits de Nerium Oleander sur la levure
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Figure 16 : Pourcentage de cytotoxicité des extraits de N. oleander et NaCN a la

E

concentration Img/ml sur la suspension de levure sarcomisylene.




Chapitre 2 : Résultats et discussion

On observe que les trois extraits de Nerium oleander ont effectué des effets cytotoxiques
sur les cellules de la levure, dont 1’extrait acétique a présenté le pourcentage de cytotoxicité le
plus €levé (92%) et le plus proche a celui de NaCN (97%), suivie par 1’extrait Aqueux 76% et

I’extrait méthanolique 62%.

16. Effets des extraitsde N. oleander sur PADN

Figure 17 : Migration sur gel d’agarose de I’ADN des cellules de levure Saccharomyces

cerevisiae incubé pendant 48h avec les extraits de N. oleander ou NaCN a la concentration

2mg/ml.

D’apreés I’observation des résultats de 1’¢électrophorése on note que I’ADN des cellules
de levure Saccharomyces cerevisiae traitées par les extraits de N. oleander ou NaCN migraient
la méme distance que I’ADN des contrdles (non traité). On note également I’absence de smere

dans I’ADN de tous les échantillons par rapport au control.
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Discussion

Notre étude se focalise sur la caractérisation des capacités cytotoxiques de Nerium
oleander in vitro, historiguement connue par sa toxicité pour les étres vivants. Afin d’évaluer
cette capacité, trois méthodes d’extraction ont été appliquées. Pour I’obtention de 1’extrait
aqueux on a opté pour la méthode de décoction, concernant I’extrait méthanolique, on a effectué

une macération et pour I’extrait acétique une extraction par 1’alcool acétique a été réalisée.

Les rendements d’extraction des trois extraits de la plante ; aqueux — méthanolique et
acetique ont donné des valeurs différentes dont le plus élevé est celui de I’extrait acétique avec
un pourcentage de74% suivi par I’extrait methanolique puis I’extrait aqueux. On suggere que
le rendement d’extraction est affecté par la méthode utilisée. La macération consiste & immerger
le matériel végétal dans I’eau froide, tandis que la décoction consiste a plonger la poudre

végétale dans 1’eau chaude jusqu’a ébullition

L’étude phytochimique est la base de la valorisation des effets bénéfiques ou vénéneux
des plantes, elle repose sur la caractérisation des substances naturelles présentes dans les
différentes parties de la plante (Kalishe, 2014). La quantification des composés phytochimiques
présents dans les extraits de la feuille, a révélé des concentrations variables de ces derniers.
D’apres les résultats obtenus, la teneur en polyphénol et en flavonoides était élevée dans
I’extrait méthanolique par rapport aux autres extraits, ce qui est en accord avec les constatations
de (Mohadjerani, 2012 ; Redha,2020) qui ont rapporté que les extraits methanoliques des
fleurs et des feuilles sont les plus riches en composés phénoliques. En effet, les propriétés
polaires du solvant ont une grande influence sur le rendement des molécules extraites. Selon
Naczk et Shahidi, (2004), le méthanol est le meilleur solvant recommandé pour 1’extraction

des polyphénols.

D’autre part, on constate que la quantité des composés phénoliques dans les différents
extraits y compris 1’extrait methanolique est relativement faible par rapport a celle rapportée
dans la littérature (Sinha et Biswas, 2016). On suggére que les faibles teneurs en composées
phenoliques rapportées dans cette etude peuvent étre expliquées par le facteur climatique. La
sécheresse induite par les températures élevées, provogue un stress hydrique qui aura un grand
impact sur la synthese des composés phénoliques (Tanguy, 1970). Paynot et al., (1969) ;
Zapromietov, (1959) ont mentionné que la sécheresse provoque une sénescence précoce des
feuilles, ou la synthése des composes phénoliques devient lente. D’aprés les données

météorologiques, cette année était caractérisée par une grande sécheresse, provoquant ainsi le
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dessechement des feuilles de la plante, ce qui peut étre une cause de la faible teneur obtenue en

composés phénoliques.

Les alcaloides sont des molécules dotées de propriétés analgésiques et surtout
cytotoxiques, ce qui explique 1’origine de I’activité cytotoxique de Nerieum Oleander, car cette
derniére est connue par sa richesse en alcaloides Bakir Cilesizoglu et al., (2022). Les trois
extraits testés de Nerium oleander, ont montré une richesse en alcaloides, principalement
I’extrait acétique. On suggére que cela est 1ié au solvant utilisé qui est I’éthanol. Hajjaoui et
al., (2004) ont noté que les molécules d’alcaloides sont solides et elles sont dissoutes totalement
dans I’éthanol. L’acidité de I’acide acétique a augmenté la solubilité des alcaloides tandis que
I’alcanisation du milieu par le HNO3 a permis la précipitation et la récupération d’une quantité
maximale de ces molécules. Bakir Cilesizoglu et al.,(2022) ont trouvé dans leur étude, que
I’extrait methanolique des feuilles est le plus riche en alcaloides par apport au deux autres
extraits testés, (I’extrait aqueux et extrait hydro méthanolique), contrairement a I’extrait

methanolique des fleurs qui a présenté une tres faible teneur en alcaloides.

Nerium oleander est considérée comme une source de glycosides cardiaques, ce qui lui
confere son pouvoir toxique (Singh et al., 2022), spécifiquement 1’oleandrin (Afaq et al.,
2004). Malgreé I’aspect toxique des glycosides cardiaques, ils jouent un réle important dans le
traitement de l'insuffisance cardiaque et I’inhibition de la prolifération des lignées cellulaires
cancéreuses (Singh et al., 2022) en induisant I’apoptose. L’analyse des extraits étudiés a revelé
qu’ils contiennent tous des glucosides cardiaques, ou I’extrait methanolique semble le plus riche
en ces molécules. Bakir Cilesizoglu et al., (2022), a montré également que I’extrait

methanolique des fleurs et des feuilles est le plus concentré en glycosides cardiaques.

N. oleander est connue par son potentiel d’accumuler certains métaux lourds et
minéraux, ce potentiel est considéré comme un indicateur de pollution. (Franco et al., 2013 ;
Khalid et al.,2023). Cela nous parmi de penser que la toxicité de N. oleander peut étre liée a la
présence de certains métaux lourds. Le plomb est un composant naturel largement repandu
dans la croGte terrestre a des teneurs de I'ordre de 13 a 16 mg/Kg du sol (Baize,1988). Il est
devenu un polluant omniprésent a cause des activités anthropiques (Cunningham et Berti,

2020). L’accumulation de plomb dans le corps humain induit des dommages sur le systéme
immunitaire (Cohen et al., 1994), reproductif et systeme nerveux (Bouton, 2001). Le cadmium

(Cd) est parmi les polluants trace métalliques, il est considéré comme I'un des métaux les plus

préoccupants pour la santé humaine par sa toxicité, persistance et sa bioaccumulation en
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particulier dans le rein et le foie (Bliefert et Perraud, 2004), ce qui conduit a des dommages

rénaux. (Ennouri et al., 2010).

Nos résultats font apparaitre des teneurs élevées en plomb et cadmium dans les feuilles
et les fleurs de N. oleander. On suggére que cette augmentation fait appartient a une
contamination ou la pollution de sol par les déchets (surtouts les déchets en plastique et la
pollution atmosphérique). Ces résultats sont proches a ceux rapportés par Khalid et al., (2023)
qui ont doseé le plomb et le cadmium dans les feuilles de N. oleander dans la région Adda-46
(Pakistan) située au bord de la route (7,411+ 0,366), (0.577+£0.018) respectivement, et dans la
région Pull-111(Pakistan) située a proximité d'une industrie de pierre (7,699+0.358) plomb,
(0.576+0.032) cadmium. lIs ont rapporté que la concentration des métaux Pb et Cd était plus
élevée dans la plante N. oleander que dans le sol. Ces deux métaux lourds sont ceux que I'on
trouve le plus souvent le long des routes parce gu'ils sont principalement libérés par les
automobiles, surtout dans les pays en développement. On suggére alors que la toxicité aiglie
enregistré suite a I’ingestion volontaire ou accidentelle de N. oleander peut étre liée a la haute
teneur de plomb et cadmium accumulée dans la plante, qui est I’origine de 1’apparition de

quelques symptomes comme 1’insuffisante rénale et les troubles neurologiques.

Les plantes médicinales sont dotées d’un pouvoir antioxydant qui se traduit par la
capacité du piégeage des radicaux libre (Pastre et al., 2007). Les radicaux libres sont des
molécules chimiques (atome, ou ion) qui contient un électron célibataire sur la couche externe
(Azouaou, 2018), ce sont des dérivés réactifs de I’oxygéne (Valko et al., 2007). Il existe
plusieurs méthodes pour évaluer cette capacité dont on a choisi celle de DPPH et de la capacité

antioxydante totale.

Les résultats obtenus montrent que I’extrait methanolique, et 1’extrait aqueux sont les
plus douées par une activité antioxydante, cela est dd a la teneur relativement élevée des extraits
en composés phénoliques par apport a I’extrait acétique. Par contre, cette capacité effectuée par
les extraits testés reste faible en comparaison avec celle trouvée dans la littérature. Cette faible
capacité antioxydante peut étre expliquée par la composition faible des extraits en composés
phénoliques. Scientifiqguement les polyphénols et particulierement les flavonoides sont connus
par leur pouvoir antioxydant et leur forte capacité a piéger les radicaux libres en les transformant
a leur situation stable (S6kmen et al., 2012). La nature antioxydante des polyphénols (PhOH)
est basée sur la contribution d'un atome H, qui perturbe et met fin aux réactions successives

initiées par les radicaux libres dans I'organisme vivant. Les radicaux phénoxyles généres (PhO)
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peuvent étre stabilisés par I'auto combinaison de (PhO) pour donner des produits dimeres, et

finalement mettre fin a la réaction en chaine (Syed Khalid et al., 2020).

La cytotoxicité des différents extraits de N. oleander a été déterminée par 1’évaluation
de Pactivité des extraits a dénaturer les protéines et induire la peroxydation lipidique. L’effet

des extraits sur I’activité de la trypsine et de la catalase a été également évalué.

La dénaturation des proteéines est un processus caractérisé par le disfonctionnement des
protéines, résultant de I’influence de plusieurs agents comme le pH et la température qui
provoque des altérations et des ruptures dans les différentes liaisons des protéines (ionique,
hydrogénes, hydrophobe...ctc). Les résultats obtenus montrent que les extraits de Nerium
oleander (acétique, meéthanolique et aqueux) provoquent la dénaturation des protéines et
favorisent 1’effet dénaturant de la température. Contrairement a nos résultats, Truong et al.,
(2019) qui ont mené des essais in vitro sur une plante de la méme classe de N. oleander, ont
rapport¢ que I’extrait méthanolique, éthanolique et acétonique inhibent efficacement la
dénaturation des protéines. On suggeére alors la capacité des extraits a dénaturer les protéines

est liée a la présence des composés bioactifs caractéristique de 1’espéce de Nerium oleander.

L’inhibition de la trypsine, une protéase utilisée comme référence dans notre étude pour
évaluer Iactivité protéase/antiprotéase. Les protéases sont des enzymes qui agir sur la liaison

peptidique pour dégrader les protéines, elles sont impliquées dans les réactions inflammatoires.

Nos résultats montrent que N. oleander posséde une activité antiprotéase car les trois
extraits ont inhibé la trypsine avec des pourcentages variables. Ces résultats sont similaires aux
résultats de Padul et al., (2012) et Truong et al., (2019) qui ont mené des essais in vitro sur
les feuilles, les graines et les fleurs des plantes de la méme classe de N. oleander et ils ont
rapporté que ces plantes inhibent potentiellement la trypsine. On suggére alors que I’inhibition
de la trypsine est liée a la présence des composés bioactifs caractéristique de la famille de N.

oleander,

Pour vérifier I’effet pro-oxydant des extraits de N. oleander, on a évalué leurs activités

sur la catalase et sur I’induction de la peroxydation lipidique.

La catalase est une enzyme antioxydante endogene catalyse la transformation de peroxyde
d’hydrogéne(H202) (non chargé et donc il diffuse facilement a travers les membranes en eau)
(H20) et oxygéne (O2) pour prévenir la formation des radicaux hydroxyle (OH®). L’inhibition

de la catalase provoque une accumulation de H»O> dans les cellules, ou le peroxyde
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d’hydrogéne réagit avec les cations métalliques tels que le Fe?* (réaction de Fenton) ou Cu* et
génére des radicaux hydroxyle, qui participent a I’induction du stress oxydatif et provoquent
des dommages a I’ADN, I’oxydation des protéines et la peroxydation des lipides (Bonnefont-
Rousselot et al., 2003). Nos résultats montrent que, les trois extraits (acétique, méthanolique
et aqueux) de N. oleander possédent une activité inhibitrice eélevée sur la catalase. Par contre
Cilesizoglu et al., (2022), montre que 1’extrait des feuilles et des fleurs de N. oleander in vitro
provoque une augmentation importante de 1’activité de la catalase et de la SOD. Cette
augmentation indique que I’application des extraits des feuilles et des fleurs de N. oleander,

provoque un stress oxydatif dans les cellules.

La peroxydation lipidique est une réaction en chaine médiée par les radicaux libres, elle
est liée aux lésions et a I'inflammation et souvent associé a des dommages oxydatifs des lipides
membranaires (Albert et al., 2003). Elle est généralement initiée par le radical hydroxyle qui
est produit par la réaction de Fenton en présence d'un ion métallique (Fe?"), et qui réagit avec
les acides gras polyinsaturés des phospholipides membranaires et des lipoprotéines. Ces
radicaux réagissent selon trois modes d'action : soit en arrachant un électron, soit en arrachant
un atome d'hydrogéne (d'un substrat organique RH), soit encore en s'additionnant sur les
doubles liaisons (Albert et al., 2003).

D’apres nos résultats, on remarque que 1’extrait acétique a provoqué une haute induction
de la peroxydation lipidique. Ce résultat est similaire a celui d’Alhazmi et al., (2021) qui ont
rapporté que 1’extrait éthanolique de N. oleander a induit une peroxydation lipidique dans
I’homogénat de foie de rat Wistar, grace a la production des especes réactives de I'oxygéne
(ROS). D’autre part, I’extrait méthanolique dans notre étude a inhibé la peroxydation d’une
maniere significative et cela peut étre lié a sa richesse en polyphénols. Ces résultats sont en
accord avec ceux rapportés par Singhal et Gupta, (2012), ou ils ont confirmé que I’extrait
méthanolique des fleurs de N. oleander a exercé in vitro un effet hépato protecteur contre la
peroxydation lipidique induite par le Ccl4. On suggére alors que I’activité proxydante de

I’extrait aqueux et acétique est favorisée par leurs teneurs faibles en polyphénols.

L’effet inhibiteur des trois extraits de N. oleander sur la consommation de glucose a été
confirmé. Cela s’explique par I’effet inhibiteur des extraits et de NaCN sur la pompe & proton
H+-ATPase (maintient un gradient de protons chez les plantes et les champignons) et donc
I’inhibition de la sortie des protons H+ au milieu extracellulaire, ce qui affecte le changement

de pH de milieu (d’un milieu basique a un milieu acide). Ce changement a éte détecté par le
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rouge de méthyl qui change sa couleur du jaune au rouge apres quelque minutes d’addition de

glucose (Yamashoji et al., 2020).

L’extrait méthanolique a présenté la plus haute efficacité contre la consommation de
glucose, qui peut étre liée a la présence de quelque composé phénolique ainsi que sa richesse
en glycosides cardiaques. Ce résultat est proche a celui de Calderén-Montafio et al., (2013)
qui ont confirmeé que I’extrait éthanolique des feuilles de N. oleander a exercé un effet réducteur
sur la consommation de glucose en inhibant la pompe Na+/K+-ATPase (maintient un gradient
de Na (+) et de K (+) dans les cellules animales) des cellules cancéreuses de poumon de hamster
A549. L’inhibition de la pompe Na+/K+-ATPase par les glycosides cardiaques diminuerait
l'activité de la glycolyse en réduisant I'entrée du glucose par l'inhibition de I'enzyme

glycolytique clé PFK-1 (phosphofructokinase).

La cytotoxicité est 1’incapacité des cellules de multiplier et de proliférer, ce qui conduit
a la mort de ces cellules. Nos résultats confirment I’effet cytotoxique des trois extraits de N.
oleander. Les résultats obtenus sont en accord avec celle de Messaoudi et al., (2023) qu’ils ont
montré que 1’extrait aqueux et éthanolique des feuilles de N. oleander ont diminué la viabilité

des cellules cancéreuse de sein MDA-MB231 et de colon HT29 incubées avec les deux extraits.

L’extrait acétique a présenté le meuliere effet cytotoxique, on suggere qu’il agisse sur
les cellules par son pouvoir pro-oxydants (comme il déterminé dans les tests précédents) et
dénaturant des protéines, a cause de sa richesse en alcaloides. L extrait méthanolique et aqueux
ont présenté un effet cytotoxique élevé. On suggére que la richesse de I’extrait méthanolique
en glycosides cardiaque est responsable sur cette activité cytotoxique, qu’il agisse sur la pompe
H+ ATPase et inhibe la consommation de glucose. L’activité cytotoxique élevée de 1’extrait
aqueux peut étre lier a sa composition phytochimique riche en alcaloides et en glycosides
cardiaques. On suppose aussi que I’extrait a effectué cette activité par le mécanisme pro-
oxydant. Pan et al. (2015) ont étudié le PBI-05204, un extrait au C02 de I’oléandrine, testé sur
un modéle orthotopique de cancer du pancréas humain Panc-1. lls ont montré que 25% des
souris traités par PBI-05204 pendant une semaine ont présenté une diminution des cellules

cancéreuses.

Les extraits de N. oleandre n’ont pas dégradé 1’ADN des cellules de levure. L’ADN des
cellules incubées avec les extraits et non incubes (des contréle) ont migré de méme distance ce
qui désigne qu’ils ont la méme taille. Alors que dans la littérature plusieurs études indiquent

que les extraits de N. oleander induisent des dommages de le I’ADN telle que 1’étude réalisée
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par Calderon-Montano et al., (2013) qui ont montré que les glycosides cardiaques de I’extrait
hydroalcoolique des feuilles de N. oleander ont induit des dommages d’ADN des cellules
cancéreuses du poumon par la formation de foyers gamma-H2AX, ce qui signifie que I’extrait

N. oleander peut provoquer la cytotoxicité en induisent des 1ésions d”’ADN.

On suppose que la dégradation d’ADN n’est pas constatée dans la présente étude, car la
durée d’incubation des extraits avec les cellules de levure ou la concentration des extraits n’ont
pas été suffisantes pour effectuer la fragmentation. On suspecte aussi que le mécanisme de
résistance ou de réparation de I’ADN de 1’organisme model (Saccharomyces cerevisiae) a

empéché ’activité des extraits sur I’ADN.
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Conclusion

Nerium oleander est connue depuis 1’antiquité par son pouvoir toxique. Une
composition phytochimique riche et diversifiée en métabolites secondaire ce qui lui conféré des
propriété pharmacologies. La présente étude est portée sur trois extraits de N. oleander pour

confirmer son pouvoir cytotoxique, ainsi que les mécanismes par lesquelles agissent.

L’évaluation de I’activité antioxydante par révélation de la capacité du piégeage des
radicaux libres montre que I’extrait méthanolique et aqueux ont une activité antioxydante faible.
On suppose que la teneur faible des polyphénol et flavonoides est la responsable de cette
activité.

L’activité cytotoxique des extraits de N. oleander a été confirmé par plusieurs tests, qui

visent la détermination de plusieurs mécanismes de cytotoxicite.

Les extraits de N. oleander ont présenté un effet dénaturant sur les protéines, plus que celui de
Hcl et ils ont favorisé I’effet dénaturant de la température, ainsi qu’ils ont présenté une activité

antiprotéase en inhibent la trypsine.

L’extrait acétique et aqueux ont présenté le mécanisme d’induction des especes
réactives d’oxygene, en inhibent ’activité de catalase et induisent la peroxydation lipidique.
Les tests sur Saccharomyces cerevisiae (test antiprolifération, inhibition de consommation de
glucose et test de cytotoxicité) ont confirmé 1’effet cytotoxique de la plante. Les trois extraits
ont inhibé¢ la prolifération cellulaire et la consommation de glucose d’une maniére significative

ce qui induit a une cytotoxicité.

On suppose que N. oleander agisse par plusieurs mécanismes de cytotoxicité a cause de
la présence de quelque composés cytotoxiques comme les alcaloides et les glycosides

cardiaque. Ce qui encourage son développement en tant qu’agent anticancéreux
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Annexes

Annexe (1) : Types de Nerium oleander (Tableau 1)

Couleur/pétale | Exemples Fleurs Images
Blue-blanc Double
Rouge doubles [Re D Bicolore
rouge et
blanc
Tamouré Double,
rouge foncé
Tres
parfumée
Italia Rouge vif
Rouge simple Parfumée
Sabra Petite  fleur
rouge sombre
Madame allen [ Rose

Rose doubles

Tres parfumé

Louis pouget

Grande fleur
Rose foncé,
trés parfumeée

Rose Simple

Magaly Rose lilas,
légerement
parfumée

Margaritha Rose vif,
légérement

parfumée
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Abricot

Rosario

Double ou
semi-double,
abricot
Légerement
parfumee

Soleil levant

Double,
abricot foncé

Alsace

Simple

Blanc rose,
légérement
parfumé

Mont blanc

Double,
blanche, trés
parfumée

Petite salmon

Fleur simple
en cornet rose
saumoné
clair

Provence

Double
Saumon clair
infusé de
creme

Tres
parfumée

Jaune

Angiolo pucci

Simple
Ivoire blond a
gorge orange

Marie
gambetta

Tres grande
fleur simple
Jaune pur a
gorge  plus
foncée
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Annexe (2) : Une série des réactifs chimiques, des matériels et des appareillages du
laboratoire, ont été utilisés pour la réalisation de ce travail de recherche.

1. Réactifs chimiques

Les réactifs chimiques

Ethanol Quercétine NaCN

Meéthanol Nicotine NaCL

Acide acétique Glucose Kcl

Acide sulfurique Ovalbumine Na EDTA

Acide salicylique Trypsine NaOH

Acide ascorbique Caséine KH2Po4 et K2Hpo4
Acide chlorhydrique (Hcl) | Acide gallique SDS

L’eau oxygéné (H202) Agarose TBA

Soufre de bromocresol Peptone TCA

Triton X Chlorure de fer (FeCl3) BSA

Rouge de méthyl Réactif de Folin-ciocalteu | TBE

Eau distillée La levure Bicarbonate de sodium

Tampon de charge

Chloroforme (CHCI?3)

Solution de DPPH

Solution Alcl3

FeSo4

Ferrozine

Tris Hcl

Sucrose
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2. Matériels du laboratoire

Matériels et appareillages de laboratoire

Eprouvette graduée

L’étuve

Les épindorfes

Réfrigérateur

Boites de pétri

Centrifugeuse

Fiole jaugée Balance analytique

Mortier Bain marie

Cuve en plastique, en verre et en Bain de sable

quartez

Pissette Spectrophotometre UV visible

Portoire des tubes

Vortex

Les Ombos

Agitateur et pH metre

Tubes a essai

Rota vapeur

Tubes a hémolyse

Spectrométrie  d'absorption atomique
(SAA)

Barre d’agitation magnétique

Appareil a8 UV et d’électrophorése

Pipete

Plague chauffante

Micropipettes

Papier absorbant et d’aluminium

Spatule

Gants chirurgicaux

Béchers

Seringue

Pipete pasteur

Ballon de rota vapeur
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Annexe (3) : Courbe d'étalonnage de I'acide gallique

Concentration (mg/ml) | O 0,0075 | 0,015 | 0,03 0,06 0,125 | 0,25 0,5 1
Absorbance(nm) 0 0,01 0,019 |0,032 |0,201 | 0,194 | 0,27 |0,498 |0,53
A.gallique

0,6
0,498
05 y =0,993x + 0,0016
R2=1
0,4
Q03
0,2
0,1
0
0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6
Concentration
Annexe (4) : Courbe d'étalonnage de quercétine
Concentration (mg /ml) | 0 0,0075 0,015 0,03 0,06 0,125 0,25
Absorbance(nm) 0 0,075 0,301 | 0,26 0,508 | 1,346 |1,728
Quercétine
0,6
0,508
y = 8,2486x + 0,0129
0,5 RTZIT
0,4
Q03
0,2
0,1
0
0 0,01 0,02 0,03 0,04 0,05 0,06 0,07

Concenration
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Annexe (5) : Courbe d'étalonnage de la nicotine

Concentration (mg /ml)

0,0075

0,015

0,03

0,06

0,125

0,25

0,5

Absorbance(nm)

0,005

0,021

0,03

0,018

0,026

0,033

0,045

0,043

0,05
0,045
0,04
0,035
0,03

Q 0,025
0,02
0,015
0,01
0,005

Nicotine

0,1

0,2

Concentration

0,3

0,4

0,5

0,6
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Evaluation de la cytotoxicité des extraits de Nerium oleander in vitro

Résumé

N. oleander est une plante trés propagée derni¢rement, elle est utilisée comme plante d’ornement en raison
de ses fleurs colorées, elle est aussi connue par sa toxicité et ces effets nocifs. Dans cette étude, la caractérisation
phytochimique, le pouvoir antioxydant et le profil de cytotoxicité des trois extraits (acétique, méthanolique et
aqueux) des feuilles de N. oleander ont été étudiées.

Dans la caractérisation phytochimique, on vise la détermination de la teneur des polyphénols, des
flavonoides et des alcaloides quantitativement et la teneur des glycosides cardiaques qualitativement, ensuite le
pouvoir antioxydant a été évaluée par le test de réduction de DPPH, la capacités antioxydants et de chélation du
fer. Le pouvoir pro oxydant a été investigué par 1’évaluation des effets des extraits sur ’induction de la
peroxydation lipidique, de la dénaturation des protéines et I’inhibition de la catalase. Les effets cytotoxiques de
cette plante ont été également étudiés sur le modele de Saccharomyces cerevisiae. Les résultats obtenus indiquent
que la teneur la plus élevé des alcaloides est enregistré dans I’extrait acétique, alors que la teneur la plus élevés
des polyphénols, des flavonoides et des glycosides cardiaques est enregistré dans 1’extrait méthanolique. Les trois
extraits présentent une activité antioxydante négligeable et une activité pro-oxydante, anti-proliférative et
cytotoxique. Enfin, les résultats montrent que N. oleander possede des effets cytotoxiques in vitro, avec le potentiel
d'étre utilisé comme traitement contre le cancer.

Mots clés : Nerium oleander, cytotoxicité, extrait aqueux, extrait méthanolique, extrait acétique.
Absatract

N. oleander is a widely propagated plant used as an ornamental because of its colorful flowers ;
however,it is also known for its toxicity and harmful effects. In this study, the phytochemical characterization,
antioxidant power and cytotoxicity profile of three extracts (acetic, methanolic and aqueous) of N. oleander leaves
were investigated.

In the phytochemical characterization, we aimed to determine the content of polyphenols, flavonoids
and alkaloids quantitatively and the content of cardiac glycosides qualitatively. In addition, the antioxidant power
was assessed by the DPPH test, antioxidant capacities, iron chelation, lipid peroxidation and the catalase test,
which are indicators of oxidative stress. The cytotoxic effects of this plant are investigated by trypsin inhibition,
protein denaturation, inhibition of glucose consumption by yeast, inhibition of yeast proliferation and cytotoxicity.
The results obtained indicate that the highest alkaloid content is recorded by the acetic extract, while the highest
content of polyphenols, flavonoids and cardiac glycosides is recorded by the methanolic extract.All three extracts
show negligible antioxidant activity, with a pro-oxidant, anti-proliferative and cytotoxic activity. Finally, the
results show that N. oleander possesses cytotoxic effects in vitro, with the potential to be used as a cancer treatment.

Keywords: Nerium oleander, cytotoxicity, aqueous extract, methanolic extract, acetic extract,
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