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Resumé

RESUME

Les huiles essentielles sont des complexes naturels de molécules volatiles et odorantes,
synthétisées par les plantes aromatiques. Elles possédent des propriétés anti-infectieuses,
antioxydantes, anticancéreuses.... Le présent travail a concerné 1’étude des propriétés
anti-oxydantes, anti-inflammatoires, anti-prolifératives et anti-migratoires des huiles
essentielles de Cymbopogon giganteus Chiov., Cymbopogon citratus [DC] Stapf, Ocimum
basilicum Linnaus, Ocimum americanum Linnaus, Hyptis spicigera Lamarck, Lippia
multiflora Moldenk, Ageratum conyzoides Linnaus, Eucalyptus camaldulensis Dehnhardt et
Zingiber officinale Roscoe du Burkina Faso sur des lignées cellulaires LNCaP et PC-3 du
cancer de la prostate et SF-767 et SF-763 de glioblastome.

Les huiles essentielles ont été extraites par hydrodistillation a I’aide d’un appareil type
Clevenger adapté et analysées par GC/MS et GC/FID. L’activité antioxydante a été évaluée
par les méthodes DPPH et ABTS, et I’activité anti-inflammatoire par I’inhibition de la
lipoxygénase. L’activité antiproliférative a été réalisée par le test MTT sur des lignées
cellulaires LNCaP et PC- 3 du cancer de la prostate et des SF-767 et SF-763 du glioblastome.
L’action des huiles essentielles sur la résistance a 1’anoikis par la méthode Soft agar, leur
action sur la migration cellulaire par le test de Scratch et leur action sur le cycle cellulaire par

I’analyse des protéines par Western Blot.

Les constituants majoritaires sont principalement : a-terpineol (59,78%) pour O. basilicum ;
1, 8-cineol (31,22%) pour O. americanum ; B-caryophyllene (21%) et a-pinene (20,11%) pour
H. spicigera; p-cymene (25,27%) pour L. multiflora; precocene (82,10%) pour A.
conyzoides ; eucalyptol (59,55%) pour E. camaldulensis ; arcurcumene (16,67%) et camphéne
(12,70%) pour Z. officinale ; géranial ou citral A (48,18%) et néral ou Citral B (34,37%) pour
C. citratus ; limonene (19,33%) et mentha-1(7),8-dien-2-ol cis (17,34%) pour C. giganteus.
Toutes les huiles ont présenté une activité antioxydante et anti-inflammatoire. C. citratus a
présenté la meilleure capacité a piéger les radicaux DPPH- (%l= 67,58%) et L. multiflora la
plus forte capacité a réduire les radicaux ABTS * (1,02 umolET/g). Z. officinale a présenté la
meilleure inhibition de la lipoxygénase (100% d’inhibition a 8mg/ml et 50,9% a 0,4 mg/ml).
Seules les huiles essentielles de C. giganteus, C. citratus, O. basilicum, Z. officinale, L.
multiflora et A. conyzoides ont présenté des propriétés antiprolifératives. C. citratus a présenté
la meilleure activité antiproliférative aussi bien sur les lignées cellulaires LNCaP (1Cso = 6,36

pg/ml) et PC-3 (ICso = 32,1ug/ml) du cancer de la prostate que sur celles SF-767 (ICso =
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45,13ug/ml) et SF-763 (ICso = 172,05ug/ml) du glioblastome. Statistiquement, 1’activité du
citral sur les cellules LNCaP du cancer de la prostate est égale a celle de C. citratus et
correspond au tiers de celle présentée par le cisplatine, un anticancéreux de référence utilisé
dans la chimiothérapie. C. citratus et le citral induisent 1’anoikis et empéchent la migration
cellulaire tout comme le cisplatine. C. citratus et le citral entrainent également la répression
de Rb, I’activation de p21 et de P27 du cycle.

Les résultats de ces travaux montrent que les huiles essentielles de certaines plantes
médicinales aromatiques du Burkina Faso ont un potentiel anti-tumoral sur les lignées
cellulaires LNCaP et PC-3 du cancer de la prostate, et les lignées cellulaires SF-767 et SF-763
de glioblastome.

Mots clés: Huiles essentielles, antioxydant, anti-inflammatoire, antiproliférative et

anti-migratoire
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Abstract

ABSTRACT

Essential oils are natural complex of volatile and odorous molecules, synthesized by aromatic
plants. They have anti-infective, antioxidant, anticancer properties... The present work
concerned the chemical composition, antioxidant, anti-inflammatory and anticancer
propertiesof essential oils of Cymbopogon giganteus Chiov., Cymbopogon citratus [DC]
Stapf, Ocimum basilicum Linngus, Ocimum americanum Linngus, Hyptis spicigera
Lamarck, Lippia multiflora Moldenk, Ageratum conyzoides Linnaus, Eucalyptus

camaldulensis Dehnhardt and Zingiber officinale Roscoe of Burkina Faso.

The essential oils were extracted by hydrodistillation using a Clevenger-type apparatus
adapted and analyzed by GC/MS and GC/FID. The antioxidant activity was evaluated by
DPPH and ABTS methods, and anti-inflammatory activity by inhibition of lipoxygenase. The
antiproliferative activity was performed by the MTT assay on LNCaP and PC-3 cell lines of
prostate cancer and SF-767 and SF-763 cell lines of glioblastoma. The action of essential oils
on the resistance to anoikis through by soft agar method, their effect on cell migration by

Scratch test and their action on the cell cycle by protein analysis by Western Blot.

The major constituents are mainly: a-terpineol (59.78%) for O. basilicum ; 1, 8-cineol
(31.22%) for O. americanum; [-caryophyllene (21%) and o-pinene (20.11%) for
H. spicigera ; p-cymene (25.27%) for L. multiflora ; precocene (82.10%) for A. conyzoides ;
eucalyptol (59,55%) for E. camaldulensis ; arcurcumene (16.67%) and camphene (12.70%)
for Z. officinale ; geranial or citral A (48.18%) and neral or citral B (34.37%) for C. citratus ;
limonene (19.33%) and mentha-1 (7) ,8-dien-2-ol cis (17.34%) for C. giganteus. All oils were
presented antioxidant and anti-inflammatory activity. C. citratus has presented the best ability
to scavenge DPPH: radicals (% | = 67.58%) and L. multiflora strongest ability to reduce
ABTS * radicals (1.02 umolET / g). Z. officinale has submitted the best lipoxygenase
inhibition (100% inhibition at 8mg/ml and 50.9% at 0.4 mg / ml). Only essential oils of C.
giganteus, C. citratus, O. basilicum, Z. officinale, L. multiflora and A. conyzoides showed
antiproliferative properties. C. citratus has submitted the best antiproliferative activity on both
cell lines LNCaP (ICso = 6.36 pg/ml) and PC-3 (ICso = 32.1ug/ml) of prostate cancer than
those SF-767 (ICso = 45.13ug/ml) and SF-763 (ICso = 172.05ug/ml) of glioblastoma.
Statistically, citral activity on LNCaP prostate cancer is equal to that of C. citratus and
corespond third of that presented by cisplatin, a reference used in cancer chemotherapy. C.

citratus and citral induce anoikis and
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prevent cell migration as cisplatin. C. citratus and citral also lead repression of Rb, activation
of p21 and P27 of cycle.

The results of this work show that essential oils of some aromatic medicinal plants from
Burkina Faso have anti-tumor potential on LNCaP and PC-3 cell lines of prostate cancer, and
the SF-767 and SF-763 glioblastoma cell lines.

Key words: Essential oils, antioxidant, anti-inflammatory, anti-proliferative and

anti-migratory
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Introduction Générale

INTRODUCTION GENERALE

Le cancer est une tumeur maligne qui est une maladie caractérisée par une prolifération
cellulaire anormalement importante au sein d’un tissu normal de 1’organisme conduisant a
I’envahissement des tissus voisins par une croissance illimitée, l'invasion et la métastase des
cellules (Chang et al., 2011; Takahashi et al., 2006). Selon 1’Organisation Mondiale de la
Santé, le cancer est une cause majeure de décés dans le monde a I’origine de 7,6 millions de
décés en 2008, soit pres de 13% de la mortalit¢ mondiale (OMS, 2013). D’aprés les
projections, la mortalité due au cancer dans le monde va continuer a augmenter pour dépasser
13,1 millions de décés en 2030 (Globocan 2008, IARC, 2010, 2013). Contrairement aux
apparences, les populations des pays en développement sont également concernees. En effet,
plus de 70% des déces dus au cancer surviennent dans les pays a faible revenu ou a revenu
intermédiaire (OMS, 2013). De plus, le nombre de nouveaux cas de cancer augmenterait de
50% entre 2005 et 2020 et parallelement le nombre de déces di au cancer croitrait de 149%
au cours de la méme période, principalement en raison du vieillissement constant de la
population et de ’augmentation de la pollution (Rastogi et al., 2004). Au Burkina Faso, les
données statistiques laissent penser que la maladie cancéreuse est une affection fréequente et
pourrait étre une préoccupation médicale dans les années a venir. En effet, ’OMS a estimé, en
2002, a environ 8000 cas de cancer avec 3% de déces. En 2005, les cancers représentaient
3,3% des causes de déces; et représenteraient en 2030 environ 6,0% des causes de déces
(OMS, 2005). En I’absence d’un registre national du cancer, ces estimations pourraient étre
sous évaluées.

Comme dans la majorité des pays d’Afrique sub-saharienne dont le Burkina Faso, les services
de santé manquent cruellement de moyens pour la détection précoce, le diagnostic, le
traitement et la prise en charge adéquate du cancer. La majorité des cancers y sont donc
diagnostiqués a des stades avancés, augmentant de ce fait la mortalité. Or, un cancer détecté
précocement permet d’augmenter considérablement les chances de survie. En effet, prés de
90% des patients atteints d’un cancer décedent de leurs métastases (Mehlen et Puisieux,
2006). De ce fait, la recherche de nouvelles thérapies anti-tumorales devraient s’orienter vers
la recherche de composés capables d’empécher la migration des cellules tumorales et/ou
d’inhiber la prolifération de cellules métastatiques.

Les plantes sont une source potentielle de découverte de médicaments et de développement de
drogue de chimioprévention de cancer (Graham et al., 2000; Liu, 2004). En effet, entre 1983

et 1994, 61% des agents anticancéreux approuves provenaient des plantes (Cragg et al, 1997).
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La matiére premiére végétale utilisée dans la médecine traditionnelle Africaine et burkinabé
particulierement peut étre une source importante pour la recherche de meédicaments anti-
tumoraux. Nous pouvons citer Calotropis procera et Balanites aegyptiaca qui font 1’objet de
multiples usages au Burkina Faso et dont I’activité anti-tumorale d’extraits de diverses parties
a été démontrée (Van Quaquebeke et al., 2005; Mijatovic et al., 2007a; Mijatovic et al.,
2007b ; Gnoula et al., 2008). Les derniéres avancées dans le domaine de la technologie
pharmaceutique a travers les méthodes d’encapsulation permettent d’envisager 1’utilisation de
composés volatils en thérapeutique. Ceci permet d’explorer d’autres sources de métabolites
secondaires comme les huiles essentielles. En effet, de nombreuses études ont mis en
¢évidence d’intéressantes propriétés anti-tumorales des huiles essentielles de certaines plantes
aromatiques (Yousefzadi et al., 2014; Rashid et al., 2013; Kpoviessi et al., 2014; El-Readi et
al., 2013) particulierement sur le cancer de la prostate et le glioblastome (Fogang et al., 2014;
Ferraz et al., 2013; Bou et al., 2013; Walia et al.,, 2012). Cymbopogon giganteus,
Cymbopogon citratus, Ocimum basilicum, Ocimum americanum, Hyptis spicigera, Lippia
multiflora, Ageratum conyzoides, Eucalyptus camaldulensis et Zingiber officinale sont des
plantes aromatiques utilisées dans la médecine traditionnelle Africaine en particulier au
Burkina Faso pour le traitement de nombreuses pathologies dont des maladies liés au stress
oxydatif tel le diabéte, I'nypertension artérielle et les maladies inflammatoires tel que les
arthrites, les arthroses, les rhumatismes et les hémorroides (Noudogbessi et al., 2013;
Takayama et al., 2011; Santin et al., 2009). Or, l'inflammation chronique est connu pour
contribuer au développement du cancer de la prostate (Sfanos et al., 2008 ; Nelson et al. 2004)
et des glioblastomes (Issazadeh-Navikas, 2013). De plus, il existe une relation entre la
production excessive de radicaux libres dans 1’organisme a ’origine du stress oxydatif et
I’inflammation (Reuter et al., 2010 ; Lin et Karin, 2007). En effet, l'initiation et la progression
du cancer ont été associées au stress oxydatif en augmentant les mutations de I'ADN ou en
induisant des dommages de I'ADN, l'instabilité du génome et la prolifération cellulaire
(Visconti et Grieco, 2009). Des études plus récentes ont montré qu’en plus d'induire une
instabilité génomique, les espéces réactives de l'oxygéne peuvent spécifiqguement activer
certaines voies de signalisation et contribuer ainsi au développement de la tumeur a travers la
régulation de la prolifération cellulaire, I'angiogenese et la metastase (Storz, 2005).

C’est pourquoi, au regard de tout ce qui précéde, nous avons initi¢ la présente étude dont le
but est de déterminer le potentiel anti-tumoral des huiles essentielles de ces plantes
médicinales du Burkina Faso a travers 1I’évaluation des propriétés antiprolifératives et anti-

migratoires sur des cellules de cancer de prostate et de glioblastomes.
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Hypothése de recherche: Les huiles essentielles de plantes aromatiques utilisées en
médicine traditionnelle au Burkina Faso pourraient avoir un potentiel antiprolifératif et

anti-migratoire cellulaire.

Démarche scientifique: Identification de nouvelles huiles essentielles et molécules
antiprolifératives et anti-migratoires provenant de plantes médicinales du Burkina Faso sur

des cellules cancéreuses de la prostate et de glioblastome.

Objectifs de la these

Objectif général

Etudier les propriétés anti-oxydantes, anti-inflammatoires, anti-prolifératives et anti-
migratoires des huiles essentielles de quelques plantes médicinales du Burkina Faso sur des

lignées cellulaires de cancer de la prostate et de glioblastomes.

Objectifs spécifiques :

v' Déterminer la composition chimique des huiles essentielles de neuf plantes
aromatiques médicinales du Burkina Faso ;

v Mesurer I’activité antioxydante et anti-inflammatoire de ces huiles essentielles ;

v' Mesurer ’effet de ces huiles essentielles seules ou en combinaison et celui des
constituants majoritaires des huiles sur la prolifération cellulaire globale ;

v Evaluer l’effet anti-migratoire des huiles essentielles et de leurs constituants
majoritaires ;

v Déterminer les mécanismes d’action des huiles essentielles ou de leurs constituants

majoritaires.
Le présent travail sera organisé autour d’un plan comportant les grandes parties suivantes :

Une premiere partie consacrée a la revue bibliographique
Une deuxieme partie qui va concerner le matériel et les méthodes utilisés

Et enfin une troisiéme partie, consacrée aux résultats et a la discussion
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CHAPITRE 1 : HUILES ESSENTIELLES ET PLANTES

I LES HUILES ESSENTIELLES

L1 Définition des huiles essentielles

Le terme « Huiles essentielles » est un terme générique qui désigne les composants liquides et
hautement volatiles des plantes, marqués par une forte et caractéristique odeur. En effet, les
huiles essentielles sont des complexes naturels de molécules volatiles et odorantes,

synthétisées par les cellules sécrétrices des plantes aromatiques (Duquénois and Anton, 1968)

L2 Les sources et procédés d’extraction des huiles essentielles

Les huiles essentielles sont contenues dans les plantes aromatiques et sont responsables des
différentes senteurs qu’elles dégagent. L hydrodistillation reste le moyen le plus employé
pour produire les huiles essentielles, en particulier a des fins commerciales et médicinales
(Burt, 2004). Les métabolites secondaires sont extraits des plantes par un entrainement a la
vapeur d’eau. Le volume d’huile essentielle récupéré dépend du rendement de distillation, qui
est variable, chez une méme plante, en fonction de la saison (Gonny et al., 2004). Les huiles
essentielles peuvent aussi étre obtenues par expression a froid, comme pour les agrumes. De
nouvelles techniques, permettant d’augmenter le rendement de production, ont été
développées, comme I’extraction au moyen de dioxyde de carbone liquide a basse
température et sous haute pression (Santoyo et al., 2005) ou I’extraction assistée par ultrasons

ou micro-ondes (Kimbaris et al., 2006).

I1.3 Propriétés physico-chimiques des huiles essentielles

A la température ordinaire, on trouve genéralement les huiles essentielles incolores ou jaune
pale a I’état liquide (Charpentier, 2008). Toutes les huiles essentielles sont volatiles, odorantes
et inflammables et leur densité est le plus souvent inférieure a 1. Seules trois huiles
essentielles officinales ont une densité supérieure a celle de 1’eau. Ce sont les huiles
essentielles de cannelle, de girofle et de sassafras (Charpentier, 2008). Le terme «huile»

s’explique par la propriété de solubilisation dans les graisses et par son caractére hydrophobe.
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Ces huiles sont insolubles dans 1’eau mais solubles dans les alcools, les huiles et la vaseline ;

tres altérables, elles s’oxydent au contact de 1’air et de la lumiére (Charpentier, 2008).

I1.4 Composition chimique des huiles essentielles

Plus de 300 composés différents peuvent étre identifiés dans les huiles essentielles. Trois
groupes de composés ont été décrits (Pichersky et al., 2006). Le principal groupe est composé
de terpenes et les terpénoides, majoritairement des monoterpénes et des sesquiterpenes
(Ruberto and Baratta, 2000), les autres groupes comprennent les composés aromatiques
(phénoliques) et dans une moindre mesure des composeés aliphatiques (alcanes et alcénes) qui
sont généralement en trace. Tous les composés sont caractérisés par un faible poids
moléculaire (Bakkali et al., 2008).

11.4.1 Les terpenes et les terpénoides

Environ 30 000 terpénes ont été décrits dans la littérature (Connolly and Hill, 1991; Pinder,
1960). Leur particularité structurale la plus importante est la présence dans leur squelette
d’unité isoprénique a 5 atomes de carbone (CsHsg) (figures 1). lls sont subdivisés selon le
nombre d’entités isopréne en monoterpene formés de deux isoprénes (CioHis), en
sesquiterpenes, formés de trois isoprénes (CisH24), en diterpenes, formés de quatre isoprenes
(C20H32), en tétraterpénes, huit isopenes qui conduisent aux caroténoides, en polyterpénes
(CsHs)n ou n peut-étre de 9 a 30 (Hernandez Ochoa, 2005). Les terpénoides (Figure 2) sont les
terpénes dérivées des composés ayant un ou plusieurs groupes chimiques fonctionnels (alcool,

aldéhyde, cétone, acide, ...).
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11.4.2 Les composés aromatiques

Les composés aromatiques (Figure 3) sont des dérivés du phénylpropane. lls sont moins
abondants que les terpénes. Deux classes de composés aromatiques peuvent étre distinguées:
les composes substitués sur le noyau de benzéne et les dérivés dans lesquels le substituant est

directement attaché au cycle benzénique de la chaine latérale des composes substitués.
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Figure 3: Structures de quelques composés aromatiques

11.4.4 Notion de chémotype

Selon les conditions environnementales et de vie, les mémes especes peuvent présenter des
différences chimiques intraspécifiques dans leurs compositions d'huiles essentielles (Lahlou
and Berrada, 2003; Lahlou, 2004). Ces différences intraspécifiques sont définies comme
chémotypes. Il est important de noter que les huiles essentielles a chémotypes différents
présentent non seulement des activités différentes mais aussi des toxicités tres variables
(Pibiri, 2005).
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I PLANTES DE L’ETUDE

IL.1 Cymbopogon giganteus Chiov.
11.1.1 Description botanique

C. giganteus est une plante de la famille des Poaceae. Son nom en langue Mooré est
“Kuwaré”. C’est une herbe vivace, robuste, dressée, a plusieurs chaumes partant de la souche
rhizomateuse. Feuilles longuement acuminées, vertes glauques, recouvertes jeunes d’une
pubérulence farineuse (Figure 4). Panicules d’épis dressés, compacts. Nombreux épillets
serrés et chevauchant entourés par des spathes acuminées avant de se développer. C’est une
plante avec des articulations et pédicelles densement ciliés donnant une teinte soyeuse
argentée a I’inflorescence. Reproduction par rhizomes et graines (Kerharo J. and Adam J.G.,
1974).

Figure 4: Photo de C. giganteus (BAYALA Bagora, Aodt 2011, Gampéla)

11.1.2 Utilisation dans la médecine traditionnelle

La décoction des feuilles et fleurs de C. giganteus sont utilisés comme un traitement efficace
contre les troubles de la peau, la conjonctive, la migraine et I'hépatite (Adjanohoun and Aké
Assi, 1985; Adjanohoun et al., 1979). L’huile essentielle de cette plante est utilisée dans la
médecine traditionnelle comme anti-inflammatoire et analgésique dans le traitement des
furoncles, des maux d'estomac et des maux de dents (Sahouo et al., 2003). La décoction
acqueuse de cette plante est utilisée dans le traitement des falciformations et maladies
cellulaires (Noudogbessi et al., 2013). Elle est également utilisée pour calmer les crises

d'épilepsie (Adjanohoun et al., 1989)
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11.1.3 Composition de I'huile essentielle

Kpoviessi et al., (2014) ont identifiés 53 composeés dans les huiles essentielles de C. giganteus
dont les composés majoritaires, le trans-p-mentha-1 (7),8-diéne-2-ol, le trans-carveol, le trans-
p-mentha-2,8-diénol, le cis-p-mentha-2,8-diénol, le cis-p-mentha-1 (7),8-diéne-2-ol, le
limonene, le cis-carvéol et le cis-carvone. Bassolé et al., en 2011 ont identifié 86,0% de
composés dans les huiles essentielles de C. giganteus. Les composés majoritaires selon cette
étude étaient le limonene (42%) et un ensemble d'alcools monoterpénique: trans-p-mentha-1
(7),8-diéne-2-ol (14,2%), le cis-p-mentha-1 (7), 8-diene-2-ol (12%), trans-p-mentha-2,8-
diene-1-ol (5,6%) et 5,2% de cis-p-mentha-2,8-diene-1-ol (Bassolé et al., 2011).

11.1.4 Propriétés biologiques de I'huile essentielle

L’huile essentielle de C. giganteus est posséde une activité antimicrobienne sur plusieurs
souches de bactéries (Bassolé et al., 2011), sur les bactéries Gram+ et Gram- d’une maniére
géneérale (Jirovetz et al., 2007). Elle permet de lutter efficacement contre la trypanosomiase
(Kpoviessi et al., 2013). Elle a un effet inhibiteur de la Lipoxygénase extraite de soja (Sahouo
et al., 2003). Cette huile présente une activité antimicrobienne modérée sur Staphylococcus
aureus ATCC 25923 (MIC = 0,32+0,02 mg/mL) et Escherichia coli ATCC 25922 (MIC =
0,64+0,34 mg/mL (Alitonou et al., 2012). L’huile essentielle de C. giganteus a une trés faible
propriété antiradicalaire par rapport au BHT et le 5-tocophérol utilisés comme control positif
(Menut et al., 2000). Elle a un effet insecticide a 100%, a une concentration de 1549 pg-cm

sur I’anophéle gambiae (Nonviho et al., 2010)

I1.2 Cymbopogon citratus [DC] Stapf
11.2.1 Description botanique

C. citratus appartient a la famille des poaceae, qui compte environ 660 genres et 9000 especes
(Clayton, 1968). C. citratus est une herbe vivace, sans ramifications, a odeur de citron
poussant a touffes denses (Figure 5). Feuilles isolées, vertes claires, pubescentes, fortement
parfumées, longuement effilées, réunies en gaine sur une certaine partie de leur longueur,
bords hyalins formés de nombreuses petites dents dirigées vers le sommet; la partie

souterraine est constituée par un bulbe ou rhizome. Hampe florale a nombreuses ramifications
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terminées par des épis agglomérés verdatres. Sa reproduction se fait par les rhizomes
(Nacoulma OG, 1996).

) 7
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Figure 5: Photo de C. citratus (BAYALA Bagora, Ao(t 2011, Gampéla)

|.2.2 Utilisation dans la médecine traditionnelle

C. citratus est couramment utilisé dans la médecine traditionnelle pour le traitement des
troubles nerveux et gastro-intestinaux, et comme antispasmodique, analgésique, anti-
inflammatoire, antipyrétique, diurétique et sedatif (Santin et al., 2009). Elle est largement
appliquée dans la médecine traditionnelle en infusion ou décoction pour traiter les troubles

nerveux (Carlini et al., 1986).

[1.2.3 Composition de I’huile essentielle

Dans les travaux de Kpoviessi et al., (2014), 29 composés ont été caractérisés dans 1’huile
essentielle de C. citratus dont les principaux constituants, le géranial, le néral, le B-pinéne et
le cis-géraniol. L’analyse chimique de I’huile essentielle des feuilles de C. citratus du Burkina
Faso effectuee par Bassolé et al., (2011) a permis d’identifier 96,3% de composés dont le
géranial (48,1%), néral (34,6%) et le myrcéne (11,0%) ont été les principaux composeés. Cing
principaux constituants ont été identifiés dans I’huile essentielle des gaines de feuilles fraiches
de C. citratus, le E-citral, le Z-citral, le béta-myrcene, le selina-6-en-4-ol et le cis-ociméne
(Tadtong et al., 2014). Un total de 16 constituants chimiques qui représentent 93,69% de
I'nuile essentielle de C. citratus ont été identifiés parmi lesquels, geranial (27,04%), neral
(19,93%) et le myrcene (27,04%) ont éte les principaux constituants (Gbenou et al., 2013).
Dans les travaux de Kumar et al., (2013), le citral (47%) et le 1,8-cinéol (7,5%) ont &té mis en

évidence comme principaux composes.
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11.2.4 Propriétés biologiques de I'huile essentielle

L’huile essentielle de C. citratus a un effet antiparasitaire. En effet, elle est efficace contre la
leishmaniose qui provoque une mortalité considérable dans le monde entier, affectant plus de
12 millions de personnes (Santin et al., 2009). A une concentration de 1,1jug-cm, cette huile
induit 100% d’inhibition sur 1’Anopheles gambiae (Nonviho et al., 2010). D’autres études ont
¢galement montré ’activité insecticide de cette huile (Pushpanathan et al., 2006; Freitas et al.,
2010; Stefanazzi et al., 2011; Phasomkusolsil et Soonwera, 2011; Sinthusiri et Soonwera,
2013) et antimalariale in vivo (Tchoumbougnang et al., 2005). Cette huile est aussi
antimicrobienne (Abe et al., 2003, 2003; Ohno et al., 2003; Helal et al., 2006; Dutta et al.,
2007; Mayaud et al., 2008; Bassolé et al., 2011; de Oliveira et al., 2013; Sfeir et al., 2013) et
anti-inflammatoire (Francisco et al., 2011; Gbenou et al., 2013). Elle est également

antiproliférative sur trois formes évolutives de Trypanosoma cruzi (Santoro et al., 2007)

I.3 Ocimum americanum Linnaus
11.3.1 Description botanique

O. americanum est une plante de la famille des Lamiaceae. Son nom en langue Mooré est
“Yulin-gnu-raaga”. Il y a environ 160 especes du genre Ocimum, largement dispersées sur les
régions chaudes du globe. Habituellement, ce sont des arbustes ou des herbes, vivaces ou
bisannuelles. Ces plantes sont tres ramifiées avec des tiges et rameaux quadrangulaires,
fortement parfumées. Les rameaux peuvent étre violacés, bruns, brunatre ou verdatre. Les
feuilles sont pétiolées, simples, ovales ou subovales avec dents de scie ou a marge entiére. Les
tiges, les feuilles et les inflorescences possédent des poils glandulaires. O. americanum est
une herbacée (Figure 6). Les fleurs sont plus visibles, les bractées sont pétiolées et les graines

sont ellipsoides, de couleur noire (Bhattacharjee, 2005).
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Figure 6: Photo de O. americanum (BAYALA Bagora, Aolt 2011, Gampéla)

11.3.2 Utilisation dans la médecine traditionnelle

Les tiges feuillées, les tiges fructiféres et les graines de Ocimum americanum sont utisees en
usage interne et externe. Les feuilles sont utilisées pour traiter le hoquet, les parasitoses
cutanées (gale), le paludisme, la fiévre avec refroidissement des mains et des pieds, les
vomissements, les coliques, I’inflammation de la rate. Les feuilles séchées (prise et inhalation
de poudre) soignent 1’épistaxis, les polypes du nez, la tumeur d'estomac, la tumeur des yeux,
les mycoses. Elles sont aussi hémostatiques, sternutatoires, ophtalmiques, émétiques et
antitumorales. Les graines sont toniques, diurétiques et éliminent les objets tombés dans les
yeux. Les racines soignent les morsures de serpent. Les feuilles sont insectifuge et attireraient

les scorpions qu’elles immobiliseraient par la suite (Nacoulma OG, 1996).

11.3.3 Composition de I'huile essentielle

Les données publiées par Djibo et al. ont présenté le 1,8-cinéole et camphre comme composeés
majoritaires de I’huile essentielle de O. americanum (Djibo et al., 2004). A partir de O.
americanum de I’Inde, Sobti et al., (1976) d’une part et Gupta et Sobti, (1990) d’autre part ont
obtenu une huile essentielle dont le constituant principal est le méthylchavicol. Vingt-six
composés au total qui représentent 98,9% ont été caractérisés dont le linalol (19,63%) et du

1,8-cinéole (17,27%) sont les composes principaux (Yamada et al., 2013).
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11.3.4 Propriétés biologiques de I'huile essentielle

L’huile essentielle de O. americanum est anti-inflammatoire. En effet, elle présente un effet
régulateur des flux de leucocytes dans la membrane synoviale et protecteur contre la
destruction du cartilage dans les articulations du genou chez les souris arthritiques (Yamada et
al., 2013). Elle presente aussi une activité antimicrobienne in vitro sur Streptococcus mutans,
Lactobacillus casei et Candida albicans (Thaweboon and Thaweboon, 2009), sur
Propionibacterium acnes (Viyoch et al., 2006). Les travaux de Cimanga et al., (2002) ont
également démontré son activité antimicrobienne. Cette huile est aussi larvicide et présente un
effet répulsif contre certains moustiques en particulier Aedes aegypti, Anopheles dirus et
Culex quinguefasciatus (Cavalcanti et al., 2004; Chokechaijaroenporn et al., 1994; Tawatsin
et al., 2001)

I1.4 Ocimum basilicum Linneaeus
11.4.1 Description botanique

O. basilicum est une espece herbacée de la famille des Lamiaceae. Son nom en langue Mooré
est “Yulin-gnuuga”. Elle est originaire des régions chaudes de I'Asie, d'Afrique et d'Iran.
Cette espece est cultivee commercialement pour I'extraction d'huile essentielle dans le sud de
la France, I’ltalie, I’Espagne, 1I’Allemagne, 1’Amérique du Nord, la Bulgarie, I'Egypte, la
Sicile, Haiti, Comomoros, le Madagascar et les Seychelles. Elle est également cultivée en
Inde. C’est une herbe d’environ 75Cm de hauteur. Les feuilles sont pétiolées, ovales, rétrécies
aux deux extrémités. Elle porte des grappes de petites fleurs blanches a deux lévres (Figure 7).
Les fleurs sont portées sur de longues inflorescences en grappes. La corolle est petite peu
évidente et de couleur verdatre. Les graines sont ellipsoides et de couleur noire, elles

deviennent mucillagineuses lorsqu'elles sont mouillées. (Bhattacharjee, 2005).

These Doctorat Unique BAYALA Bagora Page 13



Premiere partie-Chapitre 1

Figure 7: Photo de O. basilicum (BAYALA Bagora, Aot 2011, Gampéla)

11.4.2 Utilisation dans la médecine traditionnelle

La décoction acqueuse de O.basilicum est utilisée dans le traitement des falciformations et
maladies cellulaires (Noudogbessi et al., 2013). Traditionnellement, O.basilicum est utilisée
comme plante médicinale dans le traitement des maux de téte, la toux, la diarrhée, la

constipation, les verrues, les vers et les dysfonctionnements des reins (Simon et al., 1999).

11.4.3 Composition de I'huile essentielle

La composition chimique de [I'huile essentielle de O. basilicum a déterminée par
chromatographie gazeuse a spectrométrie de masse (GC/MS) a révélé que a permis
d’identifier 20 composés chimiques dont les principaux sont le linalol (52,42%), I'eugénol de
méthyle (18,74%) et 1, 8 cinéole (5,61%) (Govindarajan et al., 2013). Sept chémotypes ont
été décrits pour ’huile essentielle de O. basilicum: (1) linalol, (2) linalol/eugénol, (3) méthyl
chavicol sans linalol, (4) méthyl chavicol/linalol, (5) eugénol de méthyle/linalol, (6) le
cinnamate de méthyle/linalol et (7) de chémotypes bergamoténe (Zheljazkov et al., 2008). Les
travaux de Bassolé ont mis en évidence le linalol et 1’eugenol composés majoritaires de cette
huile (Bassolé et al., 2010).

[1.4.4 Propriétés biologiques de I'huile essentielle

L'huile essentielle de O. basilicum possede une bonne activité inhibitrice sur la souche-type
Escherichia coli ATCC 25922, ainsi que sur 60 souches cliniques de Escherichia coli
(Sienkiewicz et al., 2013). Les études de Hossain et al., (2010) ont aussi montré ’activité
antibactérienne de I'huile essentielle de O. basilicum contre Bacillius cereus, B. subtilis, B.

megaterium, Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes, Escherichia coli, Shigella
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boydii, Shigella dysenteriae, Vibrio parahaemolyticus, Vibrio mimicus, Salmonella typhi avec
des zones d'inhibition respectives de 11,2 a 21,1 mm et des valeurs de CMI de 62,5 a
500/ml. Plusieurs études ont également montré 1’activité antimicrobienne ( Helal et al.,
2006; Ahonkhai et al., 2009; Bassolé et al., 2010; Duman et al., 2010; Rattanachaikunsopon et
Phumkhachorn, 2010; Sokovi¢ et al., 2010; Rao et al., 2011; Matiz et al., 2012), I’activité
insecticide (Martinez-Velazquez et al., 2011; Warikoo et al., 2011; El-Seedi et al., 2012,
Siriporn et Mayura, 2012), larvicide (Govindarajan et al., 2013), antioxydante (Trevisan et al.,
2006) et antifongique (Edris et Farrag, 2003) de cette huile essentielle. L'huile essentielle de
O. basilicum possede une cytotoxicité in vitro contre la lignée cellulaire de cancer du col de
I'utérus humain (HelLa), du carcinome épithélial (HEp-2) et du fibroblastes embryonnaires
NIH 3T3 de souris (Kathirvel and Ravi, 2012) et une activité antiproliferative sur les lignées
cellulaires du carcinome épidermique buccale de 'Homme (KB) et la leucémie murine (P388)
(Manosroi et al., 2006).

IL5 Hyptis spicigera Lamarck
[1.5.1 Description botanique

H. spicigera est une plante de la famille des Lamiaceae. Son nom en langue Mooré est “Rung-
rungui, rung-rundaaga”. C’est une plante aromatique annuelle, velue, renouee, ligneuse a la
base. Les feuilles sont opposées et lancéolées (Figure 8). Les inflorescences sont terminales,
denses, spike cylindral constitué de trés petites fleurs a corolle blanche et mauve. H. spicigera
est une herbacée rudérales. Elle pousse dans les savanes inondées périodiquement et dans les
champs. Bien endémique au Brésil, elle est trés répandue en Afrique tropicale et en Asie
(Bogninou-Agbidinoukoun et al., 2013)

Figure 8: Photo de H. spicigera (BAYALA Bagora, Aot 2011, Gampéla)
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11.5.2 Utilisation dans la médecine traditionnelle

H. spicigera est utilisée en médecine traditionnelle pour traiter la fiévre, I'inflammation et des
troubles gastriques (Takayama et al., 2011). H. spicigera est une plante indigene répartie entre
la région centrale du Brésil et dont I'huile essentielle extraite de cette plante est utilisée en
médecine populaire comme antipyrétique (Takayama et al., 2011). H. spicigera a été
traditionnellement utilisée comme une céréale et Iégumineuse protectrice contre les insectes
ravageurs de stockage (Wekesa et al., 2011). H. spicigera est une herbacée communément
utilisée par certaines populations africaines aussi bien dans le traitement de certaines maladies
(maux de téte, gale et sinusite) que dans la conservation des denrées alimentaires (niébbé) et
leurcuisson (cuisson de riz) (Ngo Bum et al., 2004). La décoction de cette plante est utilisée
comme eau de bain ou de thé, expectorant pour traiter les sécrétions bronchiques. La poudre
obtenue a partir des organes aériens est utilisée en tant que médicament antimigraineux

(Bogninou-Agbidinoukoun et al., 2013).

11.5.3 Composition de I'huile essentielle

Le p-caryophylléne, 1’alpha-pinéne et le p-cymene ont été identifié dans 1’huile essentielle de
H. spicigera (McNeil et al., 2011). Par ailleurs, 1’alpha-pinene (50.8%), cineole (20.3%) et le
beta-pinene (18.3%) ont également été identifié (Takayama et al., 2011). Dans cette huile
essentielle, Wekesa et al. ont identifi¢ 1’alpha-pinéne (27,4%), le B-pinene (17,6 %), le L-
phellandréne/thujene (12,2%), le limonene/phellandréne (9,4%) et 1’isocaryophyllene (9,2%)
(Wekesa et al., 2011).

[1.5.4 Propriétés biologiques de I'huile essentielle

L’huile essentielle de H. spicigera a un effet protecteur contre les ulcéres. En effet les études
de Takayama et al., (2011) ont montré I'efficacité et I'innocuité de cette huile dans la lutte et la
guérison de l'ulcére gastrique. Sur Annona senegalensis et Xylopia aethiopica, I’huile
essentielle de H. spicigera exerce un effet insecticide (Kouninki et al., 2005). D’autres études
mettent également en exergue I’activité insecticide (Conti et al., 2011; Sanon et al., 2006) et
antimicrobienne (Moreira et al., 2010) de I’huile essentielle de Hyptis spicigera.
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IL.6 Lippia multiflora Moldenke
11.6.1 Description botanique

L. multiflora est une plante de la famille des Verbenaceae. Son nom en langue Mooré est
“Guraogo” (Yako). C’est une herbe aromatique, ligneuse, dressée, anguleuse et pubescente,
ramifiée aux inflorescences. Vivace par les souches. Feuilles verticillées oblongues, a bord
finement denté, pubescente, blanchatre dessous (Figure 9). Epis terminaux ombelliformes
globuleux ou cylindriques. Petites fleurs blanches, bractées obtuses. Toute la plante dégage
une odeur capiteuse. Pollinisation par abeilles, fourmis rouges. Multiplication par les graines
(Nacoulma OG, 1996).

Figure 9: Photo de L. multiflora (BAYALA Bagora, Aolt 2011, Gampéla)

11.6.2 Utilisation dans la médecine traditionnelle

L. multiflora est utilisée pour traiter les affections bronchiques, les acces febriles, les ictéres et
I’hypertension (Adjanohoun et al., 1992); elle est aussi utilisée dans le traitement des
diarrhées (Adjanohoun et al., 1992)

11.6.3 Composition de I'huile essentielle

Vingt-neuf composés ont été caractérisés dans I’huile essentielle de L. multiflora représentant
au total 97,3% dont le p-cyméne (21,3%), le thymol (14%), B-caryophyllene (12,9%),
carvacrol (9,3%) et la carvone (8,6%) les principaux composés et le 1,8-cinéole (5%), a-
humuléne (3,5%), a-amorphene (3,3%), a-phellandréne (3,1%), B-myrcéne (2,4%), a-thujene
(2,3 %), o-terpinéne (1,9%), l'acétate de thymol (1,6%), bicyclogermacrene (1,3%) et de 6-
cadinene (1,2%) les composés mineurs (Bassolé et al., 2010). Par ailleurs, le 1,8-cinéol
(48,9%), le geranial (15,1%), I’a-terpinéol (8,5%) et le sabinene (5,1%) ont été identifiés
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comme composes majoritaires (Kouamé et al., 2008). Le linalol (46.6%) et (E)-nerolidol
(16,5%) ont également été identifiés comme étant les composés majoritaires de 1’huile

essentielle de cette plante (Tia et al., 2011).

11.6.4 Propriétés biologiques de I'huile essentielle

Aux doses de 2, 4 et 8ml/kg o.s., I'huile essentielle de L. multiflora a montré un effet
analgeésique significatif et dose-dépendante de convulsions induites par I'acide acétique chez
la souris (Abena et al., 2003, 2001). L'huile essentielle de L. multiflora a une activité
antimicrobienne (Pélissier et al., 1994; Bassolé et al., 2010). En effet, elle est plus active sur
les bactéries a Gram négatif (Bassolé et al., 2003). D’autres études ont également montré que
cette huile est insecticide (Valentin et al., 1995; Tia et al., 2011), antioxydante et

antiradicalaire (Avlessi et al., 2005).

IL.7 Ageratum conyzoides Linneeus
11.7.1 Description botanique

A. conyzoides est une herbe annuelle dressée mollement pubescente appartenant a la famille
des Asteraceae. Son nom en langue Mooré est “Tougour-taaba”. Elle posséde des feuilles
souples, douces au toucher, opposees, ovales (Figure 10). Cimes de capitules terminaux avec
des fleurs mauves pales ou bleutées. Akenes noirs une fois mdrs, pubescentes ou
glabrescentes, trapus. Toute la plante dégage une odeur aromatique quand on la froisse. La
pollinisation de cette herbe se fait par les abeilles, la reproduction par graines (Kerharo J. and
Adam J.G., 1974)

Figure 10: Photo de A. conyzoides (BAYALA Bagora, Aodt 2011, Gampéla)
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|.2.2 Utilisation dans la médecine traditionnelle

En usage interne, Ageratum conyzoides est Cholagogue, tonique, hémostatique, fébrifuge,
cicatrisant, émétique, antalgique, diurétique, antibiotique, anti-abortif, cholagogue,
antibactérien, anti-inflammatoire, rafraichissant. En effet, les feuilles sont utilisees pour traiter
les inflammations, les affections de foie, la pousseée dentaire, les brdlures, les plaies, les
blessures, les ulcéres, les troubles utérins, les douleurs des femmes enceintes, les vertiges, les
douleurs gastro intestinales, la pneumonie, la tachycardie, les maux et douleurs costales, la
jaunisse, le hoquet, les morsures de serpent et les ménorragies. Les racines sont utilisées pour
traiter la diarrhée. En usage externe elles traitent les ophtalmies, les dermatoses prurigineux,
la fievre des enfants, les plaies, les brllures, les blessures, les orchites. Elles sont
antiseptiques, fébrifuges, antipyrétiques, anti-inflammatoires, cicatrisantes et hémostatiques
(Nacoulma OG, 1996).

11.2.3 Composition de I'huile essentielle

Le précocéne | (74,30%) et le (E)-caryophylléne (14,23%) ont été identifiés comme les deux
principaux constituants de 1’huile essentielle de A. conyzoides (de Melo et al., 2011).
L'analyse de cette huile par GC/MS a montré que ses principaux composes sont le précocene
Il (46.35%), le précocene | (42,78%), le coumarine (5,01%) et le trans-caryophylléne (3,02%)
(Nogueira et al., 2010). Abdelkader et Lockwood, en 2011 ont décrit le précocéne I, la
germacréne D, le B-caryophyllene et le précocéne Il comme les principaux constituants de

cette huile essentielle.

I1.2. 4 Propriétés biologiques de |'huile essentielle

L’huile essentielle de A. conyzoides est antiparasitaire (de Melo et al., 2011). Elle a une action
inhibitrice de 1’aflatoxin B(1) produite par les especes Aspergillus (Nogueira et al., 2010) et
aussi sur Staphylococcus aureus et Bacillus subtilis (Patil et al., 2010). D’autres travaux ont
¢galement montré que ’huile essentielle de cette plante est insecticide (Bouda et al., 2001;
Gbolade et al., 1999), fongicide (Fiori et al., 2000), antioxydante (Patil et al., 2010) et anti-

inflammatoire (Moura et al., 2005)
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I1.8 Eucalyptus camaldulensis Dehnhardt
1.8.1 Description botanique

E. camaldulensis est une plante de la famille des Myrtaceae. Généralement appelée “gomme
de la riviere rouge”, E. camaldulensis est un arbre du genre Eucalyptus. C'est une espéce de
plantation dans de nombreuses parties du monde, dont le Nigéria, mais il est originaire
d'Autriche ou il est répandu surtout au bord de cours d'eau navigables. Les feuilles de
Eucalyptus camaldulensis sont persistantes. L'arbre est d'environ 24 - 40 metres de haut avec
un tronc robuste, I'écorce est lisse, gris blanc ou chamois (Figure 11) (Boily and Vapuyvelde,
1986).

Figure 11: Photo de E. camaldulensis (BAYALA Bagora, Ao(t 2011, Gampéla)

11.8.2 Utilisation dans la médecine traditionnelle

L’infusion de E. camaldulensis est utilisée pour le soulagement des courbatures, des douleurs,
des maux de téte séveres et les morsures de serpent (Kelly, 1996). La plante est également
soupgonnée d'étre efficace dans la gestion de I'nypertension artérielle (lwu, 1995). Elle a
également été rapportée pour avoir des proprietés antibactériennes et antifongiques (Bamayi
et al., 2004). La gomme de cette plante bouillie avec de I'eau et du sucre, devenue une boisson
liquide, est utilisée pour traiter les affections pulmonaires et comme une anesthésie générale
et pour les maux de dents in (Boily and Vapuyvelde, 1986). Une infusion de I'écorce est
utilisée pour le lavage pour certains yeux, I'ophtalmie et est efficace dans le traitement de la
diarrhée in (Boily and Vapuyvelde, 1986). Au Nigeria et dans certaines parties de I'Afrique
sub-saharienne, ses usages médicinaux comprennent l'utilisation de son huile comme un
remede contre la toux et le froid in (Boily and Vapuyvelde, 1986)
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11.8.3 Composition de I'huile essentielle

L’analyse chimique de I’huile essentielle de E. camaldulensis par da Cruz Francisco et al.,
(2001) extrait par hydrodistillation a révélé le 1,8-cinéole (43%), 1’alpha-pinene (5,5%), le
béta-pinene (3,4%), le p-cyméne (5,2%), le terpinene-4-ol (3,1%) et le globulol (4,1%)
comme étant les composés majoritaires. Le 1,8-cinéole (45,71%) et le p-cymene (17,14%) ont
été identifiés comme étant les principaux composés de 1’huile essenticlle de E. camaldulensis
obtenus par hydrodistillation, et le 8,14-cedranoxide (43,79%) et 1’elémol (6,3%) les
composés majoritaires de cette méme huile essentielle par extraction supercritique de dioxyde
de carbone (Herzi et al., 2013). Par ailleurs, il avait été précédemment rapporté que les
principaux composants de I'huile essentielle de E. camaldulensis ont été : éthanol (25,36%),
de l'eucalyptol (13,73%), B-caryophylléne (11,55%) et de carvacrol (9,05%) (Akin et al.,
2012).

11.8. 4 Propriétés biologiques de I'huile essentielle

L’huile essentielle de E. camaldulensis a une activité antiacétylcholinestérase avec une
concentration inhibitrice 50 de 18,98 pg/mL (Kiendrebeogo et al., 2011). Elle présente un
excellent effet inhibiteur a la fois sur les larves de Aedes aegypti et Aedes albopictus (Cheng
et al., 2009) et une activité antiparasitaire (Ghasemi et al., 2011), en particulier sur
Trypanosoma brucei et Trypanosoma evansi (Habila et al., 2010). D’autres études ont
également montré que cette huile essentielle est insecticide (Erler et al., 2006; Negahban et
Moharramipour, 2007; Lucia et al., 2009; Alzogaray et al., 2011) mais aussi antimicrobienne

in vitro et in vivo (Rasooli et al., 2009).

IL.9 Zingiber Officinale Roscoe
11.9.1 Description botanique

Z. Officinale appartient a la famille des Zingiberaceae. Son nom en langue Mooré est
“Gnamaku”. C’est une plante rhizomateuse portant deux sortes de tiges aériennes dressees: les
unes stériles avec des feuilles linéaires lancéolées, engainantes, et les autres fertiles portant
des sortes de bractées engainantes sont terminées par un épi ovoide avec des fleurs jaune

verdatre. Inflorescence en épi serré de fleurs irréguliéres (Figure 12). Les rhizome sont
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fortement aromatique. La multiplication se fait par voie végétative a partir des fragments de
rhizome (Bruneton J., 1993).

Figure 12: Photo de Z. officinale (BAYALA Bagora, Aot 2011, Gampéla)

11.9.2 Utilisation dans la médecine traditionnelle

Z. officinale est une plante médicinale qui a été largement utilisée dans les médicaments a
base de plantes chinoises partout dans le monde depuis I'antiquité, pour un large éventail de
maladies non liées qui incluent l'arthrite, les rhumatismes, les entorses, des douleurs
musculaires, des douleurs, des maux de gorge, des crampes, la constipation, I'indigestion, les
vomissements, I'nypertension, la fiévre, les maladies infectieuses et les helminthiases (Ali et
al., 2008). Par ailleurs, Z. officinale a été traditionnellement utilisé dans les troubles du tractus
gastro-intestinal, comme stomachique, laxatif, sialogogue, activateur de la vidange gastrique,
apéritif, antiémétique, et en méme temps, comme un anti-diarrhéique et anticolique (Ghayur
et Gilani, 2005)

11.9.3 Composition de I'huile essentielle

L’analyse chimique de I’huile essentielle de Z. officinale effectuée par Nogueira de Melo et
al.,, (2011) a permis d’identifier ’arcurcumene (59%), le B-myrcéne (14%), le 1,8-cinéole
(8%), le citral (7,5%) et le zingibérene (7,5%) comme étant les principaux composés. D’autres
études ont detectées dans cette huile essentielle l'alpha-zingibérene (31%), 1’ar-curcuméne
(15,4%) et le sesquiphellandrene (14,02%) comme étant les principaux composés (Jeena et
al., 2013). L’a-zingibérene (23,9%) et le citral (21,7%) ont également été identifiés comme
¢tant les composés majoritaires de I’huile essentielle de cette plante (Yamamoto-Ribeiro et
al., 2013).
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11.9.4. Propriétés biologiques de I'huile essentielle

L’huile essentielle de Z. officinale entraine une réduction significative de I'inflammation aigué
produite par le carraghénane et le dextrane ainsi que I’inflammation chronique induite par le
formol (Jeena et al., 2013). Des études antérieures ont montre des effets directs et systémiques
de I’huile essentielle de cette plante sur la migration des leucocytes comme un mecanisme
important de son effet anti-inflammatoire (Nogueira de Melo et al., 2011). C’est une huile
antioxydante (Alinkina et al., 2012). En effet cette huile est un puissant inhibiteur de I'activité
phasique dans l'utérus de rat (EI-Ghorab et al., 2010). Certaines études ont montré que I’huile
essentielle de Z. officinale n'est pas toxique pour les rats males et femelles apreés
administration par voie orale subchronique allant jusqu'a 500 mg/kg par jour (Jeena et al.,
2011). Plusieurs études ont montré que I’huile essentielle de cette plante est antimicrobienne
(Martins et al., 2001; Thongson et al., 2005; Norajit et al., 2007; Singh et al., 2008; Takahashi
et al., 2011), larvicide ( Zhang et al., 2004; Govindarajan, 2011; Moon et al., 2011) et

immunomodulatrice (Carrasco et al., 2009).
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CHAPITRE 2: STRESS OXYDATIF, INFLAMMATIONS ET CANCERS

I. LE STRESS OXYDATIF
I-1. Les radicaux libres

Les radicaux libres sont omniprésents dans notre corps et sont générés par des processus
physiologiques normaux y compris le métabolisme aérobie et de réponses inflammatoires,
pour éliminer les microorganismes pathogeénes envahisseurs. Les radicaux libres sont des
especes trés réactives compte tenue de ’existence d’au moins un électron libre sur leur
orbitale électronique externe (Govindarajan et al., 2005). Parce que les radicaux libres
peuvent également causer des dommages cellulaires, plusieurs moyens de défense ont évolué
pour protéger nos cellules contre les radicaux et pour réparer les dommages de I'ADN
(Hussain et al., 2003).

I-2. Mécanisme de production et d’élimination des ROS dans I'organisme

Les espéces réactives de I'oxygene a ’origine de la perturbation de I'noméostasie cellulaire
peuvent étre produites a la fois par des sources endogénes a travers le cytochrome P450 des
mitochondries, les peroxysomes et les cellules inflammatoires, et par des sources exogeénes tel
que le rayonnement, I'ozone, 1’hyperoxie et les xénobiotiques. Les mécanismes de défense
contre la toxicité des especes réactives de l'oxygene sont nombreux (Govindarajan et al.,
2005) et proviennent de diverses sources également. La premiére source est endogéne et est
composée de protéines enzymatiques (Figure 13). Nous avons le complexe enzymatique
superoxyde dismutase (EC 1.15.1.1), la catalase (EC 1.11.1.6) et le glutathion peroxydase qui
jouent un r6le indispensable dans cette défense (Matés and Sanchez-Jiménez, 1999). La
seconde source, trés importante, est I’alimentation et la médecine a travers lesquelles des
petites molécules sont consommées. Ce sont les vitamines, les caroténoides, les flavonoides,
les acides phénols, les coumarines, les quinones, les alcaloides. Les parties les plus actives de
ces molécules sont les hydroxyles libres, les noyaux aromatiques, les doubles liaisons
éthyléniques souvent conjuguées, qui permettent de donner des électrons et de rester stables
par mémorisation (Heim et al., 2002).
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Figure 13: Représentation schématique des divers activateurs et inhibiteurs de production
d'espéces réactives de I'oxygene (Reuter et al., 2010).

I-3. Les antioxydants

Un antioxydant peut étre défini comme étant toute substance capable, a concentration
relativement faible, d’entrer en compétition avec d’autres substrats oxydables et ainsi retarder
ou empécher 1’oxydation de ces substrats (Berger, 2006). En d’autres termes, un antioxydant
est une substance qui, en faible concentration comparativement a la quantité des substances
oxydables telles les espéces oxygénées réactives (ROS), retarde significativement ou prévient
I’oxydation des substrats comme les lipides, les protéines, les DNA et les carbohydrates. La
production excessive des especes réactives de 1’oxygene est responsable de dégats cellulaires
importants notamment 1’induction de ruptures et de mutations de I’ADN, la modification de
structures protéiques, la peroxydation des lipides, I’inactivation de diverses enzymes et
I’oxydation des sucres (Defraigne and Pincemail, 2008). In vitro, les méthodes anti-
radicalaires décrites par Velazquez et al., en 2003 (DPPH) et par Re et al., en 1999 (ABTS)
sont les plus souvent utilisées pour évaluer ’activité antioxydante des molécules. Ainsi, par

exemple, I’équation de la réaction du DPPH avec une molécule RH peut s’écrire:

sWe 2,0

O,N NO, + RH — O2N

NO, NO>

DPPH
517 nm

Figure 14: Réaction du DPPH avec une molécule donneuse de proton
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I-4. Définition du stress oxydatif

Le déséquilibre entre la production de radicaux libres et de métabolites réactifs, que I'on
appelle des oxydants ou des espéces réactives de I'oxygéne (ROS), et leur élimination par des
mécanismes de protection, déenommeés antioxydants est appelé stress oxydatif (Reuter et al.,
2010). La balance oxydative définit donc 1’équilibre entre les especes réactives de I'oxygene
et les especes antioxydantes. En médecine la balance oxydative est un concept pour maintenir
I’organisme en bonne santé (Davies, 2000; Finkel and Holbrook, 2000). Son déséquilibre est
sujet de nombreux problemes comme les maladies cardiovasculaires et neurodégénératives
(Heim et al., 2002; Noguchi, 2002). Cette balance est dynamique et est maintenue dans son
bon équilibre par des mécanismes enzymatiques ou par des apports extérieurs de molécules

tres actives (Noguchi, 2002).

Pro-oxidants Anti-oxidants

Figure 15: Modeéle d’équilibre entre les pro-oxydants et les antioxydants

Dans les conditions normales, les antioxydants doivent étre plus importants que les pro-
oxydants, mais en conditions d'oxydation, les pro-oxydants emportent sur les antioxydants,
qui peuvent conduire a de nombreuses maladies inflammatoires (Reuter et al., 2010) (Figure
15).
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II. LINFLAMMATION ET LES LIPOXYGENASES

II-1. L’'inflammation

Les réactions inflammatoires sont induites par les infections microbiennes et virales;
I'exposition aux allergénes, les radiations et les produits chimiques toxiques, les maladies
auto-immunes et chroniques, I'obésité, la consommation d'alcool, I'utilisation de tabac, et une
alimentation riche en calories (Aggarwal et al., 2009; Schetter et al., 2010). Deux stades de
I'inflammation existent, I'inflammation aigué et chronique. L'inflammation aigué est une étape
initiale de I'inflammation (de I'immunité innée), qui est médiée par l'activation du systeme
immunitaire. Ce type d'inflammation persiste seulement pendant un court laps de temps et est
généralement bénéfique pour I'hdte. Si l'inflammation dure pendant une longue période, la
deuxieme étape de l'inflammation ou inflammation chronique s'installe dans I'h6te et peut
prédisposer a diverses maladies chroniques, y compris le cancer (Lin and Karin, 2007). Au
cours de l'inflammation, les mastocytes et les leucocytes sont recrutés sur le site de la lésion,
ce qui conduit a une "stimulation du métabolisme oxydatif", due a une assimilation accrue de
I'oxygéne et, par conséquent, une libération et une accumulation accrue d’ espéces réactives
de I'oxygene sur le site de dommage (Coussens and Werb, 2002; Hussain et al., 2003). D'autre
part, les cellules inflammatoires produisent également des médiateurs solubles, tels que les
métabolites de l'acide arachidonique ou linoléique, des cytokines et des chimiokines, qui
agissent par le recrutement de cellules inflammatoires plus loin du site de la lésion et la
production de plus d'espéces réactives. Ces médiateurs clés peuvent activer des cascades de
signaux de transduction induisant ainsi les changements dans les facteurs de transcription, qui

entraine aussitot la médiation des réactions de stress cellulaire.

II-2. Définition et notions sur les lipoxygénases

Les lipoxygénases sont des protéines enzymatiques qui catalysent I'oxydation des acides gras
ou autres alcénes. Les lipoxygénases sont des dioxygénases a atome de fer non héminique
largement représentées dans le regne animal et végetal (Siedow, 1991). La régiospécificité
concerne différents atomes de carbone a savoir les atomes de carbone en position : 5, 8, 12 et
15, aboutissant ainsi a différents isoformes de lipoxygénases. Du fait de cette régiospécificité
des lipoxygénases lors de 1’oxydation de I’acide arachidonique, on distingue quatre (4)
isoformes. Ces isoformes sont la 5-lipoxygénase, la 8-lipoxygénase, la 12-lipoxygénase et la

15-lipoxygenase (Kawajiri et al., 2002). Ces quatre enzymes distinctes insérent chacune, un
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atome d’oxygéne soit sur I’atome de carbone 5, 8, 12 ou 15 de 1’acide arachidonique. La 12-
lipoxygénase a été la premiere a étre découverte dans les tissus humains. Elle fut découverte
d’abord dans les plaquettes puis dans les leucocytes. Au niveau des plaquettes, la 12-
lipoxygénase est présente dans le cytoplasme. Par contre la 15-lipoxygénase (15-LOX) est
présente dans les leucocytes et les réticulocytes (Rouzer and Samuelsson, 1985). La 5-
lipoxygeénase, elle, se retrouve dans la plupart des tissus humains. Quant a la 8-lipoxygénase,
elle est retrouvée principalement dans les kératinocytes de 1’épiderme. Cependant peu

d’études ont été réalisées sur cette derniére.

II-3. Les lipoxygénases et les maladies inflammatoires

Les métabolites dérivés de I’action des lipoxygénases sont impliqués dans divers processus de
pathologies inflammatoires : 1’asthme, 1’arthrite rhumatoide, la rhinite allergique, les
glomérulonéphrites et les psoriasis (Lewis et al., 1990). En effet, la 5-lipoxygénase est une
enzyme clé dans les troubles inflammatoires tels que I'asthme ou I'athérosclérose (Napagoda
et al., 2013). Ces pathologies découlent de I’action des leucotriénes issus du métabolisme de
la 5-lipoxygénase (Samuelsson et al., 1987). La b5-lipoxygénase convertit Iacide
arachidonique en leucotriénes et est impliquée dans l'inflammation (Hohmann et al., 2013).
L’inhibition de la 5-lipoxygénase atténue les réactions inflammatoires aigués en aval (Awwad
et al., 2013). L'inhibition de la voie 12-lipoxygénase empéche la migration des polynucléaires
transépithéliaux induites par un agent pathogéne in vitro et réduit considérablement
I'inflammation pulmonaire (Bhowmick et al., 2013). L'influence de la 5-lipoxygénase dans la
médiation du stress oxydatif, I'inflammation et les marqueurs protéolytiques chez les souris

exposeées a la fumée de cigarettes a été mis en évidence (Kennedy-Feitosa et al., 2014)

III. LE CANCER

III-1. Généralités sur le cancer

Par définition, Le cancer est une tumeur maligne qui est une maladie caractérisée par une
prolifération cellulaire anormalement importante au sein d’un tissu normal de I’organisme
conduisant a 1’envahissement des tissus voisins par une croissance illimitée, I'invasion et la
métastase des cellules (Chang et al., 2011; Takahashi et al., 2006). Le cancer est une cause

majeure de déces dans le monde, particulierement dans les pays a faibles revenus ou a revenus
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intermédiaires. Représentant 7,6 millions de déces dans le monde en 2008, soit environ 13%
de déces, le cancer est la deuxieme cause de mortalité (OMS, 2008). Plus de 70% des déces
par cancer surviennent dans les pays a faible revenu ou a revenu intermédiaire. D’aprés les
projections, le nombre de déces par cancer devrait augmenter pour atteindre, selon les
estimations, 13,1 millions en 2030 a I’échelle mondiale (OMS, 2008) (Figure 16).

(

Projection des causes de décés de 2002 a 2030

Cancers

Tuberculose
Paludisme

2000 2010 2020 2030
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Figure 16: Projections des decés établies par ’OMS publiées dans Globocan

Les déces par maladies non transmissibles atteindront 70% des déceés en 2030. Les pays a haut
revenu, a I’instar de la France, peuvent et doivent accentuer leur soutien aux actions des
équipes des pays en développement dans leur lutte pour réduire la morbidité et la mortalité

dues aux cancers.

Aux Etats-Unis (Tableau 1) comme dans de nombreuses autres parties du monde, le cancer est

un probléme majeur de santé publique (Jemal et al., 2010).
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Tableau 1: Données statistiques des dix principaux types de cancers estimés aux Etats Unis selon les cas et
les décés par cancer par sexe en 2010 (Jemal et al., 2010).

Estimated New Cases™

Males Females

Prostate 217,730 28% Braast 207,080 28

Lung & bronchus 116,750 15% Lung & bronchus 105,770 14%
Caolon & rectum 72,080 9% Colon & rectum 70,420 10%
Urinary bladder 52,760 T% Uterine corpus 43,470 6%
Melanoma of the skin 38,870 5% Thiyroid 33,930 5%
Maon-Hodgkin ymphoma 35,380 4% Man-Hodakin mphoma 30,160 4%
Kidney & renal pelvis 35,370 4% Melanoma of the skin 29,260 4%
Oral cavity & pharyn 25,420 3% Kidney & renal palvis 22,870 3%
Leukemia 24,690 3% Owary 21,680 3%

Pancreas 21,370 3% Pancreas 21,770 3%

All Sites 789,620 100%: All Sites 739,940 100%:

Estimated Deaths

Males Females

Lung & bronchus BG.220 28% Lumg & bronchus 71,080 26%

Prostate 32,050 1% Breast 39,840 15%

Cobon & rectum 26,580 9% Colon & rectum 24,790 9%

Pancreas 18770 B% Pancreas 18,030 %

Liver & infrahepalic bile duct 12,720 4% Cwary 13,850 5%
Leukemia 12,660 4% Maon-Hodgkin lymphoma 4,500 4%

Esophagus 11,650 4% Leukemia 9,130 3%

Maon-Hodgkin lymphoma 10,710 a4 Uterine Corpus 7,950 3%
Urinary bladder 10,410 3% Liver & intrahepatic bile duct 6,190 2%

Kidney & renal palvis 8210 3% Brain & olher nervous system 5720 2%

All Sites 299,200 100% All Sites 270,290 100%

Cependant, le cancer est maintenant considéré généralement comme une maladie évitable
(Anand et al., 2008). En effet, seulement 5 & 10% des cancers sont de cause héréditaire, tandis
que le reste soit 90 a 95% est 1i¢ au style de vie et a I’environnement (Anand et al., 2008). Les
infections chroniques, l'obésité, l'alcool, le tabac, les radiations, les polluants
environnementaux et le régime alimentaire riche en calories ont été reconnus comme des
facteurs de risque les plus courants de cancer (Aggarwal et al., 2009). Et tous ces facteurs de

risque sont liés au cancer a travers l'inflammation (Figure 17) (Aggarwal et al., 2009).
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Figure 17: Association de la voie de signalisation de NF-KB avec la tumorigenese
5-LOX, la 5-lipoxygénase ; le bFGF, le facteur de croissance basique des fibroblastes; cFLIP, la
protéine inhibitrice analogue (FLICE) de la caspase-8 cellulaire; cIAP1, I’inhibiteur de la protéine de
I'apoptose; COX-2, la cyclooxygénase-2; CXCR4, CXC chimiokine recepteur-4 ; EGFR, récepteur de
I'EGF; ELAM-1, une cellule endothéliale des leucocytes molécule d'adhésion-1; H. pylori,
Helicobacter pylori ; le VHB, le virus de I'népatite B; HCV, virus de I'hépatite C; HGF, le facteur de
croissance des hépatocytes; ICAM-1, adhérence intercellulaire molécule-1; 1jBA, un inhibiteur de la
nBA; IKK, InB kinase; MMP-9, la métalloprotéinase matricielle-9; PDGF, les facteurs de croissance
dérivés des plaquettes; PTK, la protéine tyrosine kinase; RANKL, I'activateur du récepteur du facteur
nucléaire nB ligand; S. typhi, Salmonella typhi; TAK1, le TGF-activated kinase-1; TNFR, un
récepteur TNF; uPA, l'activateur du plasminogéne de type urokinase; VCAM-1, I'adhésion cellulaire
vasculaire molécule-1; VEGF, facteur de croissance vasculaire endothéliale, XIAP, I' inhibiteur X lié a

la protéine de I'apoptose (Aggarwal et al., 2009).
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III-2. Le cancer de la prostate
I1I-2-1. Structure anatomique et fonction de la prostate

La prostate est une glande exocrine de I’appareil reproducteur male présente chez la plupart
des mammiferes. Chez ’homme, la prostate est une masse unique entourant 1’urétre a la base
de la vessie (Figure 18). Cette glande est composée d’un ensemble de lobules exocrines, ou
acini, formés d'un épithélium glandulaire maintenue par un stroma fibro-musculaire. On
distingue une couche de cellules épithéliales luminales sécrétrices, directement en contact
avec la lumiere des canaux qui reposent sur une couche de cellules épithéliales basales
entrecoupées de cellules souches ou plus rarement de cellules neuroendocrines, elles-mémes

reposant sur une lame basale qui délimite I'acinus (Figure 9).

La principale fonction de la prostate est la production et la sécrétion par les cellules
épithéliales du fluide prostatique représentant 25-30% du sperme. Ce fluide est composé de
différentes protéines, telles que la PSA (Prostate Specific Antigen). Les taux les plus élevés
de PSA sont retrouvés dans le liquide séminal, cependant une certaine quantité de PSA

s'échappe des canaux de la prostate et rejoint la circulation sanguine.
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Figure 18: Localisation (A) et anatomie de la prostate humaine (B)

A. Schéma d'une coupe sagittale de l'appareil génital masculin (http://lecancerdelaprostate.ch/la-
prostate/). La prostate est localisée sous la vessie, accolée a l'urétre et a la base des vésicules
séminales. B. Schéma d'un acinus de la prostate. Au centre du canal, la lumiére contient les sécrétions
produites par les cellules épithéliales luminales. Les cellules basales forment une monocouche
continue dans laquelle sont intercalées quelques cellules souches et neuroendocrines. Un tissu de
soutien mésenchymateux (stroma) entoure les acini. 1l contient des cellules fibroblastiques et

musculaires (Abate-Shen and Shen, 2000) suivie de modifications.
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I11-2-2. Physiopathologie et diagnostique du cancer de |la prostate

Chez I’homme, il existe différentes pathologies de la prostate : la prostatite qui est une
inflammation de la prostate, I’hyperplasie bénigne caractérisée par une augmentation du
volume de la prostate et le cancer. Pour ce qui est du cancer de la prostate, c’est un
adénocarcinome. De nombreux arguments suggérent que les néoplasies intra-épithéliales ou
PIN seraient des précurseurs des adénocarcinomes (Joniau et al., 2005) (Figure 19 ). La mise
en place des PIN se traduit par une invasion de la lumiére des acini par les cellules épithéliales
(Abate-Shen and Shen, 2000; Bostwick et al., 2004). Ces néoplasies peuvent ensuite évoluer
en carcinomes in situ, caractérisés par la perte de la lame basale et I'invasion du stroma par les
cellules épithéliales malignes. Le stade ultime des tumeurs prostatiques se traduit par la
formation de métastases. Elles sont associées a une perte d’adhérence des cellules entre elles
et a la matrice extracellulaire, entrainant un passage dans le systeme lymphatique ou sanguin,
puis a une colonisation des tissus périphériques tels que les vésicules séminales, la vessie mais
aussi les ganglions lymphatiques, les os ou encore le cerveau (Salvati et al., 2005; Tantivejkul
et al., 2004; Zeng et al., 2005).

Epithélium Néoplasie intra-épithéliale Carcinome invasif Cancer métastatique ® ~ -
prostatique normal

Altérations
morphologiques
et fonctionnelles

Perte des cellules Perte dela lame Résistance aux traitements
basales basale anti-tumoraux

Figure 19: Représentation schématique de la progression du cancer de la prostate

Aprés un stade prémalin, les cellules luminales de I'épithélium prostatique proliférent de
facon anarchique dans la lumiére, entrainant un néoplasie intra-épithélial prostatique (PIN)
caractérisée par la perte des cellules basales. Les cellules cancéreuses traversent la lame
basale pour envahir le stroma fibromusculaire (carcinome invasif) puis les organes voisins
(vésicules seminales, vessie, rectum). Quelques cellules tumorales vont alors passer dans la
circulation sanguine ou lymphatique pour coloniser d'autres organes et ainsi former des
métastases, notamment au niveau des os, du cerveau et des ganglions lymphatiques (Abate-

Shen and Shen, 2000) suivie de modifications.
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Le cancer de la prostate peut longtemps rester exempt de symptémes. Des tests simples
permettent de le dépister. L’examen le plus simple est le toucher rectal ; il permet une
premiere impression en palpant les contours de la prostate. Une certaine quantité de PSA
s'échappe des canaux de la prostate et rejoint la circulation sanguine, permettant son dosage
dans le sérum, et le dépistage de dérégulations de la fonction prostatique telles que le cancer.
Si ’examen de la prostate par toucher rectal est suspect ou si la valeur obtenue suite au
dosage du taux de PSA est élevée, on procéde a une biopsie de la prostate, autrement dit on
préléve des échantillons de tissus en vue de les examiner. Cet examen histologique permet

d’établir un diagnostic définitif.

I11-2-3. Epidémiologie et facteurs de risque du cancer de la prostate

Le cancer de la prostate constitue un important probleme de santé chez I'homme a travers le
monde (Basu and Tindall, 2010). Le cancer de la prostate est le plus fréquemment
diagnostiqué chez les hommes dans les pays occidentaux (Isaacs, 1994). Il constitue une
pathologie majeure des pays industrialisés (Califice et al., 2004). En France, le cancer de la
prostate est le deuxiéme cancer le plus fréquent chez I’homme et représente la quatriéme
cause de déces par cancer chez I'homme (Guérin and Hill, 2010). La prévalence du cancer de
la prostate est la plus haute parmi les cancers chez I’homme de plus de 50 ans et son incidence

augmente avec 1’age (Bennani, 2007).

Plusieurs facteurs de risques a la fois hormonaux, génétiques, liés a I'dge et/ou a
I'environnement, le régime alimentaire sont associés au cancer de la prostate. L'age est le
facteur de risque le plus important 95% des cancers diagnostiqués surviennent entre 57 et 88
ans, avec une moyenne d’age a 72 ans (Sakr et al., 1993). L'appartenance raciale est
également un facteur important. En effet, I'incidence la plus élevée du cancer de la prostate est
retrouvée chez les Afro-Américains. Ces derniers ont un risque plus fort que les Américains
d’origine européenne présentant pourtant un mode de vie et un régime alimentaire similaires
(Bostwick et al., 2004). Des ¢études récentes ont prouvé I’implication de facteurs
environnementaux dans l'initiation et la progression du cancer de la prostate. L'exposition aux
insecticides organochlorés ayant des propriétés oestrogéniques augmente significativement le

risque de cancer de la prostate (Xu et al., 2010).
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III-3. Le glioblastome
I1I-3-1. Anatomie du cerveau et définition du glioblastome

Le systéeme nerveux est géneralement divisé en systeme nerveux central (SNC) et en systéeme
nerveux périphérique. Le systeme nerveux central est constitué du cerveau, des nerfs craniens
et de la moelle épiniere (Waxman, 1999). Le cerveau se compose principalement de deux
types de tissus: matiére grise (GM) et matiere blanche (WM). La matiére grise est composee
de cellules neuronales et gliales qui contrélent I'activité du cerveau, tandis que le cortex est
une couche de substance grise qui recouvre le cerveau. Les fibres de la substance blanche sont
des axones myélinisés qui relient le cortex cérébral avec d'autres régions du cerveau. Le corps
calleux est une bande épaisse de fibres de matiere blanche qui relie les hémisphéres gauche et
droit du cerveau (Waxman, 1999). Le liquide céphalo-rachidien (LCR) également présent
dans le cerveau et dans la moelle épiniere entoure le cerveau et la moelle épiniere. Le LCR est
constitué de glucose, de sels, d’enzymes et de globules blancs. Ce fluide circule a travers les
canaux (ventricules) autour de la moelle épiniere et le cerveau afin de les protéger contre les
blessures (Noback et al., 2005). Entre le crane et le cerveau il y a un autre tissu, que l'on
appelle les méninges. Les méninges sont constituées de trois couches qui protégent le cerveau
et la moelle épiniére. Anatomiquement le cerveau est composé de I'encéphale, du cervelet et
du tronc cérébral (Figure 20). L'encéphale, qui forme la majeure partie du cerveau, est divisé
en deux grandes parties par la fissure longitudinale: la droite et gauche hémispheres
cérébraux. Chaque hémisphere est divisé en quatre lobes ou zones: le lobe frontal a I'avant du
cerveau, le lobe pariétal derriere le lobe frontal, le lobe temporal de chaque c6té du cerveau et
le lobe occipital a I'arriere du cerveau (Figure 20) (Waxman, 1999).

Le glioblastome est une tumeur du cerveau qui se développe a partir de cellules gliales. Le
glioblastome ou glioblastome multiforme (GBM) (Figure 21) est également connu sous le
nom d’astrocytome de grade IV selon la classification de I’OMS. En effet, I'Organisation
Mondiale de la Santé (OMS) classe les astrocytomes sur la base des caractéristiques
histologiques en quatre catégories pronostiques: grade | (pilocytique astrocytome), grade Il
(astrocytome diffus), grade 111 (astrocytome anaplasique), et grade 1V (glioblastome) (Louis et
al., 2007). Les tumeurs de grade Il et IV sont considérées comme les gliomes malins (Wen
and Kesari, 2008). Environ la moitié de toutes les tumeurs cérébrales primaires se forment a
partir des cellules gliales. Les gliomes ont tendance a croitre dans les hémispheres cérébraux,
mais peuvent aussi survenir dans le tronc cérébral, les nerfs optiques, la moelle épiniére et le

cervelet.

These Doctorat Unique BAYALA Bagora Page 35



Premiere Partie-Chapitre 2

Cerebrum

ﬂ\ﬁpinul cord

Figure 21: Anatomie du cerveau Volume de la tumeur d'environ 14 cm® mesurée sur
(Marieb, 2000) un patient a I'image CE-T1w (Fahrendorf et al., 2013)

Figure 20: Glioblastome multiforme du lobe frontal droit

I1I-3-2. Epidémiologie et facteurs de risque du glioblastome

Chez Il'adulte, le glioblastome est la tumeur cérébrale la plus fréquente avec un temps de
survie moyen de moins d'un an aprés le diagnostic (lacob and Dinca, 2009). L'incidence
annuelle des gliomes malins est d'environ 5 cas pour 100.000 habitants (Louis et al., 2007).
Chaque année, plus de 14.000 nouveaux cas sont diagnostiqués aux Etats-Unis (Louis et al.,
2007). L'incidence de ces tumeurs a légerement augmenté au cours des deux derniéres
décennies, en particulier chez les personnes agées (Fisher et al., 2007). Les gliomes malins
sont 40% plus fréquents chez les hommes que chez les femmes et deux fois plus fréquents
chez les Blancs que chez les Noirs (CBTRUS, 2008). Le glioblastome survient a tout 4ge mais
dans 70% des cas entre 45 et 70 ans. Le facteur de risque établi des glioblastomes est
I'exposition aux rayonnements ionisants (Fisher et al., 2007). lls sont également plus ou moins
associés au traumatisme cranien, a la consommation des aliments contenant des composés N-
nitroses et a l'exposition aux champs électromagnétiques (Fisher et al., 2007). Bien qu'il y ait
eu quelques inquiétudes concernant un risque accru de gliomes en association avec
I'utilisation du téléphones cellulaires (Hardell et al., 2007), de plus importantes études ne I'ont
pas démontré (Fisher et al., 2007; Inskip et al., 2001; Lahkola et al., 2007).

I11-3-3. Physiopathologie et diagnostique du glioblastome
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Le glioblastome multiforme (GBM) est la forme la plus agressive des tumeurs cérébrales
primaires avec un faible temps moyen de survie de 14,6 mois en utilisant la radiothérapie et le
témozolomide (Stupp et al., 2005). Caractérisé par une prolifération agressive incontrélée de
cellules et une croissance infiltrante dans le cerveau, il est en générale résistant a un
traitement conventionnel (Maletinska et al., 2000). L'évolution est souvent rapide (en 2-3
mois) sauf si le glioblastome provient de la transformation maligne d'un astrocytome de bas
grade (glioblastome secondaire). Récemment, il y a eu d'importants progres dans la
compréhension de la pathogenese moléculaire des gliomes malins, et en particulier
I'importance des cellules souches cancéreuses (Furnari et al., 2007; Lee and Gutmann, 2007).
La transformation maligne dans les gliomes résulte de l'accumulation séquentielle des
aberrations génétiques et la dérégulation des voies de signalisation du facteur de croissance
(Figure 22) (Furnari et al., 2007; Ohgaki and Kleihues, 2007).

Le diagnostique du glioblastome est généralement suggéré par imagerie par résonance
magnétique (IRM) ou tomographie assistée par ordinateur. Ces études d'imagerie montrent
généralement une masse hétérogéne renforcée et entourée d'un cedéme. Les glioblastomes ont
souvent des zones centrales de nécrose et un plus vaste cedéme péri-tumoral que celui associé

aux gliomes anaplasiques (Cha, 2006).

Vascular endothelial
growth factor and
receptor inhibitors

Stem and progenitor
cell pathways
=4

/ Cell

Epidermal growth
Growth factor facto

— ligands — " ant s
\/ Integrins

Proteosome

,,,,,,,,,, i R 4

Apoptosis

TSCl and 2

\ Translation
{ mTO! /

ya

Cytoplasm

—— mTOR
inhibitors

Nucleus , invasion,

and angiogenesis programs

Figure 22: Principales voies de signalisation des gliomes malins et les agents ciblés correspondants dans le
développement des glioblastomes
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Les inhibiteurs RTK qui ciblent le facteur de croissance épidermique (EGF) notamment
gefitinib, erlotinib, lapatinib, BIBW2992 et vandétanib; ceux qui ciblent les récepteurs des
facteurs de croissance dérivés des plaquettes (PDGF) comprennent I'imatinib, le dasatinib, et
le tandutinib; ceux qui ciblent le facteur de croissance endothéliale vasculaire (VEGF)
comprennent le cediranib, pazopanib, sorafenib, sunitinib, vatalanib, vandétanib et XL184 ;
Les anticorps du récepteur EGF notamment le cetuximab et panitumumab. Les inhibiteurs de
farnésyl transférase notamment le lonafarnib et tipifarnib; les inhibiteurs de HDAC
notamment la depsipetptide, vorinostat et LBH589. Les inhibiteurs de PI3K notamment
BEZ235 et XL765; les inhibiteurs de mTOR notamment sirolimus, temsirolimus, évérolimus
et deforolimus, et les inhibiteurs du récepteur VEGF notamment bevacizumab, aflibercept
(VEGF-trap) et CT-322. Les ligands du facteur de croissance notamment EGF, PDGF, IGF,
TGF, HGF/SF, VEGF et FGF. Akt désigne la protéine kinase B ; CDK, kinase cycline-
dépendante ; ERK, extracellulaire signal-régulée kinase ; FGF, facteur de croissance
fibroblastique ; FTI, inhibiteurs de farnésyl transférase ; GDP, guanine diphosphate ; Grb2,
facteur de croissance lié au récepteur protéine 2, GTP guanine triphosphate ; HDAC, histone
déacétylase ; HGF/SF, facteur de croissance des hépatocytes/facteur de dispersion ; IGF
facteur de croissance insulinomimétique, MEK protéine kinase activée par mitogene ; mTOR,
cible mammalienne de la rapamycine ; NF1 neurofibromine 1; PIP2 phosphatidylinositol
(4,5) biphosphate ; PIP3, phosphatidylinositol 3,4,5-triphosphate ; PI3K, phosphatidylinositol
3-kinase ; PKC, protéine kinase C; PLC, phospholipase C; PTEN, phosphatase et tensine
homologue, RAF v-raf 1, leucémie murine virale homologue oncogéne 1; RAS sarcome
virale oncogéne homologue de rat; RTK, récepteur de I’inhibiteur de la tyrosine kinase ;
SHH, sonic hedgehog; SOS fils de sevenless; Src, sarcome (Schmidt-Ruppin A-2)
homologue oncogene viral ; TGF, famille transformant des facteurs de croissance, et TSC1 et
2 tubéreuse sclérose géne 1 et 2 (Chi and Wen, 2007; Furnari et al., 2007; Sathornsumetee et
al., 2007a, 2007b).

IV. RELATION ENTRE LA PRODUTION DES RADICAUX LIBRES A L’ORIGINE DU STRESS
OXYDATIF, L'INFLAMMATION ET LE CANCER

Le stress oxydatif résultant du déséquilibre crée par la production excessive des espéces
réactives de I'oxygene (ROS) est consideré comme étant impliqué de fagon critique dans le
processus normal de vieillissement, mais aussi dans le développement et la progression de

diverses pathologies humaines dont les cancers (Becker et al., 2013). En effet, I'initiation et la
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progression du cancer ont eté associées au stress oxydatif en augmentant les mutations de
I'ADN ou en induisant des dommages de I'ADN, l'instabilité du génome et la prolifération
cellulaire (Visconti and Grieco, 2009). Les cellules normales sont hypersensibles aux especes
réactives de I'oxygéne (ROS) si elles ne sont pas suffisamment protégées par des mécanismes
antioxydants et pouvant conduire a la formation de cancer (Figure 23). Les especes réactives
de I'oxygene sont impliquées dans les différentes phases de la tumorigenese. Par conséquent,
cibler des voies redox-sensibles et des facteurs de transcription, est trés prometteur pour la
prévention et le traitement du cancer. De nombreux agents ont été identifiés et peuvent
interférer avec les voies de signalisation cellulaire redox (Fang et al., 2009; Surh et al., 2005;
Virgili and Marino, 2008).
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Figure 23: Modéle de la sensibilité des cellules normales contre les cellules cancéreuses a des
espéces réactives de I'oxygene

Les cellules normales sont hypersensibles aux especes réactives de I'oxygene (ROS) si elles
ne sont pas suffisamment protégées par des mécanismes antioxydants pouvant conduire a la
formation de cancer. Les cellules cancéreuses, en revanche, ont des mécanismes antioxydants
objets d'une régulation (glutathion, SOD, catalase, et autres) qui les protégent contre les
especes réactives de I'oxygéne, comme on peut I'observer dans le cas de la radiorésistance par

exemple (Reuter et al., 2010).

Les premieres expériences sur le role des espéces réactives de I'oxygene dans l'initiation de la
tumeur ont suppose que le stress oxydatif joue le role d'agent endommageant I'ADN, ce qui
augmente efficacement le taux de mutation dans les cellules et par conséquent du pouvoir de
transformation oncogénique (Jackson and Loeb, 2001). Par ailleurs, des études plus récentes

ont montré qu’en plus d'induire une instabilité génomique, les especes réactives de I'oxygene
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peuvent spécifiquement activer certaines voies de signalisation et de contribuer ainsi au
développement de la tumeur a travers la régulation de la prolifération cellulaire, I'angiogenese
et la métastase (Storz, 2005).

Le stress nitrosant a été montré pour jouer un réle critique dans la carcinogenese associée a
une inflammation par I'activation de AP-1 (Figure 24), un facteur représentatif redox sensible
a la transcription (Kréncke, 2003), qui intervient dans la transformation et la prolifération
cellulaire (Cerutti and Trump, 1991; Shaulian and Karin, 2002). Les espéces réactives de
I’oxygene peuvent aussi agir comme messagers secondaires (Palmer and Paulson, 1997) en
modifiant dans la cellule la régulation rédox du glutation (GSH) qui est un agent antioxydant
important. Il en résulte une activation de la thiorédoxine (TRX) qui active le facteur de
transcription qu’est le NF-kB normalement dans un état inactif dans le cytoplasme. Une fois
activé, le NF-xB (Figure 15) migre dans le noyau de la cellule ou il peut activer des géenes
cibles. Il participe ainsi a la synthese de nombreux médiateurs comme les protéines
d’adhésion impliquées dans le processus du développement du cancer. Le lien entre
I'inflammation et de la tumorigenése est bien établi (Figure 8) et a recu dans la derniere
décennie beaucoup de preuves a l'appui de données génétiques, pharmacologiques et

épidémiologiques (Terzi¢ et al., 2010)

NF-xB
; AP-1

HIF-1a

Spl
Figure 24: Représentation schématique des différents facteurs de transcription qui sont modulés
par les espéces réactives de I'oxygeéne (Reuter et al., 2010)

Ces dernieres années, des études considérables ont démontré que les espéces réactives de
I'oxygene sont impliquées dans la liaison entre l'inflammation chronique et le cancer
(Ohshima and Bartsch, 1994; Weitzman and Gordon, 1990). En effet, une caractéristique
importante des promoteurs de tumeurs est leur capacité a recruter des cellules inflammatoires
et a les stimuler pour générer des especes réactives de I'oxygene (Frenkel, 1992; Shacter et al.,
1988). Plus I’inflammation persiste, plus les risques de cancer sont élevés (Reuter et al.,

2010a). Comprendre le lien entre I'inflammation chronique et le cancer donne un apergu des
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mécanismes moléculaires impliqués. En particulier, nous soulignons l'interaction entre I'oxyde
nitrique et p53 (Figure 24) comme une Vvoie essentielle dans la médiation inflammatoire de la
cancérogenese (Hussain et al., 2003). Par ailleurs, les cytokines sécrétées par les cellules
tumorales et les cellules inflammatoires peuvent soit favoriser le développement de la tumeur
et la survie des cellules tumorales ou exercer des effets anti-tumoraux (Figure 25).
L'inflammation chronique se développe par laction de différents médiateurs de
I'inflammation, comprenant TNF-a, IL-6 et IL-17, ce qui conduit a I'élimination de I'immunité
antitumorale et I’accélération de la progression tumorale (Figure 25) (Lin and Karin, 2007).
Les especes réactives de I'oxygene (ROS) trés réactives compte tenu de 1’existence d’au
moins un électron libre sur leur orbitale électronique externe (Govindarajan et al., 2005),
contribuent au vieillissement cellulaire (Govindarajan et al., 2005; Sastre et al., 2000) et aux
cancers (Kawanishi et al., 2001; Takabe et al., 2001).
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Figure 25: Diagramme montrant les deux issues des interactions entre I'infiltration des cellules tumorales
et des cellules inflammatoires et/ou immunitaires dans le microenvironnement tumoral
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Les cytokines sécrétées par les cellules tumorales et les cellules immunitaires/inflammatoires peuvent
soit favoriser le développement de la tumeur et la survie des cellules tumorales soit exercer des effets
anti-tumoraux. L'inflammation chronique se développe par l'action de différents médiateurs de
I'inflammation, comprenant TNF-a, IL-6 et IL-17, ce qui conduit a I'élimination de l'immunité
antitumorale et 1’accélération de la progression tumorale. Cependant, TRAIL a travers I’induction
directe de l'apoptose des cellules tumorales, 1L-10, a travers des effets anti-inflammatoires et 1L-12, a
travers l'activation de cellules CTLs et NK et I'expression de médiateurs cytotoxiques, peut conduire a
la suppression tumorale. Les multiples actions de TGF-f (cytotoxique dans les cellules du cancer du
cblon, et ayant a la fois des effets positifs et négatifs sur le microenvironnement tumoral) et de IL-23
expliquent leur double réle dans le développement tumorale (Lin and Karin, 2007).
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CHAPITRE 3 : LE CYCLE CELLULAIRE

I. GENERALITES SUR LE CYCLE CELLULAIRE

I-1. Définition des différentes phases du cycle cellulaire
Le cycle cellulaire est I’ensemble des étapes qui constituent et délimitent la vie d’une cellule.

Ce cycle de prolifération cellulaire est séparé en quatre phases :

e La phase G1 (G pour "gap", qui signifie intervalle) pendant laquelle la cellule grandit
du fait de synthéses protéiques et se prépare a la duplication de son stock d'’ADN ;

e Laphase S (S pour synthese) pendant laquelle la cellule duplique son ADN et présente
donc un contenu en ADN aneuploide, ¢’est-a-dire compris entre 2N et 4N ;

e Laphase G2 qui est une autre phase de croissance durant laquelle la cellule se prépare
a la Mitose ;

e La phase M (M pour mitose) qui représente la division cellulaire proprement dite
(Figure 26).

On sépare communément le cycle cellulaire en deux périodes : l'interphase et la mitose.
L'interphase correspond aux trois temps Gl, S et G2, c’est-a-dire a l'intervalle de temps
séparant deux mitoses successives. Il existe, toutefois, deux exceptions a ce cycle classique.
La premiere est constituée par les cellules qui a un moment de leur existence, fréquemment a
un stade différencié, arrétent de se diviser. Ces cellules quittent soit définitivement le cycle
cellulaire, soit seulement de facon temporaire et sont alors dans une phase de quiescence
appelée GO. La seconde exception est représentée par des cellules qui ne présentent pas de
phase G1, chaque phase M étant immédiatement suivie par une phase S (Burns and Tannock,
1970; Hartwell and Weinert, 1989; Tomura et al., 2013).
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Phase S :
réplication de I'ADN

Phase G2 :
croissance, préparation
de la mitose

Phase G1:
croissance, préparation de
la réplication

Stade G:
hors du cyele ecllulaire

Figure 26: Les quatre phases du cycle cellulaire et le stade GO

(http://www.snv.jussieu.fr/vie/dossiersBM/cyclecell VIE/images/CDK-cyclel.swf)

I-2. Chronologie du cycle cellulaire

La durée du cycle et de ses différentes phases apparait éminemment variable selon les types
cellulaires, et selon les tissus, qu'ils soient normaux ou néoplasiques. Cependant, de facon
générale, les durées relatives des différentes phases les unes par rapport aux autres
apparaissent relativement constantes, quelle que soit la durée totale du cycle ; et I'on a pu
définir des intervalles de temps au sein desquels les durées des différentes phases du cycle
évoluaient. Ainsi la phase S peut étre estimée comme durant entre 6 et 12 heures, la phase G2
entre 1 et 6 heures et la phase M durerait généralement entre 1 et 2 heures (Hall and Levison,
1990). Pour la phase G1, la définition d'un tel intervalle est trés difficile, puisque cette phase
est celle qui est susceptible de présenter les plus fortes variations de durée a la fois entre types
cellulaires différents mais également au sein d'un méme type cellulaire en fonction des
conditions de stimulation extrinséques et intrinséques. Elle est toutefois considérée comme la

phase la plus longue du cycle cellulaire.

I-3. Déroulement et mécanismes des différentes phases du cycle cellulaire
I-3-1. Les phases de croissance G1 et G2

La phase G1 qui correspond a l'intervalle séparant, pour une population cellulaire en cycle
continu, la fin de la mitose et le début de la synthese d’ADN, et la phase G2 correspondant a
I'intervalle entre la fin de la synthese de I'ADN et le début de la mitose, appartiennent a
I'interphase du cycle cellulaire. Elles représentent un temps supplémentaire reserve a la

croissance cellulaire, permettant a la cellule d'augmenter son volume cytoplasmique avant de
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se diviser (Alberts et al., 1995). Pendant la phase G1, la cellule contrdle son environnement et
sa propre taille puis, le moment venu, elle s’engage dans le cycle cellulaire en s’orientant vers
la phase de réplication de son ADN. Bien que la durée de toutes les phases du cycle soit
variable, la plus grande variation, dans la majorité des types de cellules communément
étudiés, concerne la phase G1. C'est durant cette phase, en particulier par I'intermédiaire de
I'action des facteurs de croissance, que la cellule se détermine définitivement vers la
réalisation ou non de la division cellulaire. En effet aprés franchissement d'un point situé en
fin de G1, la cellule parcourra forcément les phases suivantes du cycle ou, en cas de
dommages irréparables de I'ADN, préexistant ou survenant lors de sa réplication, mourra et
sera éliminée. La phase G2 fournit un espace de sécurité, permettant a la cellule de s'assurer
que la réplication de son ADN est bien complete avant de commencer la mitose. Durant cette
phase, les mécanismes de surveillance immunitaire et les systemes de réparation de I'ADN
sont potentiellement mis en jeu pour détecter et corriger toute anomalie survenue durant la

phase S de duplication du génome.

I-3-2. La réplication de I'ADN : la phase S du cycle cellulaire

Pour que la division cellulaire puisse donner naissance a deux cellules filles contenant les
mémes informations génétiques, il est nécessaire qu'avant la division le contenu d'ADN de la
cellule soit dupliqué. Ceci est réalisé durant la phase S du cycle par la réplication de I'ADN.
La réplication fait intervenir de nombreux systémes enzymatiques, agissant de fagon
séquentielle et coordonnée.

La principale famille d'enzymes intervenant dans cet événement correspond a celle des ADN
polymérases qui assurent la duplication de la double hélice (Zhang et al., 2013). Au cours de
la réplication de I'ADN, chacune des chaines de la double hélice d'ADN sert de matrice pour
la fabrication d'une chaine entiérement nouvelle. De ce fait, chaque gene est présent non plus
en deux mais quatre copies, et chacune des deux cellules filles d'une cellule qui se divise
hérite d'une nouvelle double hélice d'ADN contenant une ancienne et une nouvelle chaine
(Alberts et al., 1995). Cependant pour que les ADN polymérases puissent catalyser la
polymérisation des nucléotides triphosphates de la chaine complémentaire a partir de la
chaine matrice, la double hélice doit étre, successivement, déroulée, ouverte, puis les deux
brins écartés, afin d'étre accessible aux systemes enzymatiques assurant sa réplication. Deux
types de protéines de réplication contribuent a ce processus : les ADN hélicases d’une part et

des protéines de déstabilisation de la double hélice et de liaison a I'ADN simple brin d’autre
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part, qui facilitent I'ouverture de la chaine double brin et stabilisent I'ADN monocaténaire.
Ensuite, la synthese d'un brin complémentaire, qui débute en plusieurs sites d'origine, appelés
fourches de réplication. La plupart des molécules d'ADN polymérases synthétisent d'elles-
mémes des fragments de chaines nucléotidiques de fagon discontinue avant de se séparer de la
chaine matrice d’ADN. Ces fragments seront ensuite secondairement soudés entre eux par une
autre famille d'enzymes, les ADN ligases. Enfin, du fait de la disposition topographique
naturelle enroulée de la double hélice, I'ouverture et le déroulement de I'ADN lors de la
progression de la fourche de réplication le long des chromosomes provoquent d'importantes
forces de tension dues a I’enroulement de 1'hélice d'ADN parentale en avant de la fourche.
Pour lutter contre ces probléemes de tension d'enroulement excessive, des enzymes
specifiques, les ADN topoisomérases catalysent des réactions de coupure réversible, mono-
ou bicaténaire, permettant aux deux parties de I'nélice d'/ADN, de part et d'autre de la coupure,
de pivoter librement I'une par rapport a l'autre, dans la direction qui réduit la tension. Cette
coupure transitoire est suivie d'une soudure avec reconstitution spontanée. La duplication de

I'ADN met ainsi en jeu une véritable machinerie de réplication multi-enzymatique.

I-3-3. Le déroulement de la mitose : phase M du cycle cellulaire

Les modifications morphologiques accompagnant le déroulement de la mitose sont
aujourd’hui bien connues. Méme s’il existe des variations selon le type cellulaire et selon
I’organisme étudié, le schéma général de la division cellulaire mitotique comprend cing
étapes: la prophase, la prométaphase, la métaphase, 1’anaphase et la télophase (Figure 27). De
facon trés schématique et simplifiée, la prophase est marquée par la formation du fuseau
mitotique et la condensation de la chromatine en chromosomes. Au cours de cette phase, la
chromatine qui est sous forme diffuse pendant I’interphase se condense progressivement pour
donner naissance aux chromosomes. Chaque chromosome est forme de deux brins d’ADN
identiques issus de la réplication de la phase S, les chromatides, unis en un point spécifique
appelé centromere. Le fuseau mitotique est une structure du cytosquelette composée de
microtubules et de protéines associées, au sein de laquelle on distingue deux types de fibres :
des fibres polaires qui s’étendent d’un pole fusorial a I’autre et des fibres des kinétochores qui
sont attachées aux centromeres et s’étendent a un des deux poles du fuseau.

La prométaphase débute par la disparition brutale de ’enveloppe nucléaire et est ensuite
marquée par le développement des kinétochores, systémes fibrillaires permettant 1’ancrage

des chromosomes au fuseau mitotique, au niveau des centromeres. Deux kinétochores,
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orientés en directions opposées, se forment par chromosome.

A la métaphase, les chromosomes se déplacent par rapport au fuseau mitotique et s’alignent
sur un méme plan situé au niveau de la région mediane, aussi appelée équatoriale, du fuseau.
La figure réalisée est de ce fait appelée plaque équatoriale.

L’anaphase est caractérisée par la séparation des deux chromatides de chaque chromosome,
chacune migrant vers l'un des deux poles du fuseau. Ce mouvement est di au
raccourcissement des fibres des kinétochores solidaires des centromeres. Pendant cette phase,
le fuseau mitotique grandit, si bien que les deux pdles du fuseau s’¢loignent. Au cours de la
télophase, une enveloppe nucléaire se reforme autour des chromatides-filles et simultanément,
les chromosomes, sous forme de chromatides, se décondensent. La membrane cellulaire se
creuse ensuite d’un sillon de clivage perpendiculaire a 1’axe du fuseau. Ce sillon se creuse
progressivement jusqu’a ce que ses deux bords se joignent, donnant naissance a la partition

cellulaire et la formation de deux cellules filles.

mitosis cytokinesss

f 1
interphase prophase  prometaphase  metaphase anaphase telophass
'“Q @'m A J.-..x-— - \@ | @
- »7’)' \ ‘ \ \ i
% VIR 4
":-{ M PHASE TN
| { )
INTERPHASE

DNA replication

Figure 27: Le déroulement du cycle cellulaire de cellules eucaryotes

Cette figure montre les différentes étapes du cycle cellulaire ainsi que leur ordre de
succession. Le cycle cellulaire peut étre divisé en deux phases : la phase M (mitose),
correspondant a la division nucléaire et la cytokinése et 1’interphase qui correspond a la phase

de duplication du contenu cellulaire (Alberts et al., 2002).
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II. REGULATION DU CYCLE CELLULAIRE

Tout au long de son déroulement, le cycle cellulaire passe par plusieurs points de controle qui
permettent ou non sa poursuite. De nombreuses molécules (en particulier des protéines)
interviennent dans ces processus. Parmi ces molécules, on trouve des protéines effectrices
comme les cyclines et les Cdk (kinase Cycline dépendent). Les cyclines ne sont pas présentes
pendant tout le cycle, elles apparaissent puis disparaissent brusquement & des moments précis

du cycle, de facon périodique (Figure 28).

W;
e 3 Chycline B

~ Jaux de
Complexe

G point de restriction S M
Figure 28: Abondance et succession des principaux complexes Cycline/Cdk au cours du cycle cellulaire
(http://www.snv.jussieu.fr/bmedia/cyclecellBM/04G2_M.htm).

Les Cdk peuvent donc étre sous forme activée ou désactivée, selon qu’elles sont associées ou
non a leur cycline. Les cyclines et les Cdk forment des complexes enzymatiques capables de
phosphoryler d’autres protéines afin qu’elles deviennent biologiquement actives. Les Cdk
sont des sérine/thréonine kinases, leurs activités catalytiqgues sont modulées par des
interactions avec les cyclines et les inhibiteurs de Cdk (CKIs). Une coopération étroite entre
ce trio est nécessaire pour assurer la progression ordonnée du cycle cellulaire. (Lim and
Kaldis, 2013). En plus de leur fonction bien établie dans le contréle du cycle cellulaire, il est
de plus en plus évident que les Cdks, cyclines et CKls jouent un réle indispensable dans des
processus tels que la transcription, la régulation épigénétique, le métabolisme, 1’auto-
renouvellement des cellules souches, les fonctions neuronales et la spermatogenése (Lim and
Kaldis, 2013). Les protéines régulatrices de la famille P21 (Figure 29) influent sur des
protéines empéchant ainsi la formation du complexe cdk/cycline (Lecona et al., 2013). Les
protéasomes et les protéines responsables de 1’ubiquitination interviennent également dans la
régulation des protéines effectrices. Les protéasomes sont des complexes protéiques dont

I’activité protéolytique permet de dégrader partiellement ou totalement des protéines en
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fonction de la quantité d'ubiquitine qui est fixee a la protéine a réguler. Leur action entraine la
disparition des protéines effectrices devenues inutiles a la poursuite du cycle.

Le point de départ du cycle cellulaire est le point de restriction G1-S. C’est lui qui conditionne
le devenir de la cellule. Une cellule qui ne passe pas le point de restriction entrera en phase
GO0. Cependant, le passage du point de restriction ne garantit pas que le cycle arrivera a son
terme car il existe de nombreux autres points de controle qui peuvent conduire a 1’arrét du
cycle et a la mort de la cellule. Le point de restriction est en fait un ensemble de processus
impliquant des protéines qui permettent la progression dans le cycle et d’autres qui 1’inhibent.
Parmi les protéines a action positive on trouve les facteurs de croissance qui induisent la
synthese de la cycline D et du cdk2 qui sont impliqués avec cdk4 et la cycline E dans le
passage de la phase G1 vers la phase S. Lorsque le signal induit par les facteurs de croissance
ne dure pas assez longtemps, les taux de cycline D et cdk chutent condamnant les cellules a
retourner en GO.

Les complexes cdk4/cycline D et cdk2/cylcine E forment le SPF (S phase promoting factor)
qui phosphorylent la protéine Rb (Figure 29). Dans les conditions normales, la protéine Rb
forme un complexe avec E2F (fonction inhibitrice). La phosphorylation de Rb entraine la
libération de E2F qui est un facteur de transcription de nombreux enzymes de la phase S
(Foster, 2008). A ce stade, la cellule effectue un contrdle de son ADN au moyen d’un
mécanisme complexe n’on encore bien élucidé impliquant la P53 (Foster, 2008). Le taux des
protéines de la famille P53 augmente lors des 1ésions sur I’ADN. Ces protéines augmentent
I’expression des P21 qui inhibent la formation du complexe cdk4/cycline D (Figure 29) et
donc la poursuite du cycle cellulaire. Si I’ADN n’est pas réparé, I’augmentation des P53 peut

conduire a la mort cellulaire par apoptose (Foster, 2008).

Cyclin A/cdc2
Cyclin B1/cdc2
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Figure 29: Schéma de la régulation du cycle cellulaire
CAK, cdk-activation de la kinase; cdk, kinase cycline-dépendante; INK4, un inhibiteur de
CDKA4; KIP, protéine kinase inhibiteur; pRB, la protéine du rétinoblastome (Dobashi, 2005).
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Gréce a la précision de la régulation du cycle, le taux d'accidents est trés faible. Cependant
des proliférations incontr6lées aboutissant a des cancers s'‘observent. L'aisance méme des
cellules cancéreuses est qu'elles échappent a la régulation du cycle cellulaire. L'analyse
moléculaire des tumeurs humaines montre que les protéines régulatrices du cycle y sont

fréguemment mutées.

III. LES DIFFERENTS TYPES DE MORT CELLULAIRE

Au cours de la vie, les cellules d’un organisme se reproduisent pour accroitre leur nombre.
Ainsi toute cellule est programmée pour se multiplier et mourir. 1l arrive que certaines
meurent accidentellement suite a une modification de I'environnement cellulaire (privation de
nutriments, présence de substances toxiques, modification brutale des parameétres physico-
chimiques du milieu) ; mais aussi suite a une origine liée au développement de I'organisme au

cours de I'embryogenese (cas du nématode Caernorhabditis elegans) ou a des mutations.

III-1. L’apoptose

[lI-1-1. ROle et facteurs déclenchant

L'apoptose, ou mort cellulaire programmée, joue un rdle essentiel dans la survie des
organismes pluricellulaires en les débarrassant des cellules endommagees ou infectées qui
peuvent interférer avec le fonctionnement normal (Portt et al., 2011). L'apoptose est donc
indispensable pour le fonctionnement normal des organismes pluricellulaires. En effet, elle
joue un role essentiel dans le développement, le maintien et le renouvellement tissulaire
(développement embryonnaire, régulation du systéme immunitaire, morphogenese) et la
destruction des cellules potentiellement dangereuses (Abena et al., 2003; Ségal-Bendirdjian et
al., 2005; Vachon, 2006). Toute dérégulation de ce processus conduit a de nombreux
désordres pathologiques comme les maladies neurodégénératives (exces de mort cellulaire) ou
le cancer (défaut de mort cellulaire) (Michel, 2003). Il peut étre réglé par de nombreux
modulateurs, y compris certains ions (par exemple le calcium), des génes (par exemple c-myc,
Bcl-2/Bax et Fas), des protéines (par exemple p53, caspases) et méme des organites (par
exemple, les mitochondries, réticulum endoplasmique) (Ulukaya et al., 2011). Parmi ces
régulateurs, les membres de la famille des caspases conduisent a la perte de la structure et de
la fonction cellulaire et, éventuellement, entrainent la mort cellulaire par apoptose (Gonzéalez
et al., 2010; Walsh et al., 2008) (Figure 30) .
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L'apoptose est un phénomeéne actif et complexe qui fait intervenir une cascade de facteurs et
qui consomme de 1'énergie sous forme d’ATP. L'apoptose peut étre due a un déséquilibre de
I'noméostasie cellulaire, comme une forte baisse transitoire de la concentration intra-cellulaire
en ATP (lzyumov et al., 2004). Une certaine concentration en Zinc semble prévenir
I’activation de certaines caspases. Ainsi une diminution de cette concentration entraine le
déclenchement de 1’apoptose (Seve et al., 2002; Stefanidou et al., 2006). L'apoptose peut étre
induite par de nombreux stimuli différents (Figure 30), tels que les rayons ultraviolets (UV)
(Bivik et al., 2007), les agents de chimiothérapie (Seitz et al., 2010), I'infection par des agents
pathogenes (Wu et al., 2010; Zhang et al., 2011), les biphényles polychlorés (Zhang et al.,
2009), les hydrocarbures aromatiques polycycliques (Solhaug et al., 2004), les insecticides
(Jin et al., 2013) et des métaux lourds (Pathak et al., 2013).

Serum Starvation \

Cytotoxic T cells

Activation of
death receptors

Exracellular Factors

E-.cu!ionlc&

Apoptosis
P/Pl‘r

0"’"‘0

Mitochondria
based events

”

Intracellular Foct

& — 1ation
Lysosomal Stress Wm
Genomic damage EUS

N rradiation Oxidative Stress

Chemotherapeutics

Caspoase dependent pathways

Figure 30: Déclenchement de I’apoptose par des facteurs extracellulaire ou intracellulaire

La figure résume ces déclencheurs et met en évidence les grands acteurs moléculaires dans le

processus de l'apoptose dans ces voies (Ulukaya et al., 2011).

I1I-1-2. Modifications morphologiques
Les cellules apoptotiques présentent les mémes caractéristiques particuliéres quels que soient

les tissus d’origine. Les cellules apoptotiques montrent un rétrécissement cellulaire (Kerr,
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2002) et une condensation de la chromatine suivie de la fragmentation de I'ADN qui se
termine par une fragmentation de la cellule en corps apoptotiques. Au cours du processus
apoptotique la membrane expose sur sa face externe la phosphatidyl serine signalant ainsi son
état aux macrophages (Erwig and Henson, 2008), puis elle devient peu a peu permeable. Au
niveau mitochondrial, on observe une baisse du potentiel membranaire due a la dislocation de
la chaine de transport des électrons et du métabolisme énergeétique au niveau du Cytochrome
C. Cette dislocation est consécutive a l'action de facteurs apoptotiques ayant pour cible la
mitochondrie (Green and Reed, 1998). La libération du cytochrome C serait un évenement
précoce de I'apoptose (Bossy-Wetzel et al., 1998) et certainement a l'origine de la diminution
du potentiel membranaire. Le cytochrome C est également impliqué dans I'activation des

caspases (Green and Reed, 1998).

I11-1-3. L’anoikis
I11-1-3-1. Notions, définition et role de I'anoikis

A Tinstar des facteurs de croissance, des hormones et cytokines, les interactions cellule-
matrice extracellulaire (MEC) jouent un réle majeur dans la régulation des divers processus
cellulaires, dont le maintien de la survie (Ameisen, 2005; Beaulieu, 1999; Martin and Vuori,
2004). Cependant dans des circonstances normales, les cellules épithéliales subissent
I'anoikis, une forme spécialisée d'apoptose qui se produit sur des cellules en raison des
interactions cellule-MEC dépendantes de 1’ancrage inadéquate ou inappropriée, perturbant la
croissance cellulaire (Gilmore, 2005). En d’autre terme, toute perturbation dans les
interactions cellule-MEC induit une forme spécifique d’apoptose : l'anoikis (Figure 31)
(Ameisen, 2005; Beaulieu, 1999; Frisch and Screaton, 2001; Martin and Vuori, 2004). Ainsi,
tout comme 1’apoptose, l'anoikis joue une série de rbles importants au cours de
I’embryogenese et de I’organogenese, ainsi que dans le maintien et le renouvellement des
tissus (Boudreau and Jones, 1999; Frisch and Screaton, 2001; Martin and Vuori, 2004;
Stupack and Cheresh, 2002). Etant donné que la grande majorité des cellules requiérent un
ancrage sain a leur MEC pour survivre, on peut dire des interactions cellule-MEC qu’elles
suppriment I'anoikis (Ameisen, 2005; Beaulieu, 1999; Frisch and Screaton, 2001; Martin and
Vuori, 2004). Les cellules tumorales métastatiques doivent par conséquent étre résistantes

pour survivre a 1I’anoikis pendant leur dissémination (Eccles and Welch, 2007) (Figure 31).
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Figure 31: Anoikis et mécanisme de résistance a I’anoikis des cellules tumorales migrantes

Les cellules épithéliales sont normalement reliées entre elles et a leur matrice extracellulaire.
Elles subissent un processus d’apoptose (appelé anoikis) quand elles sont détachées de cette
matrice extracellulaire. En revanche, les cellules tumorales migrantes résistent a ce processus
d’anoikis grace a plusieurs mécanismes dont celui utilisant la protéine TrkB. TrkB, qui est
stimulée par BDNF, et active a son tour AKT/PKB (Liotta and Kohn, 2004). TrkB,
Tropomyosin-related kinase B ; BDNF, Brain Derived Neurotrophic Factor ; AKT/PKB,

Protéine serine/thréonine kinase B

I11-1-3-2. Métastases et résistance a I’anoikis

Pour métastaser, les cellules cancéreuses se détachent de leur site primaire, migrent dans les
systemes lymphatiques et circulatoires, s’implantent dans un autre site et initient la croissance
tumorale (Figure 32). Dans un contexte normal, les cellules ayant perdu le contact avec la
MEC ou avec les cellules voisines sont induites en anoikis. La cellule tumorale qui acquiert le
potentiel métastatique développe donc des mécanismes de résistance a 1’anoikis pour survivre
aprés le détachement du foyer primaire (Simpson et al., 2008; Swan et al., 2003). La
résistance a 1’anoikis est, de ce fait, une des caractéristiques de la transformation tumorale car
elle favorise la migration et le ré-attachement et donc la colonisation de sites secondaires.
Cette résistance a été décrite dans plusieurs types de cancers (Chiarugi and Giannoni, 2008;
Diaz-Montero et al., 2006). Les cellules résistantes a 1’anoikis présentent une altération
structurale et numérique des chromosomes. De méme, elles montrent de nombreux
dysfonctionnements dans les mécanismes moléculaires régulant 1’adhésion médiée par les
intégrines, par exemple la voie de signalisation de PISK/AKT. In vitro, la prolifération des
cellules tumorales méme sur des supports defavorables & I’attachement cellulaire, reste 1’une

des principales caractéristiqgues de la transformation maligne qui mime assez bien les
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conditions in vivo (Rak et al., 1999). En effet, la capacité des cellules tumorales a se
multiplier en suspension ou sous forme d’agrégats (sur de 1’agarose ou le polyHEMA) est liée
a un contréle anormal des processus physiologiques de la mort programmée en faveur de
I'activation continue des voies de survie. De nombreuses études ont montré une corrélation
entre la résistance a 1’anoikis des cellules cancéreuses in vitro et leur capacité a former des
tumeurs in vivo (Rak et al., 1999). A l'inverse, il a été montré que les cellules normales dont
on empéchait I'adhésion et I'étalement s'arrondissaient, s'agrégeaient et cette morphologie
régulait négativement leur survie. Ces cellules s'orientaient ainsi vers l'anoikis (Figure 31)
(Garcia et al., 1999). Par exemple, Nelson et Chen (2002) ont démontré que la prolifération
des cellules endothéliales était inhibée lorsque ces cellules demeuraient arrondies sur des

surfaces auto assemblées.

Primary Secondary
Tumor Site Tumor Site

-4 &

wmigratiory  Anoikis Adhesion Migratian Elr';mr:ig:‘n' "
Invasion HESiStaI‘H:E Invasion F-::urelgn

Enviranment

Figure 32: Les étapes de la métastase cancéreuse
La résistance a 1’anoikis permet la migration des cellules cancéreuses du site primaire, leur

survie en absence d’adhésion et leur croissance dans un autre environnement (Simpson et al.,

2008).

III-2. La nécrose

La nécrose a été decrite la premiere fois en detail par Walker et al. en 1988 et a été considérée
pendant longtemps comme une forme incontr6lée plutdt accidentelle de la mort cellulaire. La
mort des cellules nécrotiques est morphologiquement caractérisée par une augmentation de
volume de la cellule (oncose), un gonflement des organites et la rupture des membranes
plasmatique suivie par la perte de contenu intracellulaire (Eisenberg et al., 2010). La nécrose
est couramment utilisée pour décrire la mort cellulaire accidentelle non apoptotique.
Toutefois, ce terme est de plus en plus utilisé par les pathologistes pour évoquer la présence
de tissus ou de cellules mortes. Ce terme représente la phase terminale, le plus souvent en
absence de phagocytose, de la mort cellulaire quel que soit le mécanisme qui a entrainé cet

état. Cet état est caractérisé par 1’équilibre entre la cellule et le milieu extérieur et signifie
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donc que la membrane plasmique n’est plus étanche et qu’elle ne remplit plus ses fonctions
(Fink and Cookson, 2005).

III-3. L’autophagie

L’autophagie désigne un mécanisme de mort cellulaire qui fait intervenir des vacuoles de
digestion. Il n’est pas di a une agression extérieure mais intervient durant le développement
des vertébrés et serait probablement un processus ancien (Chowdhury et al., 2006; Fink and
Cookson, 2005) ou un processus de survie di a un manque de nutriments et de facteurs de
croissance (Krysko et al., 2008). Elle se caractérise par des modifications morphologiques :
vacuolisation, dégradation des composants cytoplasmiques et une Iégere condensation de la
chromatine. Le processus d’autophagie est un processus trés régulé qui commence par une
séquestration du matériel cytoplasmique au sein d’une double membrane appelée
autophagosome. Ce processus est sous le contréle de GTPases et de phosphatidylinositol
kinases. Les autophagosomes fusionnent alors avec les lysosomes grace a un mécanisme
impliquant les microtubules. Cette fusion des vésicules entraine la dégradation des organites
cellulaires. In vivo, ces cellules sont phagocytées par leurs voisines (Chowdhury et al., 2006;
Fink and Cookson, 2005; Krysko et al., 2008). Ce processus qui fait intervenir les lysosomes

donc, n’induit pas d’inflammation (Tableau 2).

Tableau 2: Récapitulatif des caractéristiques des différents types de mort cellulaire

Table1 | Characteristics of different types of cell death

Type of Morphological changes Bioch I f Ci detection method:
celldeath

Nucleus Cell Cytoplasm

membrane
Apoptosis  Chromatin condensation; Blebbing Fragmentation Caspase-dependent Blectron microscepy; TUNEL
nuclear fragmentation; (formation of staining; annaxin staining;

DINA laddenng apopiotic bodes) caspase-activity assays;
DNA-fragmentation assays;
detection of increased number
of cells in subG1/G0; detection
of changes in mitochondrial
membreane potertial

Autophagy  Partial chromatin Blebbing Increased number Caspase-ndependent;  Blectron microscopy;
condensation; no DNA of autophagic Increased lysosomal proten- degradabcn assays;
ladderng vesicles activty assays for marker-proten

transiocation to autophagic
membranas; MDC staining

Mitotic Mutiple micronucdied; - - Caspasa-ndapendent Blectron microscopy;

catastrophe nuclear fragmentation (at early sla%e assays for mtotic markers
abrcn'nd Ki/cyclin B (MPM2); TUNEL staining
actnvation

Necrosis Cumping and random Sweling; rupture  Increased vacuolation; - Blectron microscopy; nuciear
degradaton of nuclear DNA organalie tion. sl.mng (usud me)

mitochondnia sweling %mm
danage n smoundng tv&wes

Senescence Distinct heterochvomatic - Flattening and SA-fi-gal activity Blectron microscopy; SA-j-gal
structure (senescence- increased granularnity staining; gromth-arrest assays;
associated heterochromatic assays for increased pS3,

foci) INK4A and ARF evels fusuel?y
increased), assays for RB
phosphorylation (usually
hypophaosphorylated), assays
for metalloproteinase activity
{usually upregulated)

COK1, cycino-dopandont Mraso 1: MDC, monodansytadavarine; MPM2, mitotic phosphoproloin 2; SA-{i-gal, sensscoenco-associniad B-galaciositase.

RB, rtincblasioma protein

(Okada and Mak, 2004), Nature Reviews Cancer, 2004, 4, 592-603
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CHAPITRE 4 : CADRE ET MATERIEL DE L’ETUDE

I. CADRE DE L’ETUDE

Ces travaux ont été réalisés alternativement au LABIOGENE/CERBA et au Laboratoire

GReD dans le cadre d’une cotutelle internationnale de thése.

Le LABIOGENE/CERBA est le Laboratoire de Biologie Moléculaire et de Genétique du

Centre de recherche Biomoléculaire Pietro Annigoni de 1’Université de Ouagadougou au

Burkina Faso

Le GReD est le Laboratoire de Génétique Réproduction et Développement de 1’Université

Blaise Pascal en France.

II. MATERIEL VEGETAL

Le matériel végétal de 1’étude est composé des rameaux feuillets de C. giganteus (Figure 4),
C. citratus (Figure 5), O. americanum (Figure 6), O. basilicum (Figure 7), H. spicigera
(Figure 8), L. multiflora (Figure 9), A. Conyzoides (Figure 10), E. camaldulensis (Figure 11),
Z. officinale (Figure 12), des plantes de la médecine traditionnelle du Burkina Faso qui ont été
collecté durant le mois de juin 2010 a Gampéla a environ 25km de Ouagadougou (Latitude N
12 27.075, Longitude W 1 20.161; GPS localisation: 12.451244,-1.336023). Ces plantes ont
été identifiees par Dr. Jeanne Millogo—Rasolodimby (Botaniste, Université Ouagadougou) et
des spécimens ont été déposés a I’herbier d’écologie Vvégétale de 1'Université de
Ouagadougou sous les numéro 15940, 15937, 15941, 15939, 15942, 15938, 13162, 15943 et
15944 respectivement pour de C. giganteus, C. citratus, O. basilicum, O. americanum, H.
spicigera, L. multiflora, A. Conyzoides, E. camaldulensis et Z. officinale. Les rameaux
feuillets de ces plantes recoltés les matinés ont été séchés dans les conditions de laboratoire et

utilisés pour I’extraction des huiles essentielles.

III. MATERIEL BIOLOGIQUE

[1I-1. Justification du choix des lignées cellulaires étudiées

Dans la majorité des pays d’Afrique sub-saharienne dont le Burkina Faso, les services de
santé manquent cruellement de moyens pour la détection précoce, le diagnostic, le traitement

et la prise en charge adéquate du cancer. La majorité des cancers y sont donc diagnostiqués a
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des stades avancés, augmentant de ce fait la mortalité. En effet, prés de 90% des patients
atteints d’un cancer décedent de leurs métastases (Mehlen et Puisieux, 2006). De ce fait, la
recherche de nouvelles thérapies anti-tumorales devraient s’orienter vers la recherche de
composés capables d’empécher la migration des cellules tumorales et/ou d’inhiber la
prolifération de cellules métastatiques. D’ou le choix des lignées cellulaires prostatiques
migrantes, métastatiques et resistantes a I’induction de 1’apoptose LNCaP et PC-3, et des
lignées cellulaires de glioblastomes résistantes a I’induction de I’apoptose notamment la
lignée SF-767 qui induit une activation des récepteurs STAT-3 et la lignée SF-763 induisant
une co-activation des récepteurs STAT-3 et Akt.

[1I-2. Description des lignées cellulaires étudiées

La lignée cellulaire LNCaP est une lignée cellulaire androgeno-sensible (American Type
Culture Collection (ATCC), CRL-1740) établie en 1977, a partir de fragments biopsiques
d’une métastase ganglionnaire d’un cancer prostatique modérément différencié, diagnostiqué
un an plus tét chez un patient caucasien de 50 ans (Horoszewicz et al., 1983, 1980). et la
lignée cellulaire PC-3 est une lignée androgeno-résistante (ATCC, CRL-1435) qui provient de
la mise en culture d’'une métastase localisée au niveau des vertébres lombaires d’un patient
caucasien de 62 ans présentant un adénocarcinome prostatique peu différencié (Kaighn et al.,
1979). Pour ce qui est des glioblastomes (GBM) notamment la lignée SF-767 et la lignée SF-
763, ce sont des cellules cancéreuses primitives radiorésistantes.

Toutes les lignées cellulaires de 1’étude sont des cellules adhérentes.

[11-3. Morphologie et source des lignées cellulaires étudiées

Les cellules LNCaP (Figure 33A) ont une morphologie peu allongée en forme d’étoile et
poussent en formant des Tlots. Par contre, les cellules PC-3 (Figure 33B) et SF763 (Figure
33D) ont une morphologie arrondie et poussent en formant des ilots cellulaires; les cellules
SF767 (Figure 33C) quant a elles sont des cellules plus petites, arrondies et poussant en amas
cellulaires. Le temps de doublement, estimé expérimentalement, est d’environ 24 heures pour
les lignées LNCaP et SF767, et de 28 heures pour la lignée PC-3 et SF763. Toutes les cellules
ont été fournies par le Laboratoire GReD, UMR CNRS 6293-Clermont Université-INSERM
U1103, 24 avenue des Landais, BP80026, 24 avenue des Landais, F-63177, France.
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C) Lignée cellulaire SF-767 D) Lignée cellulaire SF-763

Figure 33: Photo des lignées cellulaires LNCaP (A), PC-3 (B), SF-767 (C) et SF-763 (D)
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CHAPITRE 5 : METHODES

I. EXTRACTION DES HUILES ESSENTIELLES

Les rameaux feuillés de chaque plante séchée (200g) ont été utilisés pour I’extraction des
huilles essentielles par hydrodistillation dans un alambic avec un volume d’eau de 4 litres
pendant 3 heures a ’aide d’un appareil type Clevenger adapté (Figure 34). Du sulfate de
sodium anhydre a été utilisé pour deshydrater les huiles apres I'extraction puis filtré. Les
huilles essentielles ont ensuite été stockées dans des contenants hermétiques dans un

réfrigérateur a 4°C pour 1’analyse chimique et les tests biologiques.

Figure 34: Photo du montage utilisé pour I’extraction des huiles essentielles (BAYALA Bagora, 2011)

II. ANALYSE CHIMIQUE DES HUILES ESSENTIELLES

I1-1. Analyse par GC/FID

Les huilles essentielles ont été diluées dans de I'hexane (1/30, v/v) pour analyse par
chromatographie en phase gazeuse couplée a un détecteur a ionisation de flamme (GC/FID)
(Figure 35). La chromatographie en phase gazeuse a €té effectuée sur un chromatographe en
phase gazeuse Agilent Modele 6890 (Agilent, Palo Alto, CA), équipé d'une colonne DB5 MS
(30m x 0,25 mm, épaisseur de film de 0,25 pm). L'hydrogéne a été utilisé comme gaz vecteur
(de 1.0ml/min d'écoulement). Le programme de température du four était de 50°C (5 min) a
300°C a 5°C/min, 5 min apres I'exécution & 300°C. Chaque échantillon d’huille essentielle (1
microlitre) a été injecté en mode double affichage (1:60), les températures de I'injecteur et du

détecteur étaient de 280 et 300°C, respectivement.
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Figure 35: Photo du GC/FID Agilent Modele 6890 (BAYALA Bagora, 2011)

11-2. Analyse par GC/MS

La Chromatographie gazeuse a spectrométrie de masse (GC/MS) (Figure 36) des huilles
essentielles a été réalisée par un chromatographe en phase gazeuse Agilent Modele 7890,
couplé a un modele Agilent MS 5975, équipé d'une colonne DB5 MS (20m x 0,20mm,
épaisseur du film de 0.20um), de programmation allant de 50°C (5 min) a 300°C a 8°C/min,
avec 5 min d’attente. L'hélium a été utilisé comme gaz porteur (débit moyen de 1,0 ml/min).
Programme de température du four était de 50°C (3,2min) a 300°C a 8°C/min, 5 min apres
I'exécution a 300°C. Chaque échantillon d’huille essentielle (1 microlitre) a été injecté en
mode double affichage (1:150); I’injecteur et détecteur de température étaient de 250°C et
280°C respectivement. Le MS en mode impact électronique a 70eV; multiplicateur
d'électrons, 1500V, température de la source d'ions, 230°C, les données des spectres de masse

ont été acquises dans le mode de balayage de gamme de 33 a 450 m/z.

Figure 36: Photo du GC/MS Agilent Modéle 7890 (BAYALA Bagora, 2011)
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11-3. L'identification des composants

Les Constituants des huiles essentielles ont été identifiés par comparaison de leurs indices de
rétention avec ceux de la littérature, déterminés par rapport a une série homologue de n-
alcanes (C8-C32) dans les mémes conditions de fonctionnement. En outre l'identification a été
faite par comparaison de leurs spectres de masse avec ceux stockés dans la bibliotheque NIST
(Stein, et al., 2002) ou avec les spectres de masse de la littérature (Adams, 2007). Les
pourcentages relatifs des composés ont été calculés sur la base des domaines de pointe de GC

sans utiliser les facteurs de correction.

III. ACTIVITE ANTIOXYDANTE DES HUILES ESSENTIELLES

[1I-1. Activité antiradicalaire par la méthode DPPH

L'activité de piégeage des radicaux DPPH (Sigma-Aldrich, L'lle d'Abeau, France) des huiles
essentielles a été mesurée comme décrit par Velazquez et al., (2003). Brievement, 0,5 ml de
chaque huile essentielle solubilisée dans le methanol a été ajoutée a 1 ml de solution de
DPPH*™ (20 mg/ml dans du méthanol) fraichement préparée. Apres agitation, le mélange a été
incubé pendant 15 min a I'obscurité a température ambiante, puis I'absorbance a été mesurée a
517 nm contre un blanc (mélange sans huile essentielle). La quercétine (Sigma-Aldrich) a été
utilisée comme témoin positif. Le pourcentage d'inhibition des radicaux libres DPPH* (%l) a
été calculé selon la formule: %Il = (1 - Absorbance échantillon / Absorbance Blanc) x 100.

[1I-2. Activité antiradicalaire par la méthode ABTS

L'analyse spectrophotométrique de l'activité des huiles essentielles a piéger les cathions
ABTS* a été déterminée selon la méthode de Re et al., (1999). La préparation de la solution
ABTS™ a été effectuée par dissolution de 10 mg de ABTS dans 2,6 ml d'eau distillée. Ensuite,
ont été ajouté 1,7212mg de persulfate de potassium et le mélange est maintenu dans
I'obscurité a température ambiante pendant un maximum de 12 heures. Le mélange a ensuite
été dilué avec de I'éthanol de facon a obtenir une absorbance de 0,70 + 0,02 a 734 nm. Dans
des plaques 96 puits, 50ul de solution d'huile essentielle éthanolique a été ajouté a 200ul de
solution d'/ABTS" fraichement préparée. Le méme procédé a été réalisé pour la quercétine
utilisé comme témoin positif. Le melange réalisé dans les plaques 96 puits a ensuite été
protégé de la lumiére a I’obscurité a température ambiante pendant 15 minutes et la

concentration est lue & 734 nm dans un spectrophotometre contre une courbe standard avec de
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I'acide,5,7,8-tétraméthyl-2-carboxylique ~ 6-hydroxy-2  (Trolox,  Sigma-Aldrich). La
concentration des composés ayant un effet réducteur sur le cation radical ABTS®
(antioxydant) est exprimée en micromoles équivalent Trolox par gramme d’huile essentielle
(umolET / g) en utilisant la formule suivante: C = (cx D) / Ci. Avec : C, la concentration de
composes antioxydants en uMET/g ; ¢, la concentration de I'échantillon lu ; D, le facteur de

dilution et Ci, concentration de la solution mere.

IV. ACTIVITE ANTI-INFLAMMATOIRE DES HUILES ESSENTIELLES PAR INHIBITION DE LA
LIPOXYGENASE

L’activité inhibitrice de la lipoxygénase (CE 1.13.11.12) de type I-B extrait de soja des huiles
essentielles telle que décrite par Lyckander et Malterud (1992) a été utilisée avec quelques
modifications mineures. En effet, 100ul de la solution enzymatique (a la concentration finale
de 200U/ml) a été préparée dans un tampon d'acide borique (0,2M; pH 9,0), mélangée avec
25ul de solution d’huile essentielle 1% DMSO (Sigma-Aldrich) dans un tampon acide
borique, puis incubée a température ambiante pendant 3 minutes. La réaction a ensuite été
déclenchée par I'ajout de solution de substrat (acide linoléique, de 250uM), et la vitesse a été
enregistrée pendant 90 secondes a 234 nm. Le tampon acide borique a été utilisé comme
contréle négatif (activité de I'enzyme sans solution d’huile essentielle). Le pourcentage
d'inhibition de la lipoxygénase (%l) a été calculé selon I'équation suivante:

%I = (VOcontrole - VOechantillon) X 100/V Ocontrole.

Vocontrole €St 1'activité de I'enzyme en I'absence d’huile essentielle, et VOeschantilion €St I'activité
de I'enzyme en présence de I'huile essentielle.

V. ACTIVITE ANTIPROLIFERATIVE DES HUILES ESSENTIELLES

V-1. Culture cellulaire

Toutes les lignées cellulaires ont été cultivées et entretenues au Laboratoire de Génétique
Reproduction et Développement (GReD) de 1’Université Blaise Pascal. Les cellules de
cultures monocouches adhérentes ont été cultivées a 37 °C dans une chambre humidifiée avec
5% de CO2 dans des flacons 75 cm? de culture tissulaire, dans un milieu supplémenté avec
10% de sérum de veau feetal (FCS, Biowest, Nuaillé, France), 1% de pénicilline et 1% de la
streptomycine (Invitrogen, Oslo, Norvege). Les cellules LNCaP et PC-3 ont été maintenues
dans du milieu RPMI-1640 (Invitrogen). Les cellules SF-767 et SF-763 ont été maintenues
dans du DMEM (Invitrogen).
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V-2. Cytotoxicité des huiles essentielles

Il a été préparé une solution stock de 10ul/ml de chaque huile essentielle dans 1% de DMSO
(Sigma-Aldrich) dans un milieu complet. La croissance cellulaire globale a été évaluée en
utilisant le test colorimétrique au MTT (3 [4,5-diméthylthiazol-2-yl]-bromure de
diphényltétrazolium) (Sigma-Aldrich). Les cellules ont été incubées pendant 24 heures dans
des plaques a 96 puits (50000 cellules/ml) avant I'incubation avec les huiles essentielles. Le
test de prolifération cellulaire est basé sur la capacité des cellules vivantes a réduire le MTT
(de couleur jaune) en son métabolite, le bleu de formazan (de couleur violette). Aprés 72
heures d'incubation avec ou sans huile essentielle, le nombre de cellules vivantes est
directement proportionnelle a l'intensité de la couleur violette mesurée quantitativement par
spectrophotométrie en utilisant un lecteur de microplaques de type Bio-Rad 11 885 a 490 nm.
L’inhibition de la croissance a été calculée comme suit:

% inhibition = 100 - (DOéechantillon huile essentielle test - DOblank / DOcontrol = DOplank) X100.

Pour déterminer l'effet de la combinaison des huiles essentielles, la concentration inhibitrice
fractionnaire (FIC) a été évaluée selon la méthode décrite par Pei et al., 2009. Les indices de
la concentration inhibitrice fractionnaire FIC ont été calculés par FICcg + FICcc, ou FICcqg et
FICcc sont les concentrations minimales qui inhibent la croissance des cellules pour les huiles
essentielles cg (Cymbopogon giganteus) et cc (Cymbopogon citratus) respectivement. Ainsi,
les FIC ont été calculés comme suit: FICcg = (ICso (combinaison Cg + Cc) / 1ICs0Cg seul) et
FICcc = (ICso (combinaison Cc + Cg) / ICs0Cc seul). Les résultats ont été interprétés comme
suit : synergisme (FIC <1), addition (FIC = 1), indifférence (1 <FIC < 2) et antagonisme
(FIC> 2).

Figure 37: Photo de test MTT avant revélation (A) et apres revélation (B) (BAYALA Bagora, 2012)
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VI. TEST DE RESISTANCE A L'ANOIKIS

L’effet des huiles essentielles sur la résistance a l'anoikis a été évalué par la méthode soft
agar. Les cellules cancéreuses ont préalablement été ensémencées dans des plaques 6 puits a
raison de 350000 cellules par puits dans un volume de 2ml de milieu complet pendant 24
heures. Les cellules ont ensuite été induites pendant 72 heures avec les huiles essentielles aux
concentrations inhibitrices 50 respectives. Au bout des 72 heures les cellules ont été recoltées
et ensemencées dans le milieu « Top Agar » (Figure C, annexes) préparé avec un milieu 2X
(Figure A, annexes) a raison de 5000 cellules par puits sur la « Base Agar » (Figure B,
annexe) préalablement coulée dans des plaques de 6 puits et conservée a 4°C. Les cellules ont
ensuite eté traitées deux fois par semaine avec 0,5ml de solutions d’huile essentielle aux
concentrations inhibitrices 50 respectives pendant 15 jours. Au bout de ces 15 jours, 1’on a
procédé a la révélation. Les cellules ont été fixées au PFA 4% a raison de 0,5ml par puits et
incubées pendant 30 minutes a température ambiante. Apres ringage au PBS-1X, 0,5ml par
puits de solution de crystal violet 0,005% solubilisé dans du PBS-1X est ajoutée puis incubées
a nouveau pendant 20 minutes. Un ringage a 1’éthanol 50% a été effectué apres avoir éliminé
la solution de crystal violet. Finalement, des photos ont été prises successivement a I’appareil
photo sur plaque lumineuse puis a la loupe binoculaire (Figure 38).

Figure 38: Photo du montage loupe binoculaire (BAYALA Bagora, 2014)

VII. TEST DE SCRATCH (Test de comblement de la bréche)
L’effet des huiles essenticlles sur la migration cellulaire a été évalué par le test de
comblement de la bréche (scratch test). Les cellules cancéreuses ont préalablement été

ensémencées dans des plaques 6 puits a raison de 350000 cellules par puits dans un volume de
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2ml de milieu complet pendant 24 heures. Une breche a ensuite été réalisée sur les cellules
aprés induction des cellules aux concentrations inhibitrices 50 respectives des huiles
essentielles. Des photos multiples ont ensuite été prises pendant 72 heures a partir du temps t0
du debut de I’induction. Le montage de ces photos ont permis de determiner 1’effet des huiles

essentielles sur la migration cellulaire

VIII. ANALYSE DES PROTEINES
VIII-1. Préparation des extraits protéiques totaux

Pour les extraits totaux, les cellules sont rincées avec du D-PBS (Gibco) 1X froid (figure D,
annexes) et récupérées dans 75ul de tampon NaCl (Figure D, annexes) contenant du PMSF (1
mM), du NaF (1 mM), du Na3VO4 (10 nM) et des inhibiteurs de protéases (Boehringer
Mannheim). Les cellules sont lysées dans la glace par 2 cycles de sonication de 15s puis, les
extraits sont centrifugés a 14000 rpm pendant 15 min a 4°C. Les surnageants clarifiés sont
récupérés et les concentrations protéiques évaluées a 595 nm (Bio-rad Protein Assay).

VIII-2. Analyse des protéines par Western Blot

Les échantillons protéiques sont dénaturés a 95°C pendant 5 min dans un tampon de charge
(Figure E, annexes) et séparés par electrophorese simple dimension pendant 45 min a 160V
sur des gels de polyacrylamide SDS-PAGE. Les protéines sont ensuite transférées sur une
membrane de nitrocellulose (Amersham, GE Healthcare, Buckinghamshire, UK) pendant 1h a
100V et I'nomogeénéité des dépbts est vérifiee par coloration au rouge Ponceau. Les
membranes sont saturées pendant 1h dans une solution de Régilait® écrémé 10%-TBST
(Figure E, annexes) puis incubées une nuit a 4°C dans une solution de Régilait® 10%-TBST
en présence d'anticorps primaires (Tableau A, annexes). Apres 3 lavages successifs de 5 min
(TBST), les membranes sont incubées pendant 1 heure 30 minutes avec l'anticorps secondaire
anti-lgG de lapin ou de souris (BI12407, P.A.R.1.S. Anticorps, Compiegne, France), en fontion
de I'anticorps primaire utilisé, couplé a la péroxidase (Horseradish Peroxydase, HRP). Apres
plusieurs lavages successifs, les complexes antigénes-anticorps sont révélés par
chémiluminescence (Western Lightning Plus ECL, PerkinElmer, Massachusetts, USA) et les
images capturées a l'aide du systeme MF-ChemiBIS 3.2 (Bio Imaging System, Kirkland
Quebec, Canada). La quantification des complexes formés est réalisée a l'aide du logiciel
MultiGauge (Fujifilm) (Figure 39).
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Figure 39: Photo du systéme MF-ChemiBIS 3.2 (BAYALA Bagora, 2014)

IX. ANALYSES STATISTIQUES

Les expériences in vitro ont été effectuées en octuplet ou en sextuplet, chaque point de
données représente la moyenne d'au moins trois expériences indépendantes. Toutes les
données sont présentées sous forme de moyenne + écart-type. Les données ont été analysées
par analyse de variance suivie du test de comparaisons multiples de Tukey. Les analyses ont
éteé effectuées en utilisant un logiciel de XLSTAT7.1. Une P < 0,05 a été utilisé comme critere

pour la significativité statistique. Le logiciel ImageJ a été utilisé pour le comptage des clones.
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CHAPITRE 6. RESULTATS

I. PREMIERE PARTIE DE L’ETUDE : RESULTATS DU PREMIER ARTICLE

Chemical composition, antioxidant, anti-inflammatory and anti-proliferative activities
of essential oils of plants from Burkina Faso

Bagora BAYALA**¢4¢ Imagl Henri Nestor BASSOLE', Charlemagne GNOULA®9, Roger
NEBIE™ Albert YONLI?, Laurent MORELP¢¢ Gilles FIGUEREDO', Jean-Baptiste
NIKIEMA®), Jean-Marc A. LOBACCARO%%¢" Jacques SIMPORE?", PLoS One. 2014 Mar
24;9(3):e92122. doi: 10.1371/journal.pone.0092122. eCollection 2014.

1.1 Composition des différentes huiles essentielles

L’hydrodistillation, suivie de I’analyse par GC/MS et GC/FID a permis de déterminer la
composition chimique des huiles essentielles de sept plantes du Burkina Faso (Figure 41). La
composition en pourcentage des composés des huiles essentielles sont répertoriés dans le
tableau 3. Briévement, les huiles essentielles contiennent principalement un mélange
complexe d'’hydrocarbures monoterpéniques, d’hydrocarbures sesquiterpéniques et composés
oxygenées mono-et sesquiterpenes. Les monoterpénes hydrocarbones sont dominent dans les
huiles essentielles de E. camaldulensis, L. multiflora, H. spicigera et O. americanum. Les
hydrocarbures sesquiterpéniques étaient les plus abondants dans I’huile essentielle de Z.
officinale. Les terpénes oxygéneés sont les constituants les plus dominants de I'huile essentielle
de A. conyzoides et O. basilicum. L'huile essentielle de L. multiflora et O. americanum
contenaient également des pourcentages de terpénes oxygénés de 25,10% et 23,94%,

respectivement.
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Tableau 3: Composition chimique des huiles essentielles des 7 plantes testées

, A E. | L multifiora| ©. 0. Z
Composés rt conyzoides | camaldulensis spicigera |americanum | basilicum | officinale
% % % % % % %
a-thujéne 10.249 2.63 4.37 0.13
a-pinéne 10.505 0.10 9.17 0.68 20.11 6.87 0.39 4.14
Camphene 11.106 0.80 0.19 0.23 0.09 2.77 12.69
Sabinene 11.935 0.07 0.86 10.26 0.65 2.58
B-pinene 12.095 2.49 0.14 9.22 3.71 1.08 0.46
Myrcéne 12.530 0.15 2.67 0.81 2.04 2.71 0.60
a-phellandréne 13.100 0.32 2.97 7.03 0.39
a-terpinene 13.46 0.45 2.18 0.61 0.40 0.11
P-cyméne 13.740 4.73 25.27 3.05 0.21 0.14 0.28
Limonene 13.889 0.10 8.76 1.21 2.33 4.66 3.69 2.08
B-phellandréne 13.953 2.69 2.46
Eucalyptol 14.022 59.55 3.37 1.81 31.22 1.46 4.79
(E)-B-ociméne 14.469 1.23 0.13 2.86
y-Terpinéne 14.854 1.39 9.17 1.09 1.13 0.16
Terpinoléne 15.728 0.21 0.17 4.43 0.65 0.60
Camphor 17.733 0.46 12.73
Bornéol 18.432 0.46 0.13 1.55
Terpinéne-4-ol 18.692 1.14 0.55 0.75 0.92 0.63
a-terpinéol 19.239 2.65 0.25 2.08 59.78 0.78
Piperitone 20.787 0.09 0.08 2.44
Géranial 21.181 1.21
bornyl Acétate 21.587 0.23 0.05 3.96
Thymol 21.791 11.88
Carvacrol 21.991 - - 1.67 --- --- ---
Thymyle Acétate 23.222 7.64
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3-caryophyllene 25.116 8.49 12.70 21.00 3.55 10.54
Trans a-bergamoténe 25.388 0.12 --- --- --- 5.32 --- ---
Aromadendréene 25.630 1.40
a-humuléne 25.986 0.64 1.89 1.14 0.25 3.90
Precocéne 26.324 82.09 --- --- --- - ---
Germacréne-D 26.596 1.30 2.50 1.00 0.24 3.72
Ar curcuméne 26.643 16.67
(Z, E)-a-farneséne 26.742 3.67
Zingiberene 26.957 8.40
y-bulgaréne 27.113 3.79
(E,E)-a-farneséne 27.143 2.58
B-bisabolene 27.263 7.83
B-sesquiphellandréne 27.627 1.42 5.33
Elémol 28.16 1.25 1.60 0.44
Caryophylléne oxide 28.974 0.15 1.40 0.98 0.08 1.29
TOTAL 98.79 97.43 99.23 96.72 98.90 99.45 83.30
Monoterpénes hydrocarbones 1.52 86.96 52.78 68.03 54.83 15.78 27.5
Sesquiterpénes hydrocarbones 11.97 1.4 17.09 23.14 13.03 18.16 44.6
Terpenes Oxygénées 82.47 4.34 25.10 1.86 23.94 61.7 3.98

rt : temps de rétension (minutes), % : pourcentage des Composés.
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Dans I’huile essentielle de O. basilicum, 29 composés ont été identifiés au total (Figure 41A)
dont les principaux composeés étaient: 1’a-terpinéol (59,78%) et le B-caryophylléne (10,54%)
(Figure 40). Les composés mineurs étaient I’a-humulene (3,90%), le germacrene-D (3,72%),
le limonene (3,69%), le (E)-B-ocimene (2,86%), le myrcene (2,71%), 1’eucalyptol (1,46%),le
caryophyllene oxyde (1,29%) et le B-pinéne (1,08%) (Tableau 3).

Dans I’huile essentielle de O. americanum, 44 composes ont été identifiés (Figure 41B). Le 1,
8-cinéole (31.22%), le camphre (12,730%), I’a-pinene (6,87%) et le trans-a. bergamoténe
(5,32%) étaient les plus abondants (Figure 40) ; et les composés mineurs étaient le limonéne
(4,66%), le bornyl acétate (3,96%), le B-pinene (3,71%), le farnésene (3,67%), le B-
caryophyllene (3,55%), le camphéne (2,77%), le myrcene (2,04%),1” a-terpinéol (2,08%), le
pipéritone (2,44%), le (Z, E)-a-Elemol (1,60%) et le Terpinéne (1,13%) (Tableau 3).

Dans I’huile essenticlle de H. spicigera 39 composés ont été identifiés (Figure 41C). Les
composés majeurs apparaissent comme le B-caryophyllene (21%), 1’a-pinéne (20,11%),le
sabinene (10,26%), le B-pinéne (9,22%),I’a-phellandrene (7,03%) (Figure 40); et les
composés mineurs etaient le terpinolene (4,43%), 1’a-thujene (4,37%), le P-cyméne (3,05%),
le B-phellandréne (2,69%), le limonéne (2,33%), I'eucalyptol (1,81%), I’a-humulene (1,14% ),
le y-terpinéne (1,09%) et le germacréne-D (1,00%) (Tableau 3).

L’huile essentielle de L. multiflora contient 42 composés (Figure 41D); parmi eux, les
principaux composeés sont le p-cymene (25,27%), le B-caryophylléne (12,70%), le thymol
(11,88), le y-terpinene (9,17%) et l'acétate de thymyle (7,64%) (Figure 40) ; et les composés
mineurs, 1’eucalyptol (3,37%), 1’a-phellandréne (2,97%), 1’a-thujene (2,63%), le myrcéne
(2,67%), le germacrene-D (2,50%), I’a-terpinéne (2,18%), I’a-humuléne (1,89%), le carvacrol
(1,67%), I'oxyde caryophylléne (1,40%), le (E)-B-ociméne (1,23%), 1’elemol (1,25%) et de
limonéne (1,21%) (Tableau 3).

Au total 23 composés ont été identifiés dans 1’huile essentielle de A. conyzoides (Figure 41E).
Le précocene (82,10%) était le plus dominant suivi du caryophylléne (8,50%) (Figure 40) ;
tandis que les composés mineurs étaient le B-sesquiphellandrene (1,42%) et le germacréne-D
(1,30%) (Tableau 3).

Dans I’huile essentielle de E. camaldulensis (Figure 41F), 39 composes ont été identifies,
parmis lesquels, 1’eucalyptol (59,55%), 1’a-pinéne (9,17%) et le limonene (8,76%) étaient les

plus dominants (Figure 40), et les composés mineurs étaient le p-cymene (4,73%), 1’a-
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terpinéol (2,65%), le B-pinéne (2,49%), I’aromadendrene (1,40%), le y-terpinéne (1,39%) et le
terpinene-4-ol (1,14% ) (Tableau 3).

Au total, 35 composés ont éte identifiés dans I'huile essentielle de Z. officinale (Figure 41G)
dont les principaux composés sont l’arcurcumene (16,67%), le camphéne (12,70%), le
zingibéréne (8,40%), le B-bisaboléne (7,83%), le B-sesquiphellandréne (5,34%) (Figure 40)
tandis que ’eucalyptol (4,79%), I’a-pinéne (4,14%), le B-phellandréne (2,46%), le limonéne
(2,08%), le bornéol (1,55%) et le géranial (1,21%) ont été les composés minoritaires (Tableau
3).

CH,
HaG CH
3 HaC CHz
HiC | = HsC CH }/ CH,
| CHs = 3 -
ST e [ =0
CH; ’ CHy CHa H;C
Ar curcumene Precocene a-pinens P-cymene Camphaor
\Z afficinale) [A. eonyzoides) (M. spicigera) (L. multifiora) (0. americanum)
Ha
CHg CH 3 OH CHa
o CHy ~—=CHe
HsC H
CHs CHs Hs
HsC OH HsC H3C H3C CHy
a-terpineol Eucalyptol Thymaol Camphene B-caryophyllene
(O, basilicum) [E. camaldulensis (L. muitiflorm) |£. officinale) M. spicigera and
and 0. americanum) L. multiflora )

Figure 40: Structures chimiques des principaux composes présents dans les huiles essentielles analysés
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Figure 41: Chromatogrammes des différentes huiles essentielles avec leurs principaux composés identifiés

A) O. basilicum ; B) O. americanum ; C ) H. spicigera ; D) L. multiflora ; E) A. conizoides ;

F) A. calmadulensis ; G ) Z. officinale.
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1.2 Activité antioxydante des différentes huiles essentielles

Afin de justifier I'utilisation de ces plantes dans la pharmacopée pour le traitement des
maladies liées a 1’oxidation, 1’activité antioxydante des huiles essenticlles de ces plantes et de

la référence quercétine utilisée comme contrdle est consignée dans le tableau 4

Tableau 4: Activité antiradicalaire par la méthode DPPH et ABTS

DPPH test ABTS test
Huiles essentielles % Inhibition MMET/g
O. basilicum 55.67+3.384 0.69+0.038
O. americanum 15.9045.73¢ 0.48+0.01°¢
H. spicigera 41.70+3.10°B 0.52+0.02°¢
L. multiflora 42.23+2.737B 1.02+0.024
A. conyzoides 32.37+4.258°¢ 0.53+0.02°¢
E. camaldulensis 43.40+4.13B non déterminé
Z. officinale 36.10+3.514BC 0.34+0.03°
Quercétine 73.1345.25 8.96+0.07

DPPH (2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl); ABTS (2,2-'-azinobis [acide 3-éthylbenzothiazoline-
6-sulfonique]); Les valeurs sont exprimées sous forme de valeurs moyennes + écart type (n =
3 expériences en quadruplicat); L’activité DPPH est exprimée en pourcentage d'inhibition
pour une concentration de 8mg/ml de chaque huile essentielle et ’activité ABTS est donnée
en uM ET/g (10 mol équivalent Throlox/g d'huile essentielle); La quercétine a été utilisée a
une concentration de 100ug/ml pour le test DPPH et de 1mg/ml pour le test ABTS comme
standard; les valeurs avec la méme lettre dans chaque colonne peuvent étre considérées

comme identiques (p < 0,05).

1.3 Activité anti-inflammatoire des différentes huiles essentielles

Afin de justifier 1’activité anti-inflammatoire présumée de ces plantes dans la pharmacopée,
des tests ont été réalisés avec les huiles essentielles de ces plantes sur la Lipoxygénase, une
enzyme impliquée dans I’inflammation. Les résulats des tests d’inhibition sont présentés dans
le tableau 5. Toutes les huiles essentielles testées possedent un effet inhibiteur de la

Lipoxygeénase dont les pourcentages d’inhibition sont presentés dans le Tableau 5.

These Doctorat Unique BAYALA Bagora Page 73



Troisiéme partie-Chapitre 6

Tableau 5: Pourcentage d’inhibition de la Lipoxygénase par les huiles essentielles

Huiles *Q. *Q.

essentielles basilicum americanum spicigera multiflora conyzoides camaldulensis officinale

*H.

*L.

*A.

*E.

**Z.  ***Quercetine

(controle)

%

Inhibition 98.2+6.1¢ 31.6+16.2° 75.1+10.6 96.9+4.0° 48.3+19.1P

96.4+3.3¢

50.9+0.28 52.32+0.65"

Les valeurs sont exprimées sous forme de valeurs moyennes + écart type (n = 3 expériences);

%, Pourcentage; *, 8mg/ml dans le milieu réactionnel; **, 0,4 mg / ml; *** 100ug/ml dans

le milieu réactionnel; A, B, C, D du plus actif au moins actif respectivement; les valeurs avec

la méme lettre peuvent étre considérées comme identiques (p < 0,05).

L4 Activité antiproliferative des huiles essentielles

A notre connaissance, jusqu’ a ce jour, aucune étude n’avait encore été réalisée sur ’activité

antiproliférative des huiles essentielles de ces plantes aromatiques du Burkina Faso. En effet,

il s’agit 1a des prémicres études sur I’activité antiproliférative des huiles essentielles de O.

basilicum, O. americanum, H. spicigera, L. multiflora, A. conyzoides, E. camaldulensis et Z.

officinale du Burkina Faso. Les résultats ainsi obténus sont consignés dans le tableau 6.

Tableau 6: 1Cso des huiles essentielles testées sur les lignées LNCaP et PC-3 du cancer de la prostate, et les

lignées SF-767 et SF-763 de glioblastome.

1Cso0 (png/ml)
Cancer de la Prostate Glioblastome

Huiles essentielles LNCaP PC-3 SF-767 SF-763

O. basilicum 460+110%B 450+70° 300450 430+100%
O. americanum non actif non actif non actif non actif
H. spicigera non actif non actif non actif non actif
L. multiflora 580+1408 300+30% 310+2018B 470+1407
A. conyzoides 350+30% 490+80° 430+908:C 380+60"
E. camaldulensis non actif non actif non actif non actif
Z. officinale 380+1107 420+508 480+90° 440+80%
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ICs0, concentration inhibitrice 50; Les valeurs sont exprimées en valeurs moyennes * écart
type (n = 3 expériences en octuplets); les valeurs avec la méme lettre dans chaque colonne
peuvent étre considérées comme identiques (p < 0,05)

A 100 | g —s » 2 B 100 | mfoet * z
%0 - ——0. basilicum %0 4 —— 0. basilicum
80 - —a— 0. americanum 80 - —a— Q. americanum
70 - —+—H, spicigera g 70 —+—H. spicigera
B 60 - —— L. multifiora :_; 60 | ——L, mu-'tiﬂar.a
E 50 | —x— A, conyzoides E 5 | —*—A. conyzoides »
3 —o—E. camaldulensis ® —e—E. camaldulensis
-E 40 Z. officinale ; 40 4 Z. officinale
= 30 - 8 304
© 20 NCaP 20 pc3
10 4 10 -
0 T T T 0 T T T r ]
0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0 0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0
Concentration (mg/ml) Concentration (mg/ml)
C 100 7 Biep A A D 100 4 B-8g = 8 —
90 - —— 0. basilicum 9 1 % —+—0. basilicum
80 | —a— Q. americanum 30 —a— 0. americanum
T 70 - =i—H. spicigera < 70| —— H. spicigera
< —+—L. multifiora < ——L. multiflora
g 01 —#—A. conyzoides 2 60 —=—A. conyzoides
% 50 z —o— E. camaldulensis :E 50 - —a— E. camaldulensis
> 40 - Z. officinale S 40 Z. officinale
& 30 . 8 30
2+ SF-767 ) 20+ SF-763
10 4 10 4
0 T T T L 0 T T
0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0 0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0
Concentration (mg/ml) Concentration (mg/ml)

Figure 42: Concentration-dépendante de I'activité anti-proliférative des huiles essentielles aprés 72 heures
d'induction

A cellules LNCaP; B) cellules PC-3; C) des cellules SF- 767; D) les cellules SF- 763. Les
expériences ont été effectuées 3 fois en octuplets
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Figure 43: Temps-dépendant de P’activité anti-proliférative des huiles essentielles aprés 24, 48 et 72 heures
d'induction.

Les cellules ont été incubées a la concentration ICsq de chaque huile essentielle. a, les cellules
LNCaP ; b, les cellules PC-3 ; ¢, les cellules SF- 767 et d, les cellules SF- 763. * , p < 0,05

par rapport aux 24 heures de traitement ; § , p < 0,05 par rapport aux 48 heures de traitement.

Les expériences ont été effectuées 3 fois en octuplets.
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Figure 44: Activité anti-proliférative concentration-dépendante de composés majoritaires purifiés et de
leur combinaison avec les huiles essentielles

Les tests ont été effectués sur les lignées cellulaires LNCaP et PC- 3 du cancer de la prostate,

et les lignées SF-767 et SF-763 de glioblastome. Les expeériences ont été effectuées 3 fois en

octuplets.
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II. DEUXIEME PARTIE DE L’ETUDE : RESULTATS DU DEUXIEME ARTICLE

Anti-Cancer activity of two cymbopogon spices essential oils, their combination and the
major Compound citral.

Bagora BAYALA!*>87 Imagél H. N. BASSOLE?®, Charlemagne GNOULA®8, Laurent
MOREL*>®7, Jean-Marc A. LOBACCARO*>%" Jacques SIMPORE!?*

11.1 Composition des huiles essentielles de C. giganteus et de C. citratus

L’analyse chimique des huiles essenticlles de Cymbopogon giganteus et de Cymbopogon
citratus donne plusieurs composés (Figure 46) dont les structures chimiques des principaux
composés sont présentées sur la Figure 45. La composition en pourcentage des composés de
ces huiles essentielles sont répertoriés dans le tableau 7. Brievement, ces huiles essentielles
contiennent principalement un mélange complexe d'hydrocarbures monoterpénes et oxygénés,
des hydrocarbures sesquiterpéniques et oxygénés, des composés acycliques, cycliques,
bicycliques et tricycliques terpénes (Tableau 7). Les terpenes oxygenés ont été dominants
dans les huiles essentielles de C. giganteus et C. citratus principalement des monoterpénes
oxygénées (Tableau 7). Les terpenes acycliques sont les plus abondants dans les huiles
essentielles de C. citratus tandis que dans les huiles essentielles de C. giganteus, les terpénes

cycliques sont les plus abondants (Tableau 7).

Un total de 33 composés ont été identifiés dans 1’huile essentielle de C. giganteus (Figure 46)
dont les composés majoritaires étaient limonéne (19,33%), le mentha-1(7),8-dien-2-ol cis
(17,34%), le mentha-1(7),8-dien-2-ol trans (13,95%), le mentha-2,8-Diene-1-ol trans-para
(13,91%), mentha-2,8-Diene-1-ol cis-para (8,10%) (Figure 45), deux composés isomeres a
spéectre de masse MW 152 et MW 152 isomeére ayant des pourcentages respectifs de 4,97% et
de 4,7%, et les composés mineurs étaient le carvone (3,18%), 4-caranone cis (2,32%), linalool
(1,39%), eucalyptol (1,16%) (Tableau 7).

Dans I’huile essentielle de C. citratus, ont été identifiés 15 composés (Figure 46). Parmis ces
composeés, le géranial (48,18%), le neral (34,37%) et le myrcéne (5,37%) etaient les composés
majoritaires (Figure 45), et le géraniol (3,27%) et 1’isogéranial (1,07%) les composés

minoritaires (Tableau 7).
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Tableau 7: Composition chimique des huiles essentielles de Cymbopogon giganteus et de Cymbopogon

citratus.
; Temps de Retention C. giganteus C. citratus
Composes (min) Pourcentage Pourcentage
(%) (%)
Alpha pinéne 10,52 0.131
Camphéne 12.12 0.108
6-Methyl-5-Heptén-2-one 12.434 0.899
Myrcene 12.56 0.153 5.367
Menthatriene-1 ,3,8-para 13.09 0.373
Para-Cymene 13.76 0.818
Limonéne 13.95 19.329
Eucalyptol 14.06 1.162 0.158
Para-cymenéne 15.94 0.396
Perillene 16,15 0.163
Linalool 16.26 1.387 0.695
Mentha-2,8-Diéne-1-ol trans-para 17.00 13.914
Cis-limonene oxide 17.29 0.124
Mentha-2,8-Diene-1-ol cis-para 17.44 8.104
Camphre 17.76 0.373
Citronellal 17.815 0.122
Trans limonéne oxide 17.85 0.009
Verbenol trans 18.08 0.511
Isogeranial 18,63 1.074
Mentha-1(7),8-dien-2-ol cis 18.99 17.338
Cis Dihydrocarvone 19.26 0.322
MW 152 (non identifi€) 19.32 4.966
Trans Dihydrocarvone 19.45 0.196
4-Caranone cis 19.51 2.316
MW 152 isomer (non identifié) 19.83 4.697
Citronellol 19.930 0.142
Mentha-1(7),8-dién-2-ol trans 20.18 13.953
Néral 20,38 34.374
Carvone 20.57 3.176
Géraniol 20.656 3.269
Geranial 21.223 48.179
Bornyl acetate 21.64 0.232
Geranyl formate 21.919 0.093
Neric acid 23.327 0.859
Geranyl acetate 23.988 0.425
-caryophyllene 25.15 0.348
a-bergamoténe trans 25.43 0.445
a-cubebéne 25.61 0.141
Aromadendrene 26.13 0.138
a-farneséne 26.78 0.177
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Viridifloréne 26.86 0.069
Bicyclogermacréene 26.97 0.165
Spathulenol 28.88 0.097
Caryophyllene oxide 29.02 0.151
Epi globulol 29.29 0.144
TOTAL 95.452 96.33
Monoterpénes hydrocarbones 21.308 5.53
Sesquiterpéne hydrocarbones 1.483 0
Terpénes Oxygénées 54.894 90.8
Monoterpéne Oxygénées 54.502 90.8
Sesquiterpene Oxygénées 0.392 0
Monoterpéne alcools 46.592 4.617
Monoterpénes aldéhydes 0 83.749
Terpénes Acycliques 2.09 95.498
Terpénes Cycligues 70.875 0.158
Terpéenes Bicycliques 4.269 0.674
Terpénes Tricycliques 0.241 0
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Figure 45: Structures chimiques des principaux composés présents dans les huiles essentielles de C.

giganteus et de C. citratus
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Figure 46: Chromatogrammes de I’huile essentielle de C. giganteus et de C. citratus avec leurs principaux
composés identifiés
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11.2 Activité antioxydante et anti-inflammatoire de I’huile essentielle de C. giganteus et C.
citratus

C. giganteus et C. citratus sont largement utilisées dans la médecine traditionnelle pour le
traitement de diverses pathologies dont certaines d’entre elles sont liées a 1’oxydation et a
I’inflammation. Cette partie de 1’étude a été consacrée a 1’évaluation in vitro de 1’activité
antioxydante et anti-inflammatoire des huiles essentielles de ces deux plantes. Les résultats
ainsi obténus sont consignés dans le tableau 8. Les huiles essentielles C. giganteus et C.
citratus testées possedent un effet inhibiteur de la lipoxygénase traduit par les pourcentages

d’inhybition enregistrés (Tableau 8).

Tableau 8: Activités antioxydante et anti-inflammatoire de I'huile essentielle de C. giganteus et C. citratus.

Activité antioxydante Activité anti-inflammatoire

DPPH test ABTS test | Inhibition de la Lipoxygenase
Huiles essentielles | Concentration | % Inhibition | UMET/g % Inhibition | Concentration
C. giganteus 8mg/ml 28,04+2,58 | 0,59+0,16" |  0,8mg/ml 98,22+3,72
C. citratus 8mg/ml | 67,58+3,1A |0,318+0,218| 8 mg/ml 98,5424

DPPH (2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl); ABTS (2,2-'-azinobis [acide 3-éthylbenzothiazoline-
6-sulfonique]); les valeurs sont exprimées sous forme de valeurs moyennes + écart type (n = 3
expériences en quadruplicat); I’activité DPPH est exprimée en pourcentage d'inhibition et
Iactivité ABTS est donnée en pM ET/g (10 mol équivalent Throlox/g d'huile essentielle); les
valeurs avec la méme lettre dans chaque colonne peuvent étre considérées comme identiques
(p < 0,05). Concernant I’activité anti-lipoxygénase, les valeurs sont exprimeées sous forme de

valeurs moyennes + écart type (n = 3 expériences); %, Pourcentage.

I1.3 Activité antiproliferative des huiles essentielles de C. giganteus et de C. citratus

Cette partie de 1’étude met en évidence 1’activité antiproliférative des huiles essentielle de C.
giganteus et de C. citratus sur les lignées LNCaP et PC-3 du cancer de la prostate et les
lignées cellulaires SF-767 et SF-763 du glioblastome (Tableau 9). Les huiles essentielles de
ces deux plantes ont présenté une activité antiproliférative aussi bien sur les lignées LNCaP et
PC-3 du cancer de la prostate que celles SF-767 et SF-763 du glioblastome. La combinaison

de ces huiles et le citral ont également été antiprolifératifs sur ces cellules.
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Figure 47: Concentration-dépendante de I'activité anti-proliférative des huiles essentielles, et composés
apres 72 heures d'induction des cellules LNCaP, PC-3 du cancer de la prostate , et SF- 767 et SF- 763 du

glioblastome

A) C. giganteus; B) C. citratus; C) C. giganteus + C. citratus; D) Citral et E) Cisplatine

(control). Les expériences ont été effectuées 3 fois en sextuplets.
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Tableau 9: 1Cso des huiles essentielles et composés testés sur les cellules LNCaP et PC-3 du cancer de la
prostate et sur les lignées cellulaires SF-767 et SF-763 de glioblastome.

1Cs0 (Hg/ml)

Cancer de la Prostate Glioblastome
Huiles essentielles LNCaP PC-3 SF-767 SF-763
C. giganteus 160,06+1,16°  303,23+21,5°  255,06+39,5° 217,01+13,6F
C. citratus 6,36+2,78 32,1+9,18 45,13+19,3¢  172,05+25,6°
C. giganteus + C. citratus 23,67+3,5¢ 29,02+7,78 52,76+0,1¢  90,5+17,8C
Valeurs FIC 3,87 1 1,38 0,94
Interactions antagonisme addition indifference  synergisme
Composés
Citral 4,32+0,18 14,3+4,24 22,35+#5,028  35,27+11B
Cisplatine (controle) 2,91+0,47 11,2+1,24 0,38+0,2° 8,18+2,3

Concentration inhibitrice 50 (ICso). Les valeurs sont exprimées en valeurs moyennes + écart
type (n = 3 expériences sextuplet); les valeurs avec la méme lettre dans chaque colonne

peuvent étre considérées comme identiques (p < 0,05)
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Figure 48: Activité anti-proliférative de I’huile essentielle de C. citratus, du Citral et du Cisplatine aprés
24, 48 et 72 heures d'induction des cellules LNCaP du cancer de la Prostate

Les cellules ont été incubées a la ICso de C. citratus, du Citral et du Cisplatine; **, £ £, $ $,
p <0,05 par rapport a 24 heures de traitement; *** £ £ £, $ $ $, p <0,05 par rapport aux 48

heures de traitement. Les expériences ont été effectuées 3 fois dans des sextuplets.

La cytotoxicité de I’huile essentielle de C. citratus, du citral et du cisplatine semble étre
selective vue la variabilité des effets antiprolifératifs de ces composés sur les difféerentes

lignées des diférents types de cancers (Tableau 9). Afin de confirmer cette selectivité des
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cellules MPE constituées de cellules LXR +/+ non cancéreuses et moins proliférentes et de
cellules LXR -/-, cancéreuses et trés proliférentes ont été utilisées pour des tests de
confirmaion (Tableau 10).

Tableau 10: ICso des huiles essentielles et composés testés sur LXR +/+ et LXR -/- de la prostate dorsale de
souris.

I1Cso0 (Hg/ml)
Huile essentielle et composés Lignées cellulaires
LXR +/+ LXR -/-
C. citratus 15,02+1,59¢  10,43+1,14¢
Citral 10,40+2,458 6,97+1,56°
Cisplatine 4,29+2 294 1,58+0,6"

Concentration inhibitrice 50 (ICso). Les valeurs sont exprimeées en valeurs moyennes + écart
type (n = 3 expériences en sextuplet); les valeurs avec la méme lettre dans chaque colonne

peuvent étre considérees comme identiques (p < 0,05).
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III. TROIXIEME PARTIE DE L’ETUDE : RESULTATS DU TROIXIEME ARTICLE
I11.1 Action des huiles de C. citratus, du citral et du cisplatine sur la morphologie cellulaire

Les concentrations inhybitrices 50 (ICso) de I’huile essentielle de C. citratus, du citral son
composé majoritaire, et du cisplatine (control positif) ont été utilisées pour induire les lignées
cellulaires LNCaP du cancer de la prostate afin d’observer leur action sur la morphologie de
ces cellules (Figure 49).

A Ohrs B Ohrs
Control C. Citratus IC50 Control C. Citratus 21C50

Citral IC50 Cisplatine 1C50 Citral 21C50 Cisplatine 2I1C50

C 24hrs D 24hrs
Control C. Citratus IC50 Control C. Citratus 2I1C50

Citral IC50 Cisplatine IC50 Citral 21C50 Cisplatine 2IC50
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G 72hrs H 72hrs

Control C. Citratus IC50 Control C. Citratus 21C50

Citral IC50 Cisplatine IC50 Citral 21C50 Cisplatine 2I1C50

Figure 49: Photo de I’action de I’huile essentielle de C. citratus, du Citral et du Cisplatine sur la
morphologie cellulaire

AOhrs : Début de I’induction a 1’ICso par rapport a un contréle non induit; BOhrs : Debut de
I’induction avec 2xICso ; C24hrs : temps correspondant a 24heures aprés 1’induction a 1’ICso ;
D24hrs : temps correspondant a 24heures apreés 1’induction avec 2xICso ; E48hrs: temps
correspondant a 48heures apres I’induction a 1’ICso ; F48hrs : temps correspondant & 48heures
aprés 1’induction avec 2xICso ; G72hrs : temps correspondant a 72heures apres I’induction a
I’ICso ; H72hrs : temps correspondant a 72heures apres 1’induction avec 2xICso. Les cellules

ont d’abord été ensemencées 24heures avant 1’induction.
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II1.2 Action de I'huile essentielle de C. citratus, du citral et du cisplatine sur la résistance a
I'anoikis

L'incapacité des cellules cancéreuses a mourir explique I'émergence de cancers et la résistance
de certaines tumeurs aux traitements chimiothérapeutiques. Ainsi I’action de I’huile
essentielle de C. citratus, et du citral son composé majoritaire sur la résistance a 1’anoikis des
cellules LNCaP est présente sur la figure 50 et la quantification des clones sur la figure 51.
Contrairement au contréle, aucun clone n’a été observé dans les puits induits avec 1’huile

essentielle de C. citratus, le citral et le cisplatine.

Control Control DMSO IC50

C. citratus I1C50 Citral IC50

Figure 50: Photo de la mise en évidence de la résistance a I'anoikis

Cisplatine IC50

Mise en évidence de la présence ou absence de clones formés aprés 15 jours d’induction des
cellules LNCaP du cancer de la prostate ; Les cellules ensemencées et induites 24 heures
apres ensemensement, a la concentration inhibitrice 50 de chaque composé, ont été récoltées
puis ensemencées a nouveau dans la base Agar et induites 2 fois par semaine pendant 15

jours.
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Figure 51: Pourcentage de clones formés apreés 15 jours d’induction

Les valeurs sont exprimées en valeurs moyennes + écart type (n = 3 expériences en triplet); *
ou ** pour valeurs non significativement différents; * et ** pour les valeurs
significativement différentes (p < 0,05)

I11.3 Action de I'huile essentielle de C. citratus, du Citral et du Cisplatine sur la migration des
cellules LNCaP

La formation des métastases au cours de 1’évolution du cancer s’explique par la capacité des
cellules a migrer. Cette partie de 1’étude a permis de tester 1’action des huiles essentielles de
C. citratus et de son composé majoritaire, le citral sur la migration des cellules LNCaP du

cancer de la prostate (Figure 52). Cette activité a été quantifiée et présentée sur la Figure 53.
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Control C. citratus
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Citral
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Figure 52: Photo du test de Scratch
Comblement ou non de la breche faite sur les cellules LNCaP du cancer de la prostate apres

24 heures d’ensemensement suite a 1’induction pendant 72 heures d’incubation par la ICso de

I’huile essentielle de C. citratus, du citral et du cisplatine
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Figure 53: Quantification du pourcentage de la bréche comblée du test de scratch
Les valeurs sont exprimées en valeurs moyennes + écart type (n = 3 expériences en triplet); *
et ** pour les valeurs significativement différentes; **, pour les valeurs non

significativement différentes (p < 0,05).

I11.4 Analyse des proteines par Western Blot

L’analyse des protéines (Figure 54) a été réalisée afin de déterminer le mécanisme mis en jeu
par I’huile essentielle de C. citratus et le citral son composé majoritaire pour lutter contre la
prolifération, la resistance a 1’anoikis et contre la migration des cellules du cancer de la
prostate. En effet les cellules LNCaP du cancer de la prostate ont été induites avec 1’'ICsp de
I’huile essentielle de C. citratus, du citral et du cisplatine. Les protéines extraites et analysées
par western blot ont également été quantifiées (Figure 55).
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Figure 54: Spots Westerns Blots des protéines apres 72 heures d’induction
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Figure 55: Quantification des protéines analysées par Western Blot
Les valeurs sont exprimées en valeurs moyennes + écart type (n = 3 expériences en triplet); *,
pour valeurs non significativement différents pour chaque proteine ; * , ** et *** valeurs

significativement différentes pour chaque proteine ; $, identiques statistiquement (p < 0,05).
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IV. QUATRIEME PARTIE DE L’ETUDE : RESULTATS DES TRAVAUX COMPLEMENTAIRES

Cette partie de I’étude a consisté a réaliser la combinaison des composés majoritaires des
huiles essentielles de C. giganteus et de C. citratus (Tableau 11). Cette combinaison permet
de rechercher les effets synergiques éventuellement.

Tableau 11: 1Cso des composés majoritaires des huiles essentielles testées sur les cellules LNCaP du cancer
de la prostate et celles SF-767 de glioblastome.

I1Cso0 (Hg/ml)
Composeés et Lignées cellulaires
combinaison LNCaP (Cancer de la Prostate)  SF-767 (Glioblastome)
Citral 4,32+0,1 22,3545 24
Limonéne R 927,9+20,6" 683,02+9,7P
Limonéne S 458,93+37,3F 332,02+19,5¢
Limonéne R+S 325,32+25,5P Sup 842F
Citral + Limonéne R 28,26+6,9¢ 44,89+6,98
Citral + Limonene R+S 16,64+0,28 18,36+8,74

Concentration inhibitrice 50 (ICso). Les valeurs sont exprimées en valeurs moyennes + écart
type (n = 3 expériences en sextuplet); les valeurs avec la méme lettre dans chaque colonne
peuvent étre considérées comme identiques (p < 0,05).
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CHAPITRE 7. DISCUSSION GENERALE

1. COMPOSITION CHIMIQUE DES DIFFERENTES HUILLES ESSENTIELLES

L’analyse chimique des huiles essentielles de Ocimum basilicum, Ocimum americanum,
Hyptis spicigera, Lippia multiflora, Ageratum conyzoides, Eucalyptus camaldulensis,
Zingiber officinale, Cymbopogon giganteus et Cymbopogon citratus montre qu’ils présentent
une diversité de groupes chimiques. En effet chaque huile essentielle est composée d’un

mélange complexe de molécules variables en quantité et en qualité et d’une espéce a I’autre.

Contrairement a notre étude ou 33 composes ont éte identifiés, 53 composés ont été identifiés
dans les huiles essentielles de C. giganteus (Kpoviessi et al., 2014). Cependant, les composés
majoritaires, le trans-p-mentha-1 (7),8-diéne-2-ol, le trans-carvéol, le trans-p-mentha-2,8-
diénol, le cis-p-mentha-2,8-diénol, le cis-p-mentha-1 (7),8-diéne-2-ol, le limonene, le cis-
carveol et le cis-carvone (Kpoviessi et al., 2014) sont pour la pluspart rétrouvés dans 1’huile
essentielle de C. giganteus de notre analyse. Bassolé et al. (2011) ont identifié 86,0% de
composés contenus dans I’huile essentielle de cette plante contre 95,45% de composés
identifiés dans notre analyse. Les composes majoritaires selon les études de Bassolé et al.
(2011) étaient le limonéne (42%) et un ensemble d'alcools monoterpéniques: trans-p-mentha-
1 (7),8-diene-2-ol (14,2%), le cis-p-mentha-1 (7), 8-diéne-2-ol (12%), trans-p-mentha-2,8-
diéne-1-ol (5,6%) et cis-p-mentha-2,8-diéne-1-ol (5,2% ). Le chémotype retrouvé par Bassolé
et al., a également été rétrouvé dans notre analyse avec des variations importantes, surtout le
limonéne (19,33%) dans notre analyse a doublé dans celles de Bassolé et al., ou il est passé a

42%. Les facteurs environnementaux et physiques justifieraient ces variations.

Dans les travaux de Kpoviessi et al., (2014) 29 composés ont été caractérisés dans I’huile
essentielle de C. citratus dont les constituants principaux, le géranial, le néral, le B-pinéne et
le cis-géraniol (Kpoviessi et al., 2014). Ce nombre de composes identifiés dans cette étude
correspond au double des composeés identifiés dans la notre, mais le méme chémotype a été
retrouvé dans ces deux études. L’analyse chimique de I’huile essentielle de feuilles de C.
citratus du Burkina Faso effectuée par Bassolé et al., (2011) a présenté 96,3% de composés
identifiés dont le Géranial (48,1%), néral (34,6%) et le myrcene (11,0%) ont été les
principaux composés (Bassolé et al., 2011). Cette analyse est en accord avec celle effectuée
dans notre étude ou les mémes composés ont été identifiés a des pourcentages relativement

identiques. Cing principaux constituants, le E-citral, le Z-citral, le béta-myrcene, le selina-6-
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en-4-ol et le cis-ociméne ont été identifiés dans 1’huile essentielle de C. citratus (Tadtong et
al., 2014). Cette composition chimique des travaux de Tadtong et al., est différente de celle de
notre étude. Un total de 16 composés chimiques qui représentent 93,69% de I'huile essentielle
de C. citratus ont été identifiés ou le géranial (27,04%), le néral (19,93%) et le myrcéne
(27,04%) ont éte les principaux constituants (Gbenou et al., 2013). Ces mémes composés ont
été mis en évidence dans notre analyse mais a des proportions différentes. Cette différence a
également été constatée dans les travaux de Kumar et al., (2013) ou le citral (47%) et le 1,8-

cinéol (7,5%) ont été mis en évidence comme principaux composés.

Sur la base de la composition chimique, sept chemotypes ont été décrits pour 1’huile
essentielle de O. basilicum: (1) linalol, (2) linalol/eugénol, (3) méthyl chavicol sans linalol,
(4) méthyl chavicol/linalol, (5) eugénol de méthyle/linalol, (6) le cinnamate de méthyle/linalol
et (7) de chemotypes bergamoténe (Zheljazkov et al., 2008). Ces chémotypes sont différents
entre eux et aussi différents de celui obtenu dans I'huile essentielle des feuilles de O.
basilicum de notre analyse, a savoir le chémotype a-terpinéol/B-caryophylléne. Cette
différence pourrait se justifier par le fait que la composition d’une huile essentielle dépend des
facteurs génétiques, de I'age, de la saison et/ou de I'environnement de la plante (Senatore et
al., 1998). Govindarajan et al. (2013) ont par ailleurs identifié le linalol (52,42%), I'eugénol de
méthyle (18,74%) et 1, 8 cinéole (5,61%) comme étant les principaux composés chimiques de

cette huile essentielle.

La composition de I’huile essentielle de O. americanum obtenue est différente de celle
rapportée par les Indiens (Govindarajan et al., 2013). Yamada et al. (2013) ont aussi identifié
au total vingt-six composés qui représentent 98,9% dont le linalol (19,63%) et le 1,8-cinéole
(17,27%), les composés principaux qui différent également de ceux de notre étude mais aussi
de ceux de Govindarajan et al. en 2013. Inversement, nos données corroborent les données
publiées par Djibo et al., en 2004.

Les composés majoritaires, le B-caryophyllene (21%), I’a-pinene (20,11%),le sabinene
(10,26%), le B-pinene (9,22%), I’a-phellandrene (7,03%) de I’huile essentielle de H. spicigera
obtenus dans notre étude sont similaires a ceux rapportés par McNeil et al., (2011). Par
ailleurs, ces résultats différent de ceux de Takayama et al. (2011) ou 1’alpha-pinene (50,8%),
cineole (20,3%) et le beta-pinéne (18,3%) ont ete identifiés comme composes majoritaires et
également de ceux obtenus par Wekesa et al. (2011) dont 1’alpha-pinene (27,4%), le béta-
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pinene (17,6 %), le L-phellandrene/thujéne (12,2%), le limonéne/phellandrene (9,4%) et

I’isocaryophylléne (9,2%) les composés majoritaires.

L ’huile essentielle de L. multiflora a présenté une composition différente de celle rapportée
préecédemment par Bassolé et al., (2010) qui a identifié 29 composés représentant au total
97,3% dont le p-cymeéne (21,3%), le thymol (14%), B-caryophylléene (12,9%), carvacrol
(9,3%) et la carvone (8,6%) étaient les principaux composés. Par ailleurs, Kouamé et al.
(2008) ont mis en evidence des composés majoritaires différents, le 1,8-cinéol (48,9%), le
Geranial (15,1%), I’a-Terpinéol (8,5%) et le Sabinene (5,1%). Le linalool (46,6%) et (E)-
nerolidol (16,5%) identifiés comme étant les composés majoritaires de 1’huile essentielle de
cette plante (Tia et al., 2011) sont aussi différents de ceux obtenus. La composition d’une
huile essentielle dépend des facteurs génétiques, de I'dge, de la saison et/ou de
I'environnement de la plante (Senatore et al., 1998). Ce fait justifierait cette variation de la

composition chimigue observée.

La composition chimique de I’huile essentielle de A. conyzoides de cette étude est comparable
a celle décrite par de Melo et al., (2011) et Nogueira et al., (2010). Par contre, Abdelkader et
Lockwood, en 2011 ont décrit le précocene I, la germacrene D, le B-caryophylléne et le

précocene 11 comme les principaux constituants de I’huile essentielle de A. conyzoides.

Dans I’huile essentielle de E. camaldulensis, les composés majoritaires identifiés, 1’eucalyptol
(59,55%),I’a-pinéne (9,17%) et le limonene (8,76%) formant le chémotype de cette huile est
similaire a celle rapportée par da Cruz Francisco et al., (2001), mais différe de la chémotype

isolée par Herzi et al., en 2013.

Les résultats de la composition chimique de I'huile essentielle de Z. officinale sont
comparables a ceux rapportés par Nogueira de Melo et al.,, (2011) qui ont trouve
I’arcurcumene (59%), le B-myrcéne (14%), le 1,8-cinéole (8%), le citral (7,5%) et le
zingiberéne (7,5%) comme étant les principaux composés de I’huile essentielle de cette
plante. Ces composés sont différents de ceux rapportés par Yamamoto-Ribeiro et al. (2013)
ou I’a-zingibéréne (23,9%) et le citral (21,7%) ont été identifiés comme étant les composés

majoritaires.
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II. ACTIVITE ANTIOXYDANTE DES HUILES ESSENTIELLES

Un antioxydant est toute substance capable, a concentration relativement faible, d’entrer en
compétition avec d’autres substrats oxydables et ainsi, retarder ou empécher 1’oxydation de
ces substrats (Berger, 2006). C’est une substance qui en faible concentration comparativement
a la quantité des substances oxydables telles que les especes oxygénées réactives (ROS),
retarde significativement ou prévient 1’oxydation des substrats comme les lipides, les
protéines, les ADN et les carbohydrates. Toutes les huiles essentielles testées ont ainsi
présenté une activité antioxydante qui s’est traduite par leur pouvoir réducteur des radicaux
libres DPPH: et ABTS *. Ce pouvoir réducteur des radicaux libres qui sont a 1’origine de
I’oxydation confirme 1’utilisation traditionnelle de ces plantes pour traiter entre autres, des
maladies oxydatives. L’huile essentielle de C. citratus a presenté la meilleure capacité a
piéger les radicaux DPPH: créés in vitro pour une concentration de 8mg/ml (Tableau 8) tandis
que celle de L. multiflora présente la plus forte capacité de réduire les radicaux ABTS * (1.02
umolET/g) (Tableau 4). En outre, E. camaldulensis, L. multiflora et H. spicigera (Tabeau 4)

respectivement, ont également présenté des activités antioxydantes intéressantes.

Pour la plupart des huiles essentielles testées, 1’effet obtenu avec la méthode DPPH n’est pas
corrélé par celui obtenu par la méthode ABTS ; les résultats different par ces deux méthodes.
Ces variations peuvent s'expliquer par les mécanismes impliqués dans les réactions
antioxydantes des radicaux. Les huiles essentielles ont été solubilisées dans le méthanol pour
le test DPPH et dans 1’éthanol pour le test ABTS. La solubilité des huiles essentielles dans ces
différents solvants peut influer sur leur effet. En effet, I'activité antioxydante des composés
testés dépend de I'agent utilisé et insistant sur le mécanisme d'action de I'anti-oxydant (Soares
et al., 2003). D'autres facteurs, tels que la stéréo-sélectivité des radicaux ou la solubilité des
composés dans les systemes de tests différents peuvent aussi influer sur la capacité de chaque
huile a réagir et a réduire les différents radicaux (Yu et al., 2002). Dans ce sens, Del Castillo
et al.,, (2002) ont analysé un café de plusieurs processus de torréfaction et rapporté des
réponses plus élevées par le test ABTS dans une solution aqueuse de café par rapport a la
solution éthanolique. Ils ont attribué cette différence au fait que certains composants,
apportant une contribution importante a lI'activité antioxydante des dilutions aqueuses, ne sont
pas solubles dans I'éthanol. La différence de fonctions chimiques des composés contenus dans
les différentes huiles essentielles analysées pourrait aussi expliquer les variations de I’activité
entre les deux méthodes dans notre étude. Par exemple les principaux constituants de C.

citratus sont des terpénes acycliques, des monoterpénes oxygénés dont principalement des
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monoterpenes aldéhydes tandis que les principaux composés de I’huile essentielle de O.
basilicum sont des monoterpénes alcools, et ceux de I’huile essenticlle de L. multiflora, des
monoterpenes hydrocarbone.

Les monoterpénes sont connus comme étant antioxydants. Ainsi, les monoterpenes contenus
dans ces huiles essentielles pourraient agir comme agents antioxydants et donc justifier
I’activité de ces huiles essentielles. Des études antérieures ont montré que les monoterpénes
oxygenés, tels que le thymol, le carvacrol et le a-terpinéol, sont principalement responsables
du potentiel antioxydant des huiles végétales qui les contiennent (Bicas et al., 2011; Miguel,
2010). Le monoterpéne B-caryophylléne a été prouvé a posséder également une activité de
piégeage des radicaux libres en utilisant le test de DPPH (Dar et al., 2011). Les plantes
médicinales ayant une activité antioxydante intéressante constitueraient une source de
traitement des maladies ou sont impliquées les Especes Oxygénées Réactives (EOR) et
Especes Azotées Réactives (EAR) (Mantle et al., 2000). Ces plantes permettraient en amont,
une prévention efficace contre le cancer de la prostate et le glioblastome, qui sont souvant dus

a I’exces de radicaux libres dans 1’organisme tout comme d’autres types de cancer.

I11. ACTIVITE ANTI-INFLAMMATOIRE DES HUILES ESSENTIELLES PAR INHIBITION DE LA
LIPOXYGENASE

L'élimination de l'inflammation peut représenter une stratégie pour la prévention et le
traitement du cancer. A cette fin, cette étude a permis d’évaluer les propriétés anti-
inflammatoires des huiles essentielles extraites. Toutes les huiles essentielles testées
possedent un effet anti-inflammatoire par 1’inhibition de la lipoxygénase. Les sources
d'inflammation sont tres répandues et comprennent les infections microbiennes et virales;
I'exposition aux allergénes, les radiations et les produits chimiques toxiques, les maladies
auto-immunes et chroniques, I'obésité, la consommation d'alcool, I'utilisation de tabac, et une
alimentation riche en calories (Aggarwal et al., 2009; Schetter et al., 2010). Deux stades de
I'inflammation existent, I'inflammation aigué et chronique. L'inflammation aigué est une étape
initiale de l'inflammation (de I'immunité innée), qui est médiée par I'activation du systeme
immunitaire. Ce type d'inflammation persiste seulement pendant un court laps de temps et est
généralement bénéfique pour I'héte. Si l'inflammation dure pendant une longue période, la
deuxiéme étape de I'inflammation, ou une inflammation chronique s'installe dans I'h6te et peut
prédisposer a diverses maladies chroniques, y compris le cancer (Lin and Karin, 2007).

L’inflammation chronique donc augmente fortement le risque de divers cancers.
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De ces huiles essentielles des neufs plantes testées au total, ’huile essentielle de Z. officinale
a presenté la meilleure activité anti-inflammatoire se traduisant par un pourcentage
d’inhibition de la lipoxygénase de 100% a 8mg/ml et de 50,9% a 0,4 mg/ml. L’activité anti-
inflammatoire de Z. officinale (50,9 % d'inhibition a 0.4mg/ml) est donc trés intéressante
comparativement a celle de la quercétine utilisee comme contrble qui est de 52,32%
d'inhibition a 0,1 mg/ml. Cette meilleure activité anti-inflammatoire présentée par 1’huile
essentielle de Z. officinale est suivie de celle de C. citratus (98,22% a 0,8mg/ml), de celle de
C. giganteus (98,54% a 8mg/ml), puis successivement de celle de O. basilicum (98,2 % ), E.
camaldulensis ( 96,4 % ), L multiflora ( 96,4 % ) , H. spicigera ( 75,1% ) , A. conyzoides (
48,3% ) et O. americanum ( 31,6 % ) toutes a une concentration de 8mg/ml. Ces derniéres
huiles essentielles actives a 8mg/ml ne sont pas actives a la concentration de 0,4 mg/ml car
n’ayant présenté aucun effet significatif. Cet effet est ainsi fonction de la concentration.
De toutes les huiles essentielles testées, Z. officinale renferme la plus forte teneur en
sesquiterpenes hydrocarbones (44,6%). Cette forte composition en composés hydrocarbones
sesquiterpenes pourrait justifier la meilleure activité présentée par cette huile essentielle. En
effet, plusieurs études ont montré 1’effet anti-inflammatoire des sesquiterpenes (Cengiz et al.,
2011). Par ailleurs, les Lipoxygénases et leurs métabolites actifs ( HPETE et HETE) sont
impliqués dans de nombreux cancers humains (Samuelsson et al., 1987). Pidgeon et al.,
(2002) ont également montré I'implication de la 15- lipoxygénase dans le développement du
cancer de sein, de la prostate et colorectaux ou elle est surexprimée (Pidgeon et al., 2002). En
outre, la 5-LOX ARNmM et/ou sa protéine d'activation FLAP sont surexprimés dans le cancer
de la prostate (Gupta et al., 2001). Ainsi, les huiles essentielles a fortes teneurs en composés
sesquiterpenes de ces plantes, en inhibant cette enzyme pourraient aider a prévenir et traiter le

cancer de la prostate et le glioblastome dans lesquels I’inflammation est impliquée.

IV. ACTIVITES ANTIPROLIFERATIVES DES HUILES ESSENTIELLES ET COMPOSES
Activité antiproliférative des huiles essentielles

Les LNCaP sensibles aux androgénes et PC3 résistants aux androgénes sont des lignées
cellulaires du cancer de la prostate. Ce cancer a son incidence qui augmente et représente la
deuxieme cause de déces par cancer chez I’homme (Greenlee et al., 2000). Le glioblastome,
reconnu comme la forme la plus fréquente et la plus mortelle des cancers du systéme nerveux

central (lacob and Dinca, 2009); les techniques chirurgicales, les composés
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chimiothérapeutiques et les stratégies de radiothérapie actuellement utilisées ont fait trés peu
de succes dans l'augmentation de I'espérance de vie des patients atteints de cette tumeur. Les
lignées cellulaires SF-767 et SF-763 choisis pour notre étude sont résistantes a la
radiothérapie; les lignées SF-767 entrainent une activation de la voie STATS3 et la lignée SF-
763, une co-activation des voies STAT3 et AKT de fagon constitutive.

Les huiles essentielles de C. giganteus et C. citratus, O. basilicum, Z. officinale, L. multiflora
et A. conyzoides ont présenté une activité antiproliférative sur les deux lignées cellulaires
LNCaP et PC-3 du cancer de la prostate et a la fois sur celles SF-767 et SF-763 de
glioblastome. Cependant, les huiles essentielles de E. camaldulensis, O. americanum et H.
spicigera n'ont pas presenté d’effet anti-prolifératif, ni sur les lignées prostatiques ni sur celles
de glioblastomes jusqu’a une concentration maximale de 8mg/ml testée.

L’huile essenticlle de C. citratus a présenté la meilleure activité antiproliférative aussi bien
sur les lignées cellulaires LNCaP (ICso= 6,36 pg/ml) et PC-3 (ICso = 32,1ug/ml) du cancer de
la prostate que sur les lignées cellulaires SF-767 (ICso = 45,13ug/ml) et SF-763
(ICso = 172,05pug/ml) du glioblastome. Avec des ICso respectives de 160,06pg/ml,
303,23ug/ml, 255,06ug/ml et 217,01pg/ml sur les lignées cellulaires LNCaP, PC-3 du cancer
de la prostate et SF-767, SF-763 du glioblastome, C. giganteus est la deuxiéme huile la plus
active aprés C. citratus. Puis enfin nous avons successivement A. conyzoides (ICso de 350
pg/ml) et Z. officinale (ICso de 380ug/ml) sur la lignée cellulaire LNCaP du cancer de la
prostate; L. multiflora et O. basilicum (ICso de 300ug/ml) sur la lignée cellulaire PC- 3 du
cancer de la prostate et la lignée cellulaire SF- 767 (ICso de 300ug/ml) ; et A. conyzoides
(ICs0 de 380pg/ml) sur la lignée cellulaire SF-763 du glioblastome. Ces huiles essentielles
ayant présenté des effets antiprolifératifs sont pour la plupart riches en composés terpéniques
oxygénés. En effet, des études ont démontré ’activité antiproliférative et anticancereuse des
terpénes (Gould, 1997). Par ailleurs, les effets antiprolifératifs de ces huiles essentielles sont

non seulement fonction de la concentration mais aussi temp-dépendants.

Selon les recommandations publiées par le NCI (National Cancer Institute) un extrait ayant
une ICso inférieure & 30ug/mL lors de tests de cytotoxicité peut étre considéré comme une
source potentielle de molécules cytotoxiques (Jokhadze et al., 2007). Un composé dont la 1Csgo
est inférieure a 10ug/ml est potentiellement trés toxique, un composé dont la ICso est
comprise entre 10-100 pg/ml est potentiellement toxique, un composé dont la ICso est
comprise entre 100-1000ug/ml est potentiellement nocif et un composé dont la ICso
suppeérieure a 1000pg/ml est potentiellement non-toxique (Gad-Shayne, 1999; Hussain et al.,
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2010). En d’autres termes, un composé dont la 1Cso est inférieure a 20pug/ml in vitro est active
(Boik, 2001) et pourrait de ce fait étre utilisé en chimiothérapie dans le traitement du cancer.
L’huile essentielle de C. citratus principalement dont la ICso est de 6,36 pg/ml sur la lignée
cellulaire LNCaP du cancer de la prostate est donc d’une tres bonne activité antiproliférative.
Cette forte activité pourrait s’expliquer par sa forte teneur en composés monoterpéniques
oxygenés (90%), principalement des aldehydes monoterpenes (85%). En effet, les
monoterpenes empéchent le processus de cancérogenese lors de l'initiation et les étapes de
promotion/progression (Gould, 1997). Les monoterpenes sont efficaces dans le traitement des
cancers precoces et avancés ; le monoterpene pirillyl alcool a été décrit pour avoir une activité
anti-proliférative sur le glioblastome par l'inhibition de la pompe Na/K-ATPase (Garcia et al.,
2010). D'autres monoterpenes, tel que le limonene a été démontré pour prévenir les cancers
mammaires, du foie, du poumon, et d'autres cancers (Gould, 1997). La forte teneur en
monoterpenes de ces huiles essentielles expliquerait donc I’activité anti-proliférative de ces

huiles.

Activité antiproliférative des composés majoritaires des huiles essentielles plus actives et du
cisplatine, un anticancéreux utilisé comme contréle

Afin de rechercher les composés potentiellement actifs et de justifier 1’activité de ces huiles
essentielles, le citral, mélange du géranial (Citral A) et du néral (Citral B), composé
majoritaire de I’huile essentielle de C. citratus et le limonene (limonéne R et limonéne S),
composé majoritaire de C. giganteus, ont été testés sur les lignées plus sensibles, la lignée
cellulaire LNCaP du cancer de la prostate et la lignée SF-767 du glioblastome. Le citral a
présenté la meilleure activité antiproliférative aussi bien sur la lignée LNCaP que sur celle
SF-767 avec des I1Cso respectifs de 4,32ug/ml et 22,35ug/ml. La lignée cellulaire LNCaP a été
plus sensible au citral que la lignée cellulaire SF-767. Le limonene R et le limonéne S ont
présenté de faibles activités contrairement au citral. De ces deux isomeéres du limonéne, la
forme S a présenté la plus forte activité sur la lignée LNCaP (ICso = 458,93ug/ml) et sur la
lignée SF-767 (ICso = 332,02ug/ml) par rapport a la forme R sur la lignée LNCaP (ICso =
927,9ug/ml) et la lignée SF-767 (ICso = 683,02ug/ml). Le cisplatine, connu pour étre un
excellent cytotoxique et antiprolifératif, a présente la meilleure activité antiproliférative
comparativement au citral aussi bien sur la lignée cellulaire LNCaP du cancer de la prostate
que sur celle SF-767 du glioblastome avec des 1Cso respectives de 2,91ug/ml et 0,38ug/ml.
Contrairement au citral, le cisplatine est plus actif sur les cellules du glioblastome que sur

celle du cancer de la prostate. Raménée en molaritré, la 1Cso du cisplatine (9,7uM) correspond
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au tiers de celle du citral (28,4uM) ; cela traduit que 1’effet antiprolifératif du cisplatine sur la
lignée LNCaP du cancer de la prostate correspond a trois fois celui du citral. De Martino et
al., (2009) ont montré son activité pro-apoptique sur la leucémie lymphocytaire chronique. Le
citral a également présenté une forte activité cytotoxique sur les cellules HelLa du cancer
cervical (Mesa-Arango et al., 2009). Chaouki et al., en 2009 ont montré que le traitement des
cellules MCF-7 avec le citral a provoqué une inhibition de la croissance cellulaire avec un

arrét du cycle en phase G(2)/M et une induction de I'apoptose.

En définitive, le citral a présenté la meilleure activité antiproliférative sur la lignée cellulaire
LNCaP du cancer de la prostate, la plus sensible de toutes aux composés testés. Tenant
compte des analyses statistiques, cette activit¢ présentée par le citral n’est pas
significativement différente de celle de I’huile essentielle de C. citratus dont il est le composé
majoritaire. Le citral est donc le composé antiprolifératif a I’origine de I’activité de 1’huile
essentielle de C. citratus. L’activité du citral étant le tiers de celle du cisplatine, on peut
déduire que I’activité antiproliférative de I’huile essentielle naturelle de C. citratus correspond
au tiers de I’activité du cisplatine, un anticancéreux de référence utilisé dans la chimiothérapie
du cancer. Le composé naturel le plus toxique est d'environ 270 fois moins toxique que la
molécule de chimiothérapie la plus toxique (Boik, 2001). Cependant, ils sont aussi moins
toxiques pour les cellules cancéreuses que la plupart des médicaments de chimiothérapie
(Boik, 2001). De nombreuses molécules cytotoxiques d'origine végétale sont largement
utilisées dans la chimiothérapie (Newell, 2005). L’huile essentielle de C. citratus pourrait

offrir un espoir dans la prise en charge du cancer de la prostate.

Activité antiproliférative de la combinaison des huiles essentielles les plus actives et des
composés majoritaires de celles-ci

Afin de vérifier d’éventuels effets synergiques, les combinaisons des huiles essentielles les
plus actives et de compsés majoritaires ont été testées sur les lignées cellulaires. La
combinaison de C. giganteus et de C. citratus a présenté un effet antagoniste sur la lignée
cellulaire LNCaP et un effet additif sur celle PC-3 du cancer de la prostate (Tableau 9). Sur le
glioblastome, cette combinaison a présenté un effet indifférent sur la lignée cellulaire SF-767
et un effet synergique sur celle SF-763. La combinaison de ces deux huiles essentielles
potentialise donc I’effet antiprolifératif sur la lignée cellulaire SF-763 du glioblastome ce qui
implique que la combinaison de ces deux huiles essentielles permetrait plus une meilleure
prise en charge de tumeurs de ce type cellulaire de cancer. La combinaison du citral et du

limonéne R+S a présenté le meilleur effet antiproliférative sur la lignée LNCaP (ICso = 16,64
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pg/ml) et sur la lignée cellulaire SF-767 (ICso = 18,36 pg/ml). Cette combinaison du citral et
du limonene R+S diminue I’activité du citral donnant un effet antagoniste sur la lignée
LNCaP du cancer de la prostate tandis que la combinaison du limonéne R et S a présenté un
effet additif. La combinaison du citral et du limonene R a présenté un effet antagoniste aussi

bien sur la lignée LNCaP du cancer de la prostate que sur la lignée SF-767 du glioblastome.

Activité antiproliférative de I’huile essentielle de C. citratus, du citral et du cisplatine sur les
cellules LXR+/+ et LXR -/- de prostate dorsal de souris

Le cisplatine a présenté la meilleure activité antiproliférative aussi bien sur la lignée cellulaire
LXR +/+ (ICs0 = 4,29ug/ml) que celle LXR -/- (ICso = 1,58pg/ml) comparativement au citral
(ICso LXR +/+ = 10,40upg/ml et 1Cs0 LXR -/- =6,97pug/ml) puis a I’huile essentielle de C.
citratus pour la quelle la ICsp est de 15,02ug/ml pour LXR +/+ et del0,43pug/ml LXR -/-
(Tableau 10). Statistiquement, ’effet de I’huile essentielle de C. citratus et du citral son
composé majoritaire (82,55% de citral sur 96.33% du total de composés identifiés) sont
similaires et correspondent au tiers de 1’effet produit par le cisplatine. Ces résulats montrent
également bien que la lignée cancéreuse LXR -/- est plus sensible aux composés testés que la
lignée non cancéreuse LXR +/+; cela se traduit par la diminution de la concentration
inhibitrice 50 (ICso) en passant de la lignée cellulaire LXR +/+ & la lignée cellulaire LXR +/+

d’une maniére générale pour tous les composés testés.

V. ACTION DE L’HUILE ESSENTIELLE DE C. CITRATUS, DU CITRAL ET DU CISPLATINE SUR
LA MORPHOLOGIE CELLULAIRE

L’huile essentielle de C. citratus, le citral et le cisplatine présentent des effets sur la
morphologie des cellules LNCaP du cancer de la prostate (Figure 49). Ces images présentent
non seulement une dégradation de la morphologie des cellules LNCaP en fonction de la
concentration traduite par une forte dégradation de la morphologie des cellules induites avec
de double de la concentration inhibitrice 50 par rapport et celles induites a la concentration
inhibitrice 50 ; mais aussi en fonction du temps, se traduisant par des morphologies des
cellules LNCaP de plus en plus dégradées observées respectivement aprés 24 heures, 48
heures et 72 heures d’induction. L’huile essentielle de C. citratus, le citral et le cisplatine

auraient donc un effet cytotoxique sur les cellules LNCaP du cancer de la prostate.

These Doctorat Unique BAYALA Bagora Page 103



Troisiéme partie-Chapitre 7

VI. ACTION DE L’HUILE ESSENTIELLE DE C. CITRATUS, DU CITRAL ET DU CISPLATINE SUR
LA RESISTANCE A L'ANOIKIS

La mort d'une cellule est un processus biologique normal dans un organisme vivant. En
participant a des processus physiologiques aussi divers que le développement de I'embryon, la
formation du cerveau, le contréle du nombre des cellules dans I'organisme ou I'établissement
d'une immunité efficace, elle est indispensable a la survie, notamment, de I'espece humaine.
L'anoikis est une mort cellulaire initiée a la suite du détachement d’une cellule de la matrice
extracellulaire. L’huile essentielle de C. citratus, le citral et le cisplatine induisent I’anoikis
des cellules LNCaP du cancer de la prostate (Figure 50). Cela s’explique par I’absence de
clone sur les photos des puits traités par I’huile essentielle de C. citratus, le citral et le
cisplatine (Figure 50), et la présence des clones formés dans les puits control et les puits
control positif DMSO utilisés (Figure 50). En empéchant les cellules cancéreuses LNCaP de
résister a I’anoikis, I’huile essentielle de C. citratus et le citral, son composé majoritaite,
permettraient d’éliminer les cellules cancéreuses a ’origine du cancer de la prostate donc de
limiter son évolution. La quantification des résultats (Figure 51) montre qu’il n’y a quasiment
pas de clones formés suite au traitement des cellules LNCaP par I’huile essentielle de C.
citratus, le citral et le cisplatine aux différentes concentrations inhybitrices 50. Selon les
travaux de Songserm et al., (2012), le cisplatine est connu pour empécher la résistance a
I’anoikis du cancer de poumon a petites cellules. Il s’agit ici de la premiére étude réalisée
jusqu'a ce jour, qui montre I’induction de I’anoikis par I’huile essentielle de C. citratus et du
citral son composé majoritaire. Par ailleurs, certains alcaloides de plantes ont déja été cités
pour inhiber la prolifération des cellules du cancer de sein par inhibition de la résistance a
I’anoikis (Kim et al., 2010).

VIIL. ACTION DE L’HUILE ESSENTIELLE DE C. CITRATUS, DU CITRAL ET DU CISPLATINE SUR
LA MIGRATION DES CELLULES LNCaP DE LA PROSTATE

Le cancer est une population de cellules qui se developpent anormalement au sein d’un tissu
ne repondant donc plus aux régles d’homéostasie, aboutissant a la formation d’une tumeur
primitive. La croissance d’une tumeur peut avoir pour origine une augmentation de la
prolifération et/ou une diminution de la mort cellulaire. La migration cellulaire demeure un
obstacle majeur au traitement du cancer en général et de celui de la prostate en particulier. En
effet, I’acquisition de la capacité migratoire par les cellules cancéreuses permet leur

dissemination métastatique a 1’origine d’environ 90% des déces des patients cancéreux. Les
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résultats de nos études montrent que le traitement avec la ICso de I’huile essentielle de C.
citratus, du citral et du cisplatine des cellules LNCaP du cancer de la prostate empéche leur
migration pendant que les cellules non traitées (control) migrent (Figure 52). La quantification
de ces résultats traduit le comblement de la bréche control non traité de 65,88% au bout de 72
heures tandis que les cellules traitées avec la ICso sont incapables de migrer et meurent pour
certaines au bout de 72 heures laissant donc les breches quasiment non comblées jusqu'a 72
heures aprés induction (Figure 53). Ces résultats traduisent 1’aptitude de I’huile essentielle de
C. citratus et du citral, son composé majoritaire, a empécher la migration cellulaire des
LNCaP du cancer de la prostate tout comme le cisplatine. De ce fait, I’huile essentielle de C.
citratus et le citral empécheraient donc la formation des métastases dans le cancer de la

prostate.

VIII. ANALYSE DES PROTEINES

Afin d’approfondir les processus mis en jeu dans I’activité antiproliférative, anti-migratoire et
I’induction de I’anoikis de I’huile essentielle de C. citratus et du citral sur les cellules du
cancer de la prostate, la régulation d’un certain nombre de protéines a été étudiée. L’analyse
de ces protéines a montré une diminution de PCNA et une perte de phosphorylation de Rb
(Figure 541), une augmentation des protéines P21 (Figure 541), P27, Cycline E et AR (Figure
5411) aprées 72 heures d’induction par I’huile essentielle de C. citratus, le citral et le cisplatine.
La quantification des protéines est présentée dans la figure 55. Comparativement aux cellules
non traitées (control), on observe une diminution de PCNA des cellules traitées par 1’huile
essentielle de C. citratus, le citral et le cisplatine. Cette diminution traduit I’inhibition de la
prolifération des cellules LNCaP du cancer de la prostate. L’induction des cellules avec
I’huile essentielle de C. citratus, le citral et le cisplatine a entrainé une augmentation
significative de la protéine P21 et P27 (Figure 55) et une perte de phosphorylation de la
protéine Rb traduit également par sa diminution observée impliquant donc un arrét du cycle
cellulaire. Les travaux de (Lee et al., 2013) ont montré 1’implication des protéines P21 et Rb
dans I’inhibition du cancer de la prostate.

Au cours du cycle cellulaire, les cyclines apparaissent et disparaissent ponctuellement ce qui
permet I’avancée dans le cycle. Quant a la cycline E, elle apparait progressivement pendant la
phase G1 puis disparait progressivement au debut de la phase S. Ainsi, I’augmentation de la
cycline E (Figure 55) suite aux traitements réalisés par rapport aux cellules non traités

montrerait que I’huile essentielle de C. citratus, le citral et le cisplatine agiraient sur les
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cellules LNCaP aprés la phase G1 de leur cycle. Une augmentation des récepteurs aux
androgénes (AR) a été enregistree, ceci traduirait la sensibilité des recepteurs de ces cellules
LNCaP suite au traitement. L’huile essentielle de C. citratus, le citral et le cisplatine

augmanterrait la sensibilité de ces cellules prostatique aux androgenes.

Un mécanisme d’action comme suit pourrait expliquer le processus mis en jeu par I’huile
essentielle de C. citratus, le citral. En effet, en empéchant la prolifération des cellules LNCaP
du cancer de la prostate, I’huile essentielle de C citratus et le citral son composé majoritaire
activeraient P21 et P27, ces protéines devenues actives, vont inhiber le complexe cycline
D1/cdk4 et/ou cycline D1/cdk6, ce qui va entrainer la perte de phosphorylation de Rb qui
entrainerait un arrét du cycle en phase G1/S.

Cyclin A/cdc2
Cyclin B1/cdc2

Cyclin_A/ cdk2

pRB

cyclin .
h |
E/cdk2 dephosphorylation
- \ -
Y
pRBFH— —— Cyclin D1/cdk4 GO
phosphorylation, Gyelin D1/cdk6”
P21 p27 p57 — i CAK
T (KIP family) pl6 p15 pi8 pi19

053 (INK4 family)

(Dobashi,2005).

Cette voie de signalisation impliquant ces protéines traduirait I’action de I’huile essentielle de

C citratus et du citral sur les cellules cancéreuses LNCaP du cancer de la prostate.
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CONCLUSION GENERALE

Au cours de notre travail, nous avons déterminé la composition chimique, 1’activité
antioxydante a travers la capacité a piéger les radicaux libres, I'activité anti-inflammatoire par
inhibition de la lipoxygénase et surtout pour la premiere fois I’activité anti-proliférative des
huiles essentielles de C. giganteus, C. citratus, O. basilicum, O. americanum, H. spicigera, L.
multiflora, A. conyzoides, E. camaldulensis et de Z. officinale; neuf (09) plantes du Burkina
Faso sur les lignées cellulaires LNCaP et PC-3 du cancer de la prostate et celles SF-767 et SF-
763 des glioblastomes. Les huiles essentielles de C. giganteus, C. citratus, O. basilicum, Z.
officinale, L. multiflora et A. conyzoides ont présenté des effets antiprolifératives, anti-
oxydants par inhibition des radicaux DPPH et ABTS créés in vitro et anti-inflammatoires par
inhibition de la lipoxygénase. Ces résultats confiment qu’il existe une relation entre ces trois
activités. Les huiles essentielles de C. citratus et de L. multiflora ont présenté respectivement
les meilleures activités antioxydantes. Tandis que les huiles essentielles de C. citratus et de Z.
officinale ont présenté les meilleures activités anti-inflammatoires par inhibition de la
lipoxygénase. L’huile essentielle de C. citratus & présente la meilleure activité
antiproliférative aussi bien sur les lignées cellulaires LNCaP et PC-3 du cancer de la prostate
que sur celles SF-767 et SF-763 du glioblastome. La lignée cellulaire LNCaP du cancer de la
prostate a été la plus sensible a I’huile essentielle de C. citratus et au citral son composé
majoritaire. Ainsi, I’effet antiprolifératif de 1’huile essentielle de C. citratus sur la lignée
cellulaire LNCaP du cancer de la prostate est corrélé et est statistiquement égale a celui du
citral son composé majoritaire qui correspond au tiers de 1’effet présenté par le cisplatine, un
anticancéreux de référence utilisé dans la chimiothérapie. Par ailleurs I’huile essentielle de C.
citratus et le citral son composé majoritaire induisent de 1’anoikis et empéchent la migration
des cellules LNCaP tout comme le cisplatine. L’huile essentielle de C. citratus et le citral
entrainent une activation de la protéine P21 et P27 et la répression du rétinoblastome (Rb) des
cellules LNCaP du cancer de la prostate a I’image du cisplatine. Ces résultats confirment la
forte utilisation de Cymbopogon citratus communement appelé citronnelle dans la médecine
tradionnelle principalement au Burkina Faso.

En définitive, les résultats de ces travaux montrent que les huiles essentielles de certaines
plantes du Burkina Faso ont un potentiel anti-tumoral sur les lignées cellulaires LNCaP et
PC-3 du cancer de la prostate, et les lignées cellulaires SF-767 et SF-763 de glioblastome.
L’huile essentielle de C. citratus particulierement trés active, offre un espoir pour la recherche

d’anti-tumoraux pour la chimiothérapie du cancer de la prostate.
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PERSPECTIVES

e Poursuivre 1’élucidation du mécanisme d’action de I’huile essentielle de C. citratus et

celle du citral son composé majoritaire par :

*La mesure des marqueurs d’apoptose, PARP et Caspase 3 clivé

*La détermination du niveau du cycle cellulaire touché (G0/G1, G2/M, S) par
cytomeétrie en flux (FACS) ;

e Tester in vivo I’huile essentielle de C. citratus et le citral sur des modéles de greffes
LNCaP de cancer de prostate sur souris immunodéprimées : analyses histologiques,
moléculaires et biochimiques ;

e Effectuer des tests toxicologiques avec I’huile essentielle de C. citratus et le citral ;

e Tester les huiles essentielles des plantes de cette étude, principalement celle de C.

citratus et le citral sur d’autres lignées cellulaires de cancers
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ANNEXES

Mettre 15, 6g de milieu DMEM poudre dans le Becher, rincer la capsule avec de I'eau MQ

«Ajouter 3,7 g de Na HCO3 (Bicarbonate de Sodium)

+Ajouter 10ml de Soidum Pyruvate (100X)

Ajouter 10 pl de HEGF, 500 pl d’hydrocortisone, 2860 pl d’Insuline, 500 pl de Pyriomycine et 500 ul de
gentamycine

*QSP 350 ml d’H20 MQ

*Ajuster le pH & 7,4 en ajoutant du NaOH 5M a la P1000 (quelques gouttes) sous agitation. Le pH a 7.4 est trcs
important pour les cellules LNCaP

*Ajuster le volume & 390ml avec de I’eau MQ

*Filtrer le milieu sous la hotte et transférer dans une bouteille de 500 ml stérile

+Ajouter 10ml de sérum

*Ajouter 10ml de P/s.

Figure A. Préparation du milieu 2X dans un Becher

*Chauffera 2*50ml de milieu dans un tube F50 a 37° C (deux tubes F50)

*Peser & la balance de précision 1,5g d’Agar et le mettre dans un Herlen.

*Additionner 100ml d"H20 MQ et faire bouillir au micro onde de maniére & dissoudre I’agar et & stériliser la
solution (laisser 30S minimum apres ébullition a puissance maxi et juste apres I'ouverture de la prote du micro
onde couvrir avec du papier alu pour conserver stérile)

*Mettre I’'Heerlen a 37°c au minimum une demi heure (éviter de griller le milieu)

*Mé¢langer les 100ml de milieu et les 100ml d’agar dans I’'Herlen et répartir sans faire de bulle, 1,5ml de solution
dans chaque puits des plaques 6 puits datées et nommés (Utiliser une pipette 10ml).

«Laisser solidifier et mettre a 4° C, conservation a 4° ¢

Figure B. Préparation de « Base Agar » pour 20 plaques 6 puits :

*Par duplicate il faut prévoir 2,25ml d’Agar a 0,9% (40°c) plus 2,25ml de milieu 2 X a 40°c soit 4,5ml. Pour manipes, on
préparer 70ml d’agar  0,9% final dans de ["eau MQ (peser 0,63 g dans 70ml d"H20) que I"on mélangera a 70ml de milieu 2 x.
Bien homogengiser I"agar avant de passer au micro oncle sinon Iagar cuit et ne se dissout pas).

*Garder les 140ml de milieu 1 X, agar 0,45% a 37 ° ¢ le temps de préparer les cellules

*Pour une manip en duplicate, préparer dans un EPPENDOREF de 1,5 ml, Iml de cellule & 150 000 Cellule/ ml ) 0,15-10C
Mettre 0,2ml de cette dilution dans un F15 soit 30 000 cellules

*Ajouter 4,5ml (2,25-2,25) de milieu 1X, Agar 0,45% aux 0,2 ml de cellules

*Faire en premier la condition sans Traitement

*Distribuer 1,5ml de ce mixte par puits

*Faire la condition + Traitement (idem) : Traiter le volume nécessaire de milieu 1X, AGAR 0,45% avec la molécule ou I'huile
essentielle; mettre 0,2 ml de la dilution de cellule dans un F15 : ajouter 4,5 ml milieu IX, Agar 0,45% contenant la molécule ou
huile essentielle; distribuer 1,5ml de ce mixte par puits

*Mettre les plaques a 37° C, 15 jours

Figure C. Préparation du « Top agar plus cellules »
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Annexes

D-PBS 1X (Gibeo)
NaCl
NayHPO,-TH,0
Kl

CaCly
MgCLR-6H,0
D-ghucose

Sodium pyruvate

Tanpon de yse NaCl:

B8mMpHT74  NaCl

8,06 mM Hepes

[47TmM Mg(C2

2,67TmM EDTA
0,901 mM Glycérol

5,56 mM NP4)
0,327 mM

420 mM
20 mM pH 8
1.5 mM
0,2 mM
25%
0,10%

Figure D. Tampons de préparation des extraits protéiques

Tampon de charge

Tris-HCL 62,5 mM pH 6,8
Glycérol 10%
Sodum dodecyl sulfate 2%
2B-mercaptoéthanol 0,7M
Bleu de Bromophénol 0,05%

Tampon de concentration 4X

Régilatt® écrémé 10%-TBST

Tris-HCI 500 mM pH 8.4
NaCl 2mM
Tween20 0,10

Tampon de migration

Tris-HCL 60 gL Tris-HCL 124 mM

SDS 40 gl Glycine 960 mM

pH=6,8 Sodum dodécyl sulfate 0,005%
pH=83

Tampon de séparation 4X Tampon de transfert

Tris-HCL 180 gL Tris-HCL 25 mM

SDS 4L Glycine 192 mM

pH=8.8 Méthanol 20%
pH=8.3

Gel de concentration

Tampon de concentration 1X

Acrylogel 3 (29/1) 4,5%

Persulfate d'aluminium 0,05%

TEMED 0,05%

Gel de séparation

Tampon de concentration 1X

Acrylogel 3 (29/1) 12,5%

Persulfate d aluminium 0,05%

TEMED 0,05%

Figure E. Tampons utilisés pour le Western Blot
Anti-1g(: Fournisseur et
Anticorps Dilution _ . g
secondaire référence
HA11 1/1000 Lapin PRB-101C Covance
f-Actine 1/5000 Lapin A2066

Tableau A : Anticorps utilisés
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Abstract

This research highlights the chemical composition, antioxidant, anti-inflammatory and anti-proliferative activities of
essential oils from leaves of Ocimum basilicum, Ocimum americanum, Hyptis spicigera, Lippia multiflora, Ageratum conyzoides,
Eucalyptus camaldulensis and Zingiber officinale. Essential oils were analyzed by gas chromatography-mass spectrometry
and gas chromatography-flame ionization detector. Major constituents were a-terpineol (59.78%) and [-caryophyllene
(10.54%) for Ocimum basilicum; 1, 8-cineol (31.22%), camphor (12.730%), a-pinene (6.87%) and trans a-bergamotene (5.32%)
for Ocimum americanum; B-caryophyllene (21%), a-pinene (20.11%), sabinene (10.26%), B-pinene (9.22%) and o-
phellandrene (7.03%) for Hyptis spicigera; p-cymene (25.27%), B-caryophyllene (12.70%), thymol (11.88), y-terpinene
(9.17%) and thymyle acetate (7.64%) for Lippia multiflora; precocene (82.10%)for Ageratum conyzoides; eucalyptol (59.55%),
a-pinene (9.17%) and limonene (8.76%) for Eucalyptus camaldulensis; arcurcumene (16.67%), camphene (12.70%),
zingiberene (8.40%), B-bisabolene (7.83%) and B-sesquiphellandréne (5.34%) for Zingiber officinale. Antioxidant activities
were examined using 1,1-diphenyl-2-picryl-hydrazyl (DPPH) and 2,2’-azinobis-(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid (ABTS)
methods. O. basilicum and L. multiflora exhibited the highest antioxidant activity in DPPH and ABTS tests, respectively. Anti-
inflammatory properties were evaluated by measuring the inhibition of lipoxygenase activity and essential oil of Z. officinale
was the most active. Anti-proliferative effect was assayed by the measurement of MTT on LNCaP and PC-3 prostate cancer
cell lines, and SF-763 and SF-767 glioblastoma cell lines. Essential oils from A. conyzoides and L. multiflora were the most
active on LNCaP and PC-3 cell lines, respectively. The SF-767 glioblastoma cell line was the most sensitive to O. basilicum
and L. multiflora EOs while essential oil of A. conyzoides showed the highest activity on SF-763 cells. Altogether these results
justify the use of these plants in traditional medicine in Burkina Faso and open a new field of investigation in the
characterization of the molecules involved in anti-proliferative processes.
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Introduction 2030 worldwide [1]. In Africa, in 2008, 682,000 people have been
affected by cancer. The mortality was 572,402 during the same

period. Epidemiological studies provide 1.2 million new cases of

13% of deaths, cancer is the second cause of mortality [1]. Cancer capcer in Africa by 2030 with more than 970,000 dead if adequate
is nowadays case of major death in the world particularly in the

Representing 7.6 million deaths worldwide, or approximately

) ) - ) ~ preventive measures arc not taken quickly. The most common

low income countries and middle-incomes. Those numbers of types of cancer in Africa are women cervical cancer of the uterus,
Al : ; =00 U I . X

cancer mortality could increase by 50% to reach 15 million by breast and primary liver cancers, and men prostate cancer and

PLOS ONE | www.plosone.org 1 March 2014 | Volume 9 | Issue 3 | 92122

CrossMark

click for updates


http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/
http://crossmark.crossref.org/dialog/?doi=10.1371/journal.pone.0092122&domain=pdf

Kaposi’s sarcoma; even though epidemiological data regarding
cancer in Sub-Saharan Africa are scarce. In Burkina Faso, the few
statistics show that the annual incidence of cancer from January
1986 to December 2006 in the three laboratories of anatomy and
pathological cytology of Ouagadougou was 200 cases per year [2].
This extremely low rate was mainly explained by the very low
participation of the population in screening of cancers. The most
frequent cancers for men are skin cancer (11.37%), followed by
non-Hodgkin lymphoma (9.80%) and prostate cancer (9.69%)
while breast (23.81%) and uterine neck cancers (22.99%) are the
most frequent for women [2].

Plants are a potential source of drug discovery and development
of cancer chemoprevention [3,4]. They could thus provide a hope
for finding anticancer molecules available and efficient for the
treatment of persons with cancer. In fact, many cytotoxic
molecules, which are of plant origin, are widely used in
chemotherapy [5]. Burkina Faso is a country with many unknown
plant whose compounds could be used in medicine [6]. Essential
oils (EOs) are volatile, complex compounds characterized by a
strong odor and are formed by aromatic plants as secondary
metabolites. They have been widely used for bactericidal,
virucidal, fungicidal, antiparasitical, insecticidal, anticancer, anti-
oxidant, antidiabetic, cardiovascular, and cosmetic and food
applications [7,8]. Among the various plants with putative
pharmacological properties, Ocumum basilicun Linneeus, Ocimum
americanum Linnaeus, Hyptis spicigera Lamarck, Lippia multiflora
Moldenk, Ageratum conyzoides Linneeus, Eucalyptus camaldulensis
Dehnhardt and Zingiber officinale Roscoe are common in Burkina
Faso. Leaves and leaf stems of these plants are widely used in
traditional medicine in Burkina Faso among others to treat angina,
swellings, wounds, scorpion and snake bites, malaria, hemor-
rhoids, rheumatism, fevers, nervous dyspepsia, rheumatism, uterus
diseases, jaundice [9] and are also used as antioxidant, anti-
inflammatory and fungicide [9]. The plants used in the treatment
of certain inflammatory and oxidative diseases may have
anticancer effects. Indeed, there is a relationship between the
production of reactive oxygen species (ROS) to the origin of
oxidation and inflammation that can lead to cancer [10]. In fact,
initial experiments on the role of ROS in tumor initiation have
assumed that oxidative stress acts as a DNA-damaging agent,
effectively increasing the mutation rate within cells and thus
promoting oncogenic transformation [10]. However, recent
studies have revealed that in addition to inducing genomic
instability, ROS can specifically activate signaling pathways and
thus contribute to tumor development through the regulation of
cellular proliferation, angiogenesis, and metastasis [11]. Chronic
inflammation has been linked to various steps involved in
carcinogenesis, including cellular transformation, promotion,
survival, proliferation, invasion, angiogenesis, and metastasis
[12,13]. Several human chronic disease states including cancer
have been associated with oxidative stress produced through either
an increased free radical generation and/or a decreased antiox-
idant level in the target cells and tissues [14,15].

From previous studies carried on biological activities on EOs, O.
americanum has insecticidal [16], antimicrobial [17], [18] and
antibacterial [19] activities. Likewise EO of O. basilicum has
larvicidal [20], antimicrobial [21], antileishmanial [22], antifungal
[23], anticancer [24] activities. EO extracted from H. spicigera has
shown insecticidal [16,25], antimicrobial, anticancer and insecti-
cidal [26], gastroprotective and ulcer healing effects [27]. EO from
L. multiflora is analgesic, antipyretic anti-inflammatory [28], and
antimicrobial [21]. EO extracted from A. conyzoides L. is antifungal,
suppressor of the potent mycotoxin aflatoxin B1 [29], insecticidal
[30] and anti-inflammatory [31]. E. camaldulensis has larvicidal
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[32], insecticidal [33], and acaricidal [34] activities. £. officinale has
been shown to be antifungal [35], antiradical [36] and larvicidal
[37]; besides its EO also presents inhibitory effects on leukocyte
migration [38], antioxidant activity [39], antibacterial and anti-
cancer activity [40]. At last, EO of E. camaldulensis has larvicidal
[32], insecticidal [33] and acaricidal activities [34].

The aim of the present study was to investigate chemical
compositions and chemotypes, antioxidant, anti-inflammatory and
antiproliferative activities of EOs from these seven plants of
Burkina Faso i vitro as well as on cell cultures.

Materials and Methods

Plant material

O. basilicum, O. americanum, H. spicigera, L. multiflora, A. conyzoides,
E. camaldulensis and <. officinale were collected during June 2010 in
Gampéla, 25 km East from Ouagadougou (Latitude N 12 27.075,
Longitude W 1 20.161; GPS location: 12.451244,-1.336023).
Plants, which are not endangered or protected, were identified by
Dr. Jeanne Millogo—Rasolodimby (Plant Biology and Ecology
Laboratory, Ouagadougou University) and a voucher specimen
was deposited under numbers 15941, 15939, 15942, 15938,
13162, 15943 and 15944 for O. basilicum, O. americanum, H. spicigera,
L. multiflora, A. conyzoides, E. camaldulensis and . officinale
respectively in the herbarium of the Plant Biology and Ecology
Laboratory. No specific permission was required for this plant
collection.

Essential oils (EOs)

Fractions of each dried plant material (200 g) were submitted to
hydrodistillation using an alembic/Clevenger-type apparatus for
3 h as previously described [41]. Anhydrous sodium sulfate was
used to remove water after extraction. EOs were stored in airtight
containers in a refrigerator at 4°C until GC-FID and GC/MS
analyses and biological tests. EOs were diluted in hexane (1/30, v/
v) for GC/FID analysis.

Gas chromatography-flame ionization detector (GC/FID)
analysis

Gas chromatography was performed on an Agilent gas
chromatograph Model 6890 (Agilent, Palo Alto, Ca), equipped
with a DB5 MS column (30 mx0.25 mm, 0.25 pm film thickness).
Hydrogen was used as carrier gas (flow 1.0 ml/min). Oven
temperature program was from 50°C (5 min) to 300°C at 5°C/
min, 5 min post run at 300°C. Sample (1 uL) was injected in split
mode (1:60); injector and detector temperatures were 280 and
300°C, respectively.

Gas chromatography-mass spectrometry (GC/MS)
analysis

EOs were analyzed on an Agilent gas chromatograph Model
7890, coupled to a Agilent MS model 5975, equipped with a DB5
MS column (20 mx0.20 mm, 0.20 pm film thickness), program-
ming from 50°C (5 min) to 300°C at 8°C/min, 5 min hold.
Helium was used as carrier gas (average flow 1.0 ml/min). Oven
temperature program was from 50°C (3.2 min) to 300°C at 8°C/
min, 5 min post run at 300°C. Sample (1 uL) was injected in split
mode (1:150); injector and detector temperature were at 250°C
and 280°C respectively. The MS working in electron impact mode
at 70 eV; electron multiplier, 1500 V; ion source temperature,

230°C; mass spectra data were acquired in the scan mode in m/z
range 33-450.
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Identification of components

Oil constituents were identified by comparison of their retention
indices with those of the literature, determined in relation to a
homologous series of n-alkanes (C8-C32) under the same
operating conditions. Further identification was made by com-
parison of their mass spectra with those stored in NIST library
[42] or with mass spectra from literature [43]. Component relative
percentages were calculated based on GC peak areas without
using correction factors. The major identified compounds are
indicated on Figure 1.

DPPH radical scavenging assay

DPPH (Sigma-Aldrich, L’Ile d’Abeau, France) radical scaveng-
ing activity was measured as described by Velasquez [20]. Briefly,
0.5 mL of EO (8 mg/mL in methanol) was added to 1 mL of
DPPH solution (20 mg/mL in methanol) freshly prepared. After
shaking, the mixture was incubated for 15 min in darkness at
room temperature and then absorbance was measured at 517 nm
against a blank (mixture without EO). Quercetin (Sigma-Aldrich)
was used as positive control. Inhibition percentage of free DPPH
radicals (I %) was calculated following the formula: I (%)= (1—A
Sample/A Blank) X100, Apjank and Agample being the absorbance of
the blank and sample reactions respectively.

ABTS" radical cation decolorisation assay

The spectrophotometric analysis of ABTS" scavenging activity
was determined according to the method Re et al. [44].
Preparation of ABTS"solution was done by dissolving 10 mg of
ABTS in 2.6 ml of distilled water. Then, 1.7212 mg of potassium
persulfate was added and the mixture is kept in the dark at room
temperature for a maximum of 12 hours. The mixture was then
diluted with ethanol in order to obtain an absorbance of
0.70+0.02 to 734 nm. In 96-well plates, 50 pl of test sample
solution of essential oil (8 mg/mL) were added to 200 ul of ABTS*
solution freshly prepared. The same process was performed for
quercetin (1 mg/ml) used as a positive control. Wholes are

CH,
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H3C ’ . mCHG Hsc)@ CHs CH3O
CH3 CH3 ¥ "0 )

CHs
Precocene
(A. conyzoides)

Ar curcumene
(Z. officinale)

a-pinene
(H. spicigera)
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protected from light for 15 min and the concentration is read at
734 nm in a spectrophotometer against a standard curve with 6-
hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-carboxylic acid (Trolox,
Sigma-Aldrich). Concentration compounds having a reducing
effect on the radical cation ABTS" (antioxidant) is expressed in
micromoles Trolox equivalent per gram of EO (umolET/g) using
the following formula: C = (cxD)/Ci. C, concentration of antiox-
idant compounds in pMET/g; ¢, concentration of sample read; D,
dilution factor; Ci, concentration of stock solution.

Anti-inflammatory capacity

Lipoxygenase (EC 1.13.11.12) type I-B inhibiting activity was
essayed spectrophotometricaly as described by [45] with minor
modifications. Briefly 100 pL of the enzyme solution (at the final
concentration of 200 U/mL) was prepared in boric acid buffer
(0.2 M; pH 9.0), mixed with 25 uL of extract solution (8 mg/mL
in boric acid buffer) and then incubated at room temperature for
3 min. Reaction was subsequently initiated by the addition of
substrate solution (linoleic acid, 250 uM), and the velocity was
recorded for 90 seconds at 234 nm. Boric acid buffer was used as
negative control (activity of enzyme without extract solution). The
percentage of lipoxygenase inhibition was calculated according to
the following equation: Inhibition (%)= (Voconwol™ VOsamplc)
%x100/Vo conwol- VOconwol 18 the activity of enzyme in absence of
extract solution, and Vogmpie is the activity of the enzyme in the
presence of the analyzed EOs.

Cell culture

Two human prostate cancer cell lines were used: LNCaP, an
androgen responsive cell line with a low metastatic potential
derived from a lymph node metastasis [46], and PC-3, an
androgen insensitive cell line with a high metastatic potential
derived from bone metastasis [47]. Two human glioblastoma cell
lines with disparate radiation sensitivity were used, SF-763 and SF-
767. Cells were grown at 37°C in a humidified chamber with 5%
CO, as monolayer adherent cultures in 75 em? tissue culture

CH
3 HeC_CHa

CHg HsC
Camphor
(0. americanum)

P-cymene
(L. multiflora)

CHs

CHs; CHs CHs

HsC OH HsC H3C HsC CHs
a-terpineol Eucalyptol Thymol Camphene B-caryophyllene

(0. basilicum) (E. camaldulensis

and O. americanum)

(L. multiflora)

(Z officinale) (H. spicigera and

L. multiflora)

Figure 1. Chemical structures of the major compounds found in the analyzed essential oils.

doi:10.1371/journal.pone.0092122.g001
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Table 1. Chemical composition (in %) of essential oils of the seven aromatic plants tested.

Compounds rt A. conyzoides  E. camaldulensis L. multiflora  H. spicigera O. americanum  O. basilicum  Z. officinale
a-thujene 10.249 — — 2.63 437 0.13 — —
a-pinene 10.505 0.10 9.17 0.68 20.11 6.87 0.39 4.14
Camphene 11.106 0.80 0.19 0.23 0.09 2.77 — 12.69
Sabinene 11.935 0.07 — 0.86 10.26 0.65 2.58 —
B-pinene 12.095 — 249 0.14 9.22 3.71 1.08 0.46
Myrcene 12.530 — 0.15 267 0.81 2.04 271 0.60
a-phellandrene 13.100 — 0.32 297 7.03 0.39 — —
o-terpinene 13.46 0.45 — 218 0.61 0.40 0.11 —
P-cymene 13.740 — 4.73 25.27 3.05 0.21 0.14 0.28
Limonene 13.889 0.10 8.76 1.21 233 4.66 3.69 2.08
B-phellandrene 13.953 — — — 2.69 — — 2.46
Eucalyptol 14.022 — 59.55 3.37 1.81 31.22 1.46 4.79
(E)-B-ocimene 14.469 — — 1.23 0.13 — 2.86 —
y-Terpinene 14.854 — 1.39 9.17 1.09 1.13 0.16 —
Terpinolene 15.728 — 0.21 0.17 443 0.65 0.60 —
Camphor 17.733 — — 0.46 — 12.73 —
Borneol 18.432 — 0.46 — — 0.13 — 1.55
Terpinene-4-ol 18.692 — 1.14 0.55 0.75 0.92 0.63 —
a-terpineol 19.239 — 2.65 0.25 — 2.08 59.78 0.78
Piperitone 20.787 — 0.09 — 0.08 244 — —
Geranial 21.181 — — — — — — 1.21
bornyl Acetate 21.587 0.23 — — 0.05 3.96 — —
Thymol 21.791 — = 11.88 = = = =
Carvacrol 21.991 — — 1.67 — — — —
Thymyle Acetate 23.222 — — 7.64 — — — —
B-caryophyllene 25.116 8.49 — 12.70 21.00 3.55 10.54 —
Trans o-bergamotene 25.388 0.12 — — — 532 — —
Aromadendrene 25.630 — 1.40 — — — — —
a-humulene 25.986 0.64 — 1.89 1.14 0.25 3.90 —
Precocene 26.324 82.09 — — — — — —
Germacrene-D 26.596 1.30 — 2.50 1.00 0.24 3.72 —
Ar curcumene 26.643 — — — — — — 16.67
(Z, E)-o-farnesene 26.742 — — — — 3.67 — —
Zingiberene 26.957 — — — — — — 8.40
v-bulgarene 27.113 — — — — — — 3.79
(E,B)-o-farnesene 27.143 — — — — — — 2.58
B-bisabolene 27.263 — — — — — — 7.83
B-sesquiphellandrene 27.627 1.42 — — — — — 533
Elemol 28.16 — — 1.25 — 1.60 — 0.44
Caryophyllene oxide 28.974 0.15 — 1.40 0.98 0.08 1.29 —
TOTAL 98.79 97.43 99.23 96.72 98.90 99.45 83.30
Monoterpene hydrocarbon 1.52 86.96 52.78 68.03 54.83 15.78 27.5
Sesquiterpene hydrocarbon 11.97 14 17.09 23.14 13.03 18.16 44.6
Oxygenated terpenes 82.47 4.34 25.10 1.86 23.94 61.7 3.98
rt, retention time (min).

doi:10.1371/journal.pone.0092122.t001
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flasks, in a medium supplemented with 10% fetal calf serum (FCS,
Biowest, Nuaill¢, France), 1% penicillin and 1% streptomycin
(Invitrogen, Oslo, Norway). LNCaP and PC-3 Cells were
maintained in RPMI-1640 (Invitrogen). SF-767 and SF-763 cells
were maintained in DMEM (Invitrogen).

Cytotoxicity assay

Stock solution of 10 pl/ml of EOs was prepared in 1% DMSO
(Sigma-Aldrich) in complete medium. Global cell growth was
assessed using the colorimetric MTT (3[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-
diphenyltetrazolium bromide) assay (Sigma-Aldrich). Cells were
incubated for 24 hours in 96-well plates (50,000 cells/ml) before
incubation with EOs. Cell proliferation test is based on the ability
of living cells to reduce MTT (yellow) into its metabolite blue
formazan (violet). After 72 h incubation with or without EO, the
number of living cells is directly proportional to the intensity of the
violet color measured quantitatively by spectrophotometry using a
microplate reader type Bio-Rad 11885 at 490 nm. Each exper-
imental condition was analyzed in quadruplicate, with three
experiments for each EO. Growth inhibition was calculated as
follow: % growth inhibition = 100—(ODcs  sample ™ ODplank/
ODconiror™ ODpank) X 100.

Statistical analysis

All in vitro experiments were done in quadruplicate and each
data point represents the average of at least three independent
experiments. All data are reported as the mean * SD. Data were
analyzed by 1-way analysis of variance followed by the Tukey
multiple-comparison test. Analyses were done by using
XLSTAT?7.1 software. A P value less than 0.05 was used as the
criterion for statistical significance.

Results and Discussion

Composition analysis of the various essential oils

Steam distillation, followed by GC/MS and GC/FID analyses
allowed determining the composition of EOs of the seven plants
from Burkina Faso. Chromatograms with the identified peaks as
well as the chemical structures of the major compounds are shown

Table 2. Anti-radical activity of essential oils by DPPH and
ABTS methods.

DPPH ABTS test
Essential Oils % Inhibition UMET/g

0. basilicum 55.67+3.38% 0.69+0.03%
O. americanum 15.90+5.73€ 0.48+0.01¢
H. spicigera 41.70%3.10~8 0.52+0.02¢
L. multifiora 42.23+2.73B 1.02+0.02%
A. conyzoides 32.37+4.25%¢ 0.53+0.02¢

43.40+4.13~8
36.10+3.51ABC
73.13£5.25

not determined
0.34+0.03°
8.96+0.07

E. camaldulensis
Z. officinale

Quercetin

DPPH, (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl); ABTS (2,2'-azinobis-[3-
ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid]); Values are expressed as mean values =+
standard deviation (n=3 experiments in quadruplicate); DPPH activities is
expressed as inhibitory percentage at and ABTS activities are given in mmol TE/
g (1072 mol Throlox equivalent/g of extract); Concentrations of the extracts
Throlox of 100 pug/mL for DPPH and 1 mg/mL for ABTS used as standard; A, B, C,
D: means followed by the same letter are not significantly different (p>0.05).
doi:10.1371/journal.pone.0092122.t002
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in Figure 2. Percentage composition of the oil components are
listed in Table 1. Briefly, EOs mainly contain a complex mixture
of monoterpene hydrocarbons, sesquiterpene hydrocarbons and
oxygen containing mono- and sesquiterpenes (Figure 1). Mono-
terpenes hydrocarbons were dominant in the EOs of E.
camaldulensis, L. multiflora, H. spicigera and O. americanum. Sesquiter-
pene hydrocarbons were the most abundant in the EO of &
officinale. Oxygenated terpenes were the most dominant constitu-
ents of the EOs of 4. conyzoides and O. basilicum. The EO of L.
multiflora and O. americanum also contained relative percentage of
oxygenated terpenes, 25.10% and 23.94%, respectively.

A total of 29 compounds were identified in the EO of O.
basilicun (Figure 2A). Two major compounds were identified: o-
terpineol (59.78%) and P-caryophyllene (10.54%). The minor
compounds were o-humulene (3.90%), Germacrene-D (3.72%),
Limonene (3.69%), (E)-B-ocimene (2.86%), Myrcene (2.71%),
Eucalyptol (1.46%), Caryophyllene oxide (1.29%) and B-pinene
(1.08%). On the basis of the oil composition, seven chemotypes of
O. basilicum essential oil have been described: (1) high-linalool, (2)
linalool/eugenol, (3) methyl chavicol without linalool, (4) methyl
chavicol/linalool, (5) methyl eugenol/linalool, (6) methyl cinna-
mate/linalool and (7) bergamotene chemotypes [48]. The
terpineol o/ f caryophyllene chemotype of the EO in leaves of
O. basilicum of our analysis (Table 1) has not been reported yet.
This is not surprising as the composition of EO depends on
genetics, age, season and/or environment of the plant [49].

In the EO of O. americanum, 44 compounds were identified
(Figure 2B); 1, 8-cineol (31.22%), Camphor (12.730%), o-pinene
(6.87%) and trans o-bergamotene (5.32%) were the most abundant
compounds. Minor components were Limonene (4.66%), bornyl
Acetate (3.96%), B-pinene (3.71%), farnesene (3.67%), B-caryo-
phyllene (3.55%), Camphene (2.77%), Myrcene (2.04%), o-
terpineol (2.08%), Piperitone (2.44%), (Z, E)-a-Elemol (1.60%),
Terpinene (1.13%). This composition was different from that
reported for Indian O. americanum [50]. Conversely, our data
corroborate the data published by Djibo et al. [51].

EO of H. spicigera pointed out 39 compounds (Figure 2C); major
compounds appear such as B-caryophyllene (21%), o-pinene
(20.11%), Sabinene (10.26%), B-pinene (9.22%), a-phellandrene
(7.03%); minors are Terpinolene (4.43%), a-thujene (4.37%), P-
cymene (3.05%), B-phellandrene (2.69%), Limonene (2.33%),
Eucalyptol (1.81%), o-humulene (1.14%), y-Terpinene (1.09%)
and Germacrene-D (1.00%). Similar composition has been
reported by McNeil et al. [26].

EO of L. multiflora contains 42 compounds (Figure 2D); among
them, the major molecules were p-cymene (25.27%), B-caryo-
phyllene (12.70%), thymol (11.88), y-terpinene (9.17%), thymyle
acetate (7.64%). The minor components were Eucalyptol (3.37%),
a-phellandrene (2.97%), o-thujene (2.63%), Myrcene (2.67%),
Germacrene-D  (2.50%), o-terpinene (2.18%), o-humulene
(1.89%), Carvacrol (1.67%), Caryophyllene oxide (1.40%), (E)-B-
ocimene (1.23%), Elemol (1.25%) and Limonene (1.21%). This
composition was different from that previously reported [21]

Twenty three compounds were identified in the EO of A.
conyzoides (Figure 2E). Precocene (82.10%) was the most dominant
followed by caryophyllene (8.50%). Minor components were 3
sesquiphellandrene (1.42%) and Germacrene-D (1.30%). This
composition is comparable to that reported by De Melo et al. [52]
and Nogueira et al. [29]. Abdelkader and Lockwood [53]
described precocene I, germacrene D, f-caryophyllene and
precocene II as the main constituents.

In the EO of E. camaldulensis (Figure 2F), 39 compounds were
identified, among which Eucalyptol (59.55%), a-pinene (9.17%)
and limonene (8.76%) were the most dominant. The minor
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Table 3. Inhibition percentage of lipoxygenase by essential oils.

Activity of Essential Oils from Burkina Faso

Essential oils  *O. basilicum *O. americanum *H. spicigera

*L. multiflora

**Quercetin

*A. conyzoides *E. camaldulensis **Z. officinale (control)

Inhibition (%) 98.2+6.1€ 31.6+16.2° 75.1+10.6€

96.9+4.0¢

483+19.1° 96.4+3.3€ 50.9+0.2% 52.3+0.7%

*, 8 mg/ml in the reaction medium;
** 0.4 mg/ml;
***,100 pg/ml in the reaction medium;

doi:10.1371/journal.pone.0092122.t003

components were P-cymene (4.73%), o-terpineol (2.65%), PB-
pinene (2.49%), Aromadendrene (1.40%), y-Terpinene (1.39%)
and Terpinene-4-ol (1.14%). A similar composition has been
reported by Da Cruz et al. [54] but differs from the chemotype
1solated by Herzi et al. [55].

Essential oil of <. officinale contained 35 compounds (Figure 2G).
The major compounds are arcurcumene (16.67%), camphene
(12.70%), zingiberene (8.40%), PB-bisabolene (7.83%), B-sesqui-
phellandrene (5.34%). These results were comparable to those
reported by Nogueira de Melo et al. [38] which found
arcurcumene (59%), P-myrcene (14%), 1,8-cineole (8%), citral
(7.5%), and zingiberene (7.5%) as main compounds. Eucalyptol
(4.79%), o-pinene (4.14%), B-phellandrene (2.46%), Limonene
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Values are expressed as mean values *+ standard deviation (n=3 experiments); %, percentage;

A, B, C, D: means followed by the same letter are not significantly different (p>0.05).

(2.08%), Borneol (1.55%) and Geranial (1.21%) were the minor
components of this EO.

Antioxidant activity of the essential oils

An antioxidant can be defined as any substance capable of
competing with other oxidizable substrates at relatively low
concentrations and delay or prevent the oxidation of these
substrates. The DPPH radical-scavenging activities of the seven
EOs and of references are shown in Table 2. EO of O. basilicum
showed the best ability to scavenge DPPH radical created in vitro
with a percentage of inhibition of 55.67% for a concentration of
8 mg/mL while L. multiflora exhibited the highest capability to
reduce ABTS" (1.02 umolET/g) followed by O. basilicum. Besides,

E. camaldulensis, L. multiflora and H. spicigera respectively also
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Figure 3. Dose-dependent anti-proliferative activity of EOs after 72 hours of exposure. A LNCaP cells; B) PC-3 cells; C) SF-767 cells; D) SF-

763 cells. Experiments were performed 3 times in octuplets.
doi:10.1371/journal.pone.0092122.g003
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Figure 4. Time-dependent anti-proliferative activity of EOs after 24, 48 and 72 hours of exposure. Cells were incubated at IC5, of each
EO. a, LNCaP cells; b, PC-3 cells; ¢, SF-767 cells; d, SF-763 cells. *, p<<0.05 compared to 24 hrs of treatment; 8, p<<0.05 compared to 48 hrs of treatment.

Experiments were performed 3 times in octuplets.
doi:10.1371/journal.pone.0092122.g004

presented interesting antioxidant activities. For some EOs, results
differed between DPPH and ABTS methods. These variations
may be explained by the mechanisms involved in the radical
antioxidant reactions. Indeed, antioxidant activity of the tested
compounds depended on the stressing agent used and the
mechanism of action of the antioxidant [56]. Other factors, such
as stereo-selectivity of the radicals or the solubility of EOs in
different testing systems, may also affect the capacity of individual
EO to react and quench different radicals [57]. In this sense, Del
Castillo et al. [58] analyzed coffee brews from several roasting
processes and reported higher responses by the ABTS test in

Table 4. IC5o (mg/ml) of essential oils tested on LNCaP and
PC-3 prostate cancer cell lines, and SF-767 and SF-763
glioblastoma cell lines.

Prostate cancer Glioblastoma

Essential oils LNCaP PC-3 SF-767 SF-763

0. basilicum 046+0.11%% 045x0.07® 030+0.05* 043=0.10%
O. americanum not active not active  not active not active
H. spicigera not active not active  not active not active
L. multiflora 0.58+0.14%  0.30+0.03* 0.31+0.02%% 0.47=0.14"
A. conyzoides 0.35+0.03"  0.49+0.08®% 0.43+0.09%€ 0.38+0.06"
E. camaldulensis not active not active  not active not active
Z. officinale 038+0.11"  042+0.05% 048+0.09¢ 0.44+0.08"

1Cs0, Inhibiting Concentration 50; Values are expressed as mean values
*standard deviation (n=3 experiments in octuplets); value with same letter
within each column could be considered as identical (p>0.05).
doi:10.1371/journal.pone.0092122.t004
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aqueous vs. ethanol dilution. They attributed the difference to the
fact that some components, making an important contribution to
the antioxidant activity of the aqueous dilutions, were not soluble
in ethanol. Probably the fact that the DPPH method was
developed in methanol media was responsible for the lower
response found. Likewise, Wang and Jiao [59] evaluated the
radical scavenging capacity of berry crops using superoxide
radicals, hydroxyl radicals, and other reactive oxygen species.
The berry crop that had a greater scavenging activity against
superoxide radicals did not necessarily have a higher activity to
quench hydroxyl radicals [59]. In our study, the major compounds
of EO of 0. Basilicum are alcohol monoterpenes while the major
compounds of EO of L. multiflora are carbohydrate monoterpenes;
this difference of chemical functions of compounds in these two
EOs could hence explain the activity differences between the two
methods.

In addition monoterpenes found in these EOs may act as
antioxidant agents. Previous studied showed that oxygenated
monoterpenes, such as thymol, carvacrol and a-terpineol, were
mainly responsible for the antioxidant potential of the plant oils
which contain them [60,61]. The monoterpene B-caryophyllene
also possesses a free radical scavenging activity using the DPPH
assay [62].

Anti-inflammatory properties of the essential oils
Chronic inflammation increases the risk for various cancers,
indicating that eliminating inflammation may represent a valid
strategy for cancer prevention and therapy. For that purpose we
evaluated the anti-inflammatory properties of EOs we isolated.
Among the seven plants, <. officinale presented the highest anti-
inflammatory activity indeed a 50.9% of inhibition of lipoxygenase
at 0.4 mg/ml while this inhibition was complete (100%) at 8 mg/
ml (Table 3). £ officinale activity (50.9% of inhibition at 0.4 mg/
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Figure 5. Dose-dependent anti-proliferative activity of purified compounds and their combination with essential oils after 72 hours
of exposure on LNCaP and PC-3 cell lines of prostate cancer, and on SF-767 and SF-763 cell lines of glioblastoma. Experiments were

performed 3 times in octuplets.
doi:10.1371/journal.pone.0092122.g005

ml) is highly interesting compared to that of the positive control
quercetin  (52.32% of inhibition at 0.1 mg/ml). O. basilicum
(98.2%), E. camaldulensis (96.4%), L multflora (96.4%), H. spicigera
(75.1%), A. conyzoides (48.3%) and O. americanum (31.6%) (Table 3)
were active at 8 mg/ml and no significant effect was observed at
0.4 mg/ml.. These results are in agreement with several studies of
anti-inflammatory abilities of sesquiterpenes compounds [63].
Lipoxygenases and their active metabolites (HPETE and HETE)
are involved in many human cancers [64]. Pidgeon et al. [65] have
shown the involvement of 15-lipoxygenase in the development of
breast, prostate, colorectal cancers where it is over expressed [63].
Moreover, the 5-LOX mRNA and/or its activating protein FLAP
are over expressed in prostate cancer [66].

Anti-proliferative effects of the essential oils

To best of our knowledge, this is the first report on the anti-
proliferative activity of these EOs. To test such effects, we chose
two types of cancer cell lines. Prostate cancer cell lines, LNCaP
and PC3, represent the paradigm of the prostate tumors with
androgen sensitivity and androgen resistance, respectively; besides,
this cancer has its incidence increasing in Westernized countries.
Glioblastoma is recognized as the most common and lethal form of
central nervous system cancer. Currently used surgical techniques,
chemotherapeutic agents, and radiotherapy strategies have done
very little in extending the life expectancies of patients diagnosed
with this tumor. SF-767 and SF-763 cell lines are radiotherapy
resistant; in SI-767 cells, STAT3 pathway is activated while in SF-
763, both STAT3 and AKT pathways are constitutively activated.

O. basilicum, Z. officinale, L. multiflora and A. conyzoides have shown
anti-proliferative activity on both LNCaP and PC-3 cell lines of
prostate cancer and both SF-767 and SF-763 cell lines of
glioblastoma (Table 4). Conversely, EOs from E. camaldulensis, O.
americanum and H. spicigera did not present any antiproliferative
activity even at a maximum concentration of 8 mg/ml (Table 4).
A. conyzoides (ICs50 0.35 mg/mL) and <. officinale (1C50 0.38 mg/
mL) have the highest antiproliferative activity on LNCaP cell line.
EOs of L. multiflora and O. basilicum were the most active on PC-3
cell line (ICs5p 0.30 mg/mL) and SF-767 cell line with (ICsq
0.30 mg/mL). Monoterpenes prevent the carcinogenesis process

PLOS ONE | www.plosone.org

at both initiation and promotion/progression stages [67]. Mono-
terpenes are effective in treating early and advanced cancers. In
fact, monoterpene pirillyl alcohol has been described to have an
anti-proliferative activity on glioblastoma by inhibiting the Na/K-
ATPase pump [68]. Other monoterpenes such as limonene have
been shown to prevent mammary, liver, lung, and other cancers
[67]. Thus, the high content of monoterpenes of these essential oils
could explain their antiproliferative activity. In our study, all anti-
proliferative effects of the tested EOs are dose- (Figure 3) and time-
(Figure 4) dependent.

All EOs with an anti-proliferative activity (Table 4) are also
antioxidant (Table 2) and show anti-inflammatory properties
(Table 3). Even though there is a relationship between these three
activities, the various mechanisms involved for each EO could
explain why the variation of these effects. Indeed reactive oxygen
species may interact with and modify cellular protein, lipid, and
DNA, which results in altered target cell function. The accumu-
lation of oxidative damage has been implicated in both acute and
chronic cell injury including possible participation in the formation
of cancer [69]. A link between inflammation and cancer has long
been suspected, but its molecular nature remained still to be
defined [70]. Chronic infection and consecutive inflammation may
directly affect the cells that eventually become transformed as well
as exert indirect effects on the tumor cell through surrounding cells
[70].

EOs of O. americanum, H. spicigera and E. camaldulensis have shown
antioxidant activity and anti-inflammatory activity but no anti-
proliferative activity. The Eucalyptol or 1, 8-cineol, the major
compound of essential oil of O. americanum and E. camaldulensis has
also not effect on LNCaP and PC-3 cell lines of prostate cancer,
and the SF-767 and 763 cell lines of glioblastoma to a maximum of
1 mg/mL concentration tested (Figure 5). However, Murata et al.
showed that 1, 8-cineole induced specific apoptosis, not necrosis,
in human colon cancer cell lines HCT116 and RKO [71]. Each
type of cancer involves a specific signaling pathway. Moreover an
anticancer compound does not necessarily treat all types of cancer;
such is the case of a-pinene (Figure 5). What may explain the fact
that the 1, 8 cineole is inactive on prostate cancer and
glioblastoma. Accordingly the results of our work show that
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essential oils O. americanum, H. spicigera and E. camaldulensis are
meffective against prostate cancer and glioblastoma.

a-pinene, the major compound of H. spicigera, showed anti-
proliferative activity on LNCaP and PC-3 cell lines of prostate
cancer with ICs5y of 0.37 mg/ml and 0.82 mg/ml, respectively.
The combination of a-pinene and the essential oil of H. spicigera
(50:50, v:v) resulted in a decreased of this activity (Figure 5). This
significant decrease in the activity of combinations of o-pinene
with EO of H. spicigera leads to an antagonistic effect between o-
pinene and the essential oil of H. spicigera. This antagonistic effect
could justify the inactivity of EO from H. spicigera alone (Figure 3).
On SF-763 cells 1C5y of o-pinene is 0.43 mg/ml while no
significant anti-proliferative activity was observed on SF-767 cells
(Figure 5). The main difference between these two cell lines
regards the survival pathways: indeed STAT3 pathway is activated
in SF-767 cells, while both Akt and STAT3 pathways are induced
in SF-763 cells. These differences were hypothesized to explain
chemoresistance [72] and could also be linked to the differential
response to o-pinene.

In conclusion we have evaluated for the first time the chemical
composition, ability to scavenge free radicals, anti-inflammatory
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Abstract: Essential oils are widely used in pharmaceutical, sanitary, cosmetic, agriculture and food industries for
their bactericidal, virucidal, fungicidal, antiparasitical and insecticidal properties. Their anticancer activity is well
documented. Over a hundred essential oils from more than twenty plant families have been tested on more than
twenty types of cancers in last past ten years. This review is focused on the activity of essential oils and their com-
ponents on various types of cancers. For some of them the mechanisms involved in their anticancer activities have

been carried out.
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Introduction

Recognized since ancient times for their medic-
inal value, but often considered as a relic of
medieval medical practice by representatives
of modern medicine, essential oils (EOs) are
currently receiving therapeutic interest fully
renewed. Thus, during recent years, plant EOs
have come more into the focus of phytomedi-
cine [1, 2]. Their widespread use has raised the
interest of scientists in basic research of EOs.
Especially, anti-microbial and anti-oxidant
activities as well as potential anti-cancer activ-
ity have been investigated in recent years [3,
4].

Cancer is the second largest single cause of
death claiming over six million lives every year
worldwide [5]. There has been a recent upsurge
in the use of natural products to supersede cur-

rent treatment in patients that develop multi-
drug resistance. Scientific studies of plants
used in various types of ethnic medicine has
led to the discovery of many valuable drugs,
including taxol, camptothecin, vincristine and
vinblastine [6, 7]. Many studies pointed out
anticancer properties of other plants [8-11].
Over five hundred papers have been published
on anticancer activity of EOs. The first publica-
tions on the anticancer activity of essential oils
dated to 1960s. So far, the effects of EOs have
been investigated on glioblastoma, melanoma,
leukemia and oral cancers, as well as on bone,
breast, cervix, colon, kidney, liver, lung, ovary,
pancreas, prostate, and uterus cancers.

The aim of this review is to state the work car-
ried out on the anticancer properties of EOs,
their mode of action and the types of cancers
targeted.
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Figure 1. Examples of some monoterpenes compounds found in essential oils of plants.

Essential oils, a mix of complex molecules

EOs are natural, complexe, volatile, and odor-
ous molecules synthesized by the secretory
cells of aromatic plants [12]. Also known as
volatile oils, EO could be considered as a gener-
ic term for the liquid and highly volatile compo-
nents of plants, with a strong and characteris-
tic odor. Altogether EOs are the concentration
of hydrophobic liquid containing multiple vola-
tile aroma compounds found in glands located
in various parts of the aromatic plants: leaves,
flowers, fruit, seeds, barks and roots.

Even though various methods could be used for
their extraction, hydrodistillation remains the
most used extraction method to obtain EOs,
especially for commercial and medicinal pur-
poses [13]. EOs can also be obtained by cold
[14], liquid carbon dioxide at low temperature
and high pressure, or ultrasound-assisted
extraction or microwave [15]. Usually color less
or pale yellow, EOs are volatile, flammable and
odorous, and their density is generally less
than 1 [16], except for cinnamon, cloves and

592

sassafras. Insoluble in water and soluble in
alcohols, oils and petrolatum, which explains
the term “oil”, they could be rapidly oxidized
and isomerized by light [16].

Even though over 300 different compounds
could be identified, three main groups of com-
pounds have been described [17]. While the
main group is composed of terpenes and terpe-
noids, the others include aromatic (phenolic)
components, and in a lower extent aliphatic
(alkanes and alkenes) compounds are general-
ly in trace. All compounds are characterized by
a low molecular weight [18].

Terpenes and terpenoids

About 30 000 terpenes have been described in
the literature [19, 20]. Some of the most com-
mon have been represented in Figures 1, 2.
Their basic structure follows a general principle:
2-methylbutane, also refered as isoprene resi-
dues build up the carbon skeleton of terpenes
(C5),, as described by Ruzicka [21]. They are
subdivided according to the number of isoprene

Am J Cancer Res 2014;4(6):591-607
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Figure 2. Examples of some sesquiterpenes compounds found in essential oils of plants.
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Figure 3. Examples of some terpenoids compounds found in essential oils of plants.

units in monoterpenes (C, H, ), sesquiterpenes

(C,;H,,), diterpenes (C, H,,) and tetraterpenes,
which contain eight units of isoprene such as
carotenoids [22]. Terpenoids (Figure 3) are ter-
penes-derived compounds with one or more
chemical functional groups (alcohol, aldehyde,

ketone, acid...).

Aromatic compounds

Aromatic compounds (Figure 4) are phenyl pro-
pane derivatives. They are less abundant than
terpenoids. Two classes of aromatic com-
pounds can been distinguished: the nuclear
substituted compounds and derivatives of ben-
zene in which the substituent is directly
attached to the benzene ring; the side chain
substituted compounds.

Plant essential composition varies according
to its environmental and living conditions

According to environmental and living condi-
tions, the same species may show intraspecific
chemical differences in its EO compositions
[23, 24]. These intraspecific differences are
defined as chemotypes.

Effects of EOs on various types of cancer

Most of EOs have been first identified and used
for the treatment of inflammatory and oxidative
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diseases. It appeared that these EOs could also
have anticancer effects as there is a relation-
ship between the production of reactive oxygen
species to the origin of oxidation and inflamma-
tion that can lead to cancer [25]. Initial experi-
ments assumed that oxidative stress could act
as a DNA-damaging agent, effectively increas-
ing the mutation rate within cells and thus pro-
moting oncogenic transformation. Besides,
reactive oxygen species could also specifically
activate signaling pathways and thus contrib-
ute to tumor development through the regula-
tion of cellular proliferation, angiogenesis, and
metastasis [26]. Hence chronic inflammation
has been linked to various steps involved in
carcinogenesis, such as cellular transforma-
tion, promotion, survival, proliferation, inva-
sion, angiogenesis, and metastasis [27].
Several studies have thus shown that EOs and
their components therein could be active
against various cancer cells (Table 1).

Prostate cancer

EO of Hypericum hircinum L. subsp. Majus
revealed antiproliferative activity on human
prostatic adenocarcinoma (PC3) [28]. Jacaric
acid and four of its octadecatrienoic geoiso-
mers selectively induced apoptosis in hor-
mone-dependent (LNCaP) and -independent
(PC-3) human prostate cancer cells, whilst not
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Figure 4. Examples of some aromatic compounds found in essential oils of plants.

affecting the viability of normal human prostate
epithelial cells (RWPE-1) [29]. Pinus wallichiana
EO showed significant anti-proliferative activity
on prostate cancer cells [30]. Solanum erian-
thum leaf volatile oil demonstrated potent
inhibitory activity against PC-3 cells [31].
Thymus vulgaris L. EO exhibited the strongest
cytotoxicity towards three human cancer cells.
Its half inhibitory concentration (IC, ) value on
PC-3 tumor cell line was 0.010% (v/v) [32]. EO
of Mentha arvensis showed cytotoxic activity
on LNCaP cells [33]. Oxidative stress results
from an imbalance in the production of reactive
oxygen species (ROS) and cell own antioxidant
defenses that in part leads to numerous carci-
nogenesis. Kim et al. [34] have shown that
saponins contained in EO of ginger reduces the
incidence of prostate cancer by exerting anti-
mutagenic activity and also inhibits tumor
metastasis. Guatteria pogonopus leaves show-
ed significant in vitro and in vivo antitumor
activity on PC-3M metastatic prostate carcino-
ma [35]. EOs from Ageratum conyzoides
Linnaeus and Lippia multiflora Moldenk were
the most active on LNCaP and PC-3 cell lines
[36].

Glioblastoma

EO of Hypericum hircinum had antiproliferative
activity on human glioblastoma tumor cells
T98G [28]. It increases cytosolic Ca?* concen-
trations and alters the viability of human glio-
blastoma cells by inducing apoptosis [37].
Zanthoxylum tinguassuiba EO contains o-
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bisabolol, a known antiglioma sesquiterpene,
among other potentially active substances
[38]. It was observed that thermal-oxidative
stability of the liposomal Z. tinguassuiba EO
was enhanced when compared to its free form.
The liposomal form also presented significant
apoptotic-inducing activity for glioma cells.
These results show that this EO could be a
potential alternative for gliobastoma treatment
[38]. The results of the studies whose the
objective was to examine the augmentation of
the therapeutic activity in human glioblastoma
cells with combination of paclitaxel (PTX) and
the apoptotic signaling molecule, C -ceramide
(CER), show that PTX and CER can be used
together to enhance therapeutic activity, espe-
cially in aggressive tumor models such as glio-
blastoma [39]. A recent study has showed that
SF-767 glioblastoma cell line was the most sen-
sitive to Ocimum basilicum Linnaeus and Lippia
multiflora Moldenk EOs, while essential oil of
Ageratum conyzoides Linnaeus showed the
highest antitumoral activity on SF-763 cells
[36].

Melanoma

EOs of Afrostyrax lepidophyllus and Scorodo-
phloeus zenkeri exhibited a strong growth-
inhibitory effect on human malignant melano-
ma A375 cell line [10]. The EO obtained from
hydrodistillation of flowering aerial parts of
Athanasia brownii also showed significant
effect on A375 cells [40]. EOs from the leaves

Am J Cancer Res 2014;4(6):591-607



Anticancer activity of essential oils

Table 1. Summary of literature review (2004-2014)

Cancer Essential oil or compound tested Plant family Cell line used Reference
Brain Croton regelianus and ascaridole compound Euphorbiaceae SF-295 (IC,, = 48.0 pg/ml and 8.4 pg/ml respectively) [97]
Brain (glioblastoma) Afrostyrax lepidophyllus and Scorodophloeus zenkeri Huaceae and Caesalpiniaceae TO8G (IC,, = 15.4 pg/ml and 12.4 pg/ml respectively) [10]
(Fabaceae)
Brain (glioblastoma) a-Bisabolol T67 and C6: 50% of cell death after 24 h treatment with 2.5 [94]
uM
Brain (glioblastoma) Casearia sylvestris Salicaceae u87 (IC,, = 27.1 ug/ml) [42]
Brain (glioblastoma) O. basilicum, L. multifiora, A. conizoides, and Z. officiniale Lamiaceae, Verbenaceae, Astera- SF-767 (0.30, 0.31, 0.43 and 0.48 mg/ml respectively) and [36]
ceae and Zingiberaceae respectively SF-763 (0.43, 0.47, 0.38 and 0.44 respectively)
Brain (glioma) Malus domestica Rosaceae C-6 (1 mg/ml = 58.5% inhibition) [51]
Breast Afrostyrax lepidophyllus and Scorodophloeus zenkeri Huaceae and Caesalpiniaceae MDA-MB 231 (IC, = 10.9 ug/ml and 8.0 ug/ml, respectively) [10]
(Fabaceae)
Breast Satureja khuzistanica Lamiaceae MCF7 (IC,, = 125 ug/ml) [8]
Breast Casearia sylvestris Salicaceae MCF-7 (IC,, = 42.2 pg/ml) [42]
Breast Cedrelopsis grevei Rutaceae MCF-7 (IC,, = 21.5 mg/L) [43]
Breast Solanium spirale Roxb. Solanaceae MCF-7 (IC,, = 19.69 pg/ml) [44]
Breast carbazole alkaloids MCF-7 (IC,, = 2.12 pg/ml) [98]
Breast Helichrysum gymnocephalum Asteraceae MCF-7 (IC,, = 16 pg/ml) [99]
Breast Pituranthos tortuosus (Desf.) Apiaceae MCF-7 (IC,, = 3.38 pg/ml) [54]
Breast Melaleuca armillaris Myrtaceae MCF-7 (IC,, = 12 pg/ml) [100]
Breast Rosmarinus officinalis Lamiaceae MCF-7 (IC,, = 190.1 pg/ml) [101]
Breast Schinus molle L. and Schinus terebinthifolius Raddi Anacardiaceae MCF-7 (IC,, = 54 mg/ml and 47 mg/ml, respectively) [102]
Breast Erigeron acris L. Asteraceae MCF-7 (IC,, = 14.5 pg/ml) [103]
Breast Aquilaria sinensis (Lour.) Gilg. Thymelaeaceae MCF-7 (99.6% inhibition at 500 pg/ml) [104]
Breast Thymus vulgaris L. Lamiaceae MCF-7 (IC,, = 0.030% (v/V)) [32]
Breast Aristolochia mollissima Aristolochiaceae MCF-7 (IC,, = 20.6 and 21.1 pg/ml respectively) and MDA-MB-  [59]
rhizome and the aerial part 435S (IC,, = 22.1 and 20.3 ug/ml respectively)
Breast Schefflera heptaphylla (L.) Araliaceae MCF-7 (IC,, = 7.3 pg/ml) [72]
Breast B-caryophyllene oxide MDA-MB-231 [78]
Breast (mouse) Angelica archangelica fruits from separate locations A, Apiaceae Crl (IC,, = 47.7;91.8 and 63.6 pg/ml respectively) [71]
BandC
Cervix Liquidambar styraciflua leaf and stem Hamamelidaceae Hela (IC,, = 136.27 and 119.78 pg/ml respectively) [56]
Cervix Ocimum basilicum Linn. Lamiaceae Hela (IC,, = 90.5 pg/ml) [105]
Cervix carbazole alkaloids Hela (IC,, = 1.98 pg/ml) [98]
Cervix Aristolochia mollissima Aristolochiaceae Hela (IC,, = 38.6 and 50.6 pg/ml respectively) [59]
rhizome and the aerial part
Ovary D-Limonene V79 [77]
Ovary Malus domestica Rosaceae CHOK1 (1000 pg/ml = 68.3% inhibition) [51]
Colon Kadsura longipedunculata Schisandraceae SW-480 (IC,, = 136.62 pg/ml) [70]
Colon Comptonia peregrina (L.) Myricaceae DLD-1 (IC,, = 46 pg/ml) [106]
Colon Satureja khuzistanica Lamiaceae SW480 (IC,, = 62.5 pg/ml) [8]
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1,8 cineol

Artemisia indica

Pituranthos tortuosus (Desf.)

Croton regelianus and ascaridole compound
Cymbopogon flexuosus

Eugenol

Geraniol and
5-fluorouracil

Afrostyrax lepidophyllus and Scorodophloeus zenkeri

Athanasia brownii Hochr.

Platycladus orientalis and Prangos asperula
Laurus nobilis

Aristolochia mollissima

rhizome and the aerial part

Satureja khuzistanica

Cymbopogon flexuosus and isointermedeol
Casearia sylvestris

Artemisia indica

Malus domestica

carbazole alkaloids

Croton regelianus and ascaridole compound
Eugenol

Ocimum basilicum L

Schefflera heptaphylla (L.) Frodin

Curcuma wenyujin

Curcuma zedoaria (Berg.) Rosc.

Patrinia scabra Bunge

Eugenol

Thymus citriodorus

Artemisia indica

Pituranthos tortuosus (Desf.)

Kadsura longipedunculata

Aristolochia mollissima
rhizome and the aerial part

Artemisia indica

Tridax procumbens
Solanium spirale Roxb.
Malus domestica
Thymus vulgaris L.
Comptonia peregrina (L.)

Xylopia frutescens Aubl.

Asteraceae
Apiaceae

Euphorbiaceae

Poaceae

Huaceae and Caesalpiniaceae

(Fabaceae)

Asteraceae

Cupressaceae and Apiaceae

Lauraceae

Aristolochiaceae

Lamiaceae
Poaceae
Salicaceae
Asteraceae
Rosaceae

Euphorbiaceae
Lamiaceae
Araliaceae
Zingiberaceae
Zingiberaceae
Caprifoliaceae
Lamiaceae
Asteraceae
Apiaceae
Schisandraceae

Aristolochiaceae

Asteraceae
Asteraceae
Solanaceae
Rosaceae
Lamiaceae
Myricaceae

Annonaceae

HCT116 and RKO
Caco-2 (IC,, = 19.5 pg/ml)
HCT116 (IC,, = 1.34 pg/ml)

HCT-8 (IC, = 40.0 pg/ml and 18.4 ug/ml respectively)
502713 (IC,, = 4.2 pg/ml)

SNU-C5 (IC, = 129.4 pM)

Caco-2 (IC,, = 250 and 0.4 uM respectively) and SW620 (IC,, =

330 and 2.0 uM respectively)

HCT116 (IC,, = 12.4 pg/ml and 8.5 pg/ml respectively)

HCT 116 (IC,, = 29.53 pg/ml)

ACHN (IC,, = 121.93 and 139.17 pg/ml respectively)
ACHN (IC,, = 78.24 ug/ml)

ACHN (IC,, = 22.3 and 33.8 ug/ml respectively)

Vero (IC,, = 31.26 pug/ml)

HL-60 (IC,, = 30 pg/ml and 20 pg/ml, respectively)
HL-60 (IC,, = 29 ug/ml)

THP-1 (IC,, = 10 pg/ml)

THP-1 (1000 pg/ml = 68.3% inhibition)

P388 (IC,, = 5.00 ug/ml)

HL-60 (IC,, = 22.2 pg/ml and 6.32 pg/ml respectively)
HL-60 (IC,, = 23.7 uM)

P388 (IC,, = 0.0362 mg/ml)

HepG2 (IC,, = 6.9 ug/ml)

HepG2 (IC,, = 70 pg/ml)

SMMC-7721 (IC, = 30.7 ug/ml)

Bel-7402 (IC,, = 16 ug/ml)

HepG2 (IC,, = 118.6 pM) and U-937 (IC,; = 39.4 uM)
HepG2 (IC, = 0.34% v/v)

HEP-2 (IC,, = 15.5 pg/ml)

HEPG2 (IC,; = 1.67 ug/ml)

HepG2 (IC,, = 136.96 ug/ml)

Bel-7402 (IC,, = 33.1 and 49.5 pg/ml respectively) and Hep G2

(IC,, = 33.2 and 40.7 ug/ml respectively)
A549 (IC,, = 25 pg/ml)

B16F-10 in vitro (70.2% of inhibition for 50 pg) and in vivo

NCI-H187 (IC,, = 24.02 pg/ml)
A549 (1000 pg/ml = 60.7% inhibition)
AB49 (IC,, = 0.011% (v/v))

A-549 (IC,, = 66 pg/ml)

NCI-H358M (IC,, = 24.6 pg/ml)
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Mouth epidermal carci- Psidium guajava L Myrtaceae KB (IC,, = 0.0379 mg/ml) [108]
noma
Multiple myeloma B-caryophyllene oxide U266 and MM1.S [78]
Nasopharyngeal cancer Centipeda minima Asteraceae CNE (IC,, = 5.2 pg/ml after 72 hrs) [111]
Neuroblastoma Cymbopogon flexuosus Poaceae IMR-32 (IC, = 4.7 pg/ml) [107]
Oral cancer Solanium spirale Roxb. Solanaceae KB (IC,, = 26.42 ug/ml) [44]
Oral cancer Salvia officinalis Lamiaceae UMSSC1 (IC, = 135 pg/ml) [112]
Oral cancer Levisticum officinale Apiaceae HNSCC (IC,, = 292.6 pg/ml) [65]
Ovary Patrinia scabra Bunge Caprifoliaceae HO-8910 (IC,, = 21 pg/ml) [52]
Ovary Cymbopogon citratus Poaceae Chinese Hamster Ovary (CHO) [50]
Pancreas Angelica archangelica fruits from separate locations A, Apiaceae PANC-1 (IC,, = 58.4; 108.3 and 48.6 pg/ml respectively) [71]
BandC
Pancreas Kadsura longipedunculata Schisandraceae MIA PaCa-2 (IC,, = 133.53 ug/ml) [70]
Prostate Xylopia frutescens Aubl Annonaceae PC-3M (IC, = 40 pg/ml) and in vivo at 37.5% of inhibition [60]
Prostate Nagami kumquats Rutaceae LNCaP (200 ppm = 55, 61 and 63.4 % inhibition at 24, 48, [113]
72h
Prostate Rosmarinus officinalis Lamiaceae LNCaP (IC, = 180.9 pg/ml) [101]
Prostate a-humulene LNCaP (IC,, = 11.24 ug/ml) [67]
Prostate B-caryophyllene oxide DU145 [78]
Prostate Thymus vulgaris L. Lamiaceae PC-3 (IC,, = 0.010% (v/v)) [32]
Prostate 0. basilicum, L. multiflora, A. conizoides, and Z. officiniale Lamiaceae, Verbenaceae, Astera- LNCaP (0.46, 0.58, 0.35 and 0.38 mg/ml respectively) and [36]
ceae and Zingiberaceae respectively PC3 (0.45, 0.30, 0.49 and 0.42 respectively)
Skin (melanoma) Athanasia brownii Hochr. Asteraceae A375 (IC,, = 19.85 ug/ml) [40]
Skin (melanoma) Afrostyrax lepidophyllus and Scorodophloeus zenkeri Huaceae and Caesalpiniaceae A375 (IC,, =20.6 pg/ml and 17.7 pg/ml respectively) [10]
(Fabaceae)
Skin (melanoma) Casearia sylvestris Salicaceae A2058 (IC,, = 41.1 pg/ml) [42]
Skin (melanoma) Curcuma zedoaria (Berg.) Rosc. Zingiberaceae B16BL6 (IC,, = 41.8 pg/ml) [110]
Skin (melanoma) Croton regelianus and ascaridole compound Euphorbiaceae MDA-MB-435 (IC,, = 47.3 ug/ml and 10.5 ug/ml respectively) [97]
Skin (melanoma) Schefflera heptaphylla (L.) Araliaceae A375 (IC,, = 7.5 pg/ml) [72]
Skin (@melanotic) Cupressus sempervirens ssp. pyramidalis Cupressaceae €32 (ICy, = 104.90 pg/ml) [5]
Skin (@melanotic) Laurus nobilis Lauraceae C32 (ICy, = 75.45 pg/ml) [67]
Stomach Nigella sativa seeds Ranunculaceae SCL, SCL-6, SCL-37'6, NUGC-4 and Kato-3 (IC,, = 155.02; [114]
185.77; 120.40; 384.53 and 286.83 respectively)
Uterus Casearia sylvestris Salicaceae Siha (IC,, = 23.9 pg/ml) [42]
597 Am J Cancer Res 2014;4(6):591-607
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of Neolitsea variabillima [41] and Casearia syl-
vestris [42] had cytotoxic activity against hu-
man melanoma cancer.

Breast cancer

EOs of A. lepidophyllus and S. zenkeri inhibited
the growth of human breast adenocarcinoma
MDA-MB 231 cell line [10]; likewise, EOs
extracted from leaves of Satureja khuzistanica
Jamzad [8], Casearia sylvestris [42], Cedrelopsis
grevei [43] and Solanium spirale Roxb [44] sig-
nificantly reduced cell viability and/or increased
cytotoxicity of MCF7 cells in a dose-dependent
manner. Human breast cancer cell lines T47D,
MCF7, MDA-MB-231 were sensitive to the treat-
ment with Boswellia sacra EO with reduced cell
viability and elevated cell death [45]. S. erian-
thum leaf volatile oil demonstrated potent
inhibitory activity against human breast Hs
578T tumor cells [31].

Colon cancer

Geraniol, a monoterpene found in EOs of vari-
ous fruits and herbs has been proposed to rep-
resent a new class of agents for cancer chemo-
prevention, as it has antiproliferative activity on
Caco-2 colon cancer cells [46]. EOs of A. lepido-
phyllus, S. zenkeri [10] and Athanasia brownii
exhibited a strong growth-inhibitory effect on
human colon carcinoma HCT116 cell line [40].
EO isolated from the leaf of Neolitsea variabil-
lima exhibited cytotoxic activity against human
colon cancer [41]. EO from Satureja khuzistani-
ca significantly reduced cell viability of SW480
cell line in a dose-dependent manner [8].
Volatile oil was obtained from blood oranges
showed pro-apoptotic and anti-angiogenesis
potential on colon cancer cells [47]. EO of
Artemisia campestris exhibited significant anti-
tumor activity against the HT-29 cells of colon
cancer deserve further research into the che-
moprevention and treatment [48]. Thymoqui-
none inhibited the proliferation of a panel of
human colon cancer cells (Caco-2, HCT-116,
LoVo, DLD-1 and HT-29), without exhibiting
cytotoxicity on normal human intestinal FHs-
T74Int cells [49].

Ovary cancer

EO of Cymbopogon citratus was toxic against
Chinese Hamster Ovary cells [50]. Guatteria
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pogonopus leaves EO showed significant in
vitro and in vivo antitumor activity on ovarian
adenocarcinoma OVCAR-8 [35]. The essential
oil of leaves of Malus domestica at 1000 ug/ml
has resulted 68.3% of inhibition of CHOK1 cells
[51]. The volatile oil from the roots of Patrinia
scabra Bunge showed the strongest inhibitory
effect on human ovarian carcinoma cells
HO-8910 [52].

Liver cancer

EOs from Thymus citriodorus [53], Artemisia
indica [11] and Pituranthos tortuosus (Desf.)
[54] leaves have strong toxic effects on liver
cancer cells HepG2. Su et al. [41] showed that
EO isolated from the leaf of N. variabillima
exhibited cytotoxic activity against human liver
cancer. Zanthoxylum schinifolium essential oils
induced apoptosis of human hepatoma HepG2
cell line is dependent of the production of ROS
but not on caspase activation [55].

Uterus and cervix cancers

Leaves of Casearia sylvestris showed cytotoxic
activity on uterus carcinoma Siha cell line [42].
The leaf and stem EOs of Liquidambar styraci-
flua L. induce low cytotoxic activity on cervix
cancer cells HeLa [56]. An identical effect was
observed with Schinus terebinthifolius Raddi
[57]. Furanodiene, a sesquiterpene extracted
from the essential oil of the rhizome of Curcuma
wenyujin, inhibited the growth of uterine cervi-
cal (U14) tumors in mice [58]. The rhizome and
the aerial part of Aristolochia mollissima has a
significantly stronger cytotoxicity on human cer-
vix carcinoma cell line HelLa [59].

Lung cancer

The Xylopia frutescens leaf EO of displayed in
vitro and in vivo cytotoxicity on bronchoalveolar
lung carcinoma cell line NCI-H358M [60]. In
vivo activity was shown by EOs of X. frutescens
[60], Guatteria pogonopus [35] and Neolitsea
variabillima [41]. Investigations showed signifi-
cant effects of the EO of Tridax procumbens L
in preventing lung metastasis by B16F-10 cell
line in C57BL/6 mice [61]. EO from the aerial
parts of A. indica had concentration dependent
growth inhibition of A-549 cell line [11]. Vapor
of volatile oil compounds obtained from Litsea
cubeba seeds killed human NSCLC cells, A549,
through the induction of apoptosis and cell
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cycle arrest [62]. Vapor generated from the
combined oils deactivated Akt, a key player in
cancer cell survival and proliferation, and
Mdm2, which induced overexpression of p53
which in turn upregulated p21 expression [62].
EO of Solanium spirale Roxb. leaves showed
significant cytotoxicity against NCI-H187 cells
[44].

Oral cancer

EO isolated from the leaf of N. variabillima
exhibited cytotoxic activity against human oral
cancer [63]. EO of the leaves of Solanium spi-
rale Roxb. showed significant cytotoxicity
against KB cell line [44]. Treatment with Pinus
densiflora leaf EO at 60 ug/ml strongly inhibit-
ed proliferation and survival of YD-8 oral squa-
mous cell carcinoma by apoptosis [64]. Indeed,
this treatment led to the activation of cas-
pase-9, PARP cleavage, down-regulation of Bcl-
2, and phosphorylation of ERK-1/2 and JNK-
1/2 in YD-8 cells [64]. Salvia officinalis EO
reduced UMSSC1 cell viability by regulating the
aryl hydrocarbon receptor signaling, cell cycle
(G1/S checkpoint) transition, and p53 signaling
[65]. Levisticum officinale EO inhibits human
HNSCC growth by modulating extracellular sig-
nal-regulated kinase 5 (ERK5), integrin-linked
Kinase (ILK), virus entry via endocytic pathways
and p53 pathway [65].

Leukemia

Leaves of N. variabillima [41] and Casearia syl-
vestris [42] showed cytotoxic activity on leuke-
mia HL-60 cell line while EO from A. indica
exhibited concentration dependent growth inhi-
bition of THP-1 cell line [11]. Juniperus excelsa
fruit essential oil as well as Juniperus oxyce-
drus, Cedrus libani, and Pinus pinea wood EOs
showed cytotoxic activity against drug-sensitive
CCRF-CEM and multidrug-resistant P-glyco-
protein-expressing CEM/ADR5000 leukemia
[66]. EO from Malus domestica leaves at 1000
ug/ml has resulted 65.7% of inhibition of
human acute monocytic leukemia cell THP-1
[51].

Kidney cancer
Satureja khuzistanica significantly reduced cell

viability of Vero cell line in a dose-dependent
manner [8]. EO of Platycladus orientalis,
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Prangos asperula [5] and Sideritis perfoliata
[67] exerted cytotoxic activity on renal adeno-
carcinoma cell line ACHN. Rhizome and aerial
parts of Aristolochia mollissima showed cyto-
toxicity activity on ACHN cells [59].

Bone cancer

Volatile oil from Pyrolae herba demonstrated
potent antitumor activity against SW1353 cells
in dose- and time-dependent manner. Fur-
thermore, these EOs decreased the number of
cells entering the S phase and caused a reduc-
tion in the expression of cyclin D1, cyclin-
dependent kinase (CDK)4 and CDK6, whereas
it caused an increase of the expression of p21
[68].

Pancreas cancer

Human pancreas cancer cells were sensitive to
EO fractions prepared from Boswellia species
gum resins treatment with suppressed cell via-
bility and increased cell death. In fact, EO acti-
vates the caspase-dependent apoptotic path-
way, induces a rapid and transient activation of
Akt and Erk1/2, and suppresses levels of cyclin
D1 cdk4 expression in cultured cancer cells
[69]. EO from stem bark of Kadsura longipe-
dunculata exhibited cytotoxic activity against
MIA PaCa-2 cell line of human pancreas carci-
noma [70]. EOs from Angelica archangelica
fruits collected in Reykjavik, from various loca-
tions showed cytotoxic activity independent of
the quantity of their main components on
PANC-1 human pancreas cancer cells [71].

Skin cancer

EO of Schefflera heptaphylla (L.) Frodin and its
major compound beta-pinene ((-)-beta-pinene
and (+)-beta-pinene) showed significant antip-
roliferative activity against A375 cancer cell
lines [72].

Mode of action

Due to their high heterogeneous compositions,
it is difficult to define a unique mechanism of
action for EOs. Indeed, a molecule could have
an effect on one type of tumor and not on oth-
ers. For example, Murata et al. [9] showed that
1,8-cineole/eucalyptol induces apoptosis of
human colon cancer cells. Conversely, this mol-
ecule has no effect on prostate cancer and glio-
blastoma cell survival [36]. Moreover, depend-
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ing on the enrichment of the active compounds,
various mechanisms could be observed, such
as an effect on the cell cycle, cell growth, and/
or apoptosis.

Indeed, generally biological activity of an EO is
related to its chemical composition, to the
major functional groups of compounds (alco-
hols, phenols, terpene compounds and ketone).
However the less present compounds could
also be of importance as the various molecules
could synergistically act with the major com-
pounds [73]. For exemple the single exposure
to limonene or linalyl acetate found enriched in
bergamot (Citrus bergamia Risso et Poiteau)
does not replicate the effect of bergamot EO on
caspase-3 activation, PARP cleavage, DNA frag-
mentation, cell shrinkage, cytoskeletal altera-
tions, together with necrotic and apoptotic cell
death [74]. Despite that fact and for a didactic
aspect, it has seemed interesting however to
present the molecular effects of some example
of isolated compounds from EOs.

Terpenes and terpenoids

Edris [75] reported that B-elemene, a sesqui-
terpene from Nigella sativa, could inhibit the
growth of laryngeal cancer cells by activating
caspase-3 cleavage and decreasing the accu-
mulation of eukaryotic initiation factors elF-4E
and 4G, basic fibroblast growth factor (bFGF)
and vascular epithelial growth factor (VEGF).

In ginger, gingerol down-regulates the antiapop-
totic protein Bcl-2 and enhances the pro-apop-
totic protein Bax, while gingerdione is an effec-
tive anti-tumor agent in human leukemia cells
by inducing G1 arrest, through the down-regula-
tion of cyclin D2, cyclin E and cdc25A and the
up-regulation of CDK1 and pl15. Gingerdione
also decreases Bcl-2 accumulation and acti-
vates caspase-3 cleavage [76]. The monoter-
pene 1,8-cineole/eucalyptol induces specific
apoptosis, and not necrosis, on human colon
cancer cell lines HCT116 and RKO. The treat-
ment with 1,8-cineole was associated with the
inactivation of surviving, and Akt and activation
of p38. These molecules induce the cleavage
of PARP and caspase-3, finally causing apopto-
sis [9]. D-Limonene is toxic on V79 cells in a
dose-dependent manner [77]. In fact, this drug
has a direct effect on dividing cells, preventing
assembly of mitotic spindle microtubules. This
affects both chromosome segregation and
cytokinesis, resulting in aneuploidy that in turn
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can lead to cell death or genomic instability
[771].

B-caryophyllene oxide, a sesquiterpene isolat-
ed primarily from the EOs of medicinal plants
such as guava (Psidium guajava) and oregano
(Origanum vulgare L.), suppresses constitutive
STAT3 activation in multiple myeloma, breast
and prostate cancer cell lines, with a significant
dose- and time-dependent effects observed in
multiple myeloma cells [78]. The suppression
was mediated through the inhibition of activa-
tion of upstream kinases c¢-Src and JAK1/2.
Indeed, [B-caryophyllene oxide induces the
expression of tyrosine phosphatase SHP-1 that
correlates with the down-regulation of constitu-
tive STAT3 activation [78].

Geraniol, present in the EOs of many aromatic
plants, has in vitro and in vivo antitumor activity
against several cell lines [79]. In fact, geraniol
alters several lipid metabolic pathways of
HepG2 cells such as the mevalonate pathway
and the phosphatidylcholine biosynthesis,
which results in cell growth inhibition, cell cycle
arrest occurring at the GO/G1 interphase, and
increased apoptosis [79].

Isointermedeol, a major sesquiterpene found
in EO extracted from Cymbopogon flexuosus,
induces apoptosis in human leukaemia HL-60
cells [80]. Indeed, isointermedeol activates api-
cal death receptors TNFR1, DR4 and caspase-8
activity. Simultaneously, both increase the
expression of mitochondrial cytochrome ¢ pro-
tein with its concomitant release to cytosol
leading to caspase-9 activation. Further, Bax
translocation and decrease in nuclear NF-
kappaB expression predict multi-target effects
of isointermedeol while both appeared to follow
similar signaling apoptosis pathways [80].

Furanodiene, a sesquiterpene extracted from
Curcuma wenyujin, enhances mitochondrial
transmembrane depolarization, release of
mitochondrial cytochrome c, activation of cas-
pases-3and cleavage of PARP [81]. Furanodiene
mediated mitochondria-caspase apoptotic
pathway also involves activation of p38 and
inhibition of ERK mitogen-activated protein
kinase (MAPK) signaling [81].

Collectively, thymol induces a cytosolic Ca?*
rise by inducing phospholipase C- and protein
kinase C-dependent Ca?' release from the
endoplasmic reticulum and Ca?* entry. Likewise
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Figure 5. Total of studies with EOs and compounds from 2004 to 2014 on various types of cancer.

Liang and Lu [82] showed that carvacrol has
the same effect on Ca?* and cell viability as thy-
mol, even though carvacrol effect could also
involve ROS-mediated apoptosis.

Terpenoids thymoquinone, which is the major
compound of black seed (Nigella sativa) oil, tra-
ditionally used in Mediterranean and arab med-
icine, possesses significant anticancer effects
in various cancer models [83]. It was previously
shown that thymoquinone induces apoptosis
through p53-dependent pathways in human
colon cancer cells and animal models [84, 85].
B-Elemene arrests the cell cycle and induces
apoptosis of lung cancer cells [86].

Aromatic compounds

Carvacrol induces apoptosis and activation of
ROS and caspase-3 [87]. Indeed this monoter-
penoid raises intracellular concentration of
Ca?* by activating a PKC-sensitive, non store-
operated Ca?* channels. Carvacrol also induces
ROS- and caspase-3-associated apoptosis of
OC, human oral cancer cells [87].

Eugenol is an essential oil mainly found in buds
and leaves of clove Syzygium aromaticum (L.)
inhibits the cell proliferation and induces the
apoptosis in human MCF-7 breast cancer cells
[88]. This biological activity is correlated to its
activity as an estrogen receptor antagonist. In
this article, we present the construction and
validation of structure-based virtual screening.
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This biological property has been correlated to
its activity as an estrogen receptor antagonist
[88]. Found also in EO of Eugenia caryophylla-
ta, eugenol induces apoptosis of human promy-
elocytic leukemia HL-60 cells [89]. This phe-
nomenon has been explained by the
translocation of Bax from the cytosol to the
mitochondria, the reduction of Bcl-2 protein
level and cytochrome c release into cytosol,
thus leading to sequential activation of cas-
pase-9 and caspase-3 [89].

Indolizine derivatives could also be anticancer
agents [90]. For example, 4-(3,4)-dihydroxy-
phenyl)-2-phenylpyrido[2,3-bJindolizine-10-car-
bonitrile has a strong cytotoxicity on all tested
colorectal cancer cell lines, and this at concen-
trations that have no effect on fibroblasts [90].
Cell-cycle analysis indicated that pyrido [2,3-b]
indolizines could affect cell-cycle progression
by accumulating treated cells in S- and G2/M-
phases [90].

Conclusion and future callenges

According to the World Health Organization
[91], incidence and mortality of cancer is
increasing worlwide. The various treatments
require a careful selection of one or more of
existing modalities such as surgery, radiothera-
py and systemic therapy. This selection should
be based on evidence of the best existing treat-
ment given the resources available. However in

Am J Cancer Res 2014;4(6):591-607



Anticancer activity of essential oils

developing countries such as Burkina Faso, it is
not always possible to have a correct access to
anticancer molecules. Plants are hence a
potential source of drug discovery and develop-
ment of cancer chemoprevention or treatment
[92]. They could thus provide a hope for finding
anticancer molecules available and efficient for
the treatment of persons with cancer (Figure
5). This review shows that more and more stud-
ies are necessary to carry out on the anti-can-
cer activity of EOs as nature is a rich source of
biological and chemical diversity. The unique
and complex structures of natural products
cannot be obtained easily by chemical synthe-
sis. Interest in medicinal plant research has
increased in recent years, especially for the
treatment of cancer [6, 93]. Cytotoxicity has
been reported for many EOs [94, 95]. However,
very few studies have been done on the combi-
nation of EOs and their major compounds to
find putative synergistic beneficial effects, as
the association of 5-fluorouracil and geraniol in
both SW620 and Caco-2 cells of human colonic
carcinoma [96].

However, when EOs are extracted from aromat-
ic plants, there is a long road before using them
as a drug. The pharmaceutical research phase
is mandatory to identify new molecular targets,
both in cell culture and in animal models, and
to engineer more efficient molecules from the
natural compound. To help in accelerating the
molecule identification it is important to
remember that all ancient civilizations have
developed alongside agriculture, herbal medi-
cine and eminent physicians of the past were
usually also herbalists. Nobody could deny that
chemotypes of EOs have a wide spectrum of
action on various therapies, even though the
molecular mechanisms and events need to be
identified as well.

The joint activity between chemistry, biochem-
istry, biology, medicine, pharmacy and botany
to correctly identify these chemical constitu-
ents is thus fundamental. Finding new active
EOs for the treatment of cancers is a challenge.
Using it in Human to treat is promise.
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Abstract

Background: Cymbopogon species are used as traditional remedies in Burkina Faso for treating
several ailments.

Methods: In this study, the essential oils of Cymbopogon citratus (DC.) Stapf. and Cymbopogon
giganteus Chiov. were analyzed by gas chromatography—mass spectrometry and gas chromatography—
flame ionization detector and their antioxidant (1,1-diphenyl-2-picryl-hydrazyl (DPPH) and 2,2'-azinobis-
(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid (ABTS)), anti-inflammatory (inhibition of lipoxygenase) and
cytotoxic (on LNCaP and PC-3 prostate cancer cell lines, and SF-763 and SF-767 glioblastoma cell
lines) activities were tested.

Results: Thirty three compounds were identified in the esential oil of C. giganteus among which
limonene (19.33%), Mentha-1 (7) ,8-dien-2-ol cis (17.34%), Mentha-1 (7) ,8-dien-2-ol trans (13 95),
trans-Mentha-2,8-diene-para-ol 1 (13.91%) and Mentha-2,8-diene-1-ol, cis-para (8.10%) were the most
abundant. C. citratus essential contained 15 compounds and the major ones were geranial or citral A
(48.18%) and neral or citral B (34.37%). The EO of C. citratus showed the highest ability to scavenge
DPPH* radical (67,58% of inhibition at 8mg/mL) while C. giganteus exhibited the highest capability to
reduce ABTS* (0,59umolET/g). The EO of C. citratus was the most effective prostate cell lines (LNCaP
(IC50 = 6.36ug/ml) and PC-3 (IC50 = 32.1upg/ml)) and glioblastoma cell lines (SF-767 (IC50 =
45.13ug/ml) and SF-763 (IC50 = 172.05ug/ml)). The activity of EO of C. citratus was statistically equal
to that of its major component, citral. Combination of both oils showed antagonism, addition, indifference
and synergy effects on LNCaP, PC-3, SF-767 and SF-763 cell lines, respectively.

Conclusions: Altogether these results justify the use of these plants in traditional medicine in Burkina

Faso.

Keywords: Essential oil; Anti-oxidant; Anti-inflammatory; anticancer activities; Prostate cancer;

Glioblastoma



Background

Oxidative stress results from an imbalance in the production of reactive oxygen species (ROS) and cell's
own antioxidant defenses that in part lead to numerous carcinogenesis. Cancer is a major cause of
death worldwide, especially in low income countries and middle-incomes [1]. World Health Organization
(WHO) estimates that 80% of the population in developing countries rely on traditional medicine for their
needs in primary health care [2]. Several phytochemicals, derived from vegetables, fruits, herbs and
spices, have demonstrated excellent chemopreventive properties against carcinogenesis by regulating
the redox status of the cells during oxidative stress [3]. Many studies have shown anticancer activity of
essential oils against prostate cancer and glioblastoma. EO of Hypericum hircinum L. subsp. Majus
revealed antiproliferative activity on human prostatic adenocarcinoma (PC3) [4]. Jacaric acid and four
of its octadecatrienoic geoisomers selectively induced apoptosis in hormone-dependent (LNCaP) and -
independent (PC-3) human prostate cancer cells, whilst not affecting the viability of hormal human
prostate epithelial cells (RWPE-1) [5]. Pinus wallichiana essential oil showed significant anti-proliferative
activity on prostate cancer cells [6]. Solanum erianthum leaf volatile oil demonstrated potent inhibitory
activity against PC-3 cells [7]. EO of Hypericum hircinum had antiproliferative activity on human
glioblastoma tumor cells T98G [4]. Zanthoxylum tinguassuiba EO contains a-bisabolol, a known

antiglioma sesquiterpene, among other potentially active substances [8]. A recent study showed that

SF-767 glioblastoma cell line was the most sensitive to Ocimum basilicum Linngeus and Lippia multiflora
Moldenk EOs, while essential oil of Ageratum conyzoides Linnaeus showed the highest antitumoral

activity on SF-763 cells [9].

The genus Cymbopogon containing 55 known species is a tropical herb aboriginal in tropical and semi-
tropical zones of Asia and is harvested in South and Central America, Africa, and other tropical countries

[10].

Cymbopogon citratus (DC.) Stapf., commonly known as lemon grass and used, over many years, for
medicinal purposes in West Africa, produces a volatile oil on steam extraction of its leaves [11].
Lemongrass is extensively applied in traditional medicine as an infusion or decoction for treating nervous
disorders [12]. EO of
C. giganteus is used in traditional medicine in the treatment of boils, stomach pain and toothache [13].

The aqueous decoction of this plant is used in the treatment of falciformations and cellular diseases



[14]. It is also used to calm epileptic seizures [15]. Several

chemotypes of the essential oil of C. citratus have been described according to the major compounds :
geranial, neral, B-pinene and cis-geraniol [16]; geranial (48.1%), neral (34.6%) and myrcene (11.0%)
[17] and citral (47%) and 1,8-cineole (7.5%) [18]. The limonene,
trans-p-mentha-1 (7) ,8-dien-2-ol, cis-p-mentha-1 (7),8-dien-2-0l, trans -p-mentha-2,8-dien-1-ol and cis-
p-mentha-2,8-dien-1-ol, at différend amount, has been reported as chemotypes of C. giganteus

essential oil from various origins [16, 17].

Many studies have shown that both essential oils possess antimicrobial [17], insecticide [19, 20] and

antiprotozoa [21, 22].

However, to best of our knowledge there is no study on the antitumor activity of EOs of Cymbopogon

giganteus and Cymbopogon citratus of Burkina Faso.

The aim of the present study was to investigate chemical compositions and chemotypes, antioxidant,
anti-inflammatory and antiproliferative activities in vitro as well as on cell cultures of EOs from
Cymbopogon giganteus and Cymbopogon citratus from two cymbopogon used in folk medicine in

Burkina Faso.

Materials and methods

Plant material

Leaves of C. giganteus and C. citratus were collected during June 2010 in Gampéla (Latitude N 12
27.075, Longitude W 1 20.161; GPS location: 12.451244,-1.336023), located at 25 km East from
Ouagadougou. Plants were identified at the herbarium of the Laboratoire de Biologie et d’Ecologie
(Université de Ouagadougou) where a voucher specimen was deposited under numbers 15940 and
15937 for C. giganteus and C. citratus, respectively. No specific permission was required for this plant

collection.

Essential oils

Fractions of each dried plant material (200g) were submitted to hydrodistillation using an
alembic/Clevenger-type apparatus for 3 h as previously described [17]. Anhydrous sodium sulfate was

used to remove water after extraction. EOs were stored in airtight containers in a refrigerator at 4°C until



GC-FID and GC/MS analyses and biological tests. EOs were diluted in hexane (1/30, v/v) for GC/FID

analysis.

Gas chromatography—flame ionization detector (GC/FID) analysis

Gas chromatography was performed on an Agilent gas chromatograph Model 6890 (Agilent, Palo Alto,
Ca), equipped with a DB5 MS column (30m x 0.25mm, 0.25um film thickness). Hydrogen was used as
carrier gas (flow 1.0ml/min). Oven temperature program was from 50°C (5 min) to 300°C at 5°C/min, 5
min post run at 300°C. Sample (1pL) was injected in split mode (1:60); injector and detector

temperatures were 280 and 300°C, respectively.

Gas chromatography—-mass spectrometry (GC/MS) analysis

EOs were analyzed on an Agilent gas chromatograph Model 7890, coupled to a Agilent MS model 5975,
equipped with a DB5 MS column (20m x 0.20mm, 0.20um film thickness), programming from 50°C (5
min) to 300°C at 8°C/min, 5 min hold. Helium was used as carrier gas (average flow 1.0 ml/min). Oven
temperature program was from 50°C (3.2 min) to 300°C at 8°C/min, 5 min post run at 300°C. Sample
(1uL) was injected in split mode (1:150); injector and detector temperature were at 250°C and 280°C
respectively. The MS working in electron impact mode at 70eV; electron multiplier, 1500 V; ion source

temperature, 230°C; mass spectra data were acquired in the scan mode in m/z range 33-450.

Identification of components

Oil constituents were identified by comparison of their retention indices with those of the literature,
determined in relation to a homologous series of n-alkanes (C8—-C32) under the same operating
conditions. Further identification was made by comparison of their mass spectra with those stored in
NIST library [23] or with mass spectra from literature [24]. Component relative percentages were

calculated based on GC peak areas without using correction factors.

DPPH radical scavenging assay

DPPH (Sigma-Aldrich, L’lle d’Abeau, France) radical scavenging activity was measured as described
by Velasquez [25]. Briefly, 0.5mL of EO (8mg/mL in methanol) was added to 1mL of DPPH solution (20
mg/mL in methanol) freshly prepared. After shaking, the mixture was incubated for 15 min in darkness

at room temperature and then absorbance was measured at 517 nm against a blank (mixture without



EO). Quercetin (Sigma-Aldrich) was used as positive control. Inhibition percentage of free DPPH
radicals (I %) was calculated following the formula: | (%) = (1 - A Sample/A Blank) x 100, Abiank and

Asample being the absorbance of the blank and sample reactions respectively.

ABTS" radical cation decolorisation assay

The spectrophotometric analysis of ABTS* scavenging activity was determined according to the method
Re et al. [26]. Preparation of ABTS*solution was done by dissolving 10 mg of ABTS in 2.6 ml of distilled
water. Then, 1.7212 mg of potassium persulfate was added and the mixture is kept in the dark at room
temperature for a maximum of 12 hours. The mixture was then diluted with ethanol in order to obtain an
absorbance of 0.70 £ 0.02 to 734 nm. In 96-well plates, 50ul of test sample solution of EO (8mg/mL)
were added to 200ul of ABTS* solution freshly prepared. Wholes are protected from light for 15 min and
the concentration is read at 734 nm in a spectrophotometer against a standard curve with 6-hydroxy-
2,5,7,8-tetramethylchroman-2-carboxylic acid (Trolox, Sigma-Aldrich). Concentration compounds
having a reducing effect on the radical cation ABTS* (antioxidant) is expressed in micromoles Trolox
equivalent per gram of EO (umolET/g) using the following formula: C = (c x D )/Ci. C, concentration of
antioxidant compounds in UMET/g; ¢, concentration of sample read; D, dilution factor; Ci, concentration

of stock solution.

Anti-inflammatory capacity

Lipoxygenase (EC 1.13.11.12) type I-B inhibiting activity was essayed spectrophotometricaly as
described by Lyckander and Malterud, [27] with minor modifications. Briefly, 100 uL of the enzyme
solution (at the final concentration of 200 U/mL) was prepared in boric acid buffer (0.2 M; pH 9.0), mixed
with 25 pL of extract solution (8mg/mL or 0,8mg/mL in boric acid buffer) and then incubated at room
temperature for 3 min. Reaction was subsequently initiated by the addition of substrate solution (linoleic
acid, 250 uM), and the velocity was recorded for 90 seconds at 234 nm. Boric acid buffer was used as
negative control (activity of enzyme without extract solution). The percentage of lipoxygenase inhibition
was calculated according to the following equation: Inhibition (%) = (VO contro- VO sample) X 100/VO control.
V0 control IS the activity of enzyme in absence of extract solution, and Vo sample is the activity of the enzyme

in the presence of the analyzed EOs.



Cell culture

Two human prostate cancer cell lines were used: LNCaP, an androgen responsive cell line with a low
metastatic potential derived from a lymph node metastasis [28], and PC-3, an androgen insensitive cell
line with a high metastatic potential derived from bone metastasis [29]. Two human glioblastoma cell
lines with disparate radiation sensitivity were used, SF-763 and SF-767. Cells were grown at 37°C in a
humidified chamber with 5% CO: as monolayer adherent cultures in 75 cm? tissue culture flasks, in a
medium supplemented with 10% fetal calf serum (FCS, Biowest, Nuaillé, France), 1% penicillin and 1%
streptomycin (Invitrogen, Oslo, Norway). LNCaP and PC-3 Cells were maintained in RPMI-1640
(Invitrogen). SF-767 and SF-763 cells were maintained in DMEM (Invitrogen). Mouse Prostatic Epithelial
Cells (MPECs) LXR +/+ and LXR -/- were cultured in DMEM supplemented with L-glutamine (2 mM)

and penicillin streptomycin (100 ug/ml) as described by Dufour et al. [30].

Cytotoxicity assay

Stock solution of 10ul/ml of EOs was prepared in 1% DMSO (Sigma-Aldrich) in complete medium.
Global cell growth was assessed using the colorimetric MTT (3[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-
diphenyltetrazolium bromide) assay (Sigma-Aldrich). Cells were incubated for 24 hours in 96-well plates
(50,000 cells/ml) before incubation with EOs. Cell proliferation test is based on the ability of living cells
to reduce MTT (yellow) into its metabolite blue formazan (violet). After 72 h incubation with or without
EO, the number of living cells is directly proportional to the intensity of the violet color measured
quantitatively by spectrophotometry using a microplate reader type Bio-Rad 11885 at 490 nm. Each
experimental condition was analyzed in sextuplicate, with three experiments for each EO. Growth
inhibition was calculated as follow: % growth inhibition =100 - (ODtest sampte - ODblank/ODcontrol - ODblank)

x100.

The cisplatin, one of the most potent antitumor agents known, displaying clinical activity against a wide
variety of solid tumors (Sigma-Aldrich), was used as control. Its cytotoxic mode of action is mediated by
its interaction with DNA to form DNA adducts, primarily intrastrand crosslink adducts, which activate
several signal transduction pathways, including those involving ATR, p53, p73, and MAPK, and

culminate in the activation of apoptosis (Sigma-Aldrich).



To determine the effect of the combination of essential oils, the Fractional Inhibitory Concentration (FIC)
was evaluated according to the method described by Pei et al. [31]. The Fractional FIC indices were
calculated as FICcq + FICcc, where FICcg and FICcc are the minimum concentrations that inhibited the
cell growth for EOs Cg (cymbopogon giganteus) and Cc (cymbopogon citratus), respectively. Thus, FICs
were calculated as follows: FICcg = (IC50cg+cc combination/IC50cg alone) and FICcc = (IC50cc+cqg
combination/IC50cc alone). The results were interpreted as synergy (FIC < 1), addition (FIC = 1),

indifference (1 < FIC < 2) or antagonism (FIC > 2).

Statistical analysis

All'in vitro experiments were done in sextuplicate and each data point represents the average of at least
three independent experiments. All data are reported as the mean = SD. Data were analyzed by 1-way
analysis of variance followed by the Tukey multiple-comparison test. Analyses were done by using

XLSTAT7.1 software. A P value less than 0.05 was used as the criterion for statistical significance.

Results and discussion

Composition analysis of essential oils of C. citratus and C. giganteus

Chemical compositions of both oils components are presented in Table 1. Both essential oils consisted
exclusively in monoterpenoids. Monoterpenes aldehydes (83.75 %) were the most dominant in the
essential oil of C. citratus whereas monoterpenes alcohol (46,59 %) monoterpenes hydrocarbons (21.31

%) were the major terpenes of C giganteus essential oil.

Fifteen compounds were identified in the EO of C. citratus corresponding to 96.33% of the total oil
composition (Table 1). The oil was shown to be composed mainly of geranial or citral A (48.18%)
followed by neral or citral B (34.37%) and Myrcene (5.37%) (Figure 1 and 2). A similar major components
has been already reported by Gbenou et al. [32]. However, neral and geranial [33] , E-Citral (52.9%)
and Z-Citral Sonker et al., [34], geranial, neral, 3-pinene and cis-geraniol [16], citral and 1,8-cineole [18]
have been reported as major components of the oil of C. citratus. These differences in chemical
composition can be attributed, at least in part, to several factors such as the presence of certain

micronutrients in the soil, temperature, environmental factors and chemotypes [35].



A total of 33 compounds, accounting for 95.47% of the total oil, were identified in the EO of C. giganteus.
(Table 1). The principal compounds in the oil were Limonene (19.33%), Mentha-1(7), 8-dien-2-ol cis
(17.34%), Mentha-1(7),8-dien-2-o0l trans (13.95%), Mentha-2,8-Diéne-1-ol trans-para (13.91%),
Mentha-2,8-Diéne-1-ol cis-para (8.10%) (Figure 1 and 2). The same major compounds have been
reported by Bassolé et al. [17]. Trans-p-mentha-1 (7) ,8-dien-2-ol, trans-carveol, trans-p-mentha-2,8-
dienol, cis-p-mentha-2,8-dienol, cis-p-mentha-1 (7) ,8-dien-2-ol, limonene, cis-carveol and cis-carvone

have been found as major compounds in Benin [16].

Antioxidant activities of the essential oils of C. citratus and C. giganteus

The antioxidant activities of the two EOs are shown in Table 2. EO of C. citratus showed the highest
ability to scavenge DPPH* radical with a percentage of inhibition of 67,58% at 8mg/mL and EO of C.
giganteus exhibited the highest capability to reduce ABTS* (0,59umolET/g). Previous studied showed
that oxygenated monoterpenes were mainly responsible for the antioxidant potential of the plant oils [36,
37]. The high content of monoterpenes in EOs of C. giganteus and C. citratus could justify their
antioxidant activity. B-caryophyllene is a monoterpene which possesses a free radical scavenging
activity using the DPPH assay [38]. EO of C. citratus contains 82.5% of citral; this high content of citral
could justify the antioxidant activity of this EO. By elsewhere, limonene content could justify the
antioxidant activity of EO of C. giganteus. In fact, d-Limonene or its metabolite perillyl alcohol (POH) are
a significant anti-stress action measurable by behavioral and physiologic parameters under the influence
of the nervous system [39]. These variations may be explained by the mechanisms involved in the
radical antioxidant reactions. In fact, antioxidants can deactivate radicals by two major mechanisms,
Hydrogen Atom Transfer and Single Electron Transfer [40]. Thus, compounds having aldehyde function
and compounds with alcohol functions would use different mechanisms. Indeed, in EO of C. citratus
Monoterpenes aldehydes (83.75%) were the most dominant and in EO of C. giganteus monoterpenes
alcohol (46.59%) were the most dominant. Antioxidant activity of the tested compounds depended on
the stressing agent used and the mechanism of action of the antioxidant [41]. Other factors, such as
stereo-selectivity of the radicals or the solubility of EOs in different testing systems, may also affect the
capacity of individual EO to react and quench different radicals [42]. Solubility of EOs in solvent can also
justify this differences. In fact EOs was solubilised in methanol dilution for DPPH test and in ethanol

dilution for ABTS test.



Anti-inflammatory activities of essential oils of C. citratus and C. giganteus

The EO of C. citratus presented the highest anti-inflammatory activity with 98.22% of inhibition of
lipoxygenase at 0.8 mg/ml compared to EO of C. giganteus which exhibited 98.54% of inhibition at
8mg/ml (Table 2). Monoterpenes aldehydes were the most dominant in the EO of C. citratus whereas
monoterpenes alcohol were the major monoterpenes of C giganteus EO. Monoterpene of EOs showed
anti-inflammatory activity [43]. The high anti-inflammatory activity by inhibition of Lipoxygenases of the
EO of C. citratus could be attributed to its high content in aldehydes. Indeed, Gbenou et al. [32] showed
that aldehyde molecules may contribute to the anti-inflammatory effects observed on the rats in vivo. By
elsewhere Lipoxygenases and their active metabolites (HPETE and HETE) are involved in many human
cancers [44]. Pidgeon et al., [45] have shown the involvement of 15-lipoxygenase in the development
of breast, prostate, colorectal cancers where it is over expressed [45]. Moreover, the 5-LOX mRNA and

/ or its activating protein FLAP are over expressed in prostate cancer [46].

Anticancer effects of the essential oils and compounds

To best of our knowledge, this is the first report on the anti-proliferative activity of the essential oil of C.
citratus and C. giganteus. The EO of C. citratus showed the best antiproliferative activity on both cell
lines. Half inhibition concentrations were 6.36ug/mL for LNCaP and 32.1ug/ml for PC-3 prostate cancer
cell lines and, 45.13ug/ml for SF-767 and 172.05ug/ml for SF-763 of glioblastoma cell lines (Table 3).
The high aldehyde compound content of this essential oil of C. citratus could justify its high activity. By
elsewhere, Kpoviessi et al. [16] showed that EO of C. citratus was toxic against CHO cells and
moderately toxic against WI38 cells. The combination of both essential oils exhibited antagonism,
addition, indifference and synergy effects on LNCaP, PC-3, SF-767 cell lines and SF-763 cell lines,
respectively (Table 3). In our study, all anti-proliferative effects of the tested EOs are dose- (Figure 3)

and time (Figure 4) dependent.

To correlate the activity of the EO of C. citratus to its major compound, citral its major compound was
tested. Half inhibition concentrations were 4.32ug/ml and 14.3ug/ml, and 22.35pg/ml and 35.27ug/ml
for LNCaP and PC-3 cell lines of prostate cancer, and SF-767 and SF-763 cell lines of glioblastoma,
respectively. Statistically the activity of EO of C. citratus is equal to that of citral (Table 3). Therefore,
the Cital is responsible for the anti-proliferative activity of EO of C. citratus. According to the published

guidelines, the IC50 < 10 pg/ml represents potentially very toxic; IC50 10-100pg/ml represents



potentially toxic; IC50 100—-1000ug/ml represents potentially harmful, and IC50 > 1000ug/ml represents

potentially non-toxic [47, 48] By elsewhere a compound which the IC50 is less than 20ug/ml is active in

vitro [49] and could therefore be used in chemotherapy for the treatment of cancer. The EO of C. citratus
and its major compound citral could therefore be used principally in the treatment of prostate cancer.

Indeed, IC50 of cisplatin on LNCaP cell line of prostate cancer are 2.91ug/ml (Table 3) ; expressed in
molarity, anti-proliferative activity of citral on LNCaP cells of prostate cancer (IC50 = 28.4uM)

corresponds statistically to one third of that of cisplatin (IC50 = 9.7uM on LNCaP cell lines) which is a
reference anticancer compound. So finally, the antiproliferative activity of the natural EO of C. citratus
on LNCaP cell lines of prostate cancer is equal to that of citral and correspond to one third of the activity
of cisplatin, a reference used in anticancer cancer chemotherapy. Natural substances are less toxic to
the cancer cells that most chemotherapy drugs [49]. However, the most toxic natural compound is about
270 times less toxic than the most toxic chemotherapy molecule [49]. Many cytotoxic molecules of plant
origin are widely used in chemotherapy [50]. EO of C. citratus could offer hope in the treatment of

prostate cancer.

In order to confirm the selectivity of the EO of C. citratus, of Cisplatin and Citral, MPECs consisting of
LXR +/+ noncancerous cells and proliferating least, and LXR -/- cancerous cells and more proliferating
were used for tests. Cisplatin has presented the best antiproliferative activity both on the cell lines LXR
+/+ (IC50 = 4.29ug/ml) as LXR -/- (IC50 = 1.58ug/ml) compared to citral (LXR +/+ IC50 = 10.40ug/ml
and LXR -/- IC50= 6.97 pug/ml) and then the EO of C. citratus for which the IC50 is 15.02ug/ml for LXR
+/ + and 10.43ug/ml for LXR -/- (Table 4). Statistically, the effect of the EO of C. Citratus and its major
compound citral are similar and correspond to one third of the effect of cisplatin. These results, show
also that cancerous cell line LXR -/- is more sensitive to the EO of C. citratus, the citral and the cisplatin

that the noncancerous cell line LXR +/+; which would confirm their selective activity.

Conclusion

In conclusion we have evaluated for the first time the chemical composition, ability to scavenge free
radicals, anti-inflammatory activity by inhibition of lipoxygenase, and anticancer activity on LNCaP and
PC-3 cell lines of prostate cancer and SF-767 and SF-763 cell lines of glioblastoma of EOs from C.
giganteus and C. citratus of Burkina Faso. EO of C. citratus presented the highest antioxidant, anti-

inflammatory and anti-proliferative effect. Citral, the major compound of EO of C. citratus is the origin of



its anticancer activity. The EO of C. citratus just like the Citral its major compound showed a cytotoxic
effect on the morphology of LNCaP cells of prostate cancer, inhibits cell migration and induced anoikis
of these cells, and causes discontinuation of cycle. This work shows that EO of C. citratus and citral
offers hope for the treatment of prostate cancer. It therefore provides also a scientific basis for the local

use of these plants and a tool promoting the use therapeutic benefits of EOs from Burkina Faso.
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Table 1. Chemical composition of essential oils of C. giganteus and C. citratus

Compounds Retention time (min) | C. citratus C. giganteus
Percentage (%) | Percentage (%)

Alpha pinene 10,52 0.13
Camphene 12.12 0.11
6-Methyl-5-Hepten-2-one 12.434 0.90
Myrcene 12.56 5.37 0.15
Menthatriene-1 ,3,8-para 13.09 0.37
Para-Cymene 13.76 0.82
Limonene 13.95 19.33
Eucalyptol 14.06 0.16 1.16
Para-cymenene 15.94 0.40
Perillene 16,15 0.16
Linalool 16.26 0.70 1.39
Mentha-2,8-Diene-1-ol trans-para 17.00 13.91
Cis-limonene oxide 17.29 0.12
Mentha-2,8-Diene-1-ol cis-para 17.44 8.10
Camphre 17.76 0.37
citronellal 17.815 0.12
Trans limonene oxide 17.85 0.01
Verbenol trans 18.08 0.51
Isogeranial 18,63 1.07
Mentha-1(7),8-dien-2-ol cis 18.99 17.34
Cis Dihydrocarvone 19.26 0.32
MW 152 (unidentified) 19.32 4.97
Trans Dihydrocarvone 19.45 0.20
4-Caranone cis 19.51 2.32
MW 152 isomer (unidentified) 19.83 4.70
Citronellol 19.930 0.14
Mentha-1(7),8-dien-2-ol trans 20.18 13.95
Neral 20,38 34.37
Carvone 20.57 3.18
Geraniol 20.656 3.27
Geranial 21.223 48.18
Bornyl acetate 21.64 0.23
Geranyl formate 21.919 0.09
neric acid 23.327 0.86
Geranyl acetate 23.988 0.43
B-caryophyllene 25.15 0.35
a-bergamotene trans 25.43 0.45
a-cubebene 25.61 0.14
Aromadendrene 26.13 0.14
a-farnesene 26.78 0.18
Viridiflorene 26.86 0.07
Bicyclogermacrene 26.97 0.17




Spathulenol 28.88 0.10
Caryophyllene oxide 29.02 0.15
Epi globulol 29.29 0.14
TOTAL 96.33 95.47
Monoterpenes hydrocarbon 5.53 21.31
Monoterpene alcohol 4.62 54.69
Monoterpene aldehyde 83.74 0.00
Monoterpenes ketone 0.00 6.39
Monoterpenes ether 0.68 1.39
others 1.76 11.69*

* Value consists mainly of MW 152 (4.97%) and MW 152 isomer (4.70%) unidentified compounds




Table 2. Antioxidant and anti-inflammatory activities of the essential oils C. giganteus and C. citratus

Antioxidant Activity Anti-inflammatory activity
DPPH test ABTS test Lipoxygenase inhibition
Essential Oils | Concentration | % Inhibition UMET/g % Inhibition Concentration
C. giganteus 8mg/ml 28,04+2,58 0,59+0,16~ 98,5444 8 mg/ml
C. citratus 8mg/ml 67,58+3,1A 0,32+0,218 98,22+3,72 0,8mg/ml

DPPH, (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl); ABTS (2,2’-azinobis-[3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid]);
Values are expressed as mean values + standard deviation (n = 3 experiments in quadruplicate); DPPH
activities is expressed as inhibitory percentage at and ABTS activities are given in umol TE/g (10-%mol

Throlox Equivalent/g of essential oil); value with same letter within each column could be considered as
identical (p<0.05). Concerning the anti-lipoxygenase activity, values are expressed as mean values +

standard deviation (n = 3 experiments in tripliplicate); % Percentage.



Table 3. ICso (ng/ml) of essential oils tested on LNCaP and PC-3 prostate cancer cell lines, and SF-767

and SF-763 glioblastoma cell lines

IC50 (ug/ml)

Prostate cancer Glioblastoma
Essential oils LNCaP PC-3 SF-767 SF-763
C. giganteus 160,06+1,16° 303,23+21,5¢ 255,06+£39,5° 217,01+13,6F
C. citratus 6,36+2,78 32,149,18 45,13+19,3¢  172,05+25,6P
C. giganteus + C. citratus 23,67+3,5¢ 29,02+7,78 52,76+0,1¢ 90,5+17,8¢
FIC value 3,87 1 1,38 0,94
Interaction antagonism addition indifference synergism
Compunds
Citral 4,32+0,1B 14,3+4,2~ 22,355,028 35,27+118
Cisplatine (control) 2,91+0,4~ 11,2+1,2A 0,38+0,2A 8,18+2,3»

ICs0, Inhibiting Concentration 50; Values are expressed as mean values tstandard deviation (n = 3
experiments in sextuplet); value with same letter within each column could be considered as identical

(p<0.05)



Table 4. ICso (ng/ml) of essential oils tested on LXR +/+ and LXR -/- of MPE

IC50 (ug/ml)
Ec?m%ginds Cells line
LXR +/+ LXR -/-
C.citratus  15,0241,59¢ 10,43+1,14°¢
Citral 10,40+2,458  6,97+1,568

Cisplatine 4,29+2 294 1,58+0,67

ICso, Inhibiting Concentration 50; Values are expressed as mean values tstandard deviation (n = 3
experiments in sextuplet); MPECs, Mouse Prostatic Epithelial Cells ; LXR, Liver X Receptor ; LXR +/+,

wild type ; LXR -/-, Double KO ; value with same letter within each column could be considered as

identical (p<0.05)
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Figure 1. Chromatograms of EOs of C. giganteus and C. citratus with their major identified compounds.
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Figure 2. Chemical structures of the major compounds found in the analyzed essential oils.
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Figure 3. Dose-dependent anti-proliferative activity of EOs of C. giganteus (A), C. citratus (B),
combination of C. giganteus and C. citratus (C), the major compound Citral of C. citratus (D) and a
positive control cisplatine (E) after 72 hours of exposure on LNCaP and PC-3 cells line of prostate
cancer, and SF-767 and SF-763 cells line of glioblastoma. Experiments were performed 3 times in

sextuplicates.
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Figure 4. Time-dependent anti-proliferative activity of EOs after 24, 48 and 72 hours of exposure. Cells
were incubated at ICso of C. citratus, Citral and Cisplatine on LNCaP cells of prostate cancer; **, ££, $3$,
p<0.05 compared to 24 hrs of treatment; ***, £££, $$$, p<0.05 compared to 48 hrs of treatment.

Experiments were performed 3 times in sextuplicates.



