Aadd) Al jRagal) Ay il jad) Ay ) ggaal)
République Algérienne Démocratique et Populaire
adad) Sadl g Alad) o laill 3 ) 5 g

Ministére de I’Enseignement Supérieur et de la Recherche Scientifique

Université MUSTAPHA Stambouli (Homabul Ldlhag dzala

Mascara (’ Sara

B

Faculté des Sciences de la Nature et de la Vie
Département de Biologie

Laboratoire de Bioconversion, Génie Microbiologique et Sécurité Sanitaire

THESE de DOCTORAT de 3°™ cycle

Filiere : Sciences Biologiques
Spécialité : Sciences, Technologie et Santé

Option : Microbiologie/Biotechnologie

Intitulée

Biomarqueurs prédictifs et nouvelles stratégies en thérapeutique
des extraits polyphénolique de I’Atriplex halimus : évaluation de
la flore intestinale suite a un traitement chimio-thérapeutique
chez des patients souffrants d’un cancer colorectal.

Présentée par : M™® ZENNAF lkram

Le...ooeef /200
Devant le jury:

Président HARIRI Ahmed Professeur Université M. S. de Mascara
Examinateur DJAFRI Fatiha Professeur Université B.B. d’Oran
Examinateur MELIANI Samia Maitre de conférences A Université 1.K. de Tiaret
Examinateur CHELLI Nadia Maitre de conférences A Université M. S. de Mascara
Examinateur AISSAOUI Yamina  Maitre de conférences A  Université M. S. de Mascara
Directrice de Thése  TIR TOUIL Aicha Professeur Université M. S. de Mascara

Année Universitaire : 2022-2023






Remerciements

Avant tous, louange d ALLAH (e tout miséricordieux pour son guide,
Son aide dans un parcours acharné envers le savoir scientifique et qui
nous a permis de mener d bien ce modeste travail.

J'exprime ma haute gratitude et ma profonde
Reconnaissance a:

M™¢ Professeur TIRTOUIL A.
Je tiens d vous remevrcier vivement d avoir accepté la divection
scientifique de ma thése de doctorat, de m’avoir soutenue et aidée d
réaliser ce travail avec rigueur et patience.

M"Professeur HARIRI A.
Je vous remercie de [honneur que vous nous faite en acceptant de
présider le jury.

Aux Professeurs DJAFRI F., MELIANT S., CHELLI N. et AISSAOUI V.
Je vous remercie d’ avoir gentiment accepté de participer d
Cévaluation de cette thése, consciente du travail que cela représente.

Mes vifs remerciements a tous les professeurs et amis de notre faculté
SNV pour vos aides, vos encouragements, vos orientations et vos
conseils enrichissants.

Jexprime également mes sincéres remerciements au personnel de

Canimalerie : Aziz, la divectrice de la ferme expérimentale,.., ainsi

qu’'aux personnels des laboratoires pédagogiques de [université de
Mascara

‘Un remerciement spécial a ma famille notamment d mes trés chers
parents, d ma petites familles, a mes amis et collégue et d tout ceux qui
mon aidé et soutenu pour la réalisation de cet ouvrage

Merci a vous tous......



Deéedicace

J'ai Chonneur de dédié ce travail a mes chers parents les
prunelles de mes yeux, mon courage, ma force face aux
difficultés de la vie et mon chemin vers réussite. Sans les
quelles je ne serai rien. Grdce d leurs sacrifices et leur
éducation, pour leur soutien moral et matériel pendant
toute ma vie. Ils ont été d mes cotés et partager mes réves,
mes joies, et mes espérances, J'espére qu'ils trouveront dans
ce travail toute ma reconnaissance et tout mon amour. que
Dieu les garde.

A mes chers enfants qui me donnent la force de me levé
chaque jours et d’allez d Cavant. Tous en espérant étre leurs
modeéles

A toutes ma famille et amies qui ont toujours crue en moti

A mes défunte grands mére qui m’en encouragé et espéré me
VOir reussir.



Résumé

Cette thése réunit un ensemble de recherches a différents volets sur une plante
medicinale largement utilisée par la population locale I’Atriplex halimus «Guetaf» : Une
enquéte ethnobotanique, 1’analyse des phyto-constituants, la toxicité ainsi que 1’objectif
principale de 1’étude: I’évaluation de I’activité anticancéreuse par deux traitements (préventif
et curatif) et la caractérisation du microbiote intestinal.

Le protocole consiste en I’induction du cancer colorectal par le 1,2-Diméthylhydrazine
(DMH) chez les rats males de race Wistar. A cet essor, deux types de traitements ont été
élaborés :

Le traitement préventif lors de I’induction du cancer, composé de trois groupes traités
par I’extrait de la plante a différents moments : TO, T5 et T15.

Le traitement curatif réalisé une fois la tumorogénése établie sur trois groupes de rats
qui ont recu différents traitements: I’extrait de la plante, la chimiothérapie (Xélox) et la
combinaison des deux (extrait de la plante et chimiothérapie).

Les résultats obtenus de I’enquéte ethnobotanique sur 1’Atriplex h. ont clairement
démontré son importance dans la phytothérapie Algérienne pour le traitement de différentes
pathologies.

L’étude phytochimique a prouvé la richesse de I’extrait de 1la plante en
phytoconstituants bénéfiques pour la santé avec un polymorphisme des molecules
phénoliques dont Trois acides phénoliques et des flavonoides, Le composé le plus émergent
est la Catechine avec un taux de (717 pg/g DM) suivie de la Rutine (360,84 pg/g DM) ainsi
qu’une importante activité antioxydante.

L’évaluation de I’activité anticancéreuse de I’extrait de la plante a montré des effets
protecteurs contre le cancer colorectal. Un effet préventif, par 1’utilisation de 1’extrait en
méme temps que le DMH qui a diminué le nombre de foyer de crypte aberrante (AFC) de
(13%) et a modulé le taux des marqueurs tumoraux ACE et CA19.9 de (0.15 et 0.27 ng/ml)
comparé aux groupe DMH qui présentent des taux de (6.14 et 10.15 ng/ml) respectivement.
En plus, un effet curatif, indiquant des résultats intéressants suite a 1’utilisation de I’extrait
de la plante en combinaison avec la chimiothérapie par : la protection des fonctions vitales
(hépatiques et rénales), un aspect histologique bénin ainsi que des taux des marqueurs
tumoraux proches de la normale.

Par ailleurs, I’analyse du microbiote intestinal montre un polymorphisme en faveur des
germes aérobies et anaérobiques pathogenes chez les rats DMH avec des taux de (6,3, 11,3
Log UFC/g) comparé au groupe témoin avec des taux de (5,12, 9,7 Log UFC/g)
respectivement. Par contre, I'utilisation des traitements a base d’extrait de la plante et le
traitement combinant chimiothérapie et plante procure les meilleurs résultats avec des taux
élevés de probiotique tel que Lactobacillus sp.

En conclusion, I’Atriplex halimus est une plante tres riche en phytoconstituants ce qui
explique son utilisation dans le traitement de différentes pathologies en médecine
traditionnelle. Notre étude a permis de démontrer son réle chimio-préventif et synergique
avec la chimiothérapie en renforcant sa potentialité anti-tumorale et en réduisant ses effets
secondaires ainsi qu’une importante activité anti-inflammatoite et antimicrobienne.

Mots clés : Cancers Colorectal, Marqueurs Tumoraux, Atriplex halimus, Microbiote Intestinal



Abstract

This study combines a set of researches on a medicinal plant widely used by the local
population, Atriplex halimus "Guetaf": an ethnobotanical survey, the analysis of the phyto-
constituents, the toxicity as well as the main objective of the study: the evaluation of the
anticancer activity by two treatments (preventive and curative) and the characterization of the
intestinal microbiota.

The protocol consists in the induction of colorectal cancer by 1,2-Dimethylhydrazine
(DMH) in male Wistar rats. To that end, two types of treatments were developed:

The preventive treatment during cancer induction, consisting of three groups treated
with the plant extract at different times: TO, T5 and T15.

The curative treatment carried out after the establishment of the tumorogenesis in three
groups of rats that received different treatments: the extract of the plant, chemotherapy
(Xelox) and the combination of both (extract of the plant and chemotherapy).

The results obtained from the ethnobotanical survey of Atriplex h. have clearly
demonstrated its importance in Algerian phytotherapy for the treatment of different
pathologies.

The phytochemical study proved the richness of the plant extract in beneficial
phytoconstituents for health with a polymorphism of phenolic molecules including Three
phenolic acids and flavonoids, the most emerging compound is Catechin with a rate of (717
pg/g DM) followed by Rutin (360,84 nug/g DM) as well as an important antioxidant activity.

The evaluation of the anticancer activity of the plant extract showed protective effects
against colorectal cancer. A preventive effect, by the use of the extract simultaneously with
DMH which decreased the number of aberrant crypt foci (AFC) by (13%) and modulated the
level of tumor markers ACE and CA19.9 by (0.15 and 0.27 ng/ml) compared to the DMH
group which had levels of (6.14 and 10.15 ng/ml) respectively. In addition, a curative effect,
indicating interesting results following the use of the plant extract in combination with
chemotherapy by: the protection of vital functions (hepatic and renal), a benign histological
aspect as well as levels of tumor markers close to normal.

Moreover, the analysis of the intestinal microbiota showed a polymorphism in favor of
aerobic and anaerobic pathogenic germs in DMH rats with levels of (6.3, 11.3 Log UFC/g)
compared to the control group with levels of (5.12, 9.7 Log UFC/g) respectively. On the other
hand, the use of the plant extract-based treatments and the combined chemotherapy and plant
treatment provided the best results with high levels of probiotic such as Lactobacillus sp.

In conclusion, Atriplex halimus is a plant very rich in phytoconstituents which explains
its use in the treatment of various pathologies in traditional medicine. Our study has
demonstrated its chemopreventive and synergistic role with chemotherapy by reinforcing its
anti-tumor potentiality and reducing its side effects as well as an important anti-inflammatory
and antimicrobial activity.

Keywords: Colorectal cancers, Tumor markers, Atriplex halimus, Intestinal microbiota
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Les cancers, Maladies du siecle cette pathologie se désigne sous une multitude de
tumeurs pouvant toucher différents type de tissus de 1’organisme et qui ont en commun une

croissance cellulaire non controlée conduisant a ’invasion des tissus environnants.

Aujourd’hui le cancer continu d'étre une cause majeure de morbidité et de mortalité
dans le monde occasionnant selon I’OMS, 10 millions de déces en 2020, soit presque un
déces sur six (WHO,2020). Le cancer colorectal est parmi les cancers les plus émergents
situés en 3¢™¢ position aprés le cancer du poumon chez I’homme et le cancer du sein chez la
femme, présentant ainsi un probléme majeur de santé publique et un challenge primordial

pour la communauté scientifique afin d’établir un traitement.

Malgré les progrés de la science et la connaissance des mécanismes de développement
et progression des cancers, les causes du cancer colorectal ne sont ni parfaitement connues, ni
bien radiées. Cependant, la plupart des cancers semblent étre le résultat d'un ensemble
complexe entre susceptibilité héréditaire et facteurs environnementaux. Les traitements
préconiseés pour ce type de pathologie sont la chirurgie, la radiothérapie ainsi que la
chimiothérapie.

A T’heure actuelle. Les chercheurs prétent une attention particuliére a 1’alimentation et
I’environnement dans [’intention d’identifier de nouvelles molécules anticancéreuses
naturelles. Dans cet essor, les scientifiques optent pour I’étude d’une large gamme de produits
phytothérapeutiques dans des essais chez des modeles précliniques animal transgeniques ou

induit par produit chimique (Heyer J.,1999).

Les premier modéle animal apprécié pour leurs similitudes macroscopiques et
histologiques au carcinome colorectal humain (CRC) remontent a 1963, lorsque Laqueur a
découvert que des rats nourris a la cycasine, un produit végétal, développaient un cancer de
I'intestin. La substance active a été déterminé et ainsi un composé similaire a été identifié,
l'acétate de méthylazoxyméthanol (MAM) a été synthétisé et s'est avéré plus efficace que le
produit naturel. En 1970, Druckrey a découvert que deux produits chimiques structurellement
apparentés au MAM, la diméthylhydrazine (DMH) et I'azoxyméthane (AOM) étaient des
carcinogenes intestinaux encore plus puissants. Actuellement, le DMH et son métabolite
AOM sont les agents inducteurs les plus utilisés dans les modéles expérimentaux de la
carcinogenese colorectale chez les rongeurs (Shinchi N, Isamu K.1985 ; Shirai T et al.
1983).
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Notre recherche s’inscrit dans le cadre des essais préclinique utilisant le DMH (1,2-
diméthylhydrazine) pour I'induction du cancer colorectal chez les rats Wistar afin d’évaluer

I’efficacité de ’extrait de la plante 1’Atriplex halimus.

Les plantes ont de tout temps été employées pendant des siécles comme remedes pour
les maladies humaines et sont de plus en plus considérées comme source potentielle de
medicaments anticancéreux (Liu et al, 2012., Sharif et al, 2012). Leur pouvoir de guérison
provient des effets de leurs métabolites secondaires. Polyphénols, flavonoides et les tanins
hydrolysables et condensés (Feng et al, 2007., Zakaria et al, 2011). En outre, les polyphénols
ont particulierement démontré des effets anticancéreux a travers les mécanismes impliquant
leur propriétés antioxydantes, anti-proliférative et anti-inflammatoire ainsi que leurs effets sur
les voies de signalisation intracellulaire faisant intervenir lI'apoptose et I'induction de l'arrét du
cycle cellulaire (Zakaria, 2011., Gonzalez- Sarrias et al, 2012). Les plantes constituent une
source prometteuse de composés chimiothérapeutiques potentiels (Lambert et al, 2005.,
McCann, 2007) comptant plus de 8000 composes differents decrits jusqu'a présent (Manach
et al, 2005).

L’Atriplex halimus est une des plantes médicinales appartenant a la famille des
chenopodiaceae largement utilisé en medecine traditionnelle Algérienne gréace a sa richesse en
composes phénoliques et de son large panel d’effet bénéfique. L’objectif de cette étude se
focalise dans la recherche de I’effet curatif et/ ou préventif dans la pathologie du cancer

colorectal par I’évaluation de I’extrait polyphenolique de I’Atriplex h.

Notre étude est scindée en deux parties :

La premiére partie de ce manuscrit constitue 1’étude bibliographique portant sur:
1

2- Les marqueurs tumoraux du cancer colorectal ;

L’histoire naturelle du cancer colorectal ;

3- Roéle du microbiote intestinal dans I’induction du cancer colorectal ;
4

Un rappel botanique sur la plante Atriplex halimus et ses effets biologiques et

pharmacologiques.

La deuxiéme partie concerne I’expérimentation divisée en quatre étapes :
1- Une étude ethnobotanique

2- Une étude phytochimique
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3- Des évaluations in vitro et in vivo de I’activité de I’Atriplex halimus sur le cancer
colorectal chimio-induit

4- Evaluation du microbiote intestinal.

Les résultats présentés dans cette these sont discutés a la lumiere des recherches récentes de

la littérature. En fin, une conclusion et perspective cloturent le travail.
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1. Rappel du colon physiologique et fonctionnel :

Le colon humain est un organe musculaire d’environ 125 c¢m de long organisée en deux
couches distinctes. A la surface de la lumiére intestinale se trouve la couche épithéliale,
invaginée et constituée dun simple feuillet de cellules épithéliales cylindriques. Cette couche
de cellules est supportée par un tissu conjonctif appelé le chorion, ’ensemble formant I’unité
fonctionnelle du colon appelé crypte de Lieberkiihn (Figure 01). La muqueuse est soutenue
par une couche de cellules musculaires appelée la musculeuse (Sopie de carné T., 2011).

Surface
| épithéliale

——

‘{\yﬂuqueuse
N Sous mugqueuse
7 Sous-

~ | Musculeuse muqueuse

Séreuse

__________

_______ -- i_'} ' Cryptes

Figure N°1 : Structure de la paroi du célon
Source : http://www.e-cancer.fr/cancerinfo/les-cancers/ (INCA; MacFarlane AJ et al.,

2007)

Les cryptes de Lieberkiihn sont organisées de sorte que les cellules les plus
différenciées se trouvent les plus proches de la lumiere intestinale et les cellules souches sont

localisées dans le fond des cryptes (Radtke et Clevers, 2005).

Le colon contribue a des fonctions importantes de 1’organisme : la digestion et
I’absorption des aliments non digérés, 1’absorption d’eau et d’électrolytes et concentration des

maticres fécales, I’entreposage et I’évacuation maitrisée des selles (Rachel G., 2002).
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2. Le cancer colorectal :

Selon INC « institue national du cancer », Le cancer désigne des cellules transformé qui
s’affranchissent des mécanismes de régulation homeéostatique tissulaire. Le colon et le rectum
sont des organes composés de différents tissus (Epithéliaux, nerveux et conjonctifs) ou
chaque type cellulaire peut potentiellement étre 1’origine d’un cancer. Cependant, dans la
grande majorité des cas (plus de 90%) le cancer colorectal est d au tissu épithélial qui tapisse
I’intérieur de la paroi du colon et du rectum. Ce type de cancer est communément appelé
adénocarcinome. Il comprend des sous-groupes d’adénocarcinomes colorectaux. Le sous-
groupe le plus fréquent concerne les tumeurs qui se forment au niveau des glandes de
Lieberkiihn. Les autres sous-groupes sont plus rares (I’adénocarcinome mucineux et les
adénocarcinomes dits a cellules en bague a chatons). Nous nous concentrerons dans étude sur

la forme la plus répandue.

2.1.Type de cancer colorectal :

Dans la totalité des cancers colorectaux La plupart des cancers sont sporadiques (90%
des cas), mais il existe également deux forme issue de susceptibilités génétiques héréditaires :
la polypose Adénomateuse familiale (FAP) pour (Familial Adenomatous Polyposis) et le
syndrome HNPCC pour (Hereditary Non Popyposis colon cancer) que nous développerons

par la suite :

2.1.1. Les cancers sporadiques :

La majorité des cancers colorectaux sont de type sporadique dont 70 a 80% présentent
une mutation du géne Apc (Adenomatous Polyposis Coli) gene suppresseur de tumeur situé
sur le chromosome 5, alors que 15% des cas sont touché par des mutations des génes MMR
(MisMatch Repair system) qui entrainent un disfonctionnement de génes codant pour des
enzymes de réparation d’ADN (Figure 02) (Rex DK. et al., 2009).

2.1.2. La polypose Adénomateuse Familiale (PAF) :

Ce type de cancer se manifeste par un nombre élevé d’adénomes dans le colon et le
rectum. Sont phénotype commence généralement a apparaitre a I’age de 20 et 30 ans avec un
risque de 100% de développé une tumeur colorectal. Sont origine est due a une mutation du
gene suppresseur de tumeur le géne APC (Adenomatous Polyposis Coli). (Bon JH. et al.,
2000; Barrow et al., 2013; Jasperson et al., 2010).
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2.1.3. Lesyndrome de Lynch (syndrome HNPCC) :

Le syndrome de Lynch est la forme la plus fréquente de prédisposition aux cancers du
colon, il est dd & la transmission autosomique dominante des mutations du gene MMR
(Figure 03). Il représente 2 a 7 % des cancers colorectaux (Bon JH, et al 2000; Hitchins,
2013; Kang et al., 2015). Le syndrome de Lynch est aussi associé a un risque augmenté de
survenue d’autres
cancers (endometre, intestin gréle, bassinet et voies urinaires, estomac, ovaires, etc...... )

(Vasen et al., 2010; Stoffel et Boland, 2015).

2.2.Histoire naturelle du cancer colorectal :
Le renouvellement perpétuel de I'épithélium colique maintient physiologiquement un
équilibre entre prolifération, différenciation et mort cellulaire. La transformation néoplasique
survient lors d'une dérégulation de ces mécanismes au profit de la prolifération cellulaire

entrainant le développement d’un cancer passant par différente étape:

2.2.1 Foyer de cryptes aberrantes :

Les Foyer de cryptes aberrantes (ACF, aberrant crypt foci) sont les premiéres anomalie
décelable présentent une hyperprolifération de I’épithélium colique, formant ainsi des
cryptes au calibre élargi entourées d’un épithélium épaissi avec une muco sécrétion
diminuée, ces FCA existent sous la forme : (Pretlow et al., 1992).

» Hyperplasie : Prolifération anormale des cellules dans un tissu.

> Dysplasie : Ce caractérisée par des anomalies cellulaire, nucléaire et cytoplasmiques
associées a des anomalies architecturales des glandes, dans le c6lon. La dysplasie est
caractérisée par une stratification des noyaux, des mitoses dans les deux tiers
supérieurs des cryptes est une raréfaction des cellules caliciformes qui représentent
5% des FCA (Neuville, 2010)

2.2.2. Adénomes :

Les adénomes sont des lésions qui peuvent évoluer vers un carcinome, ils peuvent étre
classe selon deux critéres : 1’histologie et le degré de dysplasie. La prévalence des adénomes
augmente avec 1’age et atteint 30% chez des sujets de 65ans. La plupart des CCR sont des
adénocarcinomes et se développent a partir d’'un adénome. 5% des adénomes progressent
vers un cancer et la durée de la séquence adénome- carcinome est en moyenne de 10 a 15ans.

(Neuville, 2010). Mais il reste de durée variable selon les différents cancers (Carethers et

6
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Jung, 2015). Il survient en raison de ’accumulation de mutations dans certains génes. C’est
un processus multiphasique, qui comprenant quatre phase essentielles : [I’initiation,

promotion, et la progression et invasion (Vogelstein et Kinzler, 1993).

2.2.3. Adénocarcinome in situ :

Le développement d’un carcinome est d’abord superficiel, strictement intra épithélial
puis intra muqueux sans franchissement de la lame basale est désigné sous le terme in situ
stade précoce de cancer (Neuville, 2010). Certains carcinomes acquierent la capacité de ce
disséminer et de former des métastases a distance. Dans 75% des cas, les CCR métastasent au
niveau du foie. Les autres localisations sont pulmonaires, osseuses ou cérébrales (Carethers
et Jung, 2015).

2.2.4. Les métastases :

Une des caractéristiques majeures du cancer est sa capacité angiogenique lui permettant
de se propager dans I’organisme. Certaines cellules tumorales vont quitter leur site d’origine
(la tumeur primaire) pour se loger dans un autre organe et former une meétastase (tumeur
secondaire) (Geiger et Peeper, 2009). La formation des métastases suit le processus multi-
étapes suivant (Labelle et Hynes, 2012):

» Détachement du support original et de leurs cellules voisines en perdant leurs propriétés
d’adhérence;

» Franchissement de la lame basale qui délimite I’épithélium en digérant les protéines qui
la constituent a I’aide de protéases pour envahissement des tissus voisins ;

» Intravasation dans la circulation sanguine ou dans la circulation lymphatique

» La survive lors du transit dans la circulation sanguine (résister aux forces physiques du
flux sanguin et échapper aux cellules circulantes chargées de la surveillance immunitaire)

» L’arréter sur la paroi des vaisseaux sanguins (arrét initial) et la traverser I’endothélium
(extravasation) pour gagner I’organe ou elles s’implanteront ;

» Retour des propriétés d’adhérence sur un support afin de permettre I’ancrage d’une
nouvelle tumeur dans le site secondaire (domiciliation secondaire ; survie et proliférer
dans le tissu cible afin de former une micrométastase,induire une néoangiogénese pour se

développer (macrométastase).
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2.3. Phases de développement tumoral :

2.3.1. Phase d’initiation :

La phase d’initiation résulte d’altération du matériel génétique de la cellule, stable et
transmissible aux cellules-filles, conférant ainsi un caractére irréversible a ce premier stade du
processus cancérogéne. Ces lésions d’ADN interviennent spontanément a la suite de
mécanismes endogénes ou produites a travers 1’exposition a des agents cancérogenes. Deux
mécanismes important sont responsable de ces Iésions : la métabolisation des agents chimique
en compose génotoxiques, et la défaillance des systemes de réparation de I’ADN.

Parmi les lésions génétique Deux classes de géne sont responsable 1’apparition du cancer et la
prolifération cellulaire incontrdlée, les oncogenes qui stimule la croissance cellulaire, et les

genes suppresseurs de tumeurs qui I’inhibent (Stanley, 1995).

2.3.2. Phase de promotion:

La phase de promotion, phase intermédiaire voit le passage de la cellule initiée d’un état
phénotypiquement normal, qui peut durer des années, a un état neoplasique prolifératif. Cette
étape est induite par différents facteurs (chimiques, physiques) présents en quantité
suffisamment importante pour provoquer l’expression de la mutation. Les substances
promotrices présentent de maniere genérale une absence de pouvoir ce sont principalement
des mécanismes épigenétique impliquant les voies de signalisation cellulaire et de
communication intracellulaires qui interviennent au cours de cette étapes (Decloitre et

Puiseux-Dao, 1993). Cette phase est réversible, tout au moins a ses débuts.

2.3.3. Phase de progression :
La phase de progression ce fait par I’acquisition définitive de la malignité qui aboutis a
la tumeur proprement dite. Cette étape est irréversible et se caractérise par une grande

instabilité génomique.

2.3.4. Phase d’invasion :
Phase de dissémination, des cellules tumorales migrant de leur organe d’origine vers

d’autre tissus et former ainsi des métastases a distance.
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Figure N°2 : Carcinogénése du cancer colorectal de forme sporadique. Modifié d'apres
(Bhalla et al., 2018)
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Figure N°03: Carcinogénése du cancer colorectal de forme héréditaire. Modifié d'apres
(Bhalla et al., 2018)
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2.4. Propriétés et caractéristique de la tumorigeneése :

Les mécanismes de tumorigénese passent par l'acquisition d’un certain nombre de propriétes,
notamment : une prolifération incontrdlée, 1’envahissement des tissus adjacents et la
colonisation des organes a distance. L'acquisition de ces caractéristiques correspond a la
transformation par des altérations génétiques successives qui conduisent a la tumorigenese.
Selon Weinberg, les cellules tumorale provoquerais les mécanismes suivant : I’échappement
a I’apoptose, I’autosuffisance en signaux de croissance, I’insensibilité aux signaux d’arrét de
la croissance, 1’apparition d’un potentiel réplicatif illimité, la capacité a induire I’angiogenése
t ’invasion tissulaire et I’activation des processus métastatiques (Figure 04) (Hanahan et
Weinberg, 2000) :

Activation permanenta
des circuits de prolifération
cellulaire

Inactivation
des génes suppresseurs

de tumeur

Activation des capacités
d’invasion et do métastases

Activation
de Fimmortalisation
ot activation das télomérases

Figure N° 04: Propriétés et Caractéristique de la tumorogénése
(Hanahan & Weinberg, 2000).
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2.4.1. L’autosuffisance en signaux de croissance :

Les tumeurs produisent leurs propres signaux de croissance pour proliférer en dépit des
contréles de I’organisme, et ainsi ne pas dépondre totalement de son microenvironnement
(Hanahan et Weinberg, 2000).

2.4.2. L’insensibilité aux signaux inhibant la croissance :

La prolifération des cellules est contr6lée au niveau du cycle cellulaire. 11 existe des
signaux qui bloquent le cycle cellulaire. Les cellules tumorales doivent échapper a ces
signaux afin de proliférer (Hanahan et Weinberg, 2000).

2.4.3. Potentiel réplicatif illimité :

Les cellules tumoral bien quel sont dotées de capacités réplicatives élevées, les cellules
finissent toujours par arréter de se multiplier par un mécanisme de sénescence. Celui-ci
semble étre en partie dépendant de 1’érosion des télomeres qui progresse au fur et a mesure
des cycles de divisions. Une des caractéristiques des cellules tumorales est de limiter
I’érosion des télomeéres et d’échapper ainsi aux mécanismes de sénescence. Cela permet aux
cellules tumorales d’avoir la capacité de proliférer indéfiniment (Hanahan et Weinberg,
2000).

2.4.4. Echappement a I’apoptose :

L’expansion d’une population cellulaire tumorale ne dépendant pas que de la

prolifération mais a 1’inhibition de I’apoptose. Les tumeurs deviennent insensibles aux

signaux initiant ce mécanisme (Hanahan et Weinberg, 2000).

2.4.5. Induction de ’angiogenése :

Les cellules tumorales nécessitent un apport en oxygene et en nutriments afin de
survivre. Cet apport se fait par I'intermédiaire des vaisseaux sanguin. Lorsque la tumeur
devient volumineuse, elle nécessite une irrigation plus importante. Elle doit étre capable
d’initier la formation de nouveaux vaisseaux sanguins par mécanisme d’angiogencse

(Hanahan et Weinberg, 2000).

2.4.6. Invasion des tissus et métastases :
Lors du développement tumorale, des cellules se détacher de la tumeur qui vont étre a
I’origine de la formation des tumeurs dans d’autres organes, par I’intermédiaire des vaisseaux

sanguin néo-synthétisé (Hanahan & Weinberg, 2000).
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3. Lesgénes ciblés dans les cancers :
La tumorigeneése initiée par I’ensemble des altérations génomiques (mutations ponctuelles,
altérations du nombre de copies de génes, translocations, modifications épigénétiques conduit a
I’apparition de mutations activatrices sur un géne oncogene ou bien par I’inactivation de

génes suppresseurs de tumeur (Figure 05)(Fearon, 2011; Vogelstein et al., 2013).

Chromosome 5 120 18q "
Alteration  Loss Activation Loss Loss
Gene APC k-ras bce ps3
DNA Other
hypomethylation alterations

Normal Hyperproliferative Early Intermediate e noma Metastasis
> el - I — ad a | Carci

Figure N°05: Modeéle genétique de la tumorogénése colorectale
(Fearon et Vogelstein, 1990)

3.1.Les oncogenes :

Les Proto-oncogenes sont des géenes qui, une fois mutée ou défectueux ils deviennent
oncogenes. Ces mutations peuvent étre d'origine héreditaire ou causées par une exposition a
un agent carcinogéne dans I'environnement.

Les oncogénes sont une catégorie de genes dont I'expression favorise la survenue de
cancers par la synthése d'oncoprotéines, protéines stimulant la division ou la différenciation
cellulaire ou inhibant la mort cellulaire programmée, ce qui déclenche une prolifération

désordonnée des cellules (Boland et Goel, 2010).

3.2.Les genes suppresseurs de tumeur :
Un géne suppresseur de tumeurs ou encore anti-oncogene est un régulateur négatif de
la prolifération cellulaire. Ces genes sont aptes a inhiber la croissance cellulaire et induire
I’apoptose ou mort cellulaire programmée, désactivant ainsi la prolifération des cellules

cancéreuse (Boland et Goel, 2010).
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4. Les bases moléculaires du cancer colorectal :

La cancérogénése colorectale résulte d’un processus d’initiation et de transformation de

cellules normales suite & I’accumulation de modifications génétique et épigénétique clonales

conférant aux cellules tumorales un avantage sélectif en termes de croissance et de
prolifération (Figure 06)(Carethers et Jung, 2015).

Instabilité
Chromosomique

(CIN)

Instabilité Génétique

Carcinogeneése colique

Instabilité Anomalie de

Microsatellitaire methylation de
I’ADN
(MSI)
v
Mutation ponctuelles
Hyperméthylation Hypométhylation

de PADN de PADN

Instabilité épigénétique

Modification des
histones et
protéine de

remodelage de
la chromatine

v

Les ARN non codants

MicroARN LongARN

Figure N°06: Schéma récapitulatif des bases moléculaires du cancer colorectal
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4.1.Instabilité génétique :

Les cancer colorectaux sont caractérisé par deux grandes formes d’instabilité génétique:
I’instabilit¢ chromosomique (CIN, chromosomal instability) et Iinstabilité microsatellitaire
(MSI, microsatellite instability) (Figure 07)(Lengauer et al., 1997). Celles-ci sont associées a

la présence de mutations ponctuelles dans divers proto-oncogenes et genes suppresseurs de
tumeur.

Mutator phenctype

Figure N°07: Les deux principales voies de carcinogenese colorectale. A) voie CIN; B) voie
MSI. (Vilar E, et al. 2010).
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4.1.1. Instabilité chromosomique :

L’instabilité chromosomique ce détectée dans 80% des CCR. Elle se caractérise par
une aneuploidie (le plus souvent une polyploidie), associée a la présence de pertes et de gains
de fragments chromosomiques lors du phénomene de mitose. Ces CCR sont caractérisés en
particulier par des pertes alléliques sur le bras court des chromosomes 17 et 8 et sur le bras
long des chromosomes 5, 18 et 22 (Lengauer et al., 1997). Ces pertes alléliques sont
associées a des mutations inactivatrices des genes suppresseurs de tumeur APC, TP53,
SMAD2 et SMAD4. Ainsi que de nombreuses mutations activatrices d’oncogene. Les
mécanismes moléculaires a l'origine de cette instabilité chromosomique sont largement
incompris.

L'altération du géne APC pourrait favoriser les anomalies de ségrégation
chromosomique et sont considérée comme un événement initiateur de carcinogénése du
CCR, (Fodde et al., 2001). D’autres mutations sont également fréquemment retrouvées,
comme la mutation secondaire du géne KRAS qui favorissera la progression tumorale ou
I’acquisition de mutation dans les genes P53, PIK3, TGF-4.

En outre, des altérations supplémentaires seraient alors nécessaires pour provoquer
I’instabilité chromosomique, telles que des anomalies touchant les génes impliqués dans le
contréle du fuseau mitotique lors de la division cellulaire comme BUB1 (Budding Uninhibited
by Benzimidazoles 1 Homolog), des anomalies du nombre et de la fonction des centrosomes,
ou encore I'amplification du gene AURKA (Aurora Kinase A) (Cahill et al., 1998 ; Killian et
al., 2007 ; Nishida et al., 2007).

D’autre part, Dans le CCR les amplifications et réarrangements de genes sont rares,

contrairement a de nombreux autres cancers (Leary et al., 2008).
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4.1.2. Instabilité microsatellitaire :

L’instabilité microsatellitaire résulte de la défaillance du systéeme de détection et de
réparation de mésappariement des bases de I’ADN appelé le systtme MMR (MisMatch
Repair). Sont rble est de reconnaitre les erreurs produites par I’ADN polymérase lors de la
réplication de I’ADN sur le brin néo-synthétisé et de les réparer pour éviter la transmission
d’information génétique erronée pouvant étre responsable d’une instabilité génomique. Elle
représente Environ 15% des CCR sporadique et 2 a 5% des CCR héréditaire, lorsque le
systéme MMR est défaillant, il entraine un phénotype tumoral particulier appelé : « phénotype
RER» (Replicative ErroR) ou «phénotype d’MMR» (déficient MMR) ce phénotype va se
traduire par un défaut de production de protéines MMR et une instabilité de séquences
hautement répétées du génome, les microsatellites «phénotype MSI» (microsatellite instable).
Ces mutations, correspondant a des delétions ou insertions de quelques nucléotides. On
considere que l'inactivation d'un géne MMR n'est pas transformante en elle-méme, mais que
c'est lI'accumulation de nombreuses mutations au niveau de genes cibles d'instabilité qui est
responsable de la transformation néoplasique (Hamelin et al., 2008). Parmi ces genes cibles
de l'instabilité microsatellitaire, sont identifiés des génes impliqués dans le controle de la
prolifération cellulaire (TGFBR2), I'apoptose (BAX), la réparation de I'ADN (MSH3, MSH6),

contribuant ainsi a la cancérogenése (Duval et Hamelin, 2002).

4.1.3. Mutations ponctuelles :

Les principales mutations détectées dans le CCR sont des mutations inactivatrices des
genes APC (environ 75%), TP53 (35 a 55%) et PIK3CA (environ 20%) et des mutations
activatrices des génes RAS (rat sarcoma viral oncogene homolog) (40 a 50%) (Carethers et
Jung, 2015). Les mutations du gene APC sont le plus souvent des mutations tronquantes,
tandis que les mutations du géne TP53 sont généralement des mutations de type faux-sens.
Des mutations oncogéniques de type faux-sens des genes KRAS et NRAS sont détectées
principalement au niveau des codons 12 et 13, et dans une moindre mesure au niveau du
codon 61. Une mutation activatrice du géne BRAF est identifieée dans environ 10% des CCR,
la mutation V600E étant de loin la plus fréquente (Fearon, 2015). Les mutations des génes
RAS et BRAF sont mutuellement exclusives (Markowitz et Bertagnolli, 2009).
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4.2.Instabilité épigénétique :

Les modifications épigénétique correspondent a I’ensemble des modifications ayant un
impact sur ’expression d’un gene, héritables lors de la division cellulaire (mitose ou méiose),
mais ne résultant pas d’une altération de la séquence d’ADN (Russo et al., 1996).

Ces processus modifient 1’état de la chromatine, permettant I’accés de la machinerie de
transcription et I’expression des geénes. Cette organisation est régulée notamment par la
méthylation de I’ADN, les modifications post-traductionnelles des histones, et les ARN non
codants

4.2.1. Les anomalies de méthylation de PADN :

La régulation de I’expression des genes passe par la méthylation de ’ADN qui
correspond a l'ajout de groupements méthyl, ciblant les motifs CpG, habituellement regroupés
en Tlots au niveau du promoteur et en amont des séquences régulatrices des genes. La
méthylation de ’ADN est généralement associée a I’hétérochromatine et a I’inhibition de

I’expression génique par répression transrationnelle.

» Hyperméthylation de ’ADN:
I’hypermeéthylation de I’ADN est observé dans de nombreux cancers dont les CCR, qui
contribue a I’instabilit¢é chromosomique, dont 1’hyperméthylation ciblée, qui inactive les

genes suppresseurs de tumeur (Issa, 2004; Lao et Grady, 2011; Van Engeland et al., 2011).

» Hypométhylation de I'ADN

L'hypométhylation de I'ADN fait aussi partie des altérations épigénétique identifiees
dans le CCR (Goelz et al., 1985). Le génome d’une cellule tumorale subit en effet une perte
massive et globale de méthylation d'environ 20 a 60% par rapport a une cellule normale
(Esteller et al., 2007). Cette hypométhylation résulterait d’un défaut de maintenance de la
méthylation lors de la réplication de I’ADN. Ou un défaut d’expression d’enzymes (Neri et
al., 2012). L’hypométhylation est croissante tout au long de la séquence carcinogénétique
(Irizarry et al., 2009; Van Engeland et al., 2011).
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4.2.2. Modifications des histones et des protéines de remodelage de la chromatine :

les altérations et les modifications des histones et des protéines de remodelage de la
chromatine induisent de nombreuses pathologies notamment cancéreuses ( Huang et al., 2003
; Bhaumik et al., 2007). En particulier les histones H3 et H4, présentent des modifications
covalentes au niveau de leur extrémité amino-terminale (acétylation, méthylation,
phosphorylation, ubiquitination) qui participent au contréle de la dynamique chromatinienne
en régulant les interactions entre nucléosomes et différentes protéines liees a la chromatine, et
ainsi a la régulation de la transcription et a la stabilité du génome. (Huang et al., 2003;
Bhaumik et al., 2007).

4.2.3. Les ARN non codants :

A T’inverse des ARN messagers issus de la transcription de genes codants, les ARN non
codants issus de la transcription de genes a ARN n’ont pas vocation a coder pour des
proteines. Il représente environ 80% du génome humain qui sont transcrit en ARN non
codants (ARNNC), qui sont classés en petits ARNnc ou longs ARNNc selon leur taille (Pauli
et al., 2011). Les ARNNc jouent aussi un réle important dans la régulation de 1’expression
génique et leur dérégulation peut mener au cancer (Taft et al., 2010; Ryan et al., 2010).

» Les microARN :

Les microARN ou miR constituent une classe de petits ARN non codants d'environ 20
nucléotides qui contrélent négativement I'expression d’/ARN messagers cibles (Ogier-Denis et
al., 2007). La dérégulation de nombreux miARN a été démontrée dans différents sous-types
de CCR. (Aslam et al., 2009; Okugawa et al., 2015).

» Les longs ARN non codants :

Les longs ARN non codants sont des ARN dont la taille peut varier de 200 a 100 000
nucléotides, qui jouent le réle d’oncogenes ou des suppresseurs de tumeur. Comme les miR,
de nombreux longs ARN non codants sont dérégulés précocement au cours de la
carcinogenese colorectale (Han et al., 2015), parfois de fagon spécifique selon le sous-type
moléculaire (Chen et al., 2014; Qiu et al., 2015).
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5. Les voies de signalisation impliquées dans la carcinogenése colorectale :

La carcinogénese résulte des défauts issu des différentes voies de signalisation
impliquant plusieurs type de cancers, Dans le cas du CCR cing voies de signalisation sont tres
fréquente quel que soit le type d'instabilité génomique impliqué: La voie Wnt/B-caténine,
EGFR/RAS/RAF/MAPK, PI3K/AKT, TGFB/SMAD, et TP53.

5.1.Voies Wnt/g-caténine :

Dans 80% des cas sporadiques du CCR, le géne APC (Adenomatous Polyposis Coli) est
muté. En étant un gene suppresseur de tumeurs sa mutation est considérée comme le premier
événement génétique intervenant dans la « sequence adénome-carcinome » de la
cancérogenese colorectale. Cette mutation précoce démontre que le géne APC est un initiateur
de tumeur sporadique. Cependant, si sa mutation est suffisante pour initier la croissance d’une
tumeur bénigne, elle ne suffit pas pour faire progresser cette derniere vers un stade plus

avance (Powell et al., 1992).

Le géne APC est localiseé sur le chromosome 521 et code une protéine de 312 kDa.
Constituée de plusieurs domaines qui lui permettent de fixer divers partenaires comme la -
caténine et les microtubules. Par ces liaisons, elle exerce un réle a la fois direct dans la
migration et I'adhésion cellulaire, mais également indirect, par la régulation de plusieurs
genes, dans la prolifération, la différenciation et le cycle cellulaire ainsi que dans I’apoptose.
Dans 1’épithélium colique normal, APC se concentre au sommet des villosités, au niveau des
cellules matures qui subissent 1’apoptose. Lorsque la protéine APC est exprimee sous sa
forme mutée, généralement tronquée dans sa partie carboxyterminale, elle empéche la
migration et I’apoptose des cellules, conduisant a une augmentation du nombre de cellules a
la base de la crypte et entrainant ainsi la formation d’un foyer de cryptes anormales ou FCA.
(Morin et al., 1996). La fonction principale d’APC est de réguler le taux cytosolique de -
caténine et cette régulation appartient a la voie de transduction du signal Wnt. qui pourrait

jouer un rdle primordial dans la tumorigénese colique (Giles et al., 2003).
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5.2.Voies EGFR/RAS/RAF/MAPK:

Les EGFR (Epidermal growth factor receptor) ou HER1 sont des glycoprotéine
transmembranaire qui appartient & la famille des récepteurs de facteur de croissance a activité
tyrosine-kinase HER ou ErbB. La fixation du ligand (tels EGF, TGFa) sur le récepteur
entraine sa dimérisation puis son activation par phosphorylation, permettant le recrutement de
protéines de transmission des signaux intracellulaires comme SH2 (Src homology-2), puis
I’activation en cascade de deux voies de signalisation d'aval RAS/RAF/MAPK et Voie
PI3K/AKT.

La voie RAS/RAF/MAPK (mitogen activated protein kinase) via la protéine RAS. Le
réle de ces protéines est de relayer a un signal extracellulaire jusqu’au matériel génétique afin
d’y exercer un role de répression ou d’induction transcriptionnelle.. L’activation de la voie
RAS/MAPK peut également étre associée dans une faible proportion (environ 10%) a une
amplification du géne EGFR (Shia et al., 2005).

En outre, la mutation des genes KRAS (Kirsten RAS viral oncogen homolog) et NRAS
(Neuroblastoma RAS viral oncogene homolog), produise des protéines KRAS et NRAS étant

situées en aval entrainant une activation constitutive de la voie de signalisation EGFR.

5.3.Voie PI3K/AKT :

La voie de la PI3K (phosphatidylinositol 3-kinase). Cette voie est connue pour ses
capacités a transmettre des signaux de survie et de croissance, mais elle participe également
au profond changement du métabolisme glucidique par le biais de la sérine/thréonine kinase
AKT . Cette voie agis via la protéine PI3K, impliquées dans la prolifération, la migration,
I'adhésion et la différenciation cellulaire, ainsi que dans la résistance a l'apoptose et
I'angiogenése. En situation physiologique, cette activation est transitoire (Rajagopalan et al.,
2002; Samuels et al., 2004). Environ 10 a 30% des CCR ont une mutation sur I’un des
acteurs de la voie PI3BK/AKT (Samuels et Ericson, 2006; Whitehall et al., 2012).
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5.4Voie TGF- #/SMAD :

Les TGF-B (Tumor Growth Factor beta) comprend une superfamille de plus de 30
membres. Ils sont des morphogenes dont le réle est essentiel au cours de I’embryogenése
(Massagué, 2008). Leurs effets dépendent de I’intensité et de la durée des signaux induits via
leurs récepteurs (Schmierer et Hill, 2007). L’une de leur fonction essentielle chez I’adulte, en
particulier au niveau de I’épithélium digestif, est une inhibition de la prolifération cellulaire

par ralentissement du cycle cellulaire en phase G1 (Heldin et al., 1997).

5.5.Voie TP53:

Le géne p53 est suppresseur de tumeurs porté sur le chromosome 17, qui est le siege de
fréquente déletions chromosomiques dans le CCR (Baker et al., 1989; Delattre et al.,1989).
Ces mutations sont les altérations les plus fréeqguemment trouvees dans les cancers humains
dont plus de 75% dans les adénocarcinomes colorectaux (Kinzler et VVogelstein, 1996). Sont
réle est la régulation de I’expression de certain genes important : dans 1’arrét du cycle
cellulaire, la réparation de I’ADN et I’apoptose.

La perte de p53 dans de nombreux cancer conduit a une instabilité genomique. De plus
plusieurs étude ont montré que les mutations de ce gene suppresseur de tumeur interviennent
tardivement dans la cancérogene colique et semble étre responsable de la transition de

I’adénome vers le carcinome (Baker et al, 1989; Delattre et al., 1989)

5.6.VVoie NF-xB :

NF-xB (nuclear factor-kappa B) est une protéine de la superfamille des facteurs de
transcription impliquée dans la réponse immunitaire et la réponse au stress cellulaire. Cette
derniére est associée aux facteurs anti-apoptotiques. En effet son activation par la libération
de sa protéine inhibitrice (IKB) déclenche la transcription de genes anti-apoptotiques dans le
noyau. Elle effectue donc un rétrocontr6le négatif de I'apoptose. Elle est impliquée dans de
nombreux processus inflammatoires et carcinogénese. Cette voie joue un réle crucial en
contrlant le développement et le fonctionnement des organes lymphoides secondaires
(Dejardin E., 2006). Comparé a des cellules normales, les cellules cancéreuses ont une
activité NF-«xB tres élevée, produite par la cellule cancéreuse elle-méme ou par les cellules

inflammatoires péritumorales (Guo X. et al, 2007). NF-xB peut étre activé par plusieurs
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voies, comprenant le stress cellulaire, des Iésions de I’ADN, I’exposition au TNFa et de

nombreuses voies carcinogenes (Baldwin AS., 2001).

6. Traitement du cancer colorectal :
Le type de thérapie & entreprendre dans le CCR dépendra de I’état général de santé, de
sa localisation, ainsi que du type et du stade du cancer (Annexe N°: 01). Les différents

traitements sont :

6.1.La chirurgie :

La chirurgie est le traitement de premiére intention en cancérologie et reste trés
important pour la prise en charge thérapeutique. Toutefois, la place de la chirurgie a
considérablement évolué¢ a la fois dans le sens d’une contribution diagnostique eminente
parfois exclusive mais aussi dans son adaptation aux autres thérapeutiques oncologiques
(Daly-Schveitzer N., 2011). Sont I’objectif est de réaliser une ablation de la tumeur et un
curage ganglionnaire satisfaisant. Toute fois, la qualité de 1’exérése chirurgicale est un facteur

pronostique de récidive locale et de survie.

6.2.La radiothérapie :

La thérapie photodynamique est une modalité de traitement prometteuse pour la prise en
charge des lésions cancéreuses et de diverses pathologies non oncologiques. Son principe
repose sur I’action d’une molécule photoactivable, le photosensibilisateur (PS), qui
s’accumule de manicre préférentielle dans les cellules hyperplasiques et hyperprolifératives.
Sous I’effet d’une irradiation lumineuse et en présence d’oxygene, ce PS génére des especes

réactives de ’oxygene (ERO) ayant des effets cytotoxiques (Daly-Schveitzer N., 2011).

6.3.La chimiothérapie :

Le choix et I’efficacité des traitements anticancéreux médicaux dépendent du stade du
cancer, a savoir son étendue. La chimiothérapie consiste a administrer au malade un
médicament cytotoxique (toxique pour les cellules) destiné a la destruction des cellules
cancéreuses. On parle d’une chimiothérapie adjuvante, lorsqu’elle est utilisée en complément
a une chirurgie pour éliminer des cellules cancéreuses résiduelles aprés la chirurgie et donc
d'éviter l'apparition d'une récidive du cancer ou de métastases (Lanore D. et Delpart CH.,
2002). Lorsqu’une chimiothérapie est dite néo-adjuvante, elle vise a réduire la taille du cancer

colorectal avant une opération, tandis qu’une chimiothérapie palliative a pour but de ralentir

23



Chapitre I: Le Cancer Colorectal

la croissance du cancer s'il n'est pas opérable et donc de prolonger la durée de vie ainsi que
souvent d'améliorer la qualité de vie des patients en diminuant les symptomes liés a la tumeur
(Lanore D. et Delpart CH., 2002; Laethan V., 2013).

6.3.1. Les effets secondaires de la chimiothérapie :

Malgré le développement rapide des moyens de traitement, La chimiothérapie reste
encore imparable. Elle exerce une toxicité directe sur les cellules tumorales mais dés lors les
cellules normales sont aussi touchées. Ce qui est a I’origine de nombreux effets indésirables
(Marolla M. et al, 2008). Les effets secondaires des traitements oncologiques sont nombreux
et trés variés, leur survenu dépendant des molécules chimiques administrées, leur dose et I'état
général. Parmi les effets indésirables relies a la chimiothérapie les plus importants

sont résumes dans le tableau N°01 (Burny L., 2010):

Tableau N°01: Effets indésirables des molécules utilisées en chimiothérapie

Effets indésirable Molécules en cause Prévention

Nausées, vomissements,
Diarrhée

Oxaliplatine, 5-fluorouracile  Protocole anti-émétique,

Lopéramide

Remise en état de la
dentition et bains de
bouche.

Mycose buccale 5-fluoro-uracile

Troubles neurosensoriels

Alopécie

Insuffisance rénale

Rash

Hypertension artérielle

Hématologie

Oculaire, auditif

Oxaliplatine, 5-fluorouracile

Irinotécan, panitumumab

Oxaplatine, oxaliplatine,
Raltitrexed

Oxaliplatine, Cétuximab,
Panitumumab

Bevacizumab

Oxaliplatine

Oxaliplatine,
Panitumumab

Port de casque réfrigérant.
Reéversible

Hyperhydratation avant et
apres la chimiothérapie

Emollients, éviction solaire,
toilette avec un pain
dermatologique

Surveillance tensionnelle

Erythopoiétine, G-CSF, fer,
Transfusion

Hydratation occulaire
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1. Rappel historique des marqueurs tumoraux :

Historiquement, la découverte des marqueurs tumoraux commencerent dés 1848 par la
découverte d’une protéine urinaire qui précipitait lors du chauffage a 40°c et se redissolvait
au-dela de 70°c lors du myélome, la protéine de Bence-Jones en 1936, suivit par la
découverte des phosphatases acides utiliser dans la surveillance du cancer de la prostate. Puis
la découverte en 1956, de I’alpha-foetoproteine (AFP) (Bellet D., 2008).

Concernant le cancer colorectal, Gold et Freedman sont les premiers a avoir observé
une surexpression de I’antigéne carcino-embryonnaire dans les cellules cancéreuses
colorectales en 1965, Cependant, Il aura fallu plus de quarante ans pour que I’utilisation
clinique de ce marqueur soit recommandée de facon consensuelle par les sociétés savantes.

D’autres marqueurs que I’ACE ont été découvert de la méme fagon (Bellet D., 2008).

En 1975 sont apparurent les techniques des anticorps monoclonaux (AcM) permettant la
caractérisations de nombreux marqueurs tumoraux et le développement de leurs dosage
(Riedinger et al., 2005).

2. Définition des marqueurs :

Plusieurs définitions des marqueurs tumoraux sont connues a ce jour comme étant une
entité caractéristique qui se mesure et s’évalue objectivement, et sert d’indicateur d’un
processus biologique pathogénique ou de réponse pharmacologique. Jouant un role important
dans le diagnostic précoce, donnant une valeur pronostique et prédictive, ou encore pour
permettre de monitorer la maladie.

Plusieurs parametres peuvent servir de biomarqueur comme les protéines, les hormones,
les enzymes, ADN, ARN, ou encore cellules tumorales circulantes (Oldenhuis CN., 2008;
Mertelsmann R., 2011).

D’autre les définie comme des molécules biochimiques qui peuvent étre détectées dans
le sang ou d’autres fluides corporels des patients porteurs de tumeurs malignes. Ils peuvent
étre spécifiques des cellules tumorales.

Récemment, les marqueurs tumoraux se définissent étant, des glycoprotéines de haut
poids moléculaire utilises pour surveiller la progression des cancers, évaluer la réponse d’un
traitement et de pister les rechutes. lls sont secrétes par la tumeur et présents dans le sang ou

ils peuvent étre doses (Lynn et al., 2012 ; Mercadal., 2015).
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Longtemps débattue, la place des marqueurs tumoraux dans la prise en charge des
cancers colorectaux est maintenant reconnue du fait des progres récents dans la connaissance

de la biologie des cancers.

3. Caractéristique des marqueurs tumoraux :
La qualité d’un marqueur biologique se juge sur sa spécificité, sa sensibilité et son caractére

pronostique, Le marqueur idéal serait (Prost P., 2002) :

> Permet le dépistage et la détection de la maladie a un stade précoce (asymptomatique) ;

» Aide a I’établissement du diagnostic symptomatique, il devient plus intéressant s’il est
correlé a la masse tumorale et a la gravité de la maladie ;

> Permet de donner une valeur pronostique pré-thérapeutique ou aprés traitement ainsi
témoin de sont D’efficacité ou ’inefficacité ;

» Permet de juger la qualité de I’exérése chirurgicale d’une tumeur ;

> Permet de détecter une reprise évolutive de la maladie (récidive) ;

» Avoir un dosage fiable, sensible, facile a mettre en ceuvre, suffisamment rapide et peu

onéreux.

4. Intérét clinique des marqueurs tumoraux :
4.1. L’intérét dans le dépistage et la sélection des populations a risque :

Le dépistage permet la détection de la maladie chez les patients a des stades tres précoce
et encore curable. Généralement le test de dépistage doit pouvoir étre appliqué a une large
population, il doit étre sensible et surtout tres spécifique et avoir une prédictivité positive
élevé (Samalin-Scalzi E., 2009). Actuellement, plusieurs marqueurs sont utilisé tel que
(’alphafoetoproteine AFP, ACE, CA19,9 et ...) mais aucun marqueur sérique ne satisfait les
conditions d’un dépistage pour les cancers du tractus gastro-intestinal. Cependant gréce a
I’approche moléculaire de nouvelles méthodes de dépistage des cancers du colon et du

rectum ont vu le jour (Laurent- Puig P., 1997).
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4.2. L’intérét dans le diagnostic :

L’établissement d’un bon diagnostic a un moment précoce de la maladie constituent un
point important pour les marqueurs tumoraux, sachant que I’efficacité diagnostic d’un
marqueur est en rapport avec sa sensibilité et sa spécificité car il est utile si son élévation
s’observe chez la majorité des personnes atteintes du cancer et peu dans d’autres pathologie
malignes ou bégnines ou chez le sujet sain. De ce fait son augmentation est intéressante si elle
est corrélée avec la présence de masse tumorale et a la gravité de la maladie (Prost P. et al.,
2002).

4.3. L’intérét dans le pronostic, le suivi thérapeutique et la détection des récidives :

Un marqueur doit étre capable d’aidé le médecin a juger le pronostic vitale du malade et
de classe le stade d’avancement de la maladie, de suivre I’état du malade suite a la thérapie, et
il doit également permettre de détecter une reprise évolutive de la maladie métastase ou
récidive locale. Et serai plus intéressant lorsqu’il survient avant les premiers signes cliniques
ou radiologiques pour permettre une prise en charge rapide, ainsi qu’il doit étre témoin

d’efficacité ou d’inefficacité d’un traitement (Prost P. et al., 2002).
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5. Les marqueurs tumoraux du tube digestif disponibles :
La science d’aujourd’hui dispose de deux types de marqueurs selon leur site et

technique de dosage : les marqueurs sériques et les marqueurs moléculaires

5.1. Les marqueurs tumoraux sériques :

Un marqueur sérique permet la recherche des marqueurs tumoraux dans le liquide
biologique, basé sur des techniques variées, mettant en jeu les réactions immunologiques
(antigene anticorps) a I’aide de traceur (radioélément, enzyme, luminophore).

Au départ, les premiers dosages employaient des immuno-réactifs a base d’anticorps
polyclonaux qui étaient composés de nombreuses variétés d’immunoglobulines dirigées
contre différents sites antigénique. Ces preparation polyclonales présentaient plusieurs
inconvénients a cause des anticorps qui ne reconnaissent pas le méme déterminant
antigenique et ne présentaient alors pas tous la méme spécificite pour la molécule a doser
(Dubois J-B., 2000; Touitou Y., 1988). Aujourd’hui, aprés I’introduction de 1’emploi
d’anticorps monoclonaux résolvant le probléme, les anticorps sont dirigés contre un unigque
déterminant antigénique permettant ainsi d’augmenter la sensibilit¢ et la spécificité des
méthodes d’analyse (Bolla M., 1989; Prost P., 2002). Concernant le cancer colorectal

plusieurs marqueurs tumoraux sont disponible et utiliser de nos jours :

5.1.1. Antigéne Carcino-Embryonnaire (ACE) :

L’antigéne carcino-embryonnaire (ACE) est une protéine oncofoetale synthétisée
essentiellement chez le feetus durant les 6 premier mois par (intestin, foie et pancréas). Décrite
la premiére fois en 1965 par Gold et freedmana. L’ ACE est une glycoprotéine monocaténaire
d’une masse moléculaire de 200 kDa composée de 45% de proteine et de 55% d’hydrate de
carbone et qui appartient a la superfamille des immunoglobulines dans le groupe des
molécules d’adhésion et la reconnaissance cellulaire (Hackbarth, 2010). Il est secrété chez
I’individu normal ou on le retrouve en faible concentration. Sont seuil de normalité est de
5ug/L et d’une demi vie de 6 a 8 jours (Maldonado et al., 2000). |l est synthétisé
essentiellement par le tube digestif est peut ce trouver au pole apical des cellules épithéliale.
Jouant un des rbles important dans les contacts cellulaire, 1’adhésion a la matrice
extracellulaire et dotée de propriété adhésive capable d’adhésion homotypique (ACE-ACE)
ou hétéro typique ainsi que la régulation de la croissance cellulaire et 1’acquisition de

phénotype métastatique (Hackbarth, 2010).
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5.1.2. L’antigéne carbohydrate 19-9 (CA19-9) :

L’antigéne carbohydrate CA 19.9 ou GICA (Gasto intestinal Carbohydrate) a été décrit
en 1979 par Kaprowski a partir d’une tumeur maligne du colon (Gauchez A. et Brand F.,
2005)

Le CA19.9 est une glycoproteine d’une masse moléculaire de 200 & 800 kDa. c’est un
antigéne polysaccharidique définie par sa reconnaissance par 1’anticorps 1116-NS-19.9 (Rita
et al.,2012) obtenu a partir de cellules d’une lignée d’adénocarcinome colique humain (Eche
N. et al. 2001; Bellet D. et al., 1997). L’epitope répititif reconnu par 1’anticorps est un dérivé
sialylé, Lacto-N-fucopentanose II, d’un pentasaccharide associé au groupe sanguin Lewis A,
mais 7% de la population ne portent pas I’antigéne du groupe Lewis A et n’expriment pas
donc le CA19.9. Il conviendra donc sont utilisation avec ACE. Sont seuil de normalité est de
37 Ul/ml et une demi vie de 1 a9 jours (Gaillard, 2002), Le CA 19.9 est un ligand pour la
molécule endothéliale d’adhésion leucocytaire, le CA 19.9 permet 1’adhésion des cellules
malignes a 1’endothélium vasculaire et la dissemination hématogene des cancers exprimant
cet antigéne. D’autre part, il a été montré une corrélation entre 1’intensité de son expression et
la gravité du pronostic des cancers colorectaux (Gauchez A. et Brand F., 2005). En outre,
I’antigéne carbohydrate 19-9 (CA19-9) reste un marqueur important utilisé par certaine
équipe dans le cancer colorectal pour le suivi d’un traitement pour prévenir des récidive en
association avec 1’antigene carcino-embryonnaire. L’intérét porté au CA19-9 est justifié par
sa nature biochimique différente de celle de I’ACE, ce qui en fait un marqueur
potentiellement complémentaire (Gauchez A. et Brand F., 2005; Desbene C. et Gaillard
0., 2013).

5.1.3. L’Alpha fcctoprotéine (AFP) :

L’alpha feetoprotéine (AFP) est une glycoprotéine feetale sécrétée au cours du
développement par les cellules du sac vitellin puis essentiellement par le foie jusqu'a la
naissance et accessoirement par les cellules du tractus intestinal. Sa concentration sérique
diminue aprés I’accouchement et sa synthése est réprimée apres la naissance (Beaudeaux
J.L., 2008), Découverte en 1957 par Bergstrand et Czar (Loric S. et Moutereau O., 2008).

L’AFP est d’environ d’un poids moléculaire de 69 kDa constituée d’une chaine de
polypeptide de 590 acides aminés, sont taux normal chez I’adulte est inferieur a 20 ng/ml avec
une durée de vie de 4 a 6 jours (Denis l., 2000). L’AFP exerce différentes activités

physiologiques comme transporteur, facteur de croissance cellulaire (Christelle M., 2005).
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5.1.4. L’anticorps sérique anti-P53 :

Dés les années 1982, fut la mise en évidence des altérations fréquente du géne p35 lors
des cancers humains, et depuis la détection de I’anticorps anti-p53 est devenu sujet de
recherche. Les anticorps circulants anti-p53 sont spécifiques aux pathologies tumorales et ne
sont jamais retrouvés chez les populations saines. L’anti-p53 est issu d’une réponse immune
qui est corrélée avec I’existence d’une altération du geéne p53 conduisant a I’accumulation de
protéine p53 inactive dans les cellules tumorales. La protéine normale ce trouve intranucléaire
et non reconnue par le systéme immunitaire, lorsqu’elle est mutée, elle se retrouve au contact
du systéeme immunitaire, soit lors de nécrose tumorale ou par translocation a la surface des
cellules. Ce contact se traduit par la formation d’auto-anticorps qui sont mis en évidence par
un test ELISA (Lubin R., 1998; Desgarandchamps F. et Soussi T.,2001; Hammel P. et
Soussi T., 2000).

Les anticorps anti-p53 présente un outil pour la détection précoce du cancer grace a leur
présence a des stades précoces de la maladie alors que le cancer n’est pas encore détectable

avec les investigations d’imagerie ou d’endoscopie (Lubin R., 1998).

5.2.Les marqueurs tumoraux moléculaires :

Les techniques de biologie moléculaire sont plus spécifigues a cause de la
biodisponibilité I’ADN transformé et altéré chez toutes les cellules tumorales du fait de leurs
proliférations clonale (Laurent- puig P., 1997). Le dépistage permet dés lors la détection de
la maladie chez des patients asymptomatiques, donc a un stade tres précoce de la maladie
encore curable (Prost P., 2002). Effectivement, les marqueurs moléculaires s’avérent plus
intéressante par I’analyse de I’ADN circulant dans le sang contenant de petite quantité
d’ADN libre (ng/ml) dans le plasma ou le sérum facilement détectable. Connu depuis
longtemps a travers des études et dont ces concentration augmente chez les sujets atteints de
cancer.

La fabrication de cet ADN libre est d’origine tumorale pour la plupart des tumeurs
solides dont le cancer colorectal. Cet ADN circulant a pu étre affirmé d’une fagon certaine
par la reconnaissance d’altérations moléculaires identiques observées dans les tumeurs. Ce
sont d’abord les mutations du géne KRAS qui ont été recherchées sur I’ADN circulant
sanguin de patients atteints d’un cancer colorectal (Rougier P. et al, 2005).

La provenance de cet ADN circulant n’est pas claire (Apoptose, nécrose tumorale,

relargage de micrométastases). Les mutations génétiques a rechercher sont complexes,
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hétérogenes et intriquées. Dans le cas du cancer colorectal, 4 types d’anomalies ont été
retenues comme marqueurs (Lecomte T., et al. 2010):
> La mutation des oncogenes (KRAS) et des genes suppresseurs (TP53 et APC) ;
> Les atteintes des microsatellites;
» Latteinte épigénétique de I’ADN, sous forme d’hyperméthhylation des genes
promoteurs (septine 9);
» Les mutations de I’ADN mitochondrial.

Les ADN circulants ont pu en revanche apporter une contribution réelle pour établir un
dépistage (cas de I’ADN méthyl¢), un diagnostic (cas de I’ADN mitochondrial) et également
le pronostic (traceur pronostique de progression de cancer colorectal métastasique) et/ou
prédire la réponse au traitement (mutation de 1’oncogeéne Kras).

La recherche de mutations circulantes constitue une voie d’avenir en termes de
prédiction de 1’évolution et de la réponse thérapeutique dans le cancer colorectal (Lecomte
T., etal. 2010; Lefebure B. et al., 2009).

5.2.1. Les mutations de I’oncogéne KRAS:

L’analyse des mutations de I'oncogene KRAS ce réalise par une simple prise de sang.
Qui ce fait particulierement intéressante car il existe une concordance quasi parfaite entre les
prélévements sur les tumeurs et 1’analyse et I’ADN libre circulant de fagon que environ 50%
des cancers colorectaux présente une mutation de 1’oncogéne KRAS2 et cette altération
surviennent tot au cours de la cancérogénese (Ryan BM. et al.,2003; Lamoril J. et al., 2009;
Lecrubier A., 2012). Effectivement des études en prouver le rdle pronostique des mutations

KRAS dans le cancer colorectal métastasique (Di Fiore F. et Michel P., 2009).

5.2.2. ADN Méthylé (Test Septine 9):

A travers 1’étude des phénomenes épigénétique souvent lié a la cancérogénese et en
particulier au CCR la recherche de nouveaux biomarqueurs a mis la lumiere sur I’ADN
hyperméthylé dans le sang ou le plasma sanguin. Cet ADN dont les tissus sains étant peu ou
pas méthylé représente un test plasmatique intéressant mesurant I’ADN-méthylé d’un variant
de la Septine 9 (test de Septine 9) qui permet de détecté des adénomes (polype) de plus 1 cm
(généralement non cancéreux), est d’autant plus positif que le stade du cancer est avance, et
reste négatif chez les individus sains Vérifiés par coloscopie (Boudin B., 2013; Emile C.,
2012).
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5.2.3. Les mutations de ’ADN mitochondrial :

Déja connu depuis longtemps que les altérations de I’ADN mitochondrial joueraient un
role important dans la cancérogénése du fait des altérations de la chaine respiratoire et de la
modification du processus apoptotique secondaire a la production accu des EROs (Espéce
réactives de l'oxygeéne) (Lievre A. et Laurent-puig P., 2005). De ce fait, le génome
mitochondrial reste particulierement sujet aux mutations somatiques dont les taux a leur
niveau sont d’environ dix fois supérieures a ceux constatés au niveau de I’ADN normal. De
plus, les systemes de réparation de ’ADNmt sont moins développé et moins efficace que
ceux de ’ADNn (Chihara N. 2011). A ce jour, les CCR ont fait ’objet de plusieurs études
portant sur I’analyse du génome mitochondrial au niveau tumoral et montrent des taux élevés
de mutations de la région codante de la D-Loop (Displacement-Loop), et plus
particulierement de la séquence mononucléotidique D310 dans ce cancer (Samalin-scalzi E
et Ychou M., 2009). Par ailleurs a été constaté la survenue précoce de mutations de
I’ADNmt, dés le stade de lésion précancéreuse. La mise en évidence de ces mutations au
niveau du plasma des malade reste trés possible due a la facilité de la détection de I’ADNmt
dans les liquide biologique, dés lors les mutations de la D-Loop pourraient donc constituer un
marqueur moléculaire du CCR utile au diagnostic, mais également au suivi des malade sous
traitement (Lievre A. et Laurent-puig P., 2005; Chihara N. 2011 ; Samalin-scalzi E et
Ychou M., 2009).

5.3.Recherche de sang dans les selles :

Devant la gravité de la fréquence et 1’évolution rapide du CCR, la méthode la plus
simple qui a prouver sont intérét de dépistage en diminuent le taux de mortalité la fameuse
(recherche de sang dans les selles) le test Hemoccult 11 ou test au gaiac (Mandel JS., 2000).
Le principe de ce test est de mettre en évidence la présence d’un saignement occulte dans les
selles. Quand il y a du sang dans les selles, la présence de péroxydase est révélée (Guldenfels
IC., 1990).
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1. Le microbiote intestinal:

Le microbiote intestinal ou flore intestinale est un ensemble de microorganismes présent
dans le tractus gastro-intestinal. L’étre humain héberge (101* bactéries/g) bactéries dans son
tractus digestif soit environ 10 fois plus de microorganismes qu’il n’est constitué de cellules
eucaryotes humaines (Sasaki, M. et Klapproth J.M., 2012).

La majorité du microbiote loge au niveau du colon (Gill SR. Et al, 2006) ce tropisme
colique s’explique par ces caractéristique physicochimiques lui conférant le milieu favorable
a sont développement dont : le pH, la faible concentration en sel biliaire, péristaltisme lent, le
taux faible en cellule Paneth produisant des peptides antimicrobiens et peu de cellule
cryptique au faible renouvellement permettant une colonisation plus stable (Candela M. et al,
2007).

L’analyse de sa composition a ¢t¢ rendue possible par I’arrivée des techniques de
séquencage de I’ADN permettant ainsi de s’affranchir des limites de la culture. Cette avancée
considérable en biologie moléculaire a permis une étude plus poussée du microbiote intestinal
et a ainsi révélé son incroyable richesse. Le génome collectif des microbes du microbiote
défini par le microbiome contient 2.85 Billion de paire de bases, 100 fois plus de gene que le
génome humain (Gill SR. et al, 2006) et code des fonctions que le génome de I’homme seul
n’est pas capable d’assurer (Xu J. et al, 2007). Cette association est le fruit d’une coévolution
de I’hdte avec sa flore (Ley RE. et al, 2008a; Ley RE. et al, 2008b) a travers une relation
symbiotique, mutualiste ou la flore exerce une influence importante sur le phénotype
métabolique humain (Martin FP. et al, 2007).

1.2.R6le du microbiote intestinal:
Le microbiote représente une énorme biomasse présentant de trés nombreuses fonctions
utiles a ’homme :
> Role de barriéere contre la colonisation des microorganismes pathogéne
» Exerce une influence nutritionnelle: fermentation, digestion des substrats,
amélioration de I’efficacité de la capitation des aliments ingérés
» Synthése de vitamine.
> 1l intervient dans de nombreux autres processus  physiologiques, comme la
prolifération cellulaire intestinale, le maintien du pH, le développement du systéeme
immunitaire et la protection contre les pathogénes (Kurokawa K. et al, 2007).
Ces fonctions essentielles ont fait considérer le microbiote intestinal comme 1’organe
oublié du corps humain (O'Hara AM. et Shanahan F., 2006).
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1.3.Phylogénese du microbiote intestinal:

L’analyse phylogénétique du microbiote intestinal réalisé par amplification et
séquengage de I’ADN codant la sous-unité ribosomale 16S des microorganismes. Démontre
que le microbiote humain serait réparti selon 5 phyla (grand groupe) bactériens majoritaires :
Les Firmicutes, Bacteroidetes, Actinobacteria, Proteobacteria, et Fusobacteria ( Figure 08)

Les Firmicutes et Bacteroidetes représentent plus de 90% des bactéries (65% et 25%
respectivement), Les Actinobacteria, Proteobacteria, et Fusobacteria sont des phyla sous-
dominants (5, 8, et 1% respectivement) (Rajilic-Stojanovic M. et al, 2007). Il faut descendre
a un niveau taxonomique inférieur pour mieux exploré la biodiversité bactérienne avec 1800
genres et 15000 a 36000 especes ont €té répertori€s a ce jour, sachant qu’une plus grande
diversité resterait a découvrir (Peterson DA. et al, 2008; Zoetendal EG. et al, 2008).

Le microbiote intestinal varie de facon considérable d’un individu a un autre en termes
d’espéces et de sous espéces (Turnbaugh PJ. et al, 2007). 70% des phylotypes identifiés
dans le tube digestif sont spécifiques a un individu, et aucun phylotype commun a la
population n’est générale représenté a plus de 0.5% (Turnbaugh PJ. et al, 2009). Ces
différences sont relatives: A I’environnement auquel on est disposé depuis la naissance,
exposition aux bacteries maternelles et pendant les phases initiales de la vie, ainsi que le
patrimoine génétique de chaque individu définies des caractéristigues microbiennes
singulieres. Pendant sa croissance et son développement, la plupart des phylotypes sont
continuellement présents et inchangés dans le tube digestif (Zoetendal EG. et al, 2008) de
sorte que le microbiote peut étre défini comme un noyau stable de colonisation microbienne
autour duquel gravitent des visiteurs transitoires (Turnbaugh PJ. et al, 2008; Flint HJ. et al,
2007).

Cependant, malgré la grande variabilité d’espéces microbiennes interindividuelles, la
représentation phénotypique de 1’ensemble des geénes incorporés dans le génome bactérien
varient peu d’un individu a l'autre du fait d’une certaine redondance fonctionnelle de ces
différents génes (Peterson DA. et al, 2008). De ce fait un microbiome central commun a tous
les individus a été identifié (Turnbaugh PJ. et al, 2009). Cet ensemble de génes code des
fonctions métaboliques, dont le role est essentiel dans le maintien de la relation entre 1’hote et
son microbiote. A c6té de ce microbiome central, chaque individu posséde également un
microbiome fonctionnel variable, avec des génes fonctionnels particulier et différent selon les
individus (Garrett WS. et al, 2010). Il est important de savoir que des membres d’une méme
famille ont le plus souvent un microbiome fonctionnel variable dont la plus part des fonctions

physiologie sont encore inconnu (Turnbaugh PJ. et al, 2010).
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Firmicutes (60-80%)
» Clostridium cluster XlVa
- Ruminococcus
« Clostridium cluster IV
- Faecalibacterium prausnitzii

Bacteroidetes (15-30%)
- Bacteroides
* Prevotella

Proteobacteria (1-2 %)
- Enterobacleriaceae

Eukarya
Champ ignw
Fusobacteria

Archaea
- methanogens
Spirochaetes

Actinobacteria (2-25%)
« Bifidobacterium
- Atopobium

Verrucomicrobia (1-2 95)
- Akkermanciamuciniphila

Figure N°08: L’arbre phylogénétique des bactéries du microbiote intestinal (Cheng et al., 2013)
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1.4.La barriére muquo-intestinale :

Le microbiote intestinale représente un élément essentielle de la barriere muquo-
intestinale qui est un écosysteme complexe constituée de flore intestinale, de mucus, d’une
monocouche de cellules épithéliales, ainsi que des cellules immunitaire (McGuckin. et al,
2009).

La barriére intestinale permet I’absorption des nutriments tout en constituant une
barriére efficace évitant I’entrée massive des antigenes alimentaires et des microorganismes
commensaux. C’est également un lieu d’échantillonnage constant indispensable a la
formation du systéme immunitaire pour initier la défense de I’organisme ou la mise en place
d’une tolérance (McGuckin. et al, 2009).

L’épithélium intestinal se situe a I'interface entre la flore intestinale et le systeme
immunitaire de la muqueuse. Outre ses fonctions d’absorption des nutriments, il est
responsable de la production du mucus qui lui sert a la fois de barriere physique et chimique
face aux agents bactériens (Figure 09) (McGuckin. et al, 2009; Roda G. et al, 2010) les
cellules de I’épithélium intestinal forment une barriére physique entre le contenu de la lumiere
intestinale et le milieu interne notamment par la présence des jonctions serrées intercellulaires
(Roda G. et al, 2010). En outre, La viscosité du mucus protege 1’épithélium en limitant
I’adhésion des microorganismes et la pénétration des toxines bactériennes (Swidsinski A. et
al, 2007) Les différents éléments constituant le mucus notamment les immunoglobulines
(1gA), les peptides antimicrobiens comme les defensives et les lectines assurent une activité
antimicrobienne directe (Roda G. et al, 2010).

L’homéostasie intestinale est assure a travers une interaction complexes entre le
microbiote intestinal, 1’épithélium intestinal et le systéme immunitaire de 1’hote. La muqueuse
intestinale contient une population complexe de cellules immunitaires (les "T helper” : Thi,
Th2,Thl7 et les "Treg") qui sécretent tout un éventail de cytokines. Cela inclut des cytokines
anti-inflammatoires comme le TGF-f et I’'IL-10 qui régulent négativement la réponse
immunitaire mais également des cytokines pro-inflammatoires qui assurent la défense contre
les micro-organismes pathogénes (Abraham C. and Cho J.H. ,2007). La phagocytose par les
macrophages et la synthése de peptides antimicrobiens par les cellules de paneth participent
également a la défense contre les bactéries limitant ainsi les dommages tissulaires. L ’équilibre
entre les cellules "T helper" et les cellules Treg (donc entre cytokines pro- et anti-
inflammatoires) est continuellement ajusté afin de maintenir 1’homéostasie du Systéme

immunitaire intestinal (Abraham C. and Cho J.H. ,2007).
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Figure N°09: L’homéostasie intestinale (Jane M.M et al., 2013)
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2. Facteur influencant la composition du microbiote :

La biodiversité du microbiote intestinal et en constante évolution, de nombreux facteurs
liés a I’hote influence sa composition (Ge Z. et al, 2008): L’age, 1’état de santé, les facteurs
environnementaux, localisation géographique, ethnie, la nourriture, peuvent impacter sur le

microbiote en terme quantitatif et qualitatif.

2.1.Le régime alimentaire :

» L’alimentation est un point important dans la modulation du microbiote & travers les
différents régimes, 1l a été démontré que:

> Les régimes riches en fibres favorisent la croissance des microorganismes du symbiote
par rapport aux autochtones opportunistes ou aux allochtones entéropathogénes (Gibson GR.,
2008).

> le régime riche en graisses diminue la diversité du microbiote et augmente le taux
d’Actinobacteria et de Firmicutes par rapport aux Bacteroidetes (Turnbaugh PJ. et al, 2009).

> le régime pauvre en graisses et riche en polysaccharides de plantes favorisent les
échanges de nutriments entre Bacteroidetes et Firmicutes producteurs de butyrate. Cette
interaction métabolique conduit a la production de butyrate au réle fondamental dans
I’homéostasie de I’hote (Mahowald MA. et al, 2009).

> le régime pauvre en polysaccharidiques complexes diminue la production de butyrate
et donne I’effet contraire (Mahowald MA. et al, 2009).

2.2. Les facteurs environnementaux :
La composition du microbiote intestinal est influencée par les réactions du systéme

immunitaire vis-a-vis aux:

» Des maladies humaines non infectieuses caractérisées par une inflammation intestinale
aberrante telles que les allergies, ou maladies d’origine environnementaux qui prédisposent a
une perte d’antigénes intestinaux intraluminaux (McConnell BB. et Yang VW., 2009)
conduise a des activations pro-inflammatoires non contrdlées avec un impact majeur sur la
composition du microbiote intestinal (Garrett WS. et al, 2010; Round JL. et Mazmanian
SK., 2009). L’inflammation rompt ’homéostasie liée au microbiote intestinal en favorisant
les bactéries pathogénes au détriment des microorganismes symbiotiques protecteurs
(Sansonetti PJ., 2008).
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» Des pathobiontes comme Helicobacter, certains Clostridium et Enterococcus sont des
pathogénes opportunistes qui résident communément dans le tractus gastro-intestinal (Round
JL. et Mazmanian SK., 2009 ; Mazmanian SK. et al, 2008; Chow J. et Mazmanian SK.,
2010). Habituellement composants mineurs du microbiote des sujets en en bonne santé, ces
pathogénes opportunistes peuvent échapper a la surveillance dans un écosysteme
inflammatoire, prendre le pas sur les symbiontes et induire une pathologie (Round JL. et
Mazmanian SK., 2009)). En maitrisant ’effet 1étal de la réponse inflammatoire, les
pathobiontes se servent de I’inflammation pour éliminer D’effet barriere du microbiote,
éventuellement rompre la barriere physique de I’épithélium et assouvir leurs besoins

métaboliques (Sansonetti PJ. et Di Santo JP., 2007).

2.3.Les facteurs génétiques et maladies:

Le facteur genetiqgue dument le développement de certaines maladie chez I’homme qui
est associées aux modifications spécifiques du microbiote (McKenna P. et al, 2009), bien
qu’il soit difficile de savoir s’il s’agissait de la cause ou de la conséquence. Des perturbations
du microbiote ont été observées dans plusieurs maladie marqué par un état héréditaire
(génétique) tel que I’obésité, le diabéte de type 11, la surcharge graisseuse hépatique (NAFLD,
non-alcoholic fatty liver disease), et les maladies inflammatoires chroniques intestinales
(MICI) (Neish AS., 2009; Rawls JF., 2007; Jia W. et al, 2008). L’obésité a été associée a
une plus importante proportion de Firmicutes et d’Actinobacteria par rapport aux
Bacteroidetes et une diminution globale de la diversité bactérienne (Turnbaugh PJ. et al,
2009; Jia W. et al, 2008). Les MICI sont caractérisées par une réduction marquée de la
diversité bactérienne dans les groupes IV et XVa de Clostridium, une diminution des
Bacteroidetes, et une augmentation correspondante de Proteobacteria et Bacillus (Sokol H. et
al, 2008; Frank DN, et al, 2007). De fagon analogue I’inflammation intestinale & été
généralement liée a une augmentation marquée des Entérobactéries et une diminution d’autant
des membres de la flore résidente (Stecher B. et al, 2004; Pedron T. et Sansonetti P.,
2008).
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3. Interaction du microbiote intestinal :
3.1.Microbiote et hote :

La relation entre le microbiote et sont h6te commence dés la naissance en instaurant
tous un systéeme de reconnaissance par la régulation du systeme immunitaire a travers la
capacité de différentier entre les pathogénes nuisibles des micro-organismes commensaux. 11
faut donc un systeme immunitaire dynamique mais permissif qui puisse ajuster la réponse
immunitaire en fonction du type de micro-organismes et du degré de danger (Forstner JF. et
al, 1995) (Tableau 02):

Tableau N° 02: Différences entre I’interaction des micro-organismes commensaux et

pathogenes sur leur héte.

Micro-organismes commensaux Micro-organismes pathogenes

» Les micro-organismes commensaux ne » micro-organismes pathogenes possedent
possedent pas de facteurs de virulence. un arsenal de facteurs d’adhésion et

> lls évoluent le plus souvent a distance d’invasion

des entérocytes protégés par le film de
mucine

les bactéries commensales sont tolérées
par une « inflammation constitutive

physiologique de bas grade »

Entrer en contact avec les entérocytes
Essaye de pénétrer dans 1’épithélium
immunitaire

Induisent une réaction

intense  destinée a provoquer leur

élimination

3.2.Le Microbiote et le systeme immunitaire :

La régulation du microbiote avec le systéme immunitaire est importante a différente
phases, lors de sont installation, colonisation et interaction envers sont héte pour la
protection, régulation, la gestion et 1’élimination des germes pathogeéne. Plusieurs facteurs
entre en jeux :

Le premier des acteurs de ce systéme immunitaire est 1’épithélium intestinal qui évalue
la proximité et la densité des micro-organismes résidents (Sansonetti PJ. et Medzhitov R.,
2009). La reconnaissance des micro-organismes se fait par 1’intermédiaire des récepteurs
appelés PRR (pattern recognition receptors) qui reconnaissent spécifiqguement des ligands

macromoléculaires bactériens appelés MAMP (microbial-associated molecular patterns).
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Les PRRs incluent 2 types de récepteurs : les Nod-like receptors (NLRs) et les Toll-like
receptors (TLRs) (Sansonetti PJ. et Medzhitov R., 2009):

» Les NLRs: les Nod-like receptors, jouent le role de surveillance au niveau du
compartiment intracellulaire. Ils sont recrutés soit par des MAMP dont I’entrée fait
intervenir des protéines de transport situéees sur le pole apical de la cellule, soit par les

bactéries elles mémes lors de leur entrée dans la cellule.

> Les TLRs: les Toll-like receptors, sont des récepteurs transmembranaires surtout
exprimés au niveau baso-latéral. Ils sont impliqués dans la sécrétion de cytokines et

interviennent dans I’immunité cellulaire.

La distribution spatiale des PRRs permet aux entérocytes de différencier les
microorganismes commensaux des pathogeénes et regisse des interactions différente vis-a-vis
de la virulence des germes (Sansonetti PJ, 2008). L’activation de ces PRRs induit les voies
MAPK et NF-kB (Voir chapitre I: Cancer colorectal).

Effectivement, Les bactéries commensales comme Bacteroides thetaiotaomicron,
Lactobacillus casei sont capables d’inhiber I’inflammation en ciblant le médiateur NF-kB
dans reponse inflammatoire au niveau de I’entérocyte (Kelly D. et al, 2004; Tien MT . et al,
2006). D’autres especes du microbiote intestinal humain, tels L. plantarum, Bifidobacterium
breve, et Fecalibacterium prausnitzii ont la capacité de diminuer la réponse pro-
inflammatoire des entérocytes en produisant des métabolites qui ciblent la voie NF-xB (Sokol
H. et al, 2008; van Baarlen P., et al, 2009).

Part ailleurs, Le tissu lymphoide associé au tube digestif appelé GALT pour
(Gutassociated lymphoid tissue), organisé sous la forme de plagues de Peyer et follicules
lymphoides isolés. Participant d’une autre facon a la régulation du systéme immunitaire on
association a des cellules de 1’épithélium spécialisées, les cellules M. qui permettent par leur
capacité endocytique de transporter et transposer continuellement les antigénes microbiens de
la lumiere intestinale vers le tissu lymphoide muqueux sous-jacent ou des cellules
dendritiques présentent I’antigéne a des cellules naives B et aux lymphocytes T CD4
(Murphy KM et Travers P., 2008). Dans le cas ou les signaux de tolérance sont induits par
les microorganismes symbiotiques, les cellules dendritiques sont maintenues dans un état
quiescent. Quand ces cellules présentent ’antigéne a des lymphocytes T CD4 naifs, elles

entrainent leur différenciation en sous populations régulatrices (Murphy KM et Travers P.,
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2008): les lymphocytes T CD4 Treg et les lymphocytes pro-inflammatoires, T CD4 helper
(TH1, TH2 et TH17). Les lymphocytes Treg induisent un état de tolérance vis-a-vis des
bactéries commensales par inhibition de la réponse inflammatoire, et cela grace a la
biosynthese de cytokines anti-inflammatoires telles I’interleukine IL-10 et le TGF-p (Murphy
KM et Travers P., 2008).

En revanche, dans le cas d’une réponse pro-inflammatoire induite par la reconnaissance
d’antigéne de pathogénes par I’entérocyte, les cellules dendritiques provoquent la
différenciation exclusive des cellules effectrices TH1 et TH17 qui induisent une forte réponse

inflammatoire contre les micro-organismes invasifs (Maynard CL. et Weaver CT., 2009).

Tableau N°03 : Interaction entre le microbiote et le systéme immunitaire (Maynard CL. et
Weaver CT., 2009)

Micro-organismes commensaux

Micro-organismes pathogénes

Les antigénes bactériens du compartiment
luminal activent les NLRs cytoplasmiques. La
réponse aux MAMPs commensaux induit un
signal de tolérance immunitaire via le
transforming growth factor f (TGF-B), la thymic
(TSLP) et

médiateurs

stromal  lymphopoietin les
E2. Ces

inflammatoires concourent a établir une réponse

prostaglandines anti-
immunitaire physiologique de bas grade dirigée
contre le microbiote intestinal. Parallélement, en
réponse a ces antigénes commensaux,
I’épithélium intestinal exprime de multiples
effecteurs anti-microbiens comme les peptides
antimicrobiens (o-defensines), des espéces
réactives oxygenées (ROS pour reactive oxygen
species ) et le mucus intestinal (Macdonald TT.
et Monteleone G., 2005). L’action concertée de
ces composants protecteurs aide au maintien
d’un « no man’s land » stérile immédiatement

adjacent a I’épithélium de surface.

les microorganismes pathogenes

établissent un contact direct avec les
entérocytes et pénetrent fréquemment
I’épithélium intestinal. Cela provoque une
réaction intense des NLRs et des TLR qui
d’effecteurs

engendre la biosynthése

antimicrobiens, de cytokines et
chimiokines inflammatoires dont le tumor
necrosis factoralpha (TNF-a), I’interferon-
v (IFN-y), I'IL-6, I'IL-8 et I'[L-23, qui
provoquent une réaction inflammatoire

majeure.
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4. La dysbiose intestinale :

Aujourd’hui, de plus en plus d’arguments démontrent le rdle clef du microbiote
intestinal dans pathogénicité. Plusieurs études montrent que la dysbiose, définie comme une
altération dans la richesse et les fonctions du microbiote, est probablement un événement
déterminant dans le développement des pathologies. Mais il reste difficile de conclure un réle
inducteur et/ou amplificateur (Manichanh C. et al, 2006; Swidsinski A. et al, 2002).

Or, D’un point de vue quantitatif, plusieurs pathologies montrent une concentration
bactérienne bien plus élevée au niveau des lésions des muqueuses suggérant un défaut dans
les mécanismes qui normalement séquestrent les bactéries pathogene (Walker A.W. et al,
2011)

. D’un point de vue qualitatif, la diminution de la biodiversité du microbiote intestinal
bénéfique en faveur des germes pathogenes influence 1’apparition de certaine pathologie et

notamment les cancers (Walker A.W. et al, 2011).

4.1.Microbiote et le cancer colorectal :

Les découvertes recentes en microbiologie médicale de carcinogenése d’origine
infectieuse tel le cas de certains virus (virus de 1’hépatite B HBV, Epstein barr virus HPV,
Human papilloma virus HPV). A fait naitre I’hypothése que le cancer pouvait avoir lui aussi

une origine infectieuse bactéries (Kuper H. et al, 2000).

A T’heure actuelle, il existe peut d’étude sur le sujet mais le r6le potentiel du microbiote
intestinal dans la carcinogenese colique semble étre de plus en plus évident (Davis CD. et
Milner JA., 2009; Sobhani I. et al, 2011).

Le r6le des bactéries est plus controverseé, étant donné la difficulté de savoir si les
bactéries retrouvées dans certains cancers sont la cause ou une conséquence de la
carcinogenese. Cependant, certains agents bactériens (Helicobacter pylori, Bacteroides
fragilis toxinogeéne) semblent impliqués dans les cancers chez ’homme et chez 1’animal, le
plus souvent par le biais d’une infection chronique (Wu S. et al, 2000; Franco AT. et al,

2005). Le microbiote intestinal influent les facteurs de cancérogénese :
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4.2.1’alimentation et le cancer :

Le colon humain est constamment exposé a un complexe de composés, qui sont
d’origine alimentaire ou le résultat de processus de digestion ou d’excrétion microbiens.
Certains de ces composés peuvent endommager la muqueuse intestinale et provoquer un
cancer. L’interaction entre 1’alimentation et le microbiote représente un facteur de risque du
CCR (Scanlan PD et al, 2008 ; Huycke MM. et Gaskins HR., 2004, O'Keefe SJ. et al,
2007), a travers le métabolisme de certain groupe bactérien qui produisent des mutagénes et
des métabolites réactif cancérigénes. De fagcon a promouvoir des Iésions de I’ADN dans les
cellules épithéliales (Huycke MM. et Gaskins HR., 2004, Hope ME. et al, 2005).

Certain microorganisme du microbiote intestinal lié a un certain régime alimentaire augmente
le risque de développé un CCR (Mai V. et al, 2009; O'Keefe SJ. et al, 2009). Le cas de la
pyrolyse de la créatinine sucré qui est pro-carcinogene et qui est ensuite converti par I’espéce
Eubacterium pour donne un mutagene direct (Carman RJ. et al, 1988). L’alcool
déshydrogénase microbienne (ADH) exprimée par un certain genre bactériens est impliqué
dans I’induction de dommage a I’ADN dans les cellules épithéliale, en outre la présence de
I’ADH et I’éthanol microbiens conduisent a la production d’un composé chimique
carcinogene connu l’acétaldéhyde (Obe G. et Anderson D., 1987). D’autre part, les
Bacteroide produisent au niveau du colon les fecapentenes, des composés qui sont des lipides
polyinsaturés possédant un effet mutagénique, en présence de glutathion il endommage

I’ADN a des concentrations micromolaires (Povey AC. et al, 1991).

D’autre part, le régime alimentaire avec un certain genre bactérien jouerait en faveur du
développement du CCR, il a été prouvé que la consommation d’aliment a haute teneur en
graisse induit une sécrétion forte d’acide biliaire qui corrélée avec le risque de CCR
(Costarelli V., 2009). Effectivement, les sels biliaire rencontrent les bactéries anaérobies
facultatives et deviennent le substrat d’une biotransformation (Ridlon JM. et al, 2006). La
dehydroxylation des acides biliaire décanjugués conduit a la formation d’acide biliaire
secondaire dont le role est co-carcinogénes ou promoteurs de tumeur dans le CCR est
clairement etabli (Costarelli V., 2009). En particulier, I’acide désoxycholique et I’acide
lithocholique sont liés a la carcinogénése du colon dans plusieurs etude epidimiologique
(Bernstein H. et al, 2005).
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4.3.Les intermédiaires réactifs de I’oxygéne :

Le colon est témoin de modification chimique et la production par la flore microbienne
des intermédiaires réactifs de ’oxygene tels que superoxyde, le peroxyde d’hydrogéne, les
radicaux d’hydroxyle et le peroxynitrite attaquent directement ou indirectement 1’ADN.
Effectivement 1’espéce Eubacterium Faecalis produit du superoxyde cellulaire provoquant
ainsi des lésions de I’ADN des cellules épithéliales. Les bactéries sulfidogéniques qui
utilisent le sulfate comme oxydent la dégradation de la matiére organique forme le sulfure
d’hydrogéne qui influe la formation du CCR (Levitt MD. et al, 1999). Par ailleurs, la taurine
qui est un acide biliaire conjugué, est réduite et transformé en sulfure d’hydrogéne aprés
déconjugaison, induit la carcinogénese en augmentant la prolifération cellulaire et inhibant le
métabolisme du butyrate (Ridlon JM. et al, 2006).

4.4.1’inflammation et le cancer:

Outre la production du microbiote de substance carcinogéne, cocarcinogéne ou pro-
carcinogene, certain microorganismes interviennent a différente phase du processus
néoplasique par I’'induction d’une inflammation des muqueuse. Effectivement Virchow en
1863 a été le premier a suggérée la relation entre le cancer et 1’inflammation, ce qui a été
prouvée par plusieurs étude par la suite. Les bactéries du microbiote agissent ainsi par deux
voies (McConnell BB. et Yang VW.,2009; Hope ME. et al, 2005; Horst D. et al, 2009):

» Lavoie directe : liee aux propriétés des bactéries a produire des toxines

» Lavoie indirecte : par I’intermédiaire d’inflammation chronique non spécifique

La réponse inflammatoire aberrante dans le tractus digestif d’origine non infecticuse
conduit a une dysbiose intestinale en faveur des pathobiontes ou des pathogénes allochtones
(Horst D. et al, 2009). L’envahissement de ces microorganismes pathogenes contribue a un
état pro-inflammatoire, auto-inflammatoire entretenue, en basculant la balance d’un état
d’inflammation physiologique a un état d’inflammation majeur (Round JL. et Mazmanian
SK., 2009) voir chronique auto-entretenue, ainsi la dysbiose peut favoriser le développement
du CCR (Uronis JM. et al, 2009; Stecher B. et Hardt WD., 2008; Lupp C. et al, 2007), en
agissent sur deux phase important dans le processus de transformation néoplasique induisant

le cancer colorectal :
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4.4.1. Role de I'inflammation dans la phase d’initiation du cancer :

La premiére phase d’initiation tumorale ou la cellule normale acquiert son 1%
événement mutationnel ce réalise en réponse a un environnement inflammatoire, les cellules
inflammatoires activées (macrophage, neutrophiles) sont généralement a 1’origine d’un stress
oxydant soit directement par la production de composées ROS (ractive oxygen species) et
RNI (reactive nitrogen intermediates) soit indirectement via la production des cytokines
(TNFa) (Grivennikov Sl. et al, 2010). Ce stress oxydent augmente le taux de mutations en
induisant des lésions de I’ADN qui touchent principalement les genes du systeme de
réparation de I’ADN MMR en inhibant par oxydation ces enzyme (Hussain SP. et al, 2009;
Colotta F. et al, 2009) permettant ainsi la prolifération des cellules mutées. D’autre part ces

altérations qui peuvent conduire a I’apparition du phénotype MSI, impliqué dans le CCR.

4.4.2. Role de ’inflammation dans la phase de promotion du cancer :

Le processus inflammatoire a la capacité d’exerce un effet inducteur a différent niveau
de cancérogénese. Les cytokines inflammatoires dont les TNFa et 1’interleukine-1 produites
par les cellules inflammatoires activent les facteurs de transcription, NF-xB et STAT3. Qui
sont des acteurs clé de I’inflammation chronique et le développement du cancer (Kraus S. et
Arber N., 2009). Une fois activée elle stimule 1’expression des genes pro-inflammatoire a
Iorigine d’un stress oxydatif qui régule 1’expression des génes anti-apoptotique, la
prolifération cellulaire. De plus la croissance tumorale nécessite des apports nutritifs
croissants a l’origine d’une hypoxie tumorale et d’un recrutement de macrophage TAM
(Tumor Assosiated Macrophages), activent la transcription de facteur pro-angiogénique (HIF,
VEGF) régulés par ces dernier (Kujawski M. et al, 2008; Turnbaugh PJ. et al, 2009). Cette
néo-angiogenese est une étape capitale dans le développement et la croissance tumorale
(Horst D. et al, 2009; Femia AP. et al, 2010; Grivennikov SI. et Karin M., 2010).

D’autre part, NF-xB est activé par différentes voie de signalisation passant aussi par les TLRs
détecteur de microorganismes ou certaine protéine bactérienne ou virale et divers signaux de
stress (Yu H. et al, 2009).
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4.5.La virulence bactérienne et le cancer:

Le role carcinogene de certain Virus est aujourd’hui clairement démontré, alors celui
des bactéries reste encore controversé par leur présence dans certain cancer étant la cause ou
la conséquence. Néanmoins, de nombreuse étude épidémiologique ont étudié la possible
association entre les bactéries et le CCR, ainsi une forte incidence les implique autant que
facteur. Il est démontre que plusieurs agents bactériens pourrait intervenir dans le cancer
colorectal (Collins D. et al, 2011) parmi eux (Streptococcus Bovis, helicobacter pylori,
Bactéroides fragilis et Escherichia coli). Certain d’entre elle accentue I’inflammation voir la
rendre chronique alors que d’autre agissent avec des toxines qui perturbent le cycle cellulaire

ou provoquent directement des Iésions de ’ADN (Collins D. et al, 2011).
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Depuis les nuits des temps, les hommes apprécient les vertus que leurs procure les
plantes médicinales et sont ont perpétuelle recherche de leurs molécules. Aujourd’hui encore
les deux tires de la pharmacopée ont recours a leurs propriétés curatives. Les connaissances de

I'utilisation des plantes médicinales ce sont développer sous la forme de la phytothérapie.

1. La phytothérapie:

Le terme phytothérapie composée du nom grec de Phyto et Therapia, qui est I’art de
soigner par les plantes medicinales qui contiennent une ou plusieurs substances pouvant étre

utilisées a des fins thérapeutiques (Sofowora, 2010).

1.1.L’ethnopharmacologie:

Ce définie par 1’étude scientifique interdisciplinaire de I’ensemble des matiéres
d’origine végétale, animale ou minérale et des savoirs ou des pratiques s’y rattachant, que les
cultures vernaculaires mettent en ceuvre pour modifier les états des organismes vivants a des
fins thérapeutiques, curatives, préventives ou diagnostiques (Dos Santos et Fleurentin,
1990).

Ces démarches ont des approches transdisciplinaires, s’intéresse aux connaissances des
populations concernant la recherche, la préparation et 1’utilisation de remeédes médicinaux
traditionnels. On relation étroite avec 1’intervention de 1’ethnobotanique car elle partage avec
cette discipline I’étude des interrelations des hommes on particulier avec les plantes.

De ce fait, L’ethnopharmacologie a permit a travers les temps la découverte de
nouvelles substances actives pour 1’industrie pharmaceutique. Ainsi des principes actifs trés
employés a I’heure actuelle dans notre médecine moderne sont issus des savoirs médicinaux
populaires et traditionnels : des antalgiques (morphine, aspirine), des antipaludéens (quinine,
artémisinine), des psychotropes (réserpine, mescaline) ou encore des toniques et stimulants
cardiaques (digitaline, quinidine).(Gurib-Fakim, 2006).

D’autre part, les traitements anticancéreux issu des plante meédicinale en vue une
nouvelle ere de recherche depuis la découverte de la Vinblastine et Vincristine qui sont des
médicaments chimiothérapetique avec un effet ralentissent et atténuant la croissance cellulaire
agissant au niveau du cycle cellulaire (Shoeb, 2006). De méme, la pactitaxel issu de plante est

un anticancéreux efficace dans le traitement du cancer de I'ovaire, le sein, et les poumons

(Kaur et al., 2011).
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1.2.Les plantes anticancéreuses :

Les plantes anticancéreuses sont des plantes dont les phytocomposants ont la capacité
d’effectué une activité anticancéreuse (Lantiea et al., 2008).

De nos jours un nombre important de médicament anticancéreux commercialisé sont
obtenu soit directement de la nature ou par modification structurelle d’un composé naturel,
soit par synthése d’un nouveau produit prenant modéle d’un composé naturel (Gordaliza,
2007).

En 2011, Sakarkar et deshmoukh dans leur revue littérature ont rapporté 32 plante
dont P’activité anticancéreuse été démontré et documenté. Alors que bien avant Hartwell en
1969, a décrit 3000 espéeces végétale utilisé dans la thérapie du cancer. La liste de Sakarkar
et Deshmoukh, (2011) est rapporté dans le tableau suivant :

Tableau N° 04: Plante a activité anticancéreuse (Sakarkar et Deshmukh, 2011)

Nom botanique Famille Nom commun
Allium sativum Liliaceae Garlik

Actinidia chinenis Actinidiaceae China gooseberry Kiwifruit
Aloe ferox Liliaceae Aloe vera

Aloe barbadenis

Ananas comosus Bromeliaceae Pine apple, ananas
Angelica sinensis Umblliferae Angelica

Annona species Annonaceae Monkey species
Arctium lappa Compositéa Burdok
Astragalus membranaceus Papilionaceae --

Betula utilis Betulaceae Bhojpatra
Camellia sinensis Thaceae Tea plant
Catharanthus roseus Apocyanaceae Vinca

Chlorella pyrennoidosa Oocystaceae --

Colchicum luteum Liliaceae Colchicum
Combretum caffrum Combritaceae --

Curcuma longa linn Zinziberaceae Tumermic
Echinacea angustifolia Aseraceae Black sampson
Fagopirum esculentum Polygonaceae Vitamin p

Ginkgo biloba Ginkoaceae Kew tree
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Glycin max Luguminosae Soyabean
Glycyrrhiza glabra Leguminosae Liquorice
Gossypium barbadense Malvaceae Raw cotton
Gyrophora esculenta Umbilicariaceae Mushroom

Lentinus edodes

Agaricaceae

Linum usitatissimum Linaceae Flax seed, linseed
Mentha species Labiateae Pudina

Ochrosia elliptica Apocynaceae --

Panax ginseng Aralaceae Ginseng

Picrorrhizia kurroa

Scrophulariaceae

Picrorrhizia (kutki)

Podophyllum hexandrum Berberidaceae Podophyllum
Taxus brevifolia Taxaceae Pacific yew
Withania somnifera Solanaceae Ashwagandha
Zingiber officinale Zingiberaceae Ginger

Tableau N°05 : liste de quelques composes naturels utilisés comme anticancéreux (Galkin,

2008)

Composeé Source naturelle famille Introduite en
Bleomycin Streptomyces verticillus Actinomycetales 1962
Vincristine Cantharanthus roseus (L.) G. Don | Apocynaceae 1963
Vinblastine Cantharanthus roseus (L.) G. Don | Apocynaceae 1965
Dexorubicin Streptomyces peucetius Actinomycetales 1974
Mitomycin Streptomyces caespitosus Actinomycetales 1974
Paclitaxel Taxus brevifolia nutt Taxaceae 1992

50



Chapitre IV : Plante Médicinale

1.3.Mécanisme d’action :

Les dérivés issus des plantes agissent par des mécanismes différents d’une plante a une

autre et d’un type de tumeurs a un autre pour la méme plante (Lantiea et al., 2008).

Différents mécanismes sont possibles pour la prévention du cancer par les plantes selon

Huang, (2009) :

>

Activité antioxydante : plusieurs mecanismes sont utilisés comme scavenging des
radicaux libres, promototion de I’activité SOD et la diminution de la lipoperoxidation
Propriétés antiangiogéniques et antimutagéniques: par Iinhibition de la
prolifération cellulaire, I’inhibition de I’expression de I’oncogéne, I’induction de
I’expression des genes suppresseurs de tumeurs Inhibition du (vascular endothelial
growth factor ) et la prevention de (DNA binding)

Amélioration des fonctions immunitaire : par la suppression de la production de
TNF, une cytokine pro-inflammatoire et les facteurs de croissance pour la plupart des
cellules tumorales et la suppression de LOXs, INOS, chemokines et d’autres
molécules.

Inhibition d’enzymes: 1’enzyme de la phase I (bloque [I’activation des
carcinogénes) ; COX-2; i NOX; XO; I’enzymes de la transduction des signaux
comme PKC et PTK : Topoisomérase | et Il ; telomerase ; urease ; lipase ; angiotensin
I-converting, I’enzyme de I’ADN methyltransferases qui cause la réactivation d’un
gene suppresseur de tumeurs important la p16).

Induction d’enzymes et promotion de la détoxification : par 1’enzyme de la phase
Il, comme UDP-glucuronosyl transférase; et quinine réductase; glutathione
peroxydase ; catalase ; SOD ; cytochrome p450 epoxide hydrolase ; NADPH : quinone
réductase

Inhibition de I’adhésion et de I’invasion cellulaire : par I’inhibition de I’expression
des molécules de 1’adhésion cellulaire : ICAM-1 et VCAM-1; Pinhibition de
I’invasion cellulaire, I’induction de la différentiation cellulaire.

L’induction de P’arrét du cycle cellulaire et I’induction de I’apoptose : par
I’inhibition du cycle cellulaire en différentes phases : G1, S, S/G2, et G2 ; I’effet direct
ou indirect sur I’arrét du cycle ; induction de I’apoptose en impliquant p53, la BCI-2 et
les caspases.

Inhibition des voies de transduction du signal : Les voies de signalisation Nrf-
KEAP1 (Kelch-like ECH-associated protein 1) ; La voie NF-kB et AP-1, incluant la
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supression de Iactivité de c-Jun; La voie Wnt ou B-catenin (inhibition directe de la
mitose). La voie MAPK ; Les voies (growth-factor receptor medicated).
» Inhibition de ’acrylamide, de la nitrosation et de la nitration : par I’inhibition de

la formation de I’acrylamide et des amines hétérocyclique.

1.4.R6le des polyphénols dans la prévention et le traitement du cancer :

L’activité anticancéreuse des plantes est relativement due a leurs phytoconstituants dont
les plus importants sont les polyphenols. Ces molécules spécifiques du regne végétal issu de
leur métabolisme secondaire sont présentes chez tous les végétaux supérieurs.

Les polyphénols forment une immense famille de plus de 8000 composés naturels,
allant de simples molécules comme les acides phénoliques a des substances hautement
polymérisées comme les tanins. Ils sont divises en plusieurs catégories: les flavonoides qui
représentent plus de la moitié des polyphénols; anthocyanes, coumarines, lignanes, quinones,
acides phénols, xanthones ainsi que d’autres classes qui existent en nombres considérables
(Dacosta, 2003).

L’¢lément structural fondamental qui les caractérise est la présence d’au moins un
noyau benzenique auquel est directement lié au moins un groupement hydroxyle ainsi que des
groupes fonctionnels (ester, méthyle ester, glycoside...) (Bruneton, 1999). Les composés
phénoliques sont commodément classés selon le nombre d’atomes de carbone dans le
squelette de base (Dacosta, 2003).

Ces molécules traces jouent un rdle important en agissant comme des agents
biologiqguement actives (King et Young, 1999), De nos jours la recherches sur les composés
phénoliques ce fait de plus en plus poussées en raison de leurs divers propriétes
physiologiques comme les activités antiallergique, anti-artherogenique, anti-inflammatoire,
hépatoprotective,  antimicrobienne,  antivirale, antibactérienne,  anti-thrombotique,
cardioprotective, vasodilatoire et anticarcinogénique que nous essayerons de développer le
plus dans ce chapitres afin d’appuyers 1’hypothése de leur actions vis-a-vis des pathologies
cancéreuses (Middleton et al., 2000 ; Ksouri et al., 2007).

Des recherches menées in vitro et in vivo ont démontré des propriétés biologiques
intéressantes pour la prévention du cancer par les polyphénols. (Stagos D. et al, 2012). De
nombreuses études ont montré que trois types de cancers (sein, prostate et digestif) peuvent

étre fortement influencés par I’alimentation notamment 1’apport en antioxydants. En outre,
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I’huile d’argan pourrait grace a sa teneur en polyphénols, contribuer a la prévention de
certains cancers tels que le cancer de la prostate (Bennani H. et al, 2009).

Par ailleurs, Des recherches plus récentes ont décrit les activités anti-cancérigénes de la
curcumine, le resvératrol et I’épigallocatéchine-3-gallate (EGCG) pour le traitement du cancer
du col (Di Domenico F. et al, 2012). Les effets inhibiteurs du thé vert et noir dans le
traitement du cancer ont largement été étudiés. Les polyphénols du thé de type flavan-3-ol
sont des composés bioactifs puissants qui interferent avec I'initiation, le développement et la
progression du cancer par des processus critiques (Lambert, J. D. et Elias, R. J., 2010;
Yang, C. S. et al., 2013). IIs ont la capacité d’interrompre ou inverser le processus de
cancérogenese en agissant sur les molécules de réseau de signalisation intracellulaires
impliquées dans I’initiation et / ou la promotion d'un cancer pour arréter ou inverser la phase
de progression du cancer. Les polyphénols peuvent egalement déclencher I'apoptose dans les
cellules cancéreuses a travers la modulation d'un certain nombre d'¢léments principaux en
signal cellulaire (Link A. et al., 2010).

De ce fait, I'utilisation des plantes médicinale s’imposent, parmi le réservoir naturel
plusieurs plantes a utilisation courante sont aujourd’hui en faveur de la recherche scientifique
pour trouver de nouvelles alternatives thérapeutiques naturelles sans effet indésirable. Parmi
cette longue liste 1’Atriplex halimus dite (Gtaf) plante médicinale tres utiliser attire notre
attention et qui fut le centre de la problématique de notre recherche et fera 1’objet des essais
dans notre étude autant que traitement préventif et curatif contre le cancer colorectal chimio-
induit par le DMH.
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2. Etude botanique de I’Atriplex halimus:
2.1.Généralité :

Ce genre compte pres 130 especes, L’A. halimus est de la famille des chénopodiacées.
Récemment remplacée par la famille des Amaranthacées. Cette derniére comprenant environ
une centaine d’espéces des régions tempérées et chaudes. Les espéces d’Atriplex poussent
dans les sols Iégers, médiocres, arides; elles demandent une situation ensoleillée. 19 espéce
d’entre elles résistent remarquablement aux sels marins et aux embruns.

Il existe plusieurs espéces et variétés d’Atriplex. Par ailleurs, I’analyse botanique
consacrée au genre Atriplex montre que A. halimus présente un polymorphisme plus
important que celui des autres espéces du méme genre. (Talamali et Coll., 2001; Talamali et
Coll., 2007).

2.2.Noms vernaculaires :
L’Atriplex halimus est connu sous plusieurs nominations selon les pays. Il est connu
sous le nom de: Pourpier de mer, I’ Arroche maritime ou blanquette, Arroche salée, 1’ Arroche
halime, épinard de mer. Dans les pays du Maghreb : «Aramass» (Aboura, 2006), «Guettaf »

en Algérie (Ozenda, 2004) et «Chenane» en Maroc.

2.3.Répartition géographique de I’A. halimus :
Originaires de toutes les régions tempérées et subtropicales du monde. Beaucoup sont
des halophytes littorales (région mediterranéenne), d'autres des halophytes continentales des

déserts salés (Talamali et Coll., 2001.
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Figure N°10 : Image représentatif de 1” Atriplex halimus (Castroviejo S. et al., 2007)

2.4.Description morphologique :

I’Atriplex h. est un arbuste buissonneux d’un aspect blanc argenté de 1 a 2 meétres,
caractérisee par des feuilles de 2-5 cm, peu épaisse, peu sinuées, ovales 2 fois plus longues
que larges, ces fleurs sont Jaunatres, en épis allongés formant une panicule terminale nue ou un
peu feuillée a la base. Les tiges sont blanchatres dressées et ligneuses. (Ozenda, 2004). Sa
rusticité et sont systeme racinaire développé lui permettent de se développer sur un sol pauvre

en minéraux essentiel

2.5.Classification :
Selon la classification A.P.G «Angiosperm Phylogeny Group» 1’Atriplex halimus est

classé dans le taxon suivant (Guignard et Dupont, 2004):

Regne : Plantae (Plante verte)

Groupe : Embryophytes (Plante terestres)

Sous régne : Tracheobionta (Plante vasculaires)
Embranchement : Spermaphyta (Plantes a graines)

Sous embranchement : Magnoliophyta (Plantes a ovaires)
Classe : Magnoliopsida (Dicotylédones)

Sous classe : Caryophyllidae

Ordre : Caryophyllales

Famille : Amaranthaceae (Chenopodiaceae)

Genre et espéce : Atriplex halimus L
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2.6.Etude phytochimique :

L’étude de la composition chimique de I’A. halimus dépend de plusieurs paramétres
tels que le climat, I’age de la plante et la saison (Abbade et Coll., 2004). Les travaux qui ont
été effectués sur I’analyse chimique des extraits de I’Atriplex montrent que cette plante est
trés riche en différent composants comme les fibres, sels minéraux (Esplin et Coll., 1937), les
vitamines A, C, et D (Belenkii et Sakharova, 1939; Harie, 1947).

L’étude de Emam S.S., (2010) a permis de mettre en évidence quinze acide aminé
différent ainsi que les métabolites secondaires comme les phénols totaux, les Saponines
glycosides, les alcaloides, les tannins, les résines, les betaines et les flavonoides dont les
flavonols constituent la classe chimique majeure chez la plupart des especes Atriplex (Bylka
et al., 2001; Bylka et al., 2004; Benhammou et al., 2009;Emam, 2011; Roux, 2005).

2.7.Usages thérapeutiques d’A. halimus :

L’utilisation la plus répondu en médecine traditionnelle est largement connue pour ces
propriétés hypoglycémiante et hypolipidémiante (Yaniv et al., 1987; Mirsky et Nitsa, 2001).
Aharonson et Coll. (1969) ont montré que I’extrait aqueux de I’A. halimus ainsi que le jus
pressé des feuilles provoquent un effet hypoglycémiant alors que Mertz et Coll. (1973) ont
prouvé que les cendres de I’A. halimus potentialisent I’effet de I’insuline (Shani et Coll.,
1972; Metz et Coll., 1973 ; McKell, 1994).

Atriplex h. est aussi utiliser pour soigner les inflammations des voies urinaires (cystites)
et les lithiases urinaires (Belouad, 2001 ; Emam, 2011).

Il est aussi utilise comme draineur cutané et rénal, diurétique et dépuratif, il
accompagne tout régime qui nécessite un drainage des tissus et la désincrustation des déchets
et toxines (Belouad, 2001).

Au Sahara occidental, les cendres d’A. halimus potentialisent I’effet de 1’insuline (Shani
et al., 1972 ; Mertz et al., 1973 ; McKell et al., 1994 ; Mirsky et Nitsa., 2001), aussi elles
sont utilisées dans le traitement de I’acidité gastrique.

Les graines, crues et broyées, sont ingérées comme vomitif (Bellakhdar, 1997). Les
racines, découpeées en laniéres a la maniére du siwak, servent pour les soins de la bouche et
des dents.

Les feuilles sont utilisées pour le traitement des maladies cardiaques et le diabéte
(Bellakhdar, 1997; Said et al., 2000).
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Grace a ces propriétés antioxydantes, certains flavonoides ont un effet protecteur des
tissus du foie contre le cancer (Emam S.S., 2011). La poudre des feuilles est aussi utilisée
contre les douleurs des intestins, les douleurs des reins et les cancers internes.

Le broyat des feuilles, en décoction, est utilise comme antidiabétique et contre
I’intoxication. Alors que, leur infusion est utilisées comme anti diarrhéiques. Par contre, le
décocté des feuilles est administré contre le diabete, les calculs rénaux et le froid (Ghourri
M. et al., 2012). La poudre des feuilles ajoutée a tous les repas sert a traiter le cancer d’ovaire
(Ghourri M. et al., 2012).

D’autre par les feuilles, en décoction dans le thé, sont recommandées contre le
rhumatisme. Dans d’autre mode d’utilisation: La poudre des feuilles mélangée a I’huile
d’olive ou mélangé au liquide des bougies ou en cataplasme est appliquée contre le
rhumatisme.

La poudre des feuilles ajoutée au lait fermenté est aussi utilisee d’une autre fagon
comme antidiabétique.

Les feuilles fraiches, en décoction, sont indiquées comme un traitement des kystes de
vagin, le diabéte et le cancer de la gorge (Ghourri M. et al., 2012).

Par ailleur, Les Sahariens attribuent aussi a cette plante la propriéte de soigner
trypanosome.

L’Atriplex est également recommandé pour traiter la malaria (Emam S.S., 2011). La
pipérine et ses dérivés sont des drogues anticonvulsantes et anti-épileptiques efficaces (Pei Y.
Q., 1983).
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Malgré les progrés avancés dans le traitement de nombreux cancers leur récurrence est
encore trop fréquente. Aujourd’hui il est nécessaire de se tourné vers d’autre type de prise en

charge de la maladie, a savoir la phytothérapie.

L'intérét porté aux principes actifs issus des plantes médicinales augmente de plus en
plus ces derni¢res années. L’objectif de cette étude porte sur évaluation de I'utilisation de

I’extrait polyphénolique de I’Atriplex halimus dans le traitement du cancer colorectal.

Ce travail a était réalisé aux niveaux du Laboratoire de Bioconversion, Génie
Microbiologique et Sécurité Sanitaire (LBGMSS) et ’animalerie du département Biologie
de la faculté Science de la Nature et de la Vie de 'université de Mascara. Sur une durée de 6

ans de 2016 jusqu’a 2022.
L’étude est constitué de plusieurs volé afin d’aboutir a notre objectif principal

Etude ethnobotanique de la plante Atriplex halimus
Evaluation phytochimique des extraits de la plante.

Détermination de la toxicité des extraits de la plante.

YV V V V

Vérification scientifiguement de I’application phytothérapeutique de I’Atriplex h.
comme agents anticancéreux dans le cancer colorectal chimio-induit par le 1,2-
diméthylhydrazine (DMH) chez les rats Wistar.
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I.  Matériels :
1. Matériel végetal :

Le matériel végétal sélectionné pour la présente étude est constitué des parties aériennes
fleuries de I’Atriplex h. Colletées en Mars 2016 dans la région de Mascara située nord-ouest
d'Algérie. L’identification botanique était réalisée au niveau du département d’Agronomie de
I’Université de Mascara par Dr. Righi Kada. Ainsi que par le service de protection des
végétaux et des forets de la Wilaya de Mascara.

Figure N° 11: I’Atriplex halimus

Zone 1 : les plaines de Sig et de Habra au nord
_ Zone 2 : Les monts des Beni—-Chougrane, en amont

Zone 3 : les hautes plaines, au centre

. Point de collecte

Figure N° 12: Situation géographique de la station de collecte
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2. Lesanimaux :

Notre étude a été réalisée sur des rats Wistar albinos adulte male et femelle de poids
compris entre 165¢g et 200g pour (I’étude de la toxicité) et des rats males de poids entre 185-
200 g pour (I’étude de I’activité anticancéreuse). Les animaux provenaient de 1’ Animalerie du
département Biologie de la faculté Science de la Nature et de la Vie de I'université de
Mascara. Les animaux ont été maintenus dans des conditions d’élevage favorables selon les
conseils généraux pour ['utilisation des animaux de laboratoire (Council of European
Communities, 1989) dans des cages adaptés avec une température constante (22+ 2)°C et
soumis a un cycle de lumiére et obscurité 12/12h et une humidité de 50 + 10%. Les animaux
recevaient de la nourriture (ONAB, O/Tlilet, Oran, Algérie) et une eau potable était mise a

leur disposition ad libitum.
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Il. Meéthodes:
1. ETUDE ETHNOBOTANIQUE

L’enquéte ethnobotanique etait réalisée dans la Wilaya de Mascara. Elle consistait a
questionner les praticiens traditionnels pour s’enquérir de leur savoir médicinale sur la plante
I’Atriplex halimus, dans le but de déterminer les pathologies dans les quelles cette plante est
utilisée ainsi que la méthode et la dose approprié.

1. Collecte des données :
Afin de connaitre 1’éventuel usage de notre espéce végétale dans la pharmacopée
traditionnelle de notre région, Un total de 200 personnes interviewées aupres des populations

(tradipraticiens, herboristes, guérisseurs) par I’intermédiaire d’un questionnaire (voir annexe 05).

2. Analyse des donnees :

Les données inscrites sur des fiches brutes ont été saisies et traitées par logiciel tableur
Excel Version 2007. Les données ont fait 1’objectif d’analyse qualitative et quantitative en
faisant appel aux méthodes simples des statistiques descriptives utilisant les pourcentages a
fin d’établir ce qui ensuit (Ait Ouakrouch 1., 2015):

1. Les catégories de pathologie dans lesquelles 1’Atriplex halimus est utilisée;
2. Les parties floristiques utilisées dans les traitements;

3. Le mode d’utilisation de la plante;
4

La dose a utilisée.
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2. ETUDE PHYTOCHIMIQUE
1. Préparation du matériel végétal :

D’aprés I’étude ethnobotanique, Trois types de préparation aqueuse a base d’Atriplex h.
sont les plus utilisées (décocté, infusé et macérat), de ce fait nous concentrerons notre étude

sur ces dernier.

Les feuilles de la plante étaient laissées sécher pendant sept jours, puis le séchat réduit
en poudre. Dix grammes de poudre de la plante ont été utilisés pour la réalisation des
différents extraits, ajouté a 100 ml d'eau distillé. Le mélange a été filtré, puis le filtrat
concentré, lyophilisé et stocké a +4°C jusqu'a son utilisation (Fellah et al., 2012) .

Décocté (10%) : le matériel vegétal (en poudre) sont mise a ebullition pendant 20 mn
I’extrait est ensuite refroidi a la température ambiante, puis filtré. Le filtrat est collecté,

concentre, lyophiliseé et conservé a +4°C jusqu’a son utilisation.

Infusé (10%0) : le matériel vegétal (en poudre) sont mise a infuser dans I’ecau bouillie
pendant 20 mn. I’extrait est ensuite refroidi a la température ambiante, puis filtré. Le filtrat est

collecté, concentré, lyophilisé et conservé a +4°C jusqu’a son utilisation.

Macérat (10%) : le matériel végétal (en poudre) sont mise a macérer a froid dans 1’eau
distillée durant la nuit. ’extrait est ensuite refroidi a la température ambiante, puis filtré. Le

filtrat est collecté, concentré, lyophilisé et conservé a +4°C jusqu’a son utilisation.
2. Rendement de I’extraction :

Le rendement d’extraction est calculé par la formule donnée par (Fellah et al., 2012) :

Mext
R (%) = ——— Mext est la masse de I’extrait aprés évaporation du solvant en mg et
Méch

Meéch est la masse seche de 1’échantillon végétal en mg
3. Screening phytochimique :

L’extrait de la plante a été soumis & un ensemble de réactions en tubes afin de détecter
de facon qualitative les métabolites secondaires (Alcaloides, polyphénols, flavonoides, tanins,
saponosides, stéroides et terpenes) par des méthodes colorimétriques basés sur des réactions
de précipitation et la formation de complexes insolubles et colorés (Njoku V. et al., 2009 et
Alorkpa EJ. et al., 2016)

62



Matériels et Méthodes

4. Analyse de I’extrait d’infusion de I’Atriplex halimus par HPLC sur Systéme LC
Prominence-i LC 2030C :

L’analyse qualitative des composés polyphénoliques de I’extrait aqueux ont été
analysées par chromatographie en phase liquide a haute performance (HPLC) sur un Systeme
LC Prominence-i LC 2030C a colonne Ascentis C18 de 15 cm x 4,6 mm, 5 um (Supelco,
Bellefonte, PA, USA) (Attou S. et al., 2020).

Deux ul sont injecté dans un systéme d’¢luant a gradient de solvants hydro-organique
de méthanol et I’acide acétique a savoir. La phase mobile comportait 0.075 % acide acétique
/ eau (solvant A) et 0.075 % acide acétique / méthanol (solvant B) dans un mode de gradient
linéaire étudies, afin de fournir une résolution complete de tous les composants dans un temps
d'analyse cohérent : 0 min, 2% de B; 5 min, 2% B; 60 min, 50% de B; 70 min, 50% B, 71
min, 2% B. thermostateé a 30° avec un débit de 0.08 ml/ mn, La gamme de longueur d'onde du
le chromatogrammes étaient a 280 nm. L'acquisition des données a été réalisée par le logiciel
Shimadzu Lab Solution ver. 5.10.153 Et comparé¢ par littérature afin d’identifier la nature des

métabolites (Attou S. et al., 2020).

5. Dosage des polyphénols :
5.1.Polyphénols totaux :

Le dosage des polyphénols totaux a été effectué selon la méthode de folin-ciocalteu
(FC) décrite par Boizot N. et Charpentier J-P., (2006): 100 pl d’extrait mélangé avec 500 pl
du réactif de folin et 400 pl de Na2CO3 a 7,5 % (m/v). Le mélange est agité et incubé a
I’obscurité et a température ambiante pendant dix minutes et 1’absorbance est mesuré a 760
nm par spectrophotométre UV. Les résultats sont exprimé en mg équivalent acide gallique/g

de matiere végétale en se référant a la courbe d’étalonnage de ’acide gallique.

5.2.Flavonoides :

La détermination des flavonoides totaux a été effectuée selon la méthode décrite par
Dehpeur et al., (2009): 500 pl de chaque extrait a analyser sont ajoutés a 1500 ul de
méthanol a95%, 100 ul de AICI3 a 10 % (m/v), 100 ul d’acétate de sodium 1 M et 2,8 d’eau
distillée. Le mélange est agité puis incubé a ’obscurité et a température ambiante pendant 30
mn. Le blanc est réalisé par remplacement de I’extrait par méthanol a 95% et ’absorbance est

mesurée a 415 nm en utilisant un spectrophotométre UV. Les résultats sont exprimés en mg

63



Matériels et Méthodes

équivalent quercétine/g de maticére végétale séche en référant a la courbe d’étalonnage de la

querceétine.

5.3.Les tanins condensés :

Les tanins condensés sont déterminés par la méthode de la vanilline en milieu acide
décrite par Ba et al., (2010): Le réactif de vanilline a été préparé en mélangeant a volume égal
Hcl a 8% (v/v), le méthanol a 37% (v/v) et 4% de vanilline dans du méthanol (m/v). Le
mélange a été maintenu a 30°c avant le dosage. 200 pl de chaque extrait a analyser ont été
ajoutés a 1000 pul de réactif de vanilline ; le mélange a été agité puis incubé a I’obscurité a
30°c pendant 20 mn .I’absorbance est mesuré a 500 nm par un spectrophotometre UV contre
un blanc constitué d’un mélange de méthanol (37%) et de Hcl (8%) a volume égal. Les
résultats sont exprimés en mg équivalent catéchol /g de matiere végétale seche en se référant a

la courbe d’étalonnage du catéchol.

5.4.Activité antioxydante :

Le test de piégeage du radical libre DPPH : le test antioxydant a été réalisé avec la
méthode au DPPH. 50ul de chaque solution methanolique des extraits a difféerentes
concentrations (de 0.0125 a 5 mg/ml) sont ajoutés a 1,95 ml de la solution méthanolique du
DPPH (0,025g/l). Le controle négatif est préparé en mélangeant 50 ul de méthanol avec 1,95
ml de la solution méthanolique de DPPH (Sanchez-Moreno C. et al,. 1998). La lecture de
I’absorbance est faite contre un blanc préparé pour chaque concentration a 515 nm apres 30
mn d’incubation a I’obscurité et a la température ambiante. Le contréle positif est représenté
par une solution d’un antioxydant standard ; I’acide ascorbique dont 1’absorbance a été
mesuré¢ dans les mémes conditions que 1’échantillon et pour chaque concentration le test est
répété 3 fois. Les résultats ont été exprimés en pourcentage d’inhibition (1%)(Sanchez-
Moreno C. et al,. 1998).

Abs controle—Abs test
Abs controle

1%= x 100

Les valeurs de I’EC50 ont été déterminées graphiquement par la régression linéaire.
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3. ETUDE DE LA TOXICITE
En ce basant sur les données recueillies de I’enquéte ethnobotanique et afin d’éviter tout
éventuel risque de toxicité relative a 1’utilisation de la plante lors de I’étude de I’activité
anticancéreuse, il était nécessaire de réaliser des essais de toxicité et de déterminer la dose de

traitement journaliére non toxique.

1. Toxicité orale aigue :

L’étude a été réalisée suivant la directive de I’ODCE N° 423 (2002). Chez les rats
Wistar albinos adulte male et femelle de poids compris entre 1659 et 200g Les animaux ont
été répartis au hasard dans cing groupes de (6 femelles et 6 male) dont un groupe témoin (eau
distillee) et 4 groupes d’essai. L’extrait de I’Atriplex h. était repris dans I’cau distillé, puis
administré aux rats en solution avec les doses suivante (2000, 1200, 600, 300 mg/kg de poids
corporel) par gavage en utilisant une sonde intra-gastrique. Les signes de toxicité ont été
recherché par observation visuelle chaque 2 heures jusqu’a 24 heures, puis chaque jour
pendant 14 jours (Assam Assam et al., 2010). En plus de la mortalité, les quatre paramétré
suivant ont été recherché : Apparence physique externe, changement du comportement et la
variation du poids de I’animal. Le poids individuel de chaque animal a été déterminé avant
I’administration de I’extrait, puis tous les 2 jours aprés administration de 1’extrait pendant 14

jours.

2. Toxicité orale subchronique :
L’étude a été réalisée conformement a la ligne directrice N°407 de ’OCDE (2008).
Pour cela 36 rats des deux sexes de poids compris entre 1659 et 200g en fait 1’objet de cette
examen (6 males et 6 femelles) par lots avec un groupe témoin eau distillé, ont recu
quotidiennement par gavage pendant 28 jours les doses suivantes : 100, 200 mg/kg de poids

corporel.

3. Suivi de la toxicité :
A la fin de I’expérimentation tous les animaux d’essai (a jeun la veille) pesés ont été
euthanasiés et soumis & une dissection abdominale.
Les organes (reins, rate, foie, poumon, cceur) sont observés macroscopiquement in situ,
prélevés et pesés. Le poids relatif de chaque organe a été ensuite calculé par rapport au poids
corporel (Abimoslah et al., 2013 ; Vemu et al., 2015 ; 2016):
ROW= poids de I’organe / poids corporel du rat.
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Les prélévements sanguins ont été réalisés a partir de ’aorte abdominale, puis le sang a
éte recueilli sur:

» Des tubes EDTA pour la détermination des parametres hématologiques: Red Blood
Cells ou Globules rouges (RBC), Hématocrite (HCT), Plaquette (PLT), White Blood Cells
ou Globules blancs (WBC), et Hémoglobine (HGB).

» Des tubes héparines centrifuges a 1500 tours/min pendant 5 min & 4°C pour la
détermination des paramétres biochimiques suivant : Urée, Créatinine, les Transaminases
(TGO, TGP), la PAL (phosphatase alcaline), TG et cholestérol totale.
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4. EVALUATION IN VIVO ET IN VITRO DE L’ACTIVITE DE L’Atriplex halimus
SUR LE CANCER COLORECTAL CHIMIO-INDUIT

L’expérimentation de I’activité anticancéreuse de 1’Atriplex halimus a été réalisée sur le
modéle rat Wistar male de poids compris entre 185-200g chimio-induit par 1,2-
diméthylhydrazine (DMH).

1. Principe :

1,2-diméthylhydrazine (DMH) est une substance cancerogene largement utilisés pour
I'induction de la carcinogenése colorectale chez les rongeurs. C’est un cancérogéne indirect
qui nécessite une activation métabolique. Le DMH est activée par les monooxygénases
hépatiques de fonctionnalisation, en méthylazoxyméthanol (MAM). Le MAM est alors
conjugué a l'acide glucuronique par des enzymes de conjugaison. Ce complexe hydrophile est
excrete vers le cdlon via la voie des acides biliaires. Il peut alors étre déconjugué grace a la -
glucuronidase bactérienne, libérant ainsi le MAM qui se transforme au meétabolite
cancérogene ultime hautement réactif Methyldiazonium qui est ensuite réabsorbé par les
colonocytes (Fiala E.S. et Stathopoulos C., 1984). Ce dernier agit sur le génome des
cellules coliques et provoque ainsi le processus de cancérisation par la méthylation des bases
de I'ADN des cellules épithéliales du compartiment prolifératif des cryptes, ce qui entraine
une perte importante de cellules coliques par apoptose, une augmentation de la prolifération,
et une augmentation apparente des mutations des cellules épithéliales coliques (Chang W W
L., 1984).

2. Protocole d’induction du cancer colorectal :

Dans ce modéle de cancérologie colorectal préclinique le DMH administré aux rats
était dissous dans le NaCl 0.9% contenant 1,5% d’EDTA en véhicule ajustée a pH=6.5 a 1N
de NaOH. Les animaux ont recu une dose de (70 mg / kg / semaine) pendant cing semaine
en application sous cutanée selon la méthode décrite par Abdulaziz SS. et al., (2020) avec

des modifications (Voir annexe 04).
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3. Etapes de tumorogénése chimio-induite :

Le développement d’un cancer ou cancérogenése chez I’homme, survient suite & une
accumulation de mutations somatique d’une cellule entrainant des changements
phénotypiques graduels jusqu’au néoplasie (Surh, 2003), ce processus se fait en plusieurs
étape qui sont I’initiation (quelque jours), la promotion (des années), et la progression (1 a 5
ans), lors de I’initiation, la cellule est soumise a un agent dit carcinogene qui cible I’ADN et
entraine des dommages génotoxiques. La cellule va proliférer anormalement suite a des
changements épigénétique pour former des foyers prénéoplasmiques (étape de promotion).
Les lésions crées vont étre plus proliférative et conduire a des tumeurs invasives et

métastasique (étape de progression) (Surh, 2003).

Dans le cas du modele de cancerogénese par le DMH. Le carcinogenes est trés
spécifiques et induit des tumeurs colorectales de maniéere dose-dépendante (Shirai T., 1983),
dépond du sexe (Breskvar L et al., 1997) et de lI'age de 1’animal (McMahon T. F et al.,
1990).

Les recherches ont demontré que le DMH produit des foyers de crypte aberrante (ACF),
8 a 12 semaines apres sont application et ainsi des tumeurs coliques 30 semaines plus tard.
Les traitements peuvent commencer avant I'exposition a l'agent cancérigéne, pendant la phase
d'initiation, pendant la phase de promotion ou de progression, ou pendant les deux phases
(Femia A M. et Caderni G., 2008).

Induction par DMH

70 mg/kg/semaine

Phase d’initiation Phase de promotion Phase de progression

5 semaines 10 semaines Jusqu’a 30 semaines

T D) 5 ) 515 ) 530

Figure N°13 : Schéma des étapes de carcinogénése chimio-induite par le DMH.
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4. Evaluation du traitement par I’Atriplex halimus dans cancer colorectal induit :
L’élaboration des traitements pour I’évaluation de I’effet de I’Atriplex halimus sur le
cancer colorectal chimio-induit par le DMH dans notre étude a compris les essais de deux
types de traitement (Voir figure 14): Traitement préventif (avant I’installation du cancer) et

un traitement curatif apres 30 semaines de I’induction (présence de tumeur).

Injection de 70 mg / kg / semaine

de 1,2-diméthylhydrazine (DMH)

pendant 5 semaines en application
sous cutané

Traitement Préventif Traitement Curatif
3 Type de Traitement par Traitement aprés 30
I’extrait de 1’ Atriplex h. semaines de I’induction
(5 groupes de 8 rats) (5 groupes de 8 rats)
» Groupe A : Contrle négatif (Sans aucun » Groupe A : Contréle négatif (Sans aucun
traitement). traitement).
»  Groupe B: Contréle Positif DMH »  Groupe B: Contrdle Positif DMH
»  Groupe C: Administration de I’extrait » Groupe C: DMH + extrait de la plante
pendant I’induction (TO) » Groupe D: DMH + extrait de la plante +
»  Groupe D: Administration de I’extrait apres Chimiothérapie Xélox
I’induction (T5) » Groupe E: DMH + Chimiothérapie Xélox
» Groupe E: Administration de ’extrait de la
plante 15 semaine apres I’induction (T15)

Figure N° 14: Protocole de I’étude de I’activité anticancéreuse de 1’Atriplex halimus
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4.1.Traitement préventif :

Une molécule est dite chimio-préventive si elle est capable d’interférer avec les étapes
précoces de la cancérogénése, en prévenant I’apparition et le développement de foyer
paranéoplasiques chez des sujets a risque (Russo, 2007)

Dans cette recherche afin d’appréhendé 1’éventuel effet préventif de I’extrait de I’ Atriplex h.
le traitement était réalisé dans les premiers étapes de I’initiation de la tumorogénése par le
DMH (Voir figure 15):

4.1.1. Choix du traitement par I’Atriplex halimus:

D’apres 1’étude ethnobotanique effectuée sur le terrain le traitement chez I’homme par
I’Atriplex halimus préconise I’ingestion de I’infusé aqueux d’environ 10g de poudre de la
plante 3 fois par jour pendant 30 jours. En considérant que le poids biologique moyen d’un
étre humain est de 70+ 10kg, et la quantité d’extrait aqueux que I’on peut théoriquement
obtenir par infusion a partir de ces 10g de poudre est d’environ 2,5 g rendement (25 %).

Le traitement chez I'homme consiste en l'ingestion quotidienne de 90 mg/kg de poids
corporel d'extrait aqueux pendant 30 jours. Suite a I’é¢tude de la toxicité et la valeur la plus
proche de celle déterminé par 1’¢tude ethnobotanique. Une dose de 100 mg/kg a été
finalement choisie pour I'estimation de la dose thérapeutique chez le rat.

Dans cet essai 40 rats Wistar male ont été utilises. Les animaux ont été randomisés en 5
groupes de 08 rats. Recevant une dose de traitement par I’Atriplex halimus de 100 mg/kg/j a
différentes étape de canceérogénese chimio-induite : a TO lors de I’induction (au méme temps
que le DMH), a T5: a la fin de I’induction (aprés la derni¢re dose du DMH) et a T15: 15eme
semaine apres la derniere dose du DMH (début de la phase de promotion) (voir Tableau 06)
Un groupe contrdle négatif sans induction (aucun traitement), et un groupe témoin positif

(DMH) ont ét¢é inclus dans 1’étude.

Tableau N°06 : Les différents groupes du traitement préventif

Groupe Traitement

Groupe A (n°=08)  Témoin control négatif (Aucun traitement)

Groupe B (n°=08)  Témoin control positif (DMH)

Groupe C (n°=08)  Traitement préventif (DMH + I’extrait de la plante) a TO
Groupe D (n°=08)  Traitement préventif (DMH + I’extrait de la plante) a T5
Groupe E (n°=08) Traitement préventif (DMH + I’extrait de la plante) a T15

T : le temps en semaine
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Etude de I'activité préventive de I'Atriplex halimus dans le cancer
colorectal induit chez les rats Wistar

—

Groupe témoin Groupe cancéreux

(n = 08) (n=32)

v
Injection de 1,2- diméthylhydrazine (DMH) a }

une dose de 70 mg/kg de poids corporel
pendant 5 semaines

Groupe (A)
Témoin
negative

Témoin positif moment de de I’induction semaines apres
I’induction

Groupe DMH I’induction

Groupe (C) Groupe (D) Groupe (E)
Groupe (B) Traitement au Traitement & la fin Traitement dix

Figure N°15: Schéma récapitulatif de I’étude de I’activité préventif de 1’Atriplex halimus
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4.2.Traitement curatif:

Selon Russo (2007), un traitement est dit curatif s’il permet d’éliminer totalement la
tumeur aprés sont apparition ou encore de limitant 1’apparition de nouvelles néoplasies chez
des patients déja traités pour un cancer.

Dans notre étude le traitement curatif a été réalisé suite a I’apparition des tumeurs 30

semaines apres I’induction par le DMH.

4.2.1. Le choix du traitement chimio-thérapeutique :

La détermination du traitement chimio-thérapeutique c’est base sur 1’aspect
pathologique (apparition des tumeurs au niveau des colons) et I’évaluation du cas de la
maladie par la littérature. Selon Bird R. P., (1995); Tanaka T., (2009), La carcinogenése du
colon par le DMH est un processus a plusieurs caractéristiques morphologiques et
histologiques semblables a celles observées dans la carcinogenése du cdlon sporadique chez
I'homme (Bird R. P., 1995; Tanaka T., 2009). Ces lésions ont un potentiel progressent vers
des adénomes avancés, qui ont la capacité de ce transformer en adénocarcinomes (Tanaka T.,
2009).

Selon De Filippo C. et al., 1998 les rats induit par le DMH présenté jusqu’a 33% des
tumeurs avec des mutations Apc responsable des lésions épithéliales dans cancer colorectal
(De Filippo C. et al., 1998; Blum C. A. et al., 2003). D’autre part la connaissance du statut
KRAS est incontournable pour définir la stratégie thérapeutique. le modéle rat DMH
présentent des mutations K-ras aussi fréquentes que dans la carcinogenese du colon humain.
(Otori K., et al., 1995; Takahashi M. et al., 2000; Perse M. et al., 2010; Alabaster O.,
1997).

En collaboration avec les médecins oncologue de I’hopital de Mascara, Le protocole
chimio-thérapeutique Xélox (Oxaliplatine 130 mg/kg Xéloda 1000 mg/kg Beva 7,5 mg/ Kg) a
été etabli (Tableau 08)

La chimiothérapie (Oxaliplatine 130 mg/kg et Beva 7,5 mg/ Kg) a été injecté aux rats
par voie intraveineuse sur la veine caudale (Voir annexe 03). La quantité administré a été

calculé en mg de surface corporel (m?) selon la formule suivante :

PxT
3600

Sc (m?) = ; SC : surface corporel du malade; P : le poids corporel; T : lataille.

L’administration de la Capecitabine Xéloda se fait par voie orale (gavage) de 1000

mg/m? dissoute dans I’eau distillé 2 fois par jours pendant 14 jours.
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Au total 40 Rats Wistar albinos male agée entre 9 a 10 semaine vivaient en condition
standardisées ont été utilisés pour la réalisation de cet essai. Les rats ont été répartis au hasard

en 05 groupes de huit rats chacun et ont recu les différents traitements suivant (Tableau 07)

Tableau N° 07: Les différents groupes du traitement curatif

Groupes Traitement

Groupe A (n°=08) Contrdle négatif (Sans aucun traitement)

Groupe B (n°=08) Contrdle Positif DMH (70 mg/kg pendant 5 semaines)

Groupe C (n°=08) DMH + extrait de la plante (100 mg/kg/jours)

Groupe D (n°=08) DMH + extrait de la plante (100 mg/kg/jours) + Chimiothérapie Xélox
(Oxaliplatine 130 mg/kg Xeéloda 1000 mg/kg Beva 7,5 mg/ Kg)

Groupe E (n°=08) DMH + Chimiothérapie Xélox (Oxaliplatine 130 mg/kg Xéloda 1000
mg/kg Beva 7,5 mg/ Kg)

Tableau N°08: Protocole de chimiothérapie utilisé (Grothey A. et al. 2013; Grothey A. et
al. 2018)

Type Médicament  Dose et durée Voie

de traitement d’administration d’administration

Chimiothérapie  Oxaliplatine 130 mg/m? dans 250 ml de Par voie
NaCl 0,09 % chaque 21 jour intraveineuse (IV)
pendant (3 cycle)

Thérapie ciblé Bevacizumab 7,5 mg/ Kg dans 250 ml de Par voie
NaCl 0,09 % chaque 21 jour intraveineuse (I1V)
pendant (3 cycle)

Chimiothérapie  Xéloda 1000 mg/m? 2 fois par jours Par voie per os (par
(Capecitabine)  pendant 14 jours gavage dans 1 ml
d’eau distillé)
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Etude de I'activité anticancéreuse de I’ Atriplex halimus dans le cancer
colorectal induit chez les rats Wistar

— N

Groupe témoin

(n=08)

Groupe cancéreux

(n=32)

Injection de 1,2-

diméthylhydrazine (DMH) a

une dose de 70 mg/kg

corporel pendant 5 semaines

de poids

v

Groupe (A)

Témoin
negative

—

[
»

v

Développement du cancer
chez les rats aprés 30
semaines (n = 32)

Témoin positif

Groupe DMH

- /

/ Groupe (B) \/

Groupe (C)
Traitement par la

plante
100mg/kg/jours

\_

AN

N

Groupe (D)

Traitement par la
plante et
chimiotherapie

Groupe (E)

Traitement
chimiothérapie

Figure N°16 : Schéma récapitulatif de 1’étude de I’activité anticancéreuse par les différents
traitements
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4.3.Sacrifices et Prélevement des échantillons :

A la fin des expérimentations tous les animaux d’essai (a jeun la veille) ont été pesés
euthanasiés et soumis a une dissection abdominale. Le sang a été prélevé a partir de 1’aorte
abdominale et récupéré dans des tubes contenant de 'EDTA (Paramétres hématologique),
héparine (Paramétres biochimique) et tube sec pour le dosage des marqueurs tumoraux.

Les organes (reins, rate, foie, poumon, cceur) sont observés macroscopiquement in situ,
prélevés, pesés pour la détermination du poids relatif.

Les intestins ont été éliminés en bloc du caecum a l'anus et ouvert avec des ciseaux dans la
frontiere anti-mésentérique.

Les échantillons des colons ont été préleveés et divisé en 03 parties :

» Des colons ont été fixe dans du formaline 10% en vue de I’analyse histologique.

» Des colons fixes a plat dans la formaline 10% et coloré au bleu de méthyléne pour
Mise en évidence des foyers de cryptes aberrantes ou aberrant crypt foci (ACF)

» Une partie a été nettoyée au sérum physiologique stérile stockée a +4°C et acheminée

rapidement au laboratoire pour 1’étude de la flore intestinale

Apreés la dissection les colons ont été prélevés

AN

Recherche des Foyer de ] i . . .
crypte abérrante (FCA) Analyse histologique Analyse microbiologique

ECRES

Les colons nettoyés au sérum

Les colons fixés a plat Les colons fixés dans de physiologique stockée & 4°C et

dans la formaline 10% la formaline 10% acheminée rapidement au

laboratoire

Figure N°17: Les biomarqueurs analysé des colons
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4.4.Dosage des marqueurs tumoraux :

Les échantillons de sang prélevé sur tube sec pour le dosage des marqueurs tumoraux
ont été centrifugés a 3000 tours/min pendant 10 minutes puis le sérum a été utilisé pour le
dosage de I’antigéne CA 19-9 méthode décrite par Pilo et al. 1996 et I’antigéne carcino-
embryonnaire ACE méthode de Uotila et al., 1981.

Principe :

Le dosage c’est effectué par une méthode immuno-enzymatique (ELISA) a I’aide
d’anticorps monoclonal fondée sur le principe «sandwich » (Gaillard O.,2001). Cette
méthode utilise un premier anticorps froid fixé sur une phase solide, capturant I’antigene CA
19-9 ou ACE et un deuxieme anticorps marqué révélant la liaison antigene anticorps. Les
résultats du dosage CA 19-9 sont exprimes en unité international millilitre (Ul/ml). Les

résultats du dosage ACE sont exprimes en nanorgramme par millilitre (ng/ml).

4.5.Détermination foyers de cryptes aberrantes (ou aberrant crypt foci ACF):

Le comptage des ACF est un bon outil pour I’évaluation biologique de 1’induction ou la
modulation de la carcinogenése colique chez les rats DMH. Etabli par Bird (1987) qui a
considere les ACF étant des lésions paranéoplasiques du cancer du colon et donc
prédicatrices de tumeurs. Dans ce cadre, le test a était préconisé afin d’évaluer I’effet
protecteur de I’extrait de I’Atriplex h. sur le cancer colorectal chimio-induit. Les colons
réservé a ce test, ont a été ouverte longitudinalement (anti-mésentérique) nettoyer avec du
sérum physiologique tamponné au phosphate de potassium (0,1 M, pH 7,2) et fixé a plat entre
deux feuille de papier filtre face luminale au coté supérieur dans de la formaline 10% pendant
24h (Hamiza O. O et al, 1994). Ensuite les colons ont été rincés dans 1’eau distillée découpés
en longueurs en 2 parties (distal coté rectum et proximal c6té cecum) et ainsi coloré au bleu
de méthyléne 0.05% (Hamiza O. O et al, 1994). Les criteres ACF recherché lors de
I’observation sont les suivant :

» Coloration : plus intense
Forme : allongée (lumiere des cryptes dilatée parfois tortueuse)
Paroi : épaisse
Taille : 2-3 fois supérieure

Structure surélevée

YV V V V V

Regroupement nettement en foyer.
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4.6.L’étude histologique des colons :

Apres fixation des cdlons dans le formol (10 %) pendant 24 heures, les échantillons ont
été déshydratés dans 04 bains successifs de 30 min d'éthanol (60°, 70°, 80° et 100°). Les
échantillons ont été nettoyés dans du xyléne et enrobés dans de la paraffine a 56 degrés
pendant 24 heures. Des blocs de paraffine ont été préparés pour étre sectionnés sur le site 4
um a l'aide d'un microtome en traineau (Banchroft JD. et al., 2006).

Les sections de tissus obtenues ont été recueillies sur des lames de verre déparaffinées et

colorées a I'hématoxyline-éosine, puis examinées au microscope optique

5. EVALUATION DU MICROBIOTE INTESTINAL

Les colons issus pour la détermination du microbiote colique cultivable ont été nettoyes
au sérum physiologique et ouvert dans des conditions stériles, leurs muqueuses ont été
grattées a l'aide d'une lame de verre stérile. Les échantillons obtenus de chaque groupe ont
servi a la préparation d’une solution mére en addition a la solution Ranger stérile. Les
mélanges homogeénéisés. En fait par la suite objet de dilutions décimales (de 10~ a 107°) qui
seront ensemencé pour les cultures bactériennes dans les milieux sélectifs suivants
(Figurel8): Gélose nutritive pour la flore aérobie totale, Gélose EMB (Eosine Methyléne
Bleu) pour les entérobactéries, Gélose Chapman pour les staphylocoques, Gélose VF (Viande
foie) pour Clostridium, Gélose MRS (Man Rogosa et sharpe) pour les lactobacilles et la
gélose au sang pour la flore anaérobie totale incuber en condition d’anaérobiose. Par ailleurs,
les levures et moisissures ont été isolées sur la gélose OGA (Oxytetracycline- Glucose- extrait
de levure). Les résultats ont été exprimes en log unités formant colonie (UFC) par gramme.

Selon la formule suivante (Béraud, 2001):

Nombre de colonies

Log UFC/g d’échantillon = Log

Dilution x Volume ensemencé
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Figure N°18: Techniques d’ensemencement et d’isolement du microbiote intestinal

4.7.1dentification du microbiote intestinal:
L’identification des souches a été faite par 1’analyse des caracteres macroscopiques,
microscopiques et biochimiques ainsi de que la confirmation de certaines souches par la
spectrométrie de masse de type MALDI-TOFMS.

4.7.1. Identification par méthode MALDI-TOFMS :
La méthode MALDI-TOFMS présente un moyen d’identification fiable et précis des
microorganismes en ce basent sur la mesure des composant protéique en comparant le modeéle
testé a une vaste base de données ouverte, afin de déterminer I'identité du microorganisme

jusqu'a I'espece (Louardi M., 2012).
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» Principe :

L’analyse des échantillons biologiques par la méthode MALDI-TOFMS nécessite
’utilisation d’une matrice. Le choix de la matrice dépend du type de molécule que 1’on
souhaite mettre en évidence (peptides, protéines, hydrates de carbone) (Desoubeaux et al.,
2010 ; Bizzini and Greub, 2010). Sa nature acide favorise I’ionisation des composés. Le
complexe (échantillon-matrice) est alors bombardé par un faisceau laser (60 Hz) émettant
dans la zone d’absorption de la matrice. L’irradiation du mélange cristallin conduit a la
désorption d’ions caractéristiques de I’échantillon (MALDI= Matrix-Assisted Laser
Desorption/lonisation). Les ions formés sont alors accélérés dans un champ électrique et
dirigés vers un analyseur (le tube de vol, long de 1.0 m) séparant les ions selon leur temps de
vol (TOF= Time-Of-Flight). Ainsi, en fonction de leur rapport m/z (ou m = masse et z =
charge), les ions atteignent plus ou moins rapidement le détecteur ou ils sont alors transformés

en un signal électrique qui sera amplifié puis analysé (Sauget et al., 2016 ; 2017).

» Préparation des échantillons :

Pour la réalisation de cette méthode une culture de colonie jeune de 18-24h est
nécessaire mélangée avec 1.0 puL de I’acide formique 80% est déposée sur une cible MALDI
et recouverte de 1.0 pL de matrice a-cyano-4-hydroxycinnamic acid (HCCA). Apres séchage,
les cibles MALDI sont ensuite chargées dans le spectrométre Microflex LT MALDI-TOF-MS
(Bruker Daltonik) et ’analyse est programmée (Maizi Y., 2021). Les résultats obtenus sont traité

par logiciels (FlexControl, MALDI Biotyper RTC) qui permet un traitement informatique, en

comparant les spectres obtenus a ceux reférencés dans des bases de données

5. Analyses statistiques :
Toutes les expérimentations ont été réalisées en duplicata. Les résultats obtenus sont
exprimés en moyenne * écart-type SD. L’analyse de la variance a été appliquée par le test

ANOVA. Les valeurs sont considérées statistiquement significatives a p<0.05.
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1. ETUDE ETHNOBOTANIQUE

Les connaissances phytothérapeutiques sont les traditions laissées qui ce perpétuent de
génération en génération par le biais des coutumes et de la tradition orale, auquel les
connaissance des propriétés et I’'usages des plantes médicinales est acquise suite a une longue
expérience accumulée (Ndjouondo et al., 2015; Anyinam, 1995; Bakiri et al. (2016). Ces
étude sont reconnues aujourd’hui étant les méthode de choix qui permettent de nous orienter
afin de cibler certains test biologique (Jones et al., 2000). Dans ce contexte, Notre recherche
commence par une étude ethnobotanique sur 1’Atriplex halimus afin de dépister sont mode

d’utilisation et sont usage thérapeutique.

1. Présentation de I’étude:
La présente étude ethnobotanique a enrdle 200 personnes dont 56% d’hommes et 44%
de femmes. L’age des personnes questionnées varie entre 20 et 78 ans. 91% affirment utiliser

les plantes médicinales dont 65% précisent avoir utilise cette plante.

2. Utilisation thérapeutique de ’Atriplex h.:

La convergence d'information récoltés concernant l'usage thérapeutique de I’Atriplex h.
montre que cette plante est utilisé dans le traitement d’une gamme de symptdme tres varies
regroupeés en 10 catégories de pathologie résumé dans la (Figure 19), cela traduit I’importance
de I'usage thérapeutique de cette plante pour résoudre les problémes de santé primaire et

répondre aux besoins de la médecine domestique.

Respiratoire
Dentaire
Cardiovasculaire
Dermatologique
Urologique
Genitale
Cancereuse
kyste
Métabolique

Digestive

0% 5% 10% 15% 20% 25% 30%

M Fréquence de citation%

Figure N°19 : Fréquence de citation des pathologies traitées par I’Atriplex halimus
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Les résultats obtenu nous relatent sur les utilisations les plus frequentes de la plante:
indication massive dans les pathologies digestives avec 27% ainsi que sa large utilisation dans
les maladies métaboliques précisant le diabéte avec 22.50%, suivi des problémes des kystes
hydatique avec 12%, d’autre par, plus intéressant sont usage dans les pathologies cancéreuse
digestive avec 11.5%.

La prédominance de I’'usage de I’Atriplex h. reste les affections du tube digestif, nous
essayerons par la suite a travers certain tests biologiques d’élucider certains effets de cette
plante

3. Partie floristique utilisé :
Différentes parties des plantes sont utilisées pour la préparation des traitements

thérapeutiques (feuilles, tiges, écorces, graines, racines, fleurs,...etc.) (Figure 20).
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Figure N°20: Fréquence citation des parties floristiques utilisées

Il en ressort de la figure 20 que les feuilles sont les parties les plus utilisées dans
I’Atriplex h. suivie des tiges, les autres parties sont utilisées avec des fréquences inférieures a
10%. Cette prédominance est due a leurs grandes concentrations en principes actifs. elles sont
généralement le siege des réactions photochimiques qui favorisent la biosynthese et parfois le

stockage des métabolites secondaires (Bahassan et al., 2014).

Effectivement, La répartition inégale dans les différents organes d‘une méme plante a
été rapporté par plusieurs auteurs (Fellah et al., 2007 ; N‘Guessan et al., 2011 ; El-haci et
al., 2012). Par contre, la biodisponibilité des principe actif varie selon un certain nombre de
facteurs : les conditions environnementales comme le degré de salinité et de sécheresse
(Kousri et al., 2011 ; Falleh, 2012 ), la localisation géographique (Ebrahimzadeh et al.,
2008), le stade de maturation et la période de cueillette (Theerawitaya, 2014).
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4. Mode de préparation :
L’¢laboration des traitements a base de plante préconise leurs utilisation sous différente
forme selon les modes de préparations: en extraits aqueux (décoction, infusion,

macération,...), extraits a I’aide d’autres solvants (huile, vinaigre,...), ou en poudre etc....

Les utilisateurs cherchent toujours la méthode la plus simple pour préparer les phyto-
médicaments.

50 A

40 -

30 -
10 -
¥y & =

Infusion  Décoction Macération  Poudre D'autre
extrait

Fréquence du modes de préparation
de la plantes %

Mode d'utilisation

Figure N°21: Fréquences des modes 1’utilisation de la plante

L’infusé constitue le mode de préparation le plus courant. L’intérét de I’infusion dans la
préparation des remedes a base de plantes a longtemps était préconisé par les scientifique, Ce
mode s’appliqué surtout aux organes délicats de la plante comme (feuilles, sommités fleuries
et fleurs) pour préserve au mieux les principes actifs. (Ajibesin et al. 2008; Nadembega et
al., 2011 et Jdaidi et Hasnaoui, 2016). Par ailleurs, la recette d’utilisation de I’Atriplex h. la
plus cité dans cette recherche préconise 1’ingestion de 1’infusé aqueux d’environ 10g de

poudre de la plante 3 fois par jour pendant 30 jours.
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2. ETUDE PHYTOCHIMIQUE
1. Rendements des extractions :
Dans cette étude et suivant les directives de I’enquéte  ethnobotanique et
phytothérapeutique sur la plante les extraits étudiés étaient exclusivement aqueux afin
d’éliminer tous effets liée aux solvants organiques qui peuvent interagir dans les traitements

préventif ou curatif de la pathologie.
Les résultats des rendements massiques des extraits bruts sont reportés dans le tableau N°09.

Tableau N°09: Rendements des extraits de la plante

Mode d’extraction Rendement d’extraction %
Maceérat 25%
Décocte 25%
Infusion 26%

Les extraits obtenus étaient sous forme de poudre de couleur marron. Le rendement
d’extraction des trois méthodes utilisées, représentées dans le tableau 09: ne révelent pas de
différence significatives, Toutefois I’infusion semble étre la meilleur méthode d’extraction
avec un rendement de 26 % contre 25% pour la décoction et la macération. La comparaison
des rendements d’extraction avec la bibliographie est difficile car différentes conditions
peuvent ’affecté. Cependant, Le rendement de ’extrait aqueux des feuilles obtenu a froid par
Slama et al. (2018) est proche des résultats que nous avons obtenus (27,23%) les auteurs ont
également démontré que le rendement de I’extrait aqueux est nettement supérieur a celui

obtenu par différent solvant.

Dans la plupart des cas, le rendement d’extraction varie en fonction de 1’organe utilisé
dans I’extraction, les conditions de séchage, la richesse de chaque espéce en métabolites
dépend aussi du type de solvant utilisé (Digheche et Khalfallah., 2019). La méthode
d’extraction est un facteur qui influence I’efficacité de I’extraction des polyphénols, la
composition de 1’échantillon, la température et le temps d’extraction sont aussi des facteurs

déterminants du rendement (Do et al., 2014).
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2. Criblage phytochimique :
Les résultats des tests de détection de quelques groupes chimiques responsables des
effets thérapeutiques sont regroupés dans le tableau N°10.

Tableau N°10 : Tests phytochimique d'extrait aqueux de 1’Atriplex halimus

Famille chimique Extrait aqueux
Les polyphénols +
Les tannins +
Les flavonoides +

Les coumarines -

Les alcaloides +
Les triterpinoides +
Les saponines +++

- . absence, + : présence

Il ressort des analyses effectuées la présence de polyphénols, flavonoides, Alcaloide, et
des saponosides et ’absence des coumarines, dans tous les échantillons (Tableau 10) ces
résultats sont similaire a ceux trouvés par Chikhi I. (2013); Benhammou et al (2009) et
Emam (2019).

Ces métabolites secondaires ont un large panel d’activités biologiques, et sont
probablement a 1’origine des vertus médicinale de I’A. halimus. Ce qui expliquerait son

indication phytothérapeutiques.

Les polyphénols sont des composés naturels dotées d’un pouvoir antioxydants grace a
leurs propriétés redox qui leur permettent d’agir soit comme des agents réducteurs (donneurs
d’hydrogéne), piégeurs de I’oxygéene singulet ou des chélateurs de métaux (Rice-Evans et al.,
1997 ; Ahmadi et al., 2007). En outre, Les flavonoides sont aussi des excellent antioxydants
réputés (Torel et al., 1986; D’abrosca et al., 2007). Ils sont aussi des antiulcéreux,
antitumoraux, antispasmodiques, antisécréteurs et antidiarrhéiques (Di Carlo, 1999),
antiallergiques, anti-inflammatoires, hypotenseurs et protégent du cancer (Bruneton et al.,
2007). D’autre part, Les tanins permettent de lutter contre les infections et ainsi leurs effets
antiseptiques et leurs propriétés de renouvellement des tissus pourraient expliquer leur emploi
dans les plaies. Les tanins expriment les propriétés de la vitamine P, ils renforcent les
vaisseaux sanguins et contribuent a 1’accumulation de la vitamine C dans I’organisme
(Lazurevskii et al., 1966). Les saponosides ont un effet cicatrisant. les stérols et les

polyterpénes ont des propriétés bactéricides (Lazurevskii et al., 1966).
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3. Identification des composés phénoliques de I’extrait d’infusion par HPLC :
L’analyse qualitative et quantitative des composés polyphénoliques de 1’extrait aqueux
ont été réalisées par chromatographie en phase liquide a haute performance (HPLC) sur un
Systeme LC Prominence-i LC 2030C. Les molécules détectées sont reporter dans la Figure
N°22 et le Tableau N°11, les résultats obtenu ont été identifiées en comparaison avec ceux
rapportés dans la littérature.
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Figure N°22: Identification des composés phénoliques de l'extrait d'infusion de A.
halimus.1) L’acide galique, 2) L’acide protocatechique, 3) L’acide p-coumarique, 4)

Catechine, 5) Epicatechine, 6) Rutine, 7) Isorhamnetine glycoside

Tableau N°11: Composés phénoliques de I'extrait d'infusion de I’Atriplex halimus analysé
par HPLC sur Systeme LC Prominence-i LC 2030C

Pics Temps de Amax  Quantité Composants phénolique
rétention (Hg/g
DM)
01 11.596 215-270 13.59 L’acide galique
02 19.170 261 27.9 L’acide protocatechique
03 25.709 230-311 59.41 L’acide p-coumarique
04 27.678 278-325  717.86 Catechine
05 29.675 252-345 35.12 Epicatechine
06 30.417 255-354  360.84 Rutine
07 31.609 252-353 83.33 Isorhamnetine glycoside
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Les résultats obtenus présentent un polymorphisme des molécules phénoliques, au total
sept composent ont été identifié dont 3 acide phénolique et le reste des flavonoides, Le
composé le plus émergent est la Catechine avec un taux de (717 pg/g DM) suivie de: Rutine
(360,84 pg/g DM), Isorhamnetine glycoside (83,33 pg/g DM), L’acide p-coumarique (59,41
pg/g DM), Epicatechine (35,12 pg/g DM), L’acide protocatechique (27, 9 ug/g DM), L’acide
galique (13.59 pg/g DM). Ces résultats sont comparables a de ceux obtenus par Emam (2019)

D’aprés Petti & Scully (2009), les composés polyphénoliques les plus importants dans
les plantes sont les acides phénoliques et les flavonoides.

Ebrahimzadeh et al., (2008), rapportent que la différence des composés d’une méme
espece d’un auteur a un autre sont due a: l'origine, la variété, la saison de récolte, la
localisation géographique. La maturité de la plante joue aussi un réle important dans leurs
compositions et teneurs. Alors que, selon Park et Cha., (2003) les conditions climatiques
des endroits ou elles poussent (température élevée, grande exposition au soleil, la secheresse
et la salinité) stimulent la biosynthese des métabolites secondaires. D’autre par, Falleh et al.
(2008) indique que la distribution des métabolites secondaires change pendant le

développement de la plante ce qui dépend donc de la période de récolte.

86



Résultats et Discussion

4. Dosage du contenu phénolique des extraits :

Les composés phénoliques sont des molécules bioactives tres recherchées, car ils sont
réputés pour leurs excellentes propriétés biologiques (antioxydantes, antimicrobiennes,...etc.).
Pour ces raisons, les extraits bruts, obtenus par extraction aqueuse ont été analysés
quantitativement par spectrophotometre pour leur contenu en polyphénols totaux, flavonoides
et tanins condensés. Les résultats du dosage sont décrits dans le tableau N°12.

Tableau N°12: Contenu polyphénolique des extraits aqueux de 1’ Atriplex halimus

les extraits Polyphénols totaux Flavonoide Tanins condensés
(mg EAG /g MS) (mg EQ/g MS) (mg ECAT/g MS)
Décocté 11,75 £0.009 225 +0.05 142 £0.11
Infusé 12+0.015 223+0.05 20 £0.007
Macérat 9,5+0.009 224+ 0.040 24 +0.014

L’examen des résultats obtenus montre que les extraits aqueux de I’Atriplex halimus
possedent des teneurs en phénols totaux significativement différentes en relation étroite avec
la méthode d’extraction. L’infusé présente le taux le plus eleve 12+0.015 mg EAG /g MS
alors que le macérat présent la teneur la plus inferieurs de 9,5+0.009 mg EAG /g MS ces
résultats sont proche de ceux obtenu par Chikhi I. (2013) avec un taux d’environ 12,47 mg
EAG /g MS. Paradoxalement, ces résultats sont inferieur a ceux détecté par Bouchoucha et
guazeta (2018) qui ont trouvé une valeur de 27,04 mg EAG /g MS et de Rached (2009) avec
une valeur de 16.50 mg EAG /g MS et aussi supérieur de ceux de Samira et al.,2015 qui est
de l’ordre de 3,648 mg EAG /g MS.

Les résultats du dosage des flavonoides montrent leurs abondances. L’extrait le plus
riche atteignent une teneur de 225 +0.05 mg EQ/g MS par la méthode de décoction suivie
des teneurs de (223+0.05 mg EQ/g MS, 224+ 0.040 mg EQ/g MS) respectivement pour
I’infusé et le macérat. Comparativement a d’autres études, nos résultats sont nettement
supérieurs a ceux obtenus par Bouchoucha et Ouazeta (2018) de I’ordre de 7.691mg ER/g
Ex et de ceux de Rached (2009) d’une valeur de 16.41mg ECAT/g EX.

Par ailleurs, Le dosage des tanins montrent des différences significatives. La méthode
de décoction présente la teneur la plus importante 142 +0.11 mg ECAT/g MS. Cependant la
méthode d’infusé et macérat présente des teneurs basse (20 +0.007 mg ECAT/g MS, 24

10.014 mg ECAT/g MS) respectivement. Comparativement a d’autres études, nos resultats
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sont supérieurs a ceux obtenus par (Belhadj Tahar.S et al., 2015) qui ont trouvé 0.122 mg
EC/ g MS dans la fraction acétate d’éthyles et 0.039 mgEC/ g MS dans la fraction
dichloromethane. Alors que Benhammou N., (2012) a trouvé des valeurs de I’ordre de
1.421mg EC/mg d'extrait méthanolique. D’aprés ces derniers, On constate que I’extrait

aqueux de I’Atriplex h. est plus riche en tanins condensé que les extraits utilisant les solvants.

La variabilité des teneurs des composés phénoliques chez les espéces végétales sont
selon Ebrahimzadeh et al. (2008) dues aux parties vegeétales testées et au facteur génétique.
D’autre auteurs les affectent a la composition phénoliques des extraits (Hayouni et al.,
2007), aux facteurs genotypiques (EI-Waziry, 2007), aux conditions biotiques (espece,
organe et 1’étape physiologique) et abiotiques (facteurs édaphiques) (Ksouri et al., 2008), la
nature du sol, le type du microclimat et aussi aux étages bioclimatiques ou poussent ces
plantes (Atmani et al., 2009).

Des études menées par Vinson et al. (2005) et Al-Farsi et al. (2005) indiquent que la
température élevee et une forte exposition a la lumiére du soleil augmentaient la biosynthése
des composants phénoliques. En outre, Les basses températures activent le stress oxydatif
auquel les cellules végétales doivent s'en débarrasser en produisant des antioxydants
enzymatiques et des antioxydants non enzymatiques, en particulier les composes phénoliques
(Kirakosyan et al., 2003 ; Imahori et al., 2008 ; Ruelland et al., 2009 ; Sevillano et al.,
2009 ; Lianopoulou & Bosabalidis, 2014 ; Lianopoulou et al., 2014 ; Gupta et al., 2019).
De ce fait I’Atriplex h. issue de collecte des régions Saharienne adapté a des alternances de
chaud-froid differe en composition et en concentration des composées phénoliques de

I’Atriplex h. récolté des régions méditerranéenne exposé au stress de salin.

Par ailleurs, Le dosage des polyphénols totaux par le test Folin-Ciocalteu, implique le
dosage de toutes les molécules réductrices, comme les sucres réducteurs ou la vitamine C, ce
qui par conséquent rend ce dosage non sélectif vis-a-vis des polyphénols (Fukushima et al.,
2009).

En conclusion, d'aprés ces résultats, on constate que les extraits sont plus riches en

flavonoides qu’en polyphénols.

88



Résultats et Discussion

5. Pouvoir antioxydant des extraits :

Les plantes médicinales présentent une source inépuisable de composé bioactifs a
pouvoir antioxydants naturels. Ils sont capables de neutraliser ou de réduire les dommages
causés par les radicaux libres dans l'organisme (Bouhadjra, 2011). Ces dernieres décennies
de nombreuses études a travers le monde ont démontré I’'implication des antioxydants dans la
lutte contre diverses pathologies chroniques, telles que le cancer, le diabéte, ’obésité, les
maladies neurodégénératives....etc. Plusieurs méthodes sont utilisées pour les évaluer, in vitro
et in vivo. Dans cette recherche le test DPPH a été préconisé afin d’évaluer I’activité
antioxydante des extraits. Les résultats sont réesumés dans le tableau N°13:

Tableau N°13: le pouvoir antioxydant des extraits de 1’Atriplex halimus par test DPPH

Les extraits L’acide Décocté Infusé Macérat
ascorbique
IC50 (mg/ml) 0.005+0.001 0.29+0.01** 0.85+0.02** 1.52+0.002**

Les valeurs 1C50 sont exprimées en moyennes + SD. Les valeurs montrent des différences

significatives entre les échantillons et I'acide ascorbique a P < 0,001.

A la lumiére des résultats obtenus a travers le test DPPH. La valeur d’IC50 la plus faible
indique une I’activité antioxydante la plus élevée. De ce fait, nous avons constaté que le
décocté présente I’activité antioxydante la plus importante entre les trois extraits avec une
IC50= 0,29 mg/ml suivie de I’infusé et le macérat avec des IC50 de (0,85 et 1,52 mg/ml)
respectivement. Ces resultats sont proches de ceux trouvés par Slama et al. (2018) dans
I’extrait métanolique des feuilles avec une IC50 de I’ordre de 0.53 mg/ml et ceux obtenu par
Samira B et al., (2015). Par contre d’autre étude ont trouvé de faible capacité antioxydante tel
que I’étude de Boulaouad et al., (2018) avec une valeur d’IC50 plus élevé égale a (11.39
mg/ml) et Benhammou et al., (2009, 2014) qui montrent aussi que l'activité antiradicalaire
contre le radical DPPH des extraits méthanoliques préparés a partir des feuilles et des tiges
d’A. halimus est trés faible avec des valeurs élevées des IC50 obtenues (31.83 et 20,58

mg/ml) respectivement.

De ce fait, la variation du pouvoir antioxydant des extraits pourrait s‘expliquer par leur
différence en composé phénolique, car I‘activité scavenger du radical DPPH dépend de la

structure et la polarité des polyphénols, la présence d‘hydrogéne phénolique et le nombre de
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groupements donneurs d‘hydrogéne (Dawidowiez et al., 2006), exclusivement, les
groupements OH en 3¢, 4° sur le noyau B et/ou un OH libre des flavonoides (Amic et al.,
2003). D’apres Bylka et al. (2001) le pouvoir antioxydant chez Atriplex halimus est accordé
a 1‘abondance des flavonols (keampferol, quercetin). Ces métabolites secondaires et leurs bio-
activités peuvent étre affectés par plusieurs facteurs tel que les changements climatiques
(Lemos et al., 2015 ; Prinsloo & Nogemane, 2018), la région, la saison et la période de
récolte, ainsi que la partie de la plante. D’autre chercheurs suggéerent que la production de ces
substances antioxydante sont le résultat du stress abiotiques (Lianopoulou & Bosabalidis,
2014 ; Khan et al., 2015 ; Saema et al., 2016) car les polyphénols qui sont considérés
comme des agents antioxydants et chimio-préventifs intéressants, sont primordiale a
I’adaptation de la plante aux changements environnementaux (Baser, 2002 ; Edreva et al.,
2008 ; Piccolella et al., 2018).

En conclusion, L’analyse des extraits aqueux des parties aériennes de I’Atriplex h.
Montrent que cette espece est une source potentielle de composé phénolique et dotée d’un

remarquable effet antioxydant
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3. ETUDE DE LA TOXICITE
Afin de déterminé la dose d’extrait d’Atriplex h. nécessaire a utilisé en traitement, Une

étude qualitative et quantitative des phénoménes toxiques été préconisée (Figure 23)

[ Etude de la Toxicité ]
Toxicité Aigué Toxicité Subaigué

Directive de ’ODCE N° 423 (2002) Directrice de I’OCDE N°407 (2008)
Evaluation des doses suivantes : Evaluation des doses suivantes :

> 300 mg/kg > 100 mg/kg

> 600mg/kg > 200mg/kg

» 1200mg/kg

» 2000mg/kg

Figure N°23 : Schéma récapitulatif de I’étude de toxicité

1. Toxicité aigué :

L’¢état clinique des rats traités avec les différents extraits été exempte de symptomes
graves. Aucune mortalité et aucun signe de toxicité n’a été observé. Ce qui implique que la
valeur médiane de la dose létale 50 (DLso) des extraits d’Atriplex h. par voie orale est
supérieure a 2000 mg/kg de poids corporel.

Le suivi de la variation de la masse corporelle des animaux au cours de I’expérience
(Figure 24) a démontré une perte significative de poids corporel en fonction de la dose, en
particulier aux doses élevées de 1200 et 2000 mg/kg de poids corporel par rapport au groupe
Témoin (p< 0,05).
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Figure N°24 : Evolution pondérale des rats des deux sexes dans les conditions de la toxicité

2. Toxicité subaigué :

aigue

L’évaluation des extraits d’Atriplex h. pendant 28 jours de traitement (Figure 25-A) par

les doses 100 et 200 mg/kg de poids corporel ne montrent aucune mortalité ni aucun effet

néfaste. Ces résultat concorde avec ceux obtenu par Chikhi I et al (2014). L’évolution

pondérale des rats vis-a-vis aux doses utilisées ne montre pas de changements significatifs a

la dose de 100 mg/kg, Par contre, la dose 200 mg/kg, provoque une diminution significative

(p<0,05) du poids corporelle qui est plus marqué chez les rats femelle.

L'examen des organes prélevés a la fin des traitements par les extraits (Figure 25-B) ne

montre aucun dommage visible ni aucune variation significatif sur leurs poids relatif des

organes a la dose 100 mg/kg, Cependant, le foie des rats traité par la dose 200 mg/kg présente

une diminution significatif (p<0,05) du poids relatif chez les deux groupe male et femelles.
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Figure N° 25: Effet de I’Atriplex h sur, A) L’évolution pondérale, B) Poids relatif des
organes des rats dans les conditions de la toxicité subaigué. Les différents groupes sont

comparés au groupe témoin. *<0.05, **<0.01, ***<0.001

L’étude sérique effectuée sur les prélévements issus de I’utilisation des extraits de
I’Atriplex h. avec les doses 100 et 200 mg/kg de poids corporel sur les parametres
biochimiques rénaux et hépatique (Tableau 14) ne révelent pas de déséquilibre de la fonction
rénale a la dose 100 mg/kg. Par contre, Une légére augmentation significative a été constatée

dans I'urée chez les groupes traités par la dose de 200 mg/kg.

Zeghib et al. (2019) On rapporté que Iextrait de I’Atriplex h a un effet
néphroprotecteurs utilisé en traitement curatif et préventif sur la néphrotoxicité induite par le

benzéne chez les rats.
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D’autre part, Les parametres hépatique ont montré une augmentation significative
(P<0.05) des valeurs de TGO, TGP surtout chez les rats traité par la dose 200mg/kg. Tandis
qu’une diminution significative des PAL et toujours plus accentué chez les groupe traité par la
dose 200 mg/kg de poids corporel.

Zeghib et al. (2019) Ont démontré que I’Atriplex h a un effet hépato-protecteur sur la
toxicité induite par le benzéne chez les rats. L’extrait de la plante administré comme
traitement a permis de restauré de maniére significative l'activité enzymatique hépatique et

ainsi inhibé les lésions hépatiques causées par le benzéne.

En outre, Une hypolipidémie a été observée avec une baisse proportionnelle des valeurs
de cholestérol total et de triglycerides qui est due a la présence de quelques polyphénols et
flavonoides dotés de propriétés anti hyperlipidemique

Les paramétres hématologiques ont étaient marquées par une diminution légere non
significative du nombre de globules blancs chez les males (Tableau 15), contrairement au
femelles qui présentaient des diminutions significative chez les groupe traité par les deux
dose, ainsi qu’une hausse des valeurs de I'hémoglobine et de I'hématocrite a la dose de
200mg/kg.

A la lumiére des résultats obtenus dans la présente étude toxicologique, nous constatons
que l'administration de 100 mg/kg d'extrait de plante n'a pas eu d'effets délétéres sur les
animaux traités et ne présentent aucun signe d’intoxication au cours des 28 jours de test. La
dose 100 mg/kg de poids corporel a donc été sélectionnée pour l'étude de l'activité

anticancéreuse.
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Tableau N°14: I’effet des I’extraits de I’Atriplex h. sur les parametres biochimique au cours de la toxicité subaigué.

Parametres Groupes
Male Femelle
Témoin 100 mg/kg 200 mg/kg Témoin 100 mg/kg 200 mg/kg
TGO (UI/) 135,28+2,0 141,75+2,40**  169,73+2,6***  20,5+2,12 28,33+1,652***  129,75+3,8***
TGP (UI/) 79,85+1,27 64,03+1,9*** 31,8742*** 25,5+0,70 36,01+2*** 50,41+1,59***
PAL (UI/l) 377,9+2,53 267,462 44*** 217,692 ,59***  46,64+4,65 51,11+0,47 71,78+0,72*%**
Uree (mg/dl) 350,007 40+0,07 47+0,03*** 350,007 40+0,005 46+0,01***
Creatinine 605+0,5 712+0,53 856+0,68 1295+0,07 933+0,28***  556+0,15***
(mg/dI)
Chol (g/) 0,70+0,007 1,30£0,05 1,15+0,06 1,85+0,007 1,7540,03***  0,79+0,01***
TG (g/N) 2,03+0,03 0,88+0,07*** 1,2040,1%** 0,86+0,05 0,74+0,005 0,61+0,01***

TGO (Glutamate-oxaloacetate-transaminase), TGP (Glutamate-pyruvate-transaminase), PAL (Phosphatase alcaline), Chol (cholestérol totale), TG (Triglycérides totales). Les
valeurs sont exprimées en moyenne £SD, n = 6. * P <0,05, ** P <0,01, *** P <0,001 par rapport au témoin non traité.

Tableau N°15: I’effet des I’extraits de I’Atriplex h. sur les parametres hématologiques au cours de la toxicité subaigué.

Parametres

Globule blanche (mm?®)
Globule rouge (mm®)
Hémoglobine (G/dl)

Hématocrite (%)

Groupes
Male Femelle
Témoin 100 mg/kg 200 mg/kg Témoin 100 mg/kg 200 mg/kg
9.61+0.01 9.08+1.08 751+2.1 5.65+0.21 6.56+0.05*** 6.01+0.06***
11.39+0.02 10.15+1.91 10.17+1.81 5.74+0.93 6.86+0.91*** 9.91+0.16***
18.05+0.21 16.44+0.94 17.23+2.40 10.75+1.32 13.23+1.97 14.8+0.2*
65.57+0.67 57.22+7.19 57.27%2 38.65+2.57 42.02+2.95 52.98+1.93***

Les valeurs sont exprimées en moyenne +SD, n = 6. * P <0,05, ** P <0,01, *** P <0,001 par rapport au témoin non traité.
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4. EVALUATION IN VIVO ET IN VITRO DE L’ACTIVITE DE L’Atriplex halimus
SUR LE CANCER COLORECTAL CHIMIO-INDUIT

Dans notre étude le 1,2 dimethylhydrazine (DMH) a été utilisé pour induire le CCR
chez les rats Wistar afin d’évaluer I’effet préventif ou curatif que peut avoir I’Atrilpex
halimus. Deux types de traitements a base d’extrait de la plante ont été utilisés (Figure 26) un
traitement préventif et un traitement curatif.

L’évaluation de ’activité de I’Atriplex halimus sur le cancer colorectal
chimio-induit par le DMH

N

Etude a court termes Etude a long terme
Evaluation du Traitement Préventif Evaluation du Traitement Curatif

Figure N°26 : Schéma récapitulatif de I’évaluation de I’activité de 1’Atriplex halimus sur le

cancer colorectal chimio-induit par le DMH.

4.1.Evaluation du traitement préeventif :
Dans cette recherche I’évaluation de ’effet de 1’Atriplex h. sur le cancer colorectal a

d’abord été préconisée en traitement préventif a différents temps lors de I’induction du CCR.

L’extrait de la plante a été administré a TO lors du début de 1I’induction (au méme temps
que le DMH), a T5 a la fin de I’induction (5 semaines apres I’induction) et a T15 apreés 10

semaines de I’induction.

Effectivement, Le traitement chimiopréventif peut commencer a différents moment de
la cancérogénese. Ces protocoles sont utilisés pour évaluer les effets promotionnels ou
protecteurs du facteur testé (Femia A. M. et Caderni G., 2008). Selon Corpet D. E. et
Pierre F., (2005) et Wargovich M. J. et al., (2000) Un agents préventif naturel permet de
bloquer ou d’atténué le processus de cancérogenese. Ce que nous essayerons de recherché a

travers ces essais.
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4.1.1. L’évolution du poids corporel suite au traitement préventif :

L’évolution du poids corporel des rats suite aux différents traitements (Figure 27-A)
montre des changements pondéraux relatifs a I’induction par le DMH et & ’administration de
I’extrait de la plante. Effectivement, tous les rats DMH ont présenté une diminution du poids
lors des cinq semaines d’induction par apport au groupe témoin. Cette diminution pondérale
est sans doute due a I’action du DMH. Toute fois, les rats traités par I’extrait de I’Atriplex
h.ont subi également une diminution significatif (p<0.05) du poids tous au long de la période

du traitement.

En outre, une reprise pondeérale a été observée chez tous les rats a la fin de I’induction et

du traitement.

Selon Hilaly et al., (2004) Le changement du poids corporel est utilisé comme un
indicateur des effets indésirables des composés chimiques. Ainsi, Mukinda & Syce, (2007)

démontre que la perte du poids est corrélée a 1’état physiologique de ’animal.

Ces résultats concorde avec ceux obtenu par Venkateshwarlu E et al., (2014) dans
leurs étude sur I’évaluation de I’effet anticancéreux Annona muricata dans le CCR induit
chez les rats par DMH, lls rapportent que le gain de poids corporel et le taux de croissance

étaient significativement faibles ce qui été due a I’induction par le DMH.

4.1.2. L’évaluation du poids relatif des organes suite au traitement préventif :

L’analyse des prélevements des organes ne montre pas d’aspect morphologique
différent de celui des rats témoins. Alors que, le poids relatif (Figure 27-B:) montre des
augmentations significatives (P< 0.05) du poids du foie, la rate et des poumons chez les rats
DMH comparé au groupe témoin. En outre, Des différences significatives ont été observées
chez les rats traités par I’extrait de la plante comparé au groupe DMH, Ces résultat sont
comparable a ceux de Venkateshwarlu E et al., (2014) qui montrent que le poids du foie des
rats DMH a significativement augmenté de celui des rats témoin. Ces résultats sont justifiés
par la toxicité hépatique due a la métabolisation du DMH au niveau du foie. Effectivement,
selon (Fiala E. S. et C. Stathopoulos C., (1984) le DMH est métaboliquement activé dans le
foie par une série de réactions a Iintermédiaire azoxymethane (AOM) puis au
methylazoxymethanol (MAM) qui sera métabolisé en cancérigéne ultime hautement réactif

en ion methyldiazonium,
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Figure N° 27: Effet de ’activité de I’Atriplex halimus dans I’étude du traitement préventif A) Le poids des rats, B) Le poids relative des
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4.1.3. Paramétre biochimique suite au traitement préventif :
A Tissue du traitement préventif les paramétres biochimiques (Figure 28) montrent des

différences dans les trois bilans recherchés

Une augmentation significative (p<0.05) des transaminases TGP et TGO a été observée
chez les rats DMH comparé au groupe témoin (Figure 28-A)

Les transaminases sériques sont considérées comme des indicateurs sensibles des
Iésions hépatiques. L'atteinte hépatique est indiquée par une augmentation des taux de TGP et
TGO. Ces changements résultent des fuites enzymatiques des hépatocytes. Les augmentations
des niveaux de transaminases par les carcinogénes sont cohérentes a ceux rapporté par Visen
et al., (1993)

L’Administration de I’extrait de la plante ne semble pas améliorer ces taux de
transaminases. De plus, une augmentation significative (p<0.001) est été observée chez les

rats ou le DMH a été administré en méme temps que I’extrait de la plante.

Le bilan rénal (Figure 28-B) montre aussi des augmentations significatives (p<0.001)
des taux d’urée créatinine chez les rats DMH comparé au groupe témoin, ce qui témoigne
d’une atteinte de la fonction rénale. Cette derniéere est nettement améliorée (p<0.001) chez les

rats traités par I’extrait de la plante administré a TO et a T5 comparé aux rats DMH.

D’autre part, le bilan lipidique (Figure 28-C) montre une diminution significative
(p<0.001) du taux de cholestérol total chez les rats DMH en comparaison avec les rats
témoins. Ces résultats ne concorde pas a ceux obtenu par Venkateshwarlu E et al., (2014)
qui montrent une augmentation des taux de cholestérol total chez les rats DMH. Cette
hypocholestérolémie peut étre due a une insuffisance hépatique ou au développement du
CCR. Par contre, les rats traités par la plante présente des taux proche de la normale qui se

traduit par une nette amélioration relative a I’utilisation de la plante.

En outre, I’analyse des triglycérides montrent une augmentation significative (p<0.001)

chez les rats DMH par apport aux rats témoins
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Figure N 28: Evaluation des paramétres biochimiques dans 1’étude du traitement préventif A)

Bilan hépatique, B) Bilan rénal, C) Bilan lipidique. °<0.05,°° <0.01, °°°<0.001 comparé au

groupe témoin et *<0.05,** <0.01, ***<0.001comparé au témoin positif (DMH).
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4.1.4. Parameétres hématologiques suite au traitement préventif :

Le systéeme hématopoiétique est une des cibles les plus sensibles aux composés toxiques
et un indice important de I'état physiologique et pathologique de I'nomme et de I'animal
(Mukinda & Syce, 2007). Effectivement, I’utilisation du DMH pour induire le cancer ainsi
que le traitement par la plante a différents moments ont produit des changements significatifs
sur le taux des parametres hématologique (Figure 29).

Selon I’analyse hématologique, Une augmentation significative du taux de globule
blanc a été observée chez les rats DMH comparé aux rats témoins. Cette élévation du taux de
globule blanc a été observée dans plusieurs études a 1’essor d’utilisation du DMH
(Venkateshwarlu E. et al., (2014); Kudatarkar NM et Nayak YK, (2018). Ces résultats
impliquent la présence d’une inflammation chez les rats DMH. Ce taux a été plus marqué par
une élévation significativement des granulocytes (P<0.01). Des résultats similaire ont été
observé chez Kawatra S. et al., (2015) qui ont rapporté dans leurs étude sur ’effet protecteur
de Lantana camara L. dans le CCR induit par de DMH ou les rats du groupe DMH (20mg/kg)
ont montré un pourcentage plus élevé de granulocyte neutrophiles par rapport aux nombre de
lymphocyte, Ce qui était due probablement a une réponse immunitaire plus faible ou a une
inflammation causée par le DMH dans le colon (Barthod SW et al., 1977). Des études
antérieures in vitro, ont montré une suppression de l'activité cytotoxique des cellules
immunitaires due a un nombre élevé de neutrophiles. Des résultats identiques sont obtenus
chez I'hnomme avec un effet immunosuppresseur sur lI'immunité de I'n6te en raison d'un
nombre élevé de neutrophiles, ce qui entraine de mauvais pronostic cliniques (Luis FP et al.,
2010).

D’autre part, I’administration de I’extrait de la plante a montré un effet protecteur par
une diminution significativement (P<0.001) du taux des globules blancs. De ce fait, une
atténuation de I’inflammation a été remarquée ce qui est relativement due aux polyphénols et

flavonoide présents dans I’extrait de la plante.

L’action du DMH a démontrée un nombre de globule rouge significativement élevé
(P<0.001) chez les rats DMH par apport aux groupes témoin, ces résultats concordent avec
ceux obtenus par Thiyagarajan D. et al., (2006); Venkateshwarlu E. et al., (2014) et
Kawatra S. et al., (2015). Cependant, les groupes traités par la plante présentée des taux

proches de la normale.
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Figure N° 29: Evaluation des parametres hématologique dans I’étude du traitement préventif.
A) Nombre de globules blancs, B) Nombre de globule rouge, C) Nombre de plaquettes
sanguines.  °<0.05,°° <0.01, °°°<0.001 comparé au groupe témoin et *<0.05,** <0.01,
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D’autre par, le nombre de plaguettes montre une légére augmentation mais qui reste non
significative chez les rats DMH comparé aux rats témoins. ces résultats concordent avec ceux
de Kawatra S. et al., (2015) par contre les résultats obtenus par Venkateshwarlu E. et al.,
(2014) montrent une diminution des plaquettes due a I’effet du DMH.

4.1.5. Dosage des marqueurs tumoraux suite au traitement préventif :

Les marqueurs tumoraux sont des substances soit libérées par les cellules cancéreuses
dans le sang ou l'urine, soit créées par l'organisme en réponse aux cellules cancéreuses.
(Kawatra S. et al., 2015). La figure N°30: présente le taux des marqueurs tumoraux ACE et
CA19.9 suite au traitement préventif par I’ Atriplex halimus.

L’ACE est I'un des marqueurs tumoraux les plus utilisés et certainement le marqueur le
plus fréquemment recherché dans le cancer colorectal (Duffy MJ., 2001). L’ACE humain et
I’ACE de rat sont similaires non seulement dans leurs propriétés physicochimiques et
sérologiques, mais aussi dans leur distribution tissulaire (Shetye JD. et al., 1990). Depuis, tres
peu d'études ont été publiees concernant le taux d’ACE et la carcinogenese du c6lon chez le
rat, notamment en utilisant des systemes de modeles in vivo, Dans la présente eétude une
augmentation significative du taux d’ACE a été observée chez les rats DMH comparé au
témoin. Ces résultats concordent avec ceux obtenus par (Kawatra S. et al., 2015). Cette
augmentation na pas été corriger a travers I'utilisation de I’extrait de plante a T5 et a T15 car
une nette augmentation significative (P<0.001) a été observée. Par contre, chez le groupe ou

I’extrait a été administré au méme temps que le DMH, Un taux normal d’ ACE est observe.

L'antigene Carbohydrate (CA) 19-9, est le deuxiéme marqueur tumoral gastro-intestinal
le plus étudié, est connu pour étre un antigene Lewis-a sialylaté (Magnani, J.L. et al., 1982).
Il est moins sensible que I'ACE pour le CCR (Duffy, M.J., 1998). Nos résultats montent une
augmentation significative (P<0.001) du taux de CA 19.9 chez les rats DMH. Les rats traités
par Iextrait de plante a TO et a T15 présentent une diminution significative (P<0.001)
proche de la normal par rapport au groupe DMH. Par contre, le groupe traité par 1’extrait de
plante a T5 présente une augmentation tres significative (P<0.001) du taux CA19.9 par

rapport aux rats témoins et aux rats DMH.

En conclusion, les taux des deux marqueurs traduisent le taux de développement des
cellules cancéreuses dans I’organisme des rats. La diminution de leurs taux est relative un

effet protecteurs et préventif due a I’utilisation de I’extrait de la plante.
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Figure N°30 : Taux des marqueurs tumoraux ACE et CA19.9 dans 1’évaluation du traitement
préventif. °<0.05,°° <0.01, °°°<0.001 comparé au groupe témoin et *<0.05,** <0.01,

*#%<0.001comparé au témoin positif (DMH).

4.1.6. Evaluation du nombre AFC suite au traitement préventif :

Les ACF ont eté quantifiés selon le protocole établi par McLellan (1988). Selon Mori
H. et al,. (2004, 2005), Le développement de I'adenome au carcinome est caractérisé par
I’apparition des cryptes aberrantes dysplasiques. Ainsi Femia et Caderni, (2008) ont
démontré que le processus de cancérogénése débute de 8 a 12 semaines apres l'induction par
la formation de foyers de cryptes aberrantes. De ce fait, afin d’évaluer I’efficacité des
traitements préventif a base d’extrait de la plante nous avons procédé au comptage du nombre
AFC par colon et le nombre des cryptes par ACF. L'observation au microscope optique des
colons colorés au bleu de méthylene est effectuée en aveugle (colon codés). Les ACF ont été
classés en trois catégories : petits (1-3 cryptes/foyer), moyens (4-6 cryptes/foyer) et large (7
cryptes/foyer). Les résultats sont rapportés sur la figure N°31 et le tableau N°16:
Nos résultats révelent, que 1’incidence des lésions précancéreuses présente des pourcentages
qui varient de 87 a 100 % chez les groupes DMH par rapport aux groupes traités par 1’extrait
de la plante. De plus I’administration de I’extrait de la plante a atténué cette fréquence
(DMH, T5 et T15: 100 % vs TO: 87%) (Tableau N°16).
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Figure N°31 : Observation microscopique des foyers de cryptes aberrantes dans colons des
rats DMH colorés au bleu de méthyléne (X40)

Tableau N°16: Nombre des foyers des cryptes aberrantes lors de I’évaluation de I’activité

préventif des extraits de I’Atriplex h.

Groupe Indice Total AC Petite Moyenne Large
Témoin 0/8 (0%) 0 0 0 0

DMH 8/8 (100%) 287+18.39 64+10.54 53+8.9 27+14.5

TO 7/8 (87%)  139£15.87***  42+17.2***  39+£11.26***  10+15.3***
T5 8/8 (100%) 205+10.34**  55+17.24*** 51+14.12***  15+12.9***
T15 8/8 (100%) 261+12.87* 52+15.26***  49+15.9* 22+10.98***

Les valeurs sont exprimé en moyentS.D, n=8 par groupe * P <0.05, ** P <0.01, ***
P<0.001comparé au groupe témoin positif (rats DMH)
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Suivant les résultats obtenus du comptage d’AFC nous avons constaté la présence d’un
nombre important d’AFC chez le groupe de rats DMH et leurs absences dans le groupe
témoin négatif. Alors que les groupes traités par 1’extrait de la plante ont présenté des
diminutions significatives (P<0.001) comparé au groupe DMH et ceci par apport au nombre
des AFC petit, moyen et large. Le groupe TO ou I’extrait de la plante a été administré au
méme temps que le DMH a présenté la valeur AFC la plus faible ce qui prouve que la
combinaison de I’extrait avec I’agent inducteur (DMH) a inhibé et diminué son effet
cancérigéne et joué un role protecteur. Cet effet d'atténuation sur la formation d'ACF est
soutenu par plusieurs études qui ont prouvé que l'ingestion diététique des antioxydants
diminue de maniere significative la formation d'ACF ( Ashokkumar et Sudhandiran, 2008 ;
Sengottuvelan et al., 2006 ).

Effectivement, Les ACF sont les premieres lésions rencontrées dans célons des
rongeurs traités par des carcinogenes ainsi que chez les humains présentant un risque élevé de
développement d'un cancer du cOlon et chez les patients atteints d'un cancer du c6lon
(Pretlow TP et al., 1991; Zhu RM et Zhang YS., 1997). Plusieurs études portant sur les
caractéristiques génotypiques, morphologiques et de croissance des ACF ont soutenu
I'affirmation selon laquelle les ACF sont des lésions prénéoplasiques (Bird RP., 1995). Le
systeme ACF est fréquemment utilisé pour identifier et étudier la modulation de la
carcinogenese du colon. A cet égard, le résultat obtenu a travers I’utilisation du traitement
préventif par D’extrait de la plante montre une modulation dans le nombre d’AFC
relativement due aux composés présents dans I’extrait de la plante. Mais son utilisation a TO
présente les meilleurs résultats qui suggerent I’inhibition de ’effet promoteur par les

polyphénols présents dans I’extrait lors de I’induction par le DMH.
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4.2.Evaluation du traitement curatif :

L’évaluation de I’activité anticancéreuse de 1’Atriplex halimus a été réalisée aprés 30
semaine de I’induction dés que 1’adénocarcinome colorectale c’est installé, différents
traitements ont été réalisés (Figure 32) : Traitement avec la plante, traitement combinant la
plante a la chimiothérapie puis un traitement avec la chimiothérapie seul. Ces traitements ont
été comparés aux témoins positifs (Rats DMH) et témoins négatifs. Aussi, des études
antérieures ont indiqué qu’une périodes plus longues de traitement au DMH conduit au
développement d'un carcinome du célon (Cheng et al., 2003). Dans cette étude le traitement
chimio-thérapeutique Xélox a été utilisé pour la premiére fois dans CCR induit par le DMH
pour comparer avec le traitement par la plante. Dans des études antérieures la chimiothérapie
5-fluorouracil est toujours utilisée dont I’étude de Hanaa H. A. et al., (2013) dans sa
recherche d’effet anti-tumoral d’extrait de BOSWELLIA SERRATA, ainsi que 1’étude de
Venkateshwarlu E. et al., (2014) par I’évaluation d’activité anticancereuse d’Annona

muricata dans le cancer colorectal induit chez les rats par le 1, 2-Dimethylhydrazine

4.2.1. L’évolution du poids corporel des rats suite au traitement curatif :

Les premiers changements observés dans cette eétude sont les modifications du poids
corporel des rats qui refletent relativement leurs états physiopathologiques. Effectivement,
comme déja discuté dans la partie sur I’effet du DMH dans 1’évaluation du traitement
préventif. Les changement dans le poids corporel est un indicateur des effets d’un composés
chimiques (Hilaly et al., 2004) et (Mukinda & Syce, (2007). Trois phases de la
cancérogenese ont pu étre déterminées (phase d'initiation, de promotion et de progression).

Les résultats obtenus sont illustrés dans la Figure N°32-A:

Dans la premiere phase d'initiation, une diminution significative (P<0.05) du poids
corporel des rats DMH par rapport au groupe témoin a été observée pendant la période

d'induction de cing semaines relativement due a d'induction par le DMH.

La deuxiéme phase de promotion a été marquée par une légere augmentation du poids
corporel des rats DMH, proportionnellement due a la fin de l'injection de DMH, mais leur

poids corporel reste nettement supérieur a celui du groupe de Témoin.

La troisieme phase de progression commence a la 15éme semaine, qui a été marquée

par une diminution du poids corporel due au processus de changement physiopathologique
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des carcinogénes, mais leur poids reste significativement plus élevé (P<0.05) que celui des
rats du groupe de témoin.

La derniére phase comprenait la période de traitement qui commencgait a la 30e semaine
apres la mise en place du processus tumoral et qui consistait en trois traitements comme suit
(Chimiothérapie, combinaison entre la chimiothérapie et I’extrait de la plante et traitement par
I’extrait de la plantes). Les traitements ont été divisés selon le protocole de chimiothérapie en
trois périodes consécutives réalisées en trois mois (trois semaines de traitement alternées avec
une semaine de repos) ; les résultats obtenus apres le début du traitement ont montré une nette
diminution (P<0,001) du poids des rats ayant recu les différents traitements par rapport au
groupe de rats DMH et de rats témoins.

En outre, apres la troisieme semaine, une récupération importante du poids corporel a
été observée pendant la semaine de repos sans traitement, qui est restée toujours inférieure a
aux poids des rats témoins. Ces résultats concorde avec le séquencage de developpement de
adénocarcinome colorectal établi par (Femia A. M. et Caderni G., 2008; Bird R. P., 1998).

4.2.2. Aspect et poids relative des organes suite au traitement curatif:
Le changement du poids des organes internes est un indice de toxicité apres l'exposition

a une substance toxique (Raza et al., 2002; Teo et al., 2002).

L'autopsie des organes des rats DMH a montré un aspect différent de celui des organes
du groupe témoin en particulier dans les foies et les poumons (Annexe 06). En outre, une
augmentation significative (p< 0,001) du poids relatif du poumon ainsi qu’une atrophie
lobulaire avec présence de nodule et une coloration rouge accentuée ont été observées. D'autre
part, le foie ne présentait pas de différence significative du poids relatif par rapport au foie des
rats témoins, mais il présentait un aspect bombé par endroit avec une coloration plus sombre

dans le groupe de rats DMH.

Pour les autres organes, une diminution significative (p<0,05) du poids relatif du cceur a
été observée dans le groupe de rats DMH par rapport aux groupe témoin. La rate a montré une
augmentation significative du poids relatif (p<0,05). Ainsi les reins ont également été
modifiés avec un aspect bosselé, une coloration plus sombre et une hypertrophie qui ce

traduits par une augmentation significative du poids relatif (p<0,001).
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Figure N°32: Evaluation du traitement curatif. A) Evolution du poids corporel des rats, B) le poids relatif des organes. °<0.05,°° <0.01,

©°°<0.001 comparé au groupe témoin et *<0.05,** <0.01, ***<0.001comparé au témoin positif (DMH).
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4.2.3. Paramétres biochimiques suite au traitement curatif:
L'étude preclinique de l'activité anticancéreuse par induction du cancer colorectal et de
ces différents traitements s'est intéressée a I'évaluation de trois bilans différents (rénal,
hépatique et lipidique) ; les résultats observés ont été résumés dans la Figure N°33.

Le bilan hépatique (Figure 33-A) a montré une augmentation marquée (P<0,001) des
enzymes TGP et TGO chez les rats DMH par rapport aux rats du groupe témoin.
Effectivement, il est bien connu que les métabolites du DMH causent des dommages
hépatiques (Sengottuvelan M, Nalini N., 2006). En outre, les groupe (C, D et E)
respectivement ont présenté une diminution significativement (P<0,001) qui est due a
l'utilisation des différents traitements. Par conséquent, une diminution significative du PAL a
également été marquee dans le groupe DMH qui n'a pas éte améliorée par les traitements.

Entre autres, La fonction rénale a été caractérisee par trois parametres biochimiques :
l'urée, la créatinine et la protéine totale (Figure 33-B), avec les résultats suivants : une
augmentation significative de l'urémie a été observée chez les rats DMH (P<0,001), mais les
groupes de rats ayant recu différents traitements ont présenté une déplétion significative par
rapport aux rats DMH (P<0,05). De plus, le taux de créatinémie et le niveau de protéines
totales ont montré une augmentation significative chez le groupe DMH comparé aux groupes
témoin. Les autres groupes ont présenté une nette amélioration aprés I’utilisation des
différents traitements (P<0,001).

L'évaluation des parametres lipidiques (Figure 33-C) a montré une modification des
niveaux de cholestérol et de triglycérides. Le taux de cholestérol a été réduit de maniére
significative chez les rats DMH (P<0,05) et est resté plus élevé chez les rats ayant recu
différents traitements, a I'exception du groupe (E) qui a montré une diminution significative
(p<0,001). Quant au niveau de triglycérides, il n'a pas montré de changement significatif chez

les rats DMH par rapport aux rats du groupe témoin.

Selon Koukourakis Ml. Et al., (2011) de nombreux cancers peuvent augmenter le
taux de cholestérol, il n'est donc pas utile pour identifier un type de cancer spécifique.
Cependant, la mesure des taux de LDH peut étre utile pour surveiller le traitement du cancer,
des taux élevés de LDH sont corrélés a un pronostic plus défavorable chez les patients atteints

de cancer colorectal.
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L'analyse des paramétres biochimiques révéle que le résultat du traitement par la
I’extrait de la plante combiné a la chimiothérapie été le plus intéressant avec les taux les plus

proches de ceux des rats témoins, préservant ainsi au mieux les différentes fonctions vitales.

En conclusion, les altérations des fonctions rénales et hépatiques ont été mises en
évidence par l'analyse biochimique et I'aspect macroscopique des organes en raison de la
toxicité de la DMH. Le traitement par chimiothérapie a permis la régression de la tumeur.
Mais, les effets néfastes de ces molécules ont affecté les fonctions physiologiques.
Contrairement a cela, le traitement chimiothérapique complété par 1’extrait de plante, semble
montrer les meilleurs résultats apportant un effet curatif sur le cancer et protecteur des

fonctions vitales en réduisant les effets indésirables de la chimiothérapie.
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Figure N°33: Evaluation des parameétres biochimiques dans 1’étude du traitement curatif. A)
Bilan rénal, B) Bilan hépatique, C) Bilan lipidique. °<0.05,°° <0.01, °°°<0.001 comparé au

groupe témoin et *<0.05,** <0.01, ***<0.001comparé au témoin positif (DMH).
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4.2.4. Paramétre hématologique suite au traitement curatif :

L’analyse des paramétres hématologique illustré dans la (Figure 34) a permis de
recherche les différences entre le groupe témoin (A) et groupe DMH (B) afin de déceler
I’impact pathologique sur les paramétres sanguin pour permettre par la suite d’apprécie
I’amélioration de ces dernier a travers 1’utilisation des différents traitements (C : groupe traité
par I’extrait de la plante ; D : groupe traité par plante et chimiothérapie ; E ; groupe traité par
chimiothérapie)

L'interprétation de I'némogramme n'a montré aucun changement significatif du nombre
de globules rouges, a I'exception d'une légére diminution qui été observée chez le groupe (C)
(p< 0,05) comparé au groupe témoin.

Le niveau d'hématocrite a montré une diminution significative (p<0,05) chez les rats
DMH et les rats du groupe (C) par rapport aux rats témoins. Alors qu'une augmentation
significative a été observée dans le groupe (D) par rapport aux rats DMH (p<0,001). Aucun
changement n'a été note dans le groupe (E) mais il reste proche a la normale. Ces résultats
nous montrent un état anémique masquée par une hemoconcentration chez le groupe de rats
DMH qui n'a pas été modifié dans les groupes (C, E), alors que le groupe (D) n'a pas montré

d'anémie mais une trés legére hémodilution.

Le niveau d'hémoglobine a été significativement diminué dans les groupes de rats (B, C
et D) par rapport aux rats témoins (p<0,001). Alors qu'une augmentation significative a été
observée chez les rats du groupe C (p<0,05). Elle peut s'expliquer par I'hnémoconcentration.
Selon le niveau d'hémoglobine et le volume cellulaire moyen, une diminution significative
chez les rats DMH a été observée par rapport aux rats du groupe témoin (p<0,05), qui n'a pas
été modifiée dans les groupes de rats (C et E). C'est le signe d'une anémie microcytaire, alors
que les rats du groupe (D) ont montré un taux significativement élevé dd a I'hémodilution

inversant I'état d'anémie (p<<0,001) qui est preuve d’une nette amélioration (Figure 34-B)

En outre, une augmentation significative de leucocytes a été observée dans le groupe de
rats DMH (p<0,001), leur nombre augmentant de maniére significative selon les différents
groupes traités (C, D et E) respectivement, ce qui renvoie a une hyperleucocytose due un
profil inflammatoire (p<0,001). (Figure 34-A)
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De plus, une augmentation significative du nombre de plaquettes a été observée chez les
rats du groupe (DMH, C et D) par rapport au témoin, indiquant une thrombocytose importante
(P<0,001) (Figure 34-C).

En conclusion, Les résultats de 1’hémogramme ont révélé une anémie chez les rats
DMH qui se traduit généralement par une perte de sang occulte dans le cas du cancer
colorectal en Il'absence d'un état hémorragique avec hyper leucocytose due au processus
inflammatoire du cancer, ces résultats sont relativement en accord avec ceux de I'étude sur
l'activité anticancéreuse d'Annona murtica (Venkateshwarlu E, 2014). Entre autres, le
nombre de plaquettes était significativement élevé (P<0,001) chez les rats cancéreux, ce qui
est similaire aux résultats des études sur l'induction du cancer colorectal par la DMH
(Kudatarkar NM, 2018) ceci est relativement cohérent avec les travaux connu depuis
longtemps du professeur Trousseau A., (1865), qui démontre une relation étroite entre le
nombre élevé de plaquettes et le cancer. Quelques années plus tard les travaux de Billroth
T., (1878) mettent en évidence la présence de cellules cancéreuses dans les thrombus.
Cependant, parmi les differents acteurs a l'interface du cancer primaire et de ['état
métastatique, le role et le mécanisme que jouent les plaquettes dans le processus de

cancérogenese affectant le pronostic vital (Gasic GJ. et al., 1968, Camerer E. et al., 2004).
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Figure N°34: Evaluation des parametres hématologique dans 1’étude du traitement curatif. A)
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4.2.5. Etude des marqueurs tumoraux suite au traitement curatif :

L'effet des différents traitements (C, D et E) sur les niveaux plasmatiques des marqueurs
tumoraux du cancer colorectal ACE et CA19.9 est illustré dans le Figure N°35. Le groupe de
rats DMH a présenté des niveaux significativement plus élevés des deux marqueurs tumoraux,
d'antigéne carcinoembryonnaire (CEA) et d'antigéne glucidique (CA19-9) par rapport aux rats
sains. Effectivement, Les résultats ont montré une augmentation significative des taux
sériques de ACE chez les rats DMH (0,96+0,03 ng/ml) par rapport au groupe de témoin avec
(0,11+0,01 ng/ml) (p<0,001). Cependant, par rapport a ces derniers, aucun changement
significatif n'a été observé dans le groupe de rats traités par la plante (0,82+0,005 ng/ml). En
revanche, les groupes traités par chimiothérapie ont montré une diminution significative avec
(0,15+0,03 ng/ml) (p<0,001). Alors que le traitement combinant plante et chimiothérapie
présente le plus faible niveau de concentration en ACE dans le sérum des rats (0,15+0,02
ng/ml).

D’autre part, le niveau sérique d'antigene glucidique (CA19.9), est marqué par une
élévation significative chez les rats DMH avec (5,13+0,1 ng/ml) (p<0,001). Le traitement a
base de la plante a montré une légére diminution non significative avec (2,87++0,06ng/ml).
Par contre, le traitement combinant les deux (D) a présenté une diminution significative avec
(0,08+0,1 ng/ml). Ce qui nétait pas loin des résultats obtenus avec un traitement de
chimiothérapie dans lequel le taux sérique de CA19.9 était de (1,23+0,09 ng/ml) (p<0,001).

L'antigene glucidique (CA19-9) est une protéine présente a la surface de certaines
cellules cancéreuses, notamment celles du cdlon et du rectum ; leur taux élevé dans le sang
indique le développement de métastases spontanées dans le foie et les poumons (Thomas P.
et al, 1995). Dans notre cas, les différents traitements utilisés semblent potentiellement
réduire les taux sériques d'’ACE et de CA19-9 et, en se référant aux résultats de la recherche
(Abd EI Monem M. et al, 2013), leur diminution devrait étre prise en considération. De ce
fait, nos résultats refletent conformément ceux obtenus par (Abdel-Rahman M. et al 2013,
Sorial A. et al, 2014).
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Figue N°35: Evaluation du taux des marqueurs tumoraux dans 1’étude du traitement curatif,
°<0.05,°° <0.01, ©°°<0.001 comparé au groupe témoin et *<0.05** <0.01,

*#%<0.001comparé au témoin positif (DMH).

4.2.6. Etude d'histologie suite au traitement curatif:

Les micrographies de la Figure N°36 montre I’aspect macroscopique et histologique des
colons des rats issus de I’évaluation du traitement curatif. L’aspect macroscopique des
différentes sections de tissu du cOlon montre des changements pathologiques due a
I'induction du cancer du cdlon par le DMH en présentent la formation de polypes dans la
lumiere de l'intestin chez les rats cancereux (B) par rapport aux rats témoins (A) ainsi que

I'effet des différents traitements sur ces derniers (C, D et E).

L’aspect histologique des sections du célon dans (Figure 36) montre des changements
histopathologiques due au développement de I’adénocarcinome induit par le DMH ainsi que
I’effet des différents traitements sur ce dernier incluant I'extrait d'A.halimus, la chimiothérapie
ou la combinaison des deux traitements. La section histologique (b) du célon DMH (H & E
X40) présente une distorsion architecturale avec une prolifération de follicules lymphoides
(double fleche) soulevant la muqueuse, une grande crypte anormale dilatée en forme de fente
(fleche simple), nécrose, desquamation et des ulcéres épithéliaux par localisation, une
infiltration inflammatoire intense, une hyperplasie et une dysplasie des tissus, des cellules
malignes infiltrées et avec des cellule hyperchromatiques. L’histologie des cbdlons des rats
traités avec la chimiothérapie et le traitement combiné présentaient une hyperplasie focale
(double fléche) alors que le traitement par I’extrait de la plante présente un faible nombre
d'infiltrats inflammatoires (H&E X40).

117



Résultats et Discussion

Figure N°36: Examen histologique des sections coliques des rats. A) Témoin, B) DMH, C)
Traité par la plante, D) Traité par la plante et la chimiothérapie, E) Traité par la
chimiothérapie.

La carcinogenése du cblon par I'utilisation du DMH est un processus a plusieurs étapes
avec caractéristiques morphologiques et histologiques similaires a celles observées dans la
carcinogenese du c6lon sporadique humain (Bird R. P., 1995; Tanaka T., 2009). Il est
nettement connue aujourd'hui que le passage de la séquence de l'adénome au carcinome est
caractérisee par des changements histologiques reconnaissables qui commencent par
I’apparition des cryptes aberrantes dysplasiques ou une néoplasie intraépithéliale (H. Mori,
et al,. 2004, 2005). Ces lésions ont par la suite le potentiel d’évoluer vers des adénomes
avancés, qui ont un important potentiel de transformation en adénocarcinomes (Tanaka T.,
2009).

Toute fois, les flavonoides sont des inhibiteurs naturels et peuvent empécher I'activation
du systéme immunitaire inné et adaptatif (Hoensch & Oertel, 2015). De ce fait, La
diminution de I’inflammation dans échantillons histologique sont sans doute due a I’effet anti-

inflammatoire des polyphénols et flavonoide contenues dans des extrait de 1’ Atriplex halimus.
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5. L’EVALUATION DU MICROBIOTE INTESTINAL

L’étude clinique de l'activité anticancéreuse de I'Atriplex h. ne serait pas compléte sans
I'évaluation de l'effet des différents traitements sur le microbiote intestinal.

Le rble potentiel du microbiote intestinal dans la carcinogenése colique semble étre de
plus en plus évident (Davis CD. et Milner JA., 2009; Sobhani I. et al., 2011). En
conséquence I’hypothese selon laquelle certains groupes bactériens du microbiote associés a
une alimentation représentent un facteur de risque de CCR a été avancée (Scanlan PD. et al.,
2008; Huycke MM. et Gaskins HR., 2004; O'Keefe SJ. et al., 2007). De cela le but de ce
travail était de préciser I’association entre infection bactérienne et cancer colorectal et

d’identifier ces souches.

L’identification des souches été réaliser par I’analyse des caracteres macroscopiques,
microscopiques des colonies isolées ainsi que par des tests biochimiques. Certaines souches

ont était confirmer par la méthode de spectrométrie de masse de type MALDI-TOFMS.

L'étude du microbiote intestinal montre des différences quantitatives et qualitatives des
groupes bactériens sélectionnés. La Figure N°37 illustre les différents groupes bactériens
isolés, En effet, par comparaison entre les différents groupes de rats. La flore aérobie et
anaérobie totale montre une augmentation significative (p<0,001) chez les rats cancéreux
(6,3, 11,3 Log UFC/qg) respectivement par rapport au groupe de témoin (5,12, 9,7 Log UFC/g)
respectivement. Cependant, leur taux diminue de maniere significative grace a l'utilisation de
différents traitements (p<0,05) (Figure 37-A).

Parmi les bactéries anaérobies, le germe le plus isolé des colons des rats DMH est
Enterobacter cloacae identifié par MALDI-TOF/MS (Figure 38).
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De plus, le nombre d'entérobactéries diminue de maniére significative chez les rats
cancéreux (4,2 Log UFC/g) par rapport aux rats temoins (5,5 Log UFC/g) et augmente chez
les différents groupes traités (p<0,001). En revanche, les Staphylocoques sp étaient présents
en faible nombre par rapport aux autres groupes bactériens avec un niveau de (2,9 Log
UFC/g) chez les rats cancéreux et qui n'ont pas vu leur niveau modifié par les différents
traitements (Figure 37-B).

En outre, la présence de Clostridium sp a augmenté de maniere significative (p<0,001)
chez les rats cancéreux (4,1 Log UFC/g) par rapport au groupe témoin (2,9 Log UFC/g), par
ailleurs, ce taux diminué de maniére significative chez les rats traité par I’extrait de la plante
(p<0,001) (Figure 37-B).

Les Lactobacillus sp ont montré une diminution significative avec un taux de (4,9 Log
UFC/g) dans le groupe DMH par rapport aux témoins (6,1 Log UFC/g) et ainsi une
ameélioration est été observe dans les groupes traités par I’Atriplex h. (p<0,001).

Dautre part, les levures et moisissures isolées ont montré une augmentation
significative chez les rats cancéreux avec un taux de (6 Log UFC/g) par rapport aux témoins
(5 Log UFC/qg) par contre, le traitement chimiothérapeutique a montré un taux de (4,9 Log
UFC/g) (Figure 37-B).

Le colon chez I'homme est exposé en permanence a un mélange complexe de
composés, qui sont d’origine alimentaire ou le résultat de processus de digestion microbiens.
Certains de ces composés peuvent endommager la muqueuse intestinale et étre a 1’origine du
cancer. On peut citer notamment les composés endogénes spécifiques du systéme digestif
comme les acides biliaires ou des dérivés du métabolisme enzymatique comme les
nitrosamines. Paralléelement, ce qui correspond a notre étude dans le cas du processus
effectuer dans la métabolisation du DMH par les B-glucoronidase bactérienne qui permettent
de libéré I’ion diazonium qui effectue I’effet cancérigéne.

En effet, la flore intestinale joue un réle important dans la promotion du cancer par la
présence de certains germes pathogenes (Gold JS et al, 2004). Kostic et Castellarin
démontrent que parmi les germes favorables a I'induction du cancer colorectal, les bactéries
anaérobies telles que Bacteroides fragilis, Fusobacterium nucleatum, Clostridium

perfringens, et les anaérobies facultatifs tels que Streptococcus bovis et Enterococcus
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faecalis. Conformément a nos résultats, la flore anaérobie totale chez les rats cancéreux était

trés élevée par rapport aux rats normaux.

Contrairement aux premier, les probiotiqgues ont la capacité d'influencer les
mécanismes de protection de l'organisme et de réguler la fonction physiologique du tube
digestif (Neish AS., 2009 et Sonnenberg GF, Artis D., 2012). Ainsi, les genres
Lactobacillus acidophilus et Bifidobacterium longum sont généralement les germes les plus
liés a ces effets (McIntosh GH. et al, 1999 et Rowland IR., el al ,1996). Ces bactéries
agissent comme des activateurs métaboliques qui ont la capacité de piéger des composés
toxiques ou d'empécher leur production in situ (Andrea Azcarate-Peril M et al , 2011) ou
d'inhiber la tumorigenese grace a des propriétés antimutagénes qui empéchent la formation de
Iésions périnéoplasiques (Fani Gavresea et al, 2018). Les résultats obtenus dans cette étude
montrent que le nombre de Lactobacilles sp diminue de maniére significative chez les rats
cancéreux, alors que les traitements a base d'extraits de plantes présentent des taux plus

favorables.

Récemment, 1’¢tude réalisée par notre laboratoire rapporte 1’effet antimicrobien de
I’Atriplex h. Etabli par (Hamdi A. et Tir Touil A., (2022)

Ozdal et al., (2016); Catinean et al., (2018) ; Talukder et al, (2019). Signalent dans
leurs études que les polyphénols assurent une protection contre les troubles gastro-
intestinaux et les agents pathogenes a travers plusieurs mécanismes: une augmentation de la

sécretion de mucus, la stimulation des cytokines et la modulation de la réponse immunitaire.

D’autres chercheurs ont suggéré que la prévention du cancer du célon pourrait se faire
par lintervention de symbiotiques (prébiotique+probiotique) qui permettent certains
changements substantiels dans le microbiote intestinal (Roberfroid M., 2007). Lors de la
fermentation de ces prébiotiques par des microorganismes bénéfiques dans des conditions
anaérobies, ils produisent des acides gras a chaine courte (AGCC) comme le butyrate,
I'acétate, le propionate en quantités variables. Ces derniers entrainent une diminution du pH et
empéche ainsi la prolifération des bactéries pathogenes, qui sont sensibles au pH acide, Ces
acides gras a courte chaine agissent généralement comme une source de carbone pour les
colonocytes et ils effectuent des activités métaboliques importantes comme la modulation des

composants alimentaires bioactifs, la synthése des vitamines par le microbiote intestinal. Leur
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fonction faconne I'anatomie intestinale de I'n6te et le systéme immunitaire de la muqueuse
intestinale (Wollowski | et al., 2001; -Cherrington CA et al., 1991). Parmi ces acides gras a
chaine courte, le butyrate joue un r6le défensif dans les dommages oxydatifs de I'ADN induits
par H202. Il peut également diminuer la prolifération des cellules altérées et induire un
processus de mort cellulaire programmeée dans les cellules altérées (Rosignoli P, et al., 2001;
Hass R et al., 1997). Des preuves ont montré que quatre micro-organismes probiotiques
Lactobacillus salivarius (L.salivarius) FP25, L. salivarius FP35, Pediococcus pentosaceus
FP3 et Enterococcus faecium FP51 présentaient des propriétés anti-prolifératives. Le
mécanisme proposé a été attribué a l'induction synergique en adhérant directement aux
cellules cancéreuses du cblon et en déclenchant la bioproduction d'acides gras a chaine courte
butyrigues et propioniques (Thirabunyanon M. et Hongwittayakorn P., 2013).

D’autre part, Il a aussi €té rapporté par de nombreuses études que les probiotiques jouent un
réle dans l'inhibition de la mutagénicité (Usman et Hosono, 1998). Les agents mutagénes se
lient & la paroi cellulaire des probiotiques. En outre, des cellules entieres de bacteries bifidus
ont également été trouvés lier avec des carcinogenes tels que le méthylazoxyméthanol
(Kulkarni et Reddy, 1994) et le 3-amino-1 ,4-diméthyl-5H-pyrido[4,3-b] indole, favorisant
de ce fait I’élimination physique via les féces, minimisant ainsi leur absorption dans la
lumiere intestinale (Zhang et Ohta, 1993).

En conclusion, le réle du microbiote intestinal dans la cancérogénése colorectal est une
piste avancé de nos jours. Il est important de rechercher des traitements naturel tels que les
probiotiques et prébiotiques ou encore les phytonutriments. Dans ce contexte, selon nos
résultats préliminaires 1I’Atriplex halimus montre une modulation relativement due a son

activité anti-bactérienne.
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Conclusion

Actuellement, I'incidence du cancer augmente considérablement, alors que le traitement
de celui-ci ne progresse pas a son rythme. La chimiothérapie est le traitement le plus
recommandé dans ces cas, avec des effets secondaires importants détruisant les cellules
normales. Cette ampleur nous pousse aujourd’hui a rechercher de nouvelles molécules
naturelles.

Cette présente étude a été menée dans le but d'évaluer les effets préventifs et
anticancéreux de I’Atriplex halimus dite «Guetaf». La problématique cruciale, & laquelle nous
nous sommes intéressés, se résume dans l'induction du cancer colique par I'administration
intrapéritonéale de le 1,2- diméthylhydrazine (DMH) a raison de 70 mg/kg chez les rats

Wistar male.

Ce modele de rat DMH possede de nombreuses caractéristiques du cancer colorectal
sporadique humain, qui constitue un outil important pour I'étude des différentes étapes de
cancérogeénese, et qui permet de tester et développer de nouvelles approches thérapeutiques

qui ne peuvent pas étre étudiés directement chez I'homme.

Dans ce sens, notre pays par sa position géographique abrite une biodiversité
exceptionnelle de plantes aromatiques et médicinales. Nombreux sont utilisées dans les
remedes traditionnels et qui ne sont pas évaluées scientifiquement. A I’issu de ce travail
I’utilisation per 0s de I’extrait de I’Atriplex h montrent que la plante a un effet préventif sur le
développement du CCR surtout lorsque ’extrait de la plante est administré au méme temps
que le produit inducteur. Effectivement, Les antioxydants contenus dans I’extrait ont permis
d’inhiber et minimiser 1’effet promoteur du DMH traduit par un faible nombre d’AFC et la

modulation du taux des marqueurs tumoraux ACE, CA19.9.

Pa ailleurs, D’extrait administré a des fins curatives a démontré un effet chimio-
protecteur sur le cancer colorectal induit. En effet, la supplémentassions de I'extrait de la
plante avec la chimiothérapie donne les meilleurs résultats, tous en conservant les fonctions
vitales grace aux propriétés: activatrice du systéme immunitaire, antioxydante et l'effet anti-

inflammatoire accompli par I’extrait de la plante.

Cependant, des études supplémentaires sont a suggérer afin de déterminer les molécules

actives et leurs modes d’action. Il serait donc souhaitable de poursuivre la recherche pour :

125



Conclusion

Etudier le profil du stress oxydatif

Reéaliser une étude immunohistochimique

Doser des marqueurs génétiques : K-ras, P53, profil COX.

Etablir la phylogénese du microbiote

Recherche des enzymes bactériennes responsables du clivage et la libération d’ion

diazonium a savoir la B-glucoronidase.
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Annexe N°:01

1. Diagnostic et classification du cancer colorectal :
1.1.Clinique :
Le diagnostic du cancer colorectal repose sur ’apparition de certain signes sont:
» Signes cliniques et biologiques :
e masse abdominale palpable. anémie ferriprive.
» Signes fonctionnels :
e Rectorragies, melena.
e Modification du transit intestinal, syndrome rectal (faux besoins, ténesmes, épreintes).
e Signes fonctionnels non spécifiques (amaigrissement récent inexpliqué, douleurs

abdominales inexpliquées).

1.2.Classification et pronostics des cancers colorectaux

La classification ou la stadification est une fagon de décrire ou de classer un cancer selon
I’é¢tendue de la maladie dans 1’organisme. Le systéme le plus fréquemment utilisé pour le
cancer colorectal est la classification TNM de 1’Union internationale contre le cancer (UICC).

I1 existe également d’autres classifications comme la classification Astler — Collé ou Dukes.

1.2.1. Laclassification TNM

La classification TNM (T, pour la tumeur primitive; N, pour les adénopathies (nodes) et M,
pour les métastases) est essentiellement clinique (Tableau 17), adaptée aux contraintes
anatomiques topographiques de chaque localisation tumorale. Cette classification prend en
compte: de La taille de la tumeur primitive, du nombre de ganglions lymphatiques régionaux
qui contiennent des cellules cancéreuses et de leur emplacement et La propagation du

cancer, ou métastases, vers une autre partie du corps.

1.2.2. Stadification :
A partir des données de la classification TNM, les cancers du colon ont été classés en 4 stades
(Tableau 18). Les chances de guérison varient considérablement du stade | au stade IV. La

stratégie thérapeutique est également adaptée a chacun de ces stades.



Tableau N°17 : Classification AJCC/UICC/TNM des tumeurs du c6lon et du rectum (Sobin et al., 2009).

T Tumeur primitive N Adénopathies régionales M Meétastases a distance
Tx | Tumeur non évaluable Nx | Adénopathies non précises Mx | Non précisé
TO | Absence de tumeur sur le prélévement NO | Absence d'adénopathies régionales, MO | Absence de métastases
T1 | Atteinte de la sous-muqueuse N1 | Métastase dans 1 a 3 adénopathie(s) M1 | métastases a distance
Tx | Carcinome in situ : intraépithélial ou invasion de régionale(s)N1a métastase dans 1 M1la Meétastase limitée a 1
la musculaire muqueuse adénopathie régionale organe
N1b métastase dans 2 ou 3 adénopathies M1b Métastases dans
régionales plusieurs organes ou
N1c nodule(s) satellite(s) de la sous- péritoneale(s)
séreuse
T2 | Atteinte de la musculeuse N2 | Métastase dans 4 ou plus adénopathies
régionales
N2a métastase dans 4 a 6 adénopathies
régionales
N2b métastase dans 7 ou plus
adénopathies régionales
T3 | Atteinte de la sous-séreuse, de la séreuse ou de la N3 | Adenopathies centrales (des troncs
graisse péricolique vasculaires) métastatiques
T4 | Atteinte de la cavité péritonéale a travers la

séreuse ou extension par contiguité a un
organe de voisinage a travers la séreuse.

T4a perforation du péritoine visceéral
T4b envahissement direct des autres organes ou
structures




Tableau N°18 : Stadification, Classification et Pronostic du CCR (Sobin et al., 2009)

Stade | | T1 NOMO, tumeur de petit volume, ou elle a envahi les couches de tissus du
T2NOMO, cblon ou du rectum, sans qu’elle atteint les tissus avoisinants c’est-a-
dire elle est limitée a I’organe initial, généralement une ablation
chirurgicale de la partie touchée du c6lon ou du rectum est
recommandée a ce stade, permettant la guérison dans 70 a 90% des
cas
Stade | T3 NOMO, tumeur localement étendue, elle a traversé la paroi du célon ou du
I T4 NOMO rectum et a envahi les tissus ou les organes avoisinants, sans toucher
les ganglions lymphatiques, pouvant toujours bénéficier d’un
traitement locorégional complet et efficace mais comportant un
risque d’échec métastatique faisant que les chances de guérison
définitive sont voisines de 50 a 60%
Stade | quel que soit | tumeur locorégionale avancée, étendue aux organes de voisinage,
Il: le T, N1, N2 | elle propagée a un ou plusieurs ganglions lymphatiques dont le
ou N3, MO, | contrdle local n’est pas systématiquement acquis; par ailleurs, risque
élevé de métastases, ’ensemble conduisant a une perspective de
guérison de I’ordre de 20 a 40%
Stade | quel que soit | La tumeur s’est propagée a des endroits €loignés, le plus souvent
V. le TouleN, | dans le foie, les poumons et les ovaires. Les options de traitement
ML1. possibles comprennent la chirurgie, la radiothérapie, la

chimiothérapie et la thérapie ciblée. A ce stade, il est possible que le
cancer ne soit pas guérissable (ce qui permet d’espérer une guérison
de I’ordre de 10 a 20% dans la plupart des formes tumorales), mais il
peut étre maitrisé. Plus le stade est élevé, plus la maladie est avancée.
Le stade de cancer est un élément important afin de déterminer
quelles seront les options de traitement.




Annexe N°:02

Tableau 19 : Libellés d’autorisation de mise sur le marché des molécules utilisées dans
le traitement des cancers colorectaux métastasés (Sobin et al., 2009)

Chimiothérapie « conventionnelle » (agents cytotoxiques)

Capécitabine (XELODA)

Traitement du cancer colorectal métastatique. En 1% ligne en association avec |'oxaliplatine ou
I'irinotecan + bévacizumah

En 2¢ ligne en association avec l'oxaliplatine chez des patients antérieurement traités par l'irinotécan

Irinotécan (CAMPTO")

Cancer colorectal avancé en association avec le 5FU et I'acide folinique chez les patients n'ayant
pas recu de chimiothérapie antérieure pour le stade avanceé de leur maladie.

Cancer colorectal avancé en monothérapie aprés échec d'un traitement ayant comporté du 5FU
Cancer colorectal métastatique exprimant le récepteur du facteur de croissance épidermique (EGFR),
associé au cétuximab, aprés échec d'une chimiothérapie a base d'irinotecan.

Cancer colorectal métastatique en premiére ligne en association avec le bévacizumab (et du 5FU/
acide folinique).

Cancer colorectal métastatique en 1™ ligne associé a la capécitabine + un agent biologique
(bévacizumab)

Oxaliplatine (ELOXATINE®)

Cancer colorectal métastatique en association avec le 5FU et l'acide folinique.

En 1™ ligne en association avec la capécitabine + bévacizumab.

En 2¢ ligne en association avec la capécitabine chez des patients antérieurement traités par l'irinotécan

Tégafur, uracile (UFT")

Traitement de 17¢ ligne du cancer colorectal métastatique.

Thérapies ciblées = « Biothérapies »

Bévacizumab (AVASTIN®)

Est indiqué dans le cancer colorectal métastatique en combinaison avec une chimiothérapie a base

de fluoropyrimidines.

Cétuximab (ERBITUX¥)

Cancer colorectal métastatique avec géne KRAS de type sauvage exprimant le récepteur du facteur

de croissance épidermique (EGFR) :

- en association avec une chimiothérapie

- en monothérapie aprés échec d'un traitement a base d'oxaliplatine et en cas d'intolérance a
I'irinotecan

Cancer colorectal métastatique en 1°® ligne associé a la capécitabine + un agent biologique

(bévacizumab)

Panitumumab (VECTIBIX")

Le panitumumab est indiqué en monothérapie pour le traitement des cancers colorectaux métastatiques
exprimant |'EGFR et Kras non muté apres échec de chimiothérapies a base de fluoropyrimidines,
oxaliplatine et irinotécan.




Annexe N°:03

1. Technique de I’induction du cancer colorectale (administration du DMH) :

Annexe N°: 04

2. Technique d’administration de la chimiothérapie




Annexe N°: 05
République Algérienne Démocratique et Populaire
Ministére de I’Enseignement Supérieur
Faculté de science de la nature et de la vie
Département de biologie

Questionnaire sur I’Atriplex halimus

TYPE de 1a PIaNte & cuuieeiiiiiiiiiiieiiiieteiintiatateeceeensensassscnsansessessnsansossessnsansansnne
Sauvagd—] CultivablEE] Adventic€]
Usage de la plante :
Thérapeutique ] Cosmétique [ Autre 1
Technique de récolte :
Manuel (] Mécanigue[ZJ  Moment de larécolte :..................

Utilisation de la plante :

Etat de la plante :
Fraiche[] desséché [ Apreés traitement [



Partie utilisee :
Tige (1 Fleurs 1 Graine [] Ecorce [
Rhizome (3 Feuilles[ Plante complété [

Forme d’emploi :
Poudre 1 huile essentielle ] AULTE ..

Mode de préparation :

Infusion [] Décoction [ Cataplasme []
Cru 1 Cuit ] AULTE ©eo e,
Dose utilisee :
Pincée [ Poignée [] Cuillere

Dose précise :

QUANTIEE BN G/ I T & .ot

Mode d’administration :
oral [ Massage [ Rincage [
Badigeonnage [ Autre []

Posologie (nombre de prise par jours) :
Pour les enfants : 1 fois /jours 2 fois/ jours 3fois/ jours
Pour personne agée : 1 fois/jours 2 fois/ jours 3fois/ jours
Pour les adultes : 1 fois /jours 2 fois/ jours 3fois/ jours
Durée d’utilisation :
Un jour Une semaine ] Un mois ] Jusqu’a la guérison[]
Meéthode de conservation :

A I’abri de la lumiére [ Exposé a la lumiere[] Autres ]



Utilisation :

Affection dermatologiques [ Affection du tube digestif  []

Affection respiratoire 3 Affection des glandes annexe du tube digestif []
Affection cardiovasculaire [ Affection neurologique (|

Affection genito-urinaires [ Affection métabolique 3

Affection ostéo- articulaires []

Cancer (|



Annexe N°: 06

Figure 39 : Photographie des organes prélevés aux rats induit par le DMH
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Atriplex halimus, is a medicinal plant widely used in Algerian phytotherapy. This study included an
ethnobotanical and phytochemical survey on aqueous extracts (phytochemical screening, HPLC
analysis, phenolic content and antioxidant activity). The ethnobotanical study on 4. halimus showed
that aqueous extracts are the most used therapeutic means. The phytochemical study has determined
that the phenolic content varies significantly from one extract to another depending on the extraction
method. In addition, HPLC analysis has revealed various bioactive compounds that mainly belong to

the flavonoid category. A. halimus is a valuable source of nutraceutic for various diseases.

Introduction mineral nature: the tissue chromium of this plant

Algeria's Mediterranean climate conceals would indeed regulate blood glucose by
an important reservoir of medicinal plants whose activating the effect of insulin [1]? 4. halimus
virtues have been proved for decades. 4. halimus also reduces inflammation of the urinary tract
is a plant from the phytotherapeutic drawer that and treats lithiasis [2,3]. In addition, its high
has always been used for the treatment of various  flavonoid content gives it an important
diseases. In addition to its nutritional value for antimicrobial, antifungal effect and an
humans and to its richness in dietary fiber antioxidant, regenerative and cancer-protective
(cellulose) which facilitates digestion, it also activity [3]
contains proteins, vitamins (B and C) and

Experimental part

mineral salts (sodium, calcium, potassium,

Material and methods

magnesium, phosphorus). This species also has

Ethnobotanical Study Method
many other assets for human health, such as its )

In order to find out the possible use of 4.
hypoglycemic effect by an active ingredient of a

halimus in the traditional pharmacopoeia of
60
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Mascara, an ethnobotanical survey among the
populations (traditional practitioners, herbalists,
healers, shepherds, old people, doctors and
pharmacists) was carried out. A total of 200
informants, aged between 20 and 80 years,
participated in the study. The survey was carried
out by using a form filled in by oral questioning.
The questionnaire focused on the information
related to the respondents (age, sex and function)
and their therapeutic habits (local name, used
parts of the plant, therapeutic indications, forms
of preparations) and the modes of administration
as well as.

The data entered on cards were inserted
and processed in Excel® spreadsheet software
version 2013, allowing us to establish their

values in the form of tables and histograms.

Collection, Authentication, and
Preparation of Samples

A. halimus was collected in Mach 2015 in
the region of Mascara. The authenticity of the
plant species was confirmed by the Mascara
Forest Protection Service and the Nature and Life
Science Faculty, University of Mascara, Algeria.

According to the ethnobotanical study
recommendations, three modes of preparation
often used were quoted in the form of aqueous
extracts (decocted, infused and macerated). The
most used forms were the subject of the
phytochemical study. The leaves were dried and

reduced to powder. 50 grams of the powdered

plant were used in 100 mL of hot water for 20
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min. The mixture was filtered, concentrated and

freeze-dried, and stored at +4°C until use.

Phytochemical study
Preliminary Phytochemical Screening

The aqueous extracts were subjected to
phytochemical standard

screening  using

procedures according to described methods [4,5].

Determination of Total Phenolic Content

The determination of total polyphenols
content (TPC) was carried out according to the
Folin-Ciocalteu (FC) method [6]: 100 pL of
extract mixed with 500 pL of Folin-Ciocalteu
reagent and 400 pL of 7.5% (m/v) Na;COs
solution was added after 5 min. The mixture was
stirred and incubated in the dark and at room
temperature for 10 min. The absorbance was
measured at 760 nm using a UV mini-1240-vis -
SHIMADZU. The results were expressed in mg
gallic acid equivalent/g of dry extract with

reference to the gallic acid calibration curve.

Determination of Total Flavonoid
Content

The total flavonoid content (TFC) of the
extracts was determined using the aluminum
chloride assay previously reported [7]: 500 pL
of each extract to be analyzed was added to 1500
uL of 95% methanol, 100 pL of 10% (w/v)
AlCI3, 100 pl of 1 M sodium acetate and 2.8 mL
of distilled water. The mixture was stirred and
incubated in the dark at room temperature for 30
min. The blank was made by replacing the extract
with 95% methanol and the absorbance was

measured at 415 nm using a UV mini-1240-vis -
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SHIMADZU. The results were expressed in mg
quercetin equivalent/g of dry extract with

reference to the quercetin calibration curve.

Determination of Condensed Tannins
Content

The condensed tannins content (CTC)
was determined by the acidic vanillin method
described by Ba et al. [8]. The vanillin reagent
was prepared by mixing 8% (v/v) HCI 37% (v/v)
in methanol and 4% vanillin in methanol (m/v) at
equal volume. The mixture was maintained at
30°C before the assay. 200 pL of each extract to
be analyzed were added to 1000 puL of the
vanillin reagent. The mixture was stirred and
incubated in the dark at 30°C for 20 min.

The absorbance was measured at 500 nm
by a using a UV mini-1240-vis -SHIMADZU vs
a blank consisting of a mixture of methanol
(37%) and HCI (8%) at equal volumes. Results
were expressed in mg catechol equivalent /g of
dry extract by referring to the calibration curve of

catechol.

Determination of DPPH  Radical
Scavenging Activity

The antioxidant test was performed with
the DPPH (2,2-DiPhenyl-1-PicrylHydrazyl)
method [9]. 50uL of each methanol solution of
extracts at different concentrations (0.0125 to 5
mg/mL) were added to 1.95 mL of the DPPH
methanol solution (0.025g/L). The negative
control was prepared by mixing 50 pL of
methanol with 1.95 mL of the DPPH methanol

solution. The absorbance reading was made
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against a blank prepared for each concentration
at 515 nm after 30 min incubation in the dark and
at room temperature. The positive control was a
solution of a standard antioxidant, ascorbic acid,
whose absorbance was measured under the same
conditions as the sample and for each
concentration as well. The test was repeated three
times. ICso values were determined graphically

by linear fits.

Identification of phenolic compounds in
Infusion Extract of A. halimus by HPLC

Qualitative analysis of the polyphenol
compounds in the infusion extract was performed
by high performance liquid chromatography
(HPLC) on a Prominence-i LC 2030C System
witha 15 cm x 4.6 mm, 5 m Ascentis C18 column
(Supelco, Bellefonte, PA, USA).

Two (2) uL were injected into a gradient
eluent system of hydro-organic solvents of
methanol and acetic acid. The mobile phase was
composed of 0.075% acetic acid/water (solvent
A) and 0.075% acetic acid/methanol (solvent B)
in a linear gradient mode studied, in order to
provide a complete resolution of all components
in a consistent analysis time: 0 min, 2% B; 5 min,
2% B; 60 min, 50% B; 70 min, 50% B, 71 min,
2% B, under thermostatic control at 30°C, with a
flow rate of 0.08 mL/ min, the wavelength range
of the chromatograms was 280 nm. The
wavelength range of the chromatograms was 280
nm. Data acquisition was performed by the
version

Shimadzu Lab Solution software
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5.10.153 and compared with literature data to
identify the nature of the metabolites.

Data Analysis

The results were expressed as mean +
standard error of mean (SEM). Statistical
analysis was performed by one-way analysis of
variance (ANOVA) and P < 0.05 were

considered as significant.

Results and discussion

The ethnobotanical study

The ethnobotanical studies allow the
scientific research on the phytotherapeutic use of
plants. The present study on A. halimus has
enrolled 200 people, 56% of whom were men and
43% women. The age of the people questioned
varies between 20 and 78 years old of whom 91%
affirm to use the medicinal plants, of whom 65%
specify to have used A. halimus (different parts).

The convergence of information collected
concerning the therapeutic use of A. halimus
shows its usefulness in the treatment of a range
of very varied symptoms grouped in 10
categories of pathology summarized in Figure
1A, that translates the importance of the
therapeutic use of this plant to solve the problems
of primary health and to meet the needs for
domestic medicine.

The estimation of the most frequent uses
of the plant highlights a massive indication in
digestive pathologies with 27%, as well as its
wide use against metabolic diseases specifying
diabetes with 22.5%, followed by the problems
of hydrated cysts with 12%. More interesting is
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its use in digestive cancer pathologies with
11.5%.

The predominance of the use of A.
halimus remains in the affections of the digestive
tract. We will try thereafter through certain
biological test to elucidate certain effect of this
plant.

Phytotherapeutic knowledge is the
traditions left behind and perpetuated from
generation to generation through customs and
oral tradition, in which, knowledge of the
properties and uses of medicinal plants are
acquired through long-accumulated experience
[10, 11, 12]. In the context of our scientific
research this knowledge is today the subject of
ethnobotanical or ethnomedical studies. They
rely on methods of choice for the knowledge of
medicinal plants and for their therapeutic use.
They allow us to orient ourselves in order to
target specific biological tests. Thus, in our study

it was essential to begin our research with an

ethnobotanical study on our plant 4. halimus.

Floristic part used

Different parts of the plants are used for the
preparation of different therapeutic recipes (leaves,
stems, bark, seeds, roots, flowers, etc., Figure 1B).

In the case of 4. halimus the leaves are the
most used parts, followed by the stems. The other
parts are used with frequencies lower than 10%
(Figure 1B). Effectively, leaves are mainly used
because of their high concentration of active
ingredients, since they are the sites of biosynthesis

and the storage of secondary metabolites [13].
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Respiratory 2,50%

Dental 3%
Cardiovascular 3,50%
Dermatological 4%
§ Urological 5,50%
.g genital 8,50%
Cancerous 11,5%
cyst 12,00%
Metabolic
Digestive 27%
0% 5% 10% 15% 20% 25% 30%
Citation frequency %
100% - 60% -
90%
§ 90% - 52%
0, 4
; 80% - " 50%
v | =
g 70% E 40% 4
g 60% - %_
3 o/ o/ |
g < 50% 3304 3%
E 40% - 2
% 30% - %2(”’ | 13%
£ 20% - o 7%
9 0 = 10% - 0 5%
S 10% - 7% 3% ’
E 0% - - - 0%
Leaves Flowers Stem Decoction  Infution Maceration Powder others
plant part Extract

Figure 1. Ethnobotanical study of 4. halimus: frequency o

f different diseases treated by the plant (%) (A), frequency of

floristic part used (%) (B), frequency of plant use (%) (C)

Mode of preparation

The administration of the active principle
of plants uses several modes of preparation,
namely in the form of aqueous extracts
(decoction, infusion, maceration), or extracts
with other solvents (oil, vinegar etc.), powder,
etc. Users are always looking for the simplest
method to prepare herbal medicines. Infusion is
the most common method of preparation. This
mode is mainly applied to the delicate organs of

the plant such as leaves, flowering tops and

flowers, in order to preserve better the active
ingredients [14, 15, 16].

According to our study (Figure 1C), the
most quoted recipe for the use of 4. halimus
recommends the ingestion of the aqueous
infusion of about 10 g of plant powder three
times a day for 30 days.

Phytochemical analysis
Extraction yields
According to the ethnobotanical study the

most common way of using 4.halimus was water.
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In this context our research will be based on
aqueous extraction. The extraction yield of the
three methods used, depicted in Figure 2A, does
not reveal any significant difference (p>0.05).
However, the infusion seems to be the best
extraction method with a yield of 25.8% against

25.1% for decoction, and 24.4% for maceration.

Phytochemical screening
The analyses carried out showed the presence of
polyphenols, flavonoids, alkaloids, saponins,
terpenoids, and the absence of coumarins in all
the extracts. The results are listed in Table 1.

Table 1. Phytochemical Constituents of A. halimus of

Infusion Extract

Secondary Metabolites Leaves
Polyphénols ++

Tannins

Flavonoids +

Coumarins -

Alkaloids +

Terpenoids +

Saponins +++

(-) not detectable, (+) low quantities, (++) high quantities,
(+++): very high quantities
Total phenolic content of the extracts

Phenolic compounds are highly sought-
after bioactive molecules because they are
known for their valuable biological properties
(antioxidants, antimicrobials, etc.). For these
reasons, the crude extracts, obtained by aqueous
extraction, were analyzed quantitatively by
spectrophotometry for their content in total

polyphenols, flavonoids and condensed tannins.
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The results of the assay are displayed in Figure
3.

Examination of the results showed that
of A.halimus had
significantly different levels of total polyphenols

the aqueous extracts
in close relation with the extraction method
(Figure 2B). The infusion had the highest level
(12 £ 0.015 mg GAE/g DW) while the macerate
had the lowest level (9.5 + 0.009 mg GAE/g
DW).

The results revealed abundance of
flavonoids in the extracts (Figure 2C). These
compounds reached a content of 225 + 0.05 mg
CATE/g DW by the decoction method which
gave the richest extracts, as well as 223 + 0.05
and 224 + 0.040 mg CATE/g DW for the infused
and the macerate, respectively. In addition, the
tannin dosage showed significant differences
(Figure 2D).

The decoction method had the highest
content (142 +0.11 mg QE/g DW). However, the
infusion and macerate methods unveiled low
contents with 20 £ 0.007 and 24 + 0.014 mg QE/g
DW, respectively. The variability in the amounts
of polyphenol compounds between extracts can
be attributed to the extraction method through the
used boiling temperature.

Determination of DPPH  radical
scavenging activity

The antioxidant activity in this study was
evaluated by the DPPH scavenging activity

(Table 2).
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Table 2. DPPH Scavenging Activity of A. halimus

Extracts ICso (mg/mL)
Decoction 0.29+£0.01**
Infusion 0.85+£0.02**
Maceration 1.52 £ 0.002**
Ascorbic acid 0.005 +0.001

ICso values are expressed are means =+
SEM. The values showed significant differences
between the samples and ascorbic acid at P <

0.001.

30 - (A)

25,73
25 | 2436 4 242

Decoction Infusion Maceration
Extract

160 - ©
140 -
120 -
100 -

Tannins (mg CATE/ g DW)
(o)
(e

60 -
40 - 20 24
20 - I 1
0
Decoction Infusion Maceration
Extract

The results brought to light a moderate
antioxidant activity, although less potent than the
reference antioxidant ascorbic acid (ICso = 0.005
+ 0 .001 mg/mL), the decoction giving the
highest DPPH radical scavenging activity with
ICs0= 0.29 = mg/mL, followed by the infusion
extract (ICso= 0.85 = 0.02 mg/mL), the lowest
activity being that of the maceration extracts

(ICso= 1.52 £ 0.02 mg/mL).

14 - B
11,75 (B) 12
12 - I

9,5

Total polyphenols (mg GAE/g DW)

(= [\ B o)}
I

Decoction Infusion Maceration

Extract

[\

=

W
)

(D)
225 223 224

Flavonoids (mg QE/g DW)
= =D
o N S

(9,
W
1

Decoction Infusion Maceration
Extrat

Figure 2. Yield of aqueous extraction (Decoction, Infusion and Maceration) (A), Total polyphenols content (B)

expressed on (mg GAE/g DW), Total flavonoids content (C) expressed on (mg QE/g DW) and Tannins content (D)
expressed on (mg CATE/g DW)
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Identification of phenolic compounds by
HPLC
The identification of polyphenolic
compounds was performed by high performance
liquid chromatography (HPLC) on a 2030C
Prominence-i LC system. The molecules
detected are shown in Figure 3 and Table 3.
A total of seven components were
identified in the infusion extract of A. Halimus:
Three phenolic acid (gallic acid, protocatechuic

acid, p-coumaric acid) and flavonoids: catechin,

mAU

40~
35~
30

25

o= — S—
0,0 5,0 10,0 15,0 20,0

epicatechin, rutin and isorhamnetin-3-O-
glucoside.

In fact, the class of flavonoids is in the
majority in the extract with important quantities
of catechin (717.86 png/g DM), rutin (360.84 ng/g
DM) followed by isorhamnetin-3-O-glucoside
(83.33 pg/g DM) and epicatechin (35.12 pg/g
DM). On the other hand, among phenolic acids,
p-coumaric acid presents the most important
quantity (59.41ug/g DM). The other components
are minor, with 27.9 and 13.59 pg/g DM for

protocatechuic acid and gallic acid, respectively.

25,0 30,0 35,0 40,0 min

Figure 3. Identification of polyphenols and flavonoids compounds in infusion extracts of A. halimus. 1: gallic acid, 2:

protocatechuic acid, 3: p-coumaric acid, 4: catechin, 5: epicatechin, 6: rutine, 7: isorhamnetin-3-O-glucoside.

Table 3. Phenolic compounds in 4. halimus of infusion extract

Peak  Retention Time A max Quantity (ug/g DM) Compounds
01 11.596 215-270 13.59 Gallic acid
02 19.170 261 27.9 Protocatechuic acid
03 25.709 230-311 59.41 p-Coumaric acid
04 27.678 278-325 717.86 Catechin
05 29.675 252-345 35.12 Epicatechin
06 30.417 255-354 360.84 Rutine
07 31.609 252-353 83.33 Isorhamnetin glycoside
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Conclusion

The analysis of the aqueous extracts of
the aerial parts of A. Halimus has revealed that
this species is a potential source of phenolic
compounds and has a remarkable antioxidant
effect. Hence, it

represents a promising

phytotherapeutic treatment for different diseases.
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