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OMS : Organisation mondiale de la santé
VEB : Virus d’Epstein-Barr

BPCO : Bronchopneumopathie chronique obstructive
ADN : Acide désoxyribonucléique

ARN : Acide ribonucléique

ARG : Arginine

LEU : Leucine

LYS : Lysine

MET: Méthionine

TYR : Tyrosine

PRO : Proline

THR : Thréonine

DOX : Doxurubicine

AO : L'acridine d'orange

PI : L'iodure de propidium

CI50 : Concentrations inhibitrices médianes
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Introduction

Les hémopathies malignes sont des cancers qui se développent a partir des cellules d’origine
hématopoiétique. Derriére cette expression tres méconnue du grand public, les hémopathies
malignes représentent pres de 12% des nouveaux cas de cancers diagnostiqués chaque année
en France. Elles touchent 45 000 nouvelles personnes chaque année. Selon 1I’Organisation
Mondiale de la Santé (OMS), le cancer est un terme général s’appliquant a un grand groupe
de pathologies pouvant toucher différents tissus de ’organisme. L’une des caractéristiques est
la prolifération rapide de cellules anormales qui peuvent envahir d’autres organes, formant
alors des métastases. Malgré les innovations thérapeutiques et une meilleure prise en charge
des patients, la plus part des hémopathies sont incurables et se sont méme chronicisées, c’est-
a-dire que la maladie est d’évolution lente.

En France, deux tiers des cas d’hémopathies malignes sont des hémopathies lymphoides.
Parmi les hémopathies les plus fréquentes, on retrouve le myélome multiple, le lymphome
diffus a grandes cellules B, les syndromes myélodysplasiques, les leucémies aigues myeloides
et la leucémie lymphoide chronique (LLC). D’évolution plus rapide, les leucémies aigués
(LA) sont caractérisees par I'expansion clonale dans la moelle osseuse de précurseurs des
cellules sanguines blogués a un stade précoce de leur différenciation, les blastes. 1l s'agit d'une
affection rare (4-5 cas /100 000ha/an, environ 3000 nouveaux cas par an en France). On
distingue deux grands types de leucémies aigués : les LA myéloides (LAM), dont la fréquence
augmente avec l'age (mediane autour de 65 ans) et les LA lymphoblastiques (LAL), surtout
observées chez l'enfant, mais aussi chez l'adulte aprés 50-60 ans (la LAL représente 1/3 des
cancers de I'enfant). Le diagnostic et le pronostic reposent sur lI'examen morphologique des
blastes du sang et de la moelle osseuse, I'immunophénotype et I'étude cytogénétique et
moléculaire. Le traitement repose sur la polychimiothérapie et la greffe de cellules souches

hématopoiétiques.

A Theure actuelle, les facteurs étiologiques sont inconnus dans la majorité des cas.
L’environnement et les prédispositions génétiques n’explique que partiellement I’origine de la
LA. L'insuffisance médullaire et la prolifération des blastes (syndrome tumoral) sont
responsables des principaux symptdmes observés dans la LA. La LAL est considérée comme
I'un des cancers infantiles les plus courants avec un taux élevé de mortalité et de morbidité

accompagne d'un pronostic faible. Si elle n’est pas traitée, la LAL est mortelle. Prés de 25%
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des patients atteints de LAL infantile présentent une rechute dans les 5 ans suivant le
traitement. Par conséquent, il existe une demande persistante pour trouver des médicaments
anti-leucémiques plus efficaces et a faible toxicité. Le développement de nouvelles cibles
thérapeutiques pour améliorer I’efficacité et la qualité de vie des patients atteint de LA est un

enjeu majeur de santé publique.

Ainsi, au cours de ces dernieres années, un intérét particulier pour les composants naturels
phytochimiques a émergé. En effet, 25 % des médicaments utilisés sont directement obtenus a
partir de plantes et 25 % des autres traitements sont des produits naturels modifiés. L’espéce
Nigella sativa, employée comme médicament traditionnel pendant plusieurs siecles, suscite
un intérét particulier en oncologie. Il a en effet été démontré que la thymoquinone, extraite
des graines de Nigella sativa, présente une efficacité anti-tumorale via 1’induction de

I'apoptose de cellules cancéreuses.

Au cours de cette thése, nous argumenterons de I’intérét de Nigella sativa dans le traitement
et la prise en charge des patients atteints de LAL.

Dans un premiers temps, nous ferons le point sur la physiopathologie de la LAL et les
recommandations actuelles en matiere de stratégies thérapeutiques dans la prise en charge de
la maladie. Nous nous intéresserons ensuite a la plante Nigella sativa dans ces caractéristiques
propres.

Dans une troisieme partie, nous nous focaliserons sur la thymoquinone et nous discuterons de
sa potentielle utilisation dans le traitement de la LAL a travers les résultats de plusieurs
études. Enfin, nous analyserons un questionnaire a visée des pharmaciens d'officine

concernant l'utilisation au comptoir de Nigella sativa et de ses effets thérapeutiques potentiels.
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1 Physiologie du sang et de la leucémie aigué lymphoblastique

1.1 Anatomie et physiologie du sang

1.1.1 Généralité : les cellules sanguines

Dés le 21°™ jour de I’embryogénése, le sang apparait. Aprés la naissance, c’est au niveau de
la moelle osseuse exclusivement que se fait la formation du sang. Chez [I’enfant,
I’hématopoiese se fait au niveau de I’ensemble des os ; contrairement a I’adulte ou le tissu
hématopoiétique se fait exclusivement au niveau des os plats tels que le bassin, le sternum et
les vertebres. Le sang est composé d'éléments figurés, les cellules sanguines et le plasma
(liquide constitu¢ d’eau, de sels minéraux et de molécules organiques). L’ensemble est

contenu dans les vaisseaux sanguins avec un volume total de 5 litres chez I’adulte [1].
Le sang est composé de trois grandes classes cellulaire.

- Les globules rouges (ou hématies ou érythrocytes) responsables de la couleur rouge du sang.

Leur role principal est de délivrer I’oxygéne aux tissus périphériques.

- Les globules blancs ou leucocytes responsables de I’'immunité dans le sang, comprennent les
polynucléaires ou granulocytes neutrophiles (PNN), les polynucléaires éosinophiles (PNE) et
les polynucléaires basophiles (PNB), les monocytes et enfin les lymphocytes (LT CD4 et LT
CDS8).

- Les plaquettes, fragments cellulaires impliqués dans I’hémostase.

1.1.1.1 La production des cellules sanguines

L’hématopoicse est la production de toutes les cellules du sang (prolifération, différenciation
et maturation). Elle a lieu dans la moelle osseuse chez 1’adulte. Pour toutes les cellules
sanguines, il existe un équilibre dynamique entre leur production et leur destruction. Lorsque
cet équilibre n’est plus respecté, cela peut entrainer des pathologies avec un exces de cellules
telles que des polyglobulies ou des cancers comme les leucémies. Au contraire, il peut y avoir
des pathologies avec un taux de cellules inférieur a la normale, telles que des agranulocytoses
par exemple. La lymphopoiese est une sous partie de I’hématopoi¢se qui comprend la

production spécifique des précurseurs lymphoides. Elle se déroule au niveau de la moelle
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osseuse et se termine par la maturation des lymphocytes dans le thymus pour les lymphocytes
T et par leur prolifération dans les organes lymphoides secondaires. Chez un sujet sain, seuls
les éléments matures passent dans le sang peériphérique. Lorsque les cellules immatures
(blastes) sont produites en quantité importante sans se différencier en cellules matures, et

qu’elles se retrouvent dans le sang périphérique, on parlera alors de leucémie [2].

1.1.2 L’hématopoiése

1.1.2.1 Les cellules souches hématopoiétiques (CSH)

Le compartiment des cellules souches hématopoiétiques est capable de générer I’ensemble des
cellules du systeme hématopoiétique. La cellule souche posséde des propriétés d’auto-
renouvelement, ce qui lui permet de maintenir un pool de cellules souches toujours identiques.
Par division asymétrique, les cellules souches primitives vont donner naissance aux
progéniteurs de la lignée myéloides et aux cellules de la lignée lymphoide. La grande majorité
des cellules souches primitives sont en phase de quiescence (phase GO0), ce qui les protégent
des agressions et en particulier des effets délétéres des traitements antimitotiques
(chimiothérapie). Le micro-environnement des cellules souches est un élément essentiel dans
sa régulation. Il se compose d’un ensemble hétérogéne de cellules stromales qui sécretent les
composants de la matrice extracellulaire, de macrophages, de fibroblastes, de cellules

endothéliales et d’adipocytes.

1.1.2.2 Les progéniteurs

Les progéniteurs vont perdent de fagon progressive leur capacité d’auto-renouvelement au fur
et a mesure qu'elles avancent dans leur différenciation. En revanche, elles possedent une

capacité importante de prolifération et vont s’engager dans une lignée spécifique.

Elles ne sont pas identifiables morphologiquement et seront définies grace aux techniques de
cultures clonogéniques. Les techniques immunophénotypique permettent de mettre en
évidence les différentes colonies cellulaires. [1-2]. Il existe deux grandes voies de
différentions : les progéniteurs communs lymphoides (CFU-L), c’est une voie qui est &

I’origine des lignées lymphocytaires (lymphocytes B, T4/T8 et cellules NK). L’autre voie,
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celle des progéniteurs communs myéloides (CFU-GEMM), est a I’origine de I’ensemble de la
lignee myéloides (hématies, polynucléaire (PNN, PNE, PNB), monocytes, plaquettes).

1.1.2.3 Les précurseurs

Les précurseurs dérivent des progéniteurs. Ils représentent prés de 99% des cellules
médullaires et sont identifiables morphologiquement. Les premiers précurseurs des lignées
sanguines portent un suffixe en « blaste »: les lymphoblastes : précurseurs des lymphocytes ;
les myéloblastes : précurseurs des polynucléaires ; les proérythroblastes : précurseurs des
globules rouges ; les mégacaryoblastes : précurseurs des plaquettes et les monoblastes :
précurseurs des monocytes qui se différencient en macrophages. Les précurseurs, une fois
devenus des cellules différenciées, vont quitter le compartiment médullaire afin de rejoindre
la circulation sanguine. Ceci est le cas pour les lymphocytes B et cellules NK. Cependant les
lymphocytes T vont finir leur maturation au niveau du thymus et passer dans la circulation
sanguine pour se loger au niveau des organes lymphoides secondaires avec les lymphocytes B
et cellule NK. [1-2].

Une cascade de prolifération et de différenciation cellulaire permettra d’aboutir a la formation
des cellules sanguines matures. Nous nous concentrerons spécifiquement sur la lignée des

cellules lymphoides.
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PRECURSEURS HEMATOPOIETIQUES
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Figure 1 : Schémas du déroulement de I’hématopoiese de la cellule souche aux cellules
sanguines différenciées [3].

25



1.1.3 Les lymphocytes

Les lymphocytes sont des cellules essentielles de I’immunité. Ils représentent un ensemble de
cellules différentiées qui comprend les lymphocytes B, responsable de la production
d’anticorps (immunité humorale) ; les lymphocytes impliqués dans I’immunité a médiation
cellulaire : les lymphocytes T4 /T8, les cellules natural killer (NK) et les grands lymphocytes

granuleux.

La maturation des lymphocytes B ce fait dans la moelle osseuse (« Bone marrow »). Les
progeéniteurs proliferent intensément et acquierent progressivement divers antigénes en se
différenciant. Les cellules pro-B (CD34+ CD19+ CD10+)-> cellules pré-B (CD19+ CD10+
avec une chaine [ intracytoplasmique) - cellules B immatures (CD19+ CD20+ avec une
IgM de surface) = et cellules B matures (CD19+ CD20+ avec IgM et IgD de surface). Ces
lymphocytes qui n’ont jamais été en contact avec un antigéne sont appelés « lymphocytes
naifs ». Lorsqu’ils quittent la moelle pour le sang périphérique, ils circulent dans I’ensemble
des tissus a la recherche de contacts avec un antigene. Le contact de lymphocyte B naifs avec
un antigéne provoque une phase de prolifération. Les lymphocytes B vont modifier leurs
genes puis vont devenir soit un lymphocyte memoire pouvant réepondre plus rapidement a une
nouvelle stimulation immune ; soit un plasmocyte qui sécrétera des anticorps spécifiques de
I’antigéne en cause (exemples les IgG pour la lutte antibactérienne, IgA secrétoires, IgE pour

la lutte antiparasitaire ou allergiques).

La maturation des lymphocytes T se fait dans le thymus, c’est 1'un des deux organes
lymphoides centraux avec la moelle osseuse. Le thymus est composé de lobules riche en
thymocytes immatures et d’une zone médullaire dans laquelle les thymocytes subissent leurs
maturation et deviennent lymphocytes. Elles présentent aussi divers stades successifs de
différenciation : prothymocytes (CD2+ CD7+ CD4- CD8-) - thymocytes corticaux (CD4
CD8)~> thymocytes médullaires (CD3+ CD4) ou (CD3+ CD8). lls expriment tous le
récepteur T (TCR).

Les thymocytes médullaires quittent ensuite le thymus via une zone corticale par voie
sanguine pour migrer vers les organes lymphoides périphériques ou secondaires. lls
permettent I’activation des lymphocytes T naifs. Ils comprennent des organes bien structurés :
Les ganglions lymphatiques, la rate, les amygdales, le systéme lymphoide cutané et des tissus

lymphoides associés aux muqueuses (MALT, Mucosa-Associated Lymphoid Tissue).
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Les lymphocytes T recherchent aussi le contact avec tout élément étranger. Le rdle des
lymphocytes T est majeur dans la modulation et la réponse immunitaire. Généralement, les
lymphocytes T CD4+ coopeérent avec les cellules B pour la synthése d’anticorps, tandis que

les cellules CD8+ sont cytotoxiques [4].

Tableau 1 : Les normes biologique des lymphocytes B, lymphocytes T, rapport CD4/CD8,
cellules Nk et grands lymphocytes granuleux (LGL) dans le sang [4].

Les différents types de Normes Pourcentage dans le sang du total des
lymphocytes (Giga/L de sang) lymphocytes

Lymphocytes B 01-04 10 -20 %

Lymphocytes T 1.0-35 70 % du total des Lymphocytes
Rapport CD 4 / CD8 1.2-3.0

Cellules NK 0.1-04 10 % du total des Lymphocytes
Grands lymphocytes <05 10 — 20 % des lymphocytes
granuleux (LGL)

Le nombre total de lymphocyte circulant dans le sang est compris entre 1 et 4 G/L. Les
lymphocytes T4/T8 representent 70% des lymphocytes circulant, 10-20% sont des
lymphocytes B, et de 10 % de cellules NK.

Morphologie

Une analyse sanguine par microscope permet de visualiser la morphologie des lymphocytes.
Cette observation nous montre de petites cellules avec un noyau arrondi. Ces cellules
présentent une quantité variable de cytoplasme. Les lymphocytes B et T sont trés

ressemblants au microscope. La distinction se fera par immunophénotypage.

Le petit lymphocyte est une cellule arrondie, d’une taille de 8 a 12 um de diamétre, avec
rapport noyau/cellule (N/C) qui peut atteindre 0.9. Le noyau est tres dense, rouge violet foncé,
arrondi, avec parfois une petite dépression. Le cytoplasme est discret, basophile (souvent

visible au niveau de la dépression nucléaire) [4].
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Figure 2 : Image au microscope optique (x200) du petit lymphocyte [4].

La taille du grand lymphocyte est de 12 - 15 um de diamétre avec un rapport N/C de 0.6 —
0.8. Il présente un noyau ovalaire ou quadrangulaire, avec une chromatine dense d'aspect plus
ou moins laquée et quelques craquelures ou marbrures. Le cytoplasme est translucide, parfois

discretement bleute [4].

Figure 3 : Image au microscope optique (x200) du grand lymphocyte [4].

L’analyse morphologique des cellules au microscope est une étape essentielle. Le biologiste
sera attentif a toute anomalie et notamment a la présence de nucléoles dans le noyau, signe
d’une immaturité cellulaire, observée par exemple dans la leucémie aigué lymphoblastique

(LAL).
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1.2 La leucémie aigué lymphoblastique (LAL)

La LAL est une prolifération maligne des cellules lymphoides qui ont perdu leur capacité de
différentiation au sein de la moelle osseuse [5]. Elle peut étre due a une ou plusieurs
anomalies du génome au cours de la lymphopoiése. Le clone tumoral appelées « blaste » se
développe d’abord au sein de la moelle osseuse, s’accumule et occupe progressivement
I’espace médullaire, inhibant assez 1’hématopoiése normale. Par conséquent, la production des
cellules différenciées normales est insuffisante : c’est I’insuffisance médullaire. Lorsque les
clones atteignent un nombre de 10*! cellules, la maladie se manifeste avec une possibilité pour
le clone de se disséminer dans le sang et de se localiser dans divers tissus (ganglions, rate,

peau...).

Les signes cliniques de I'insuffisance médullaire arrivent brutalement, ce qui explique la
deéfinition de la leucémie « aigué ». Le patient peut présenter des troubles cardiorespiratoires
secondaires a I’anémie (diminution du taux hémoglobine en dessous des valeurs normales de
référence), des infections par manque de leucocytes (leucopénie) ou un tableau hémorragique
par défaut de plaguettes sanguines (thrombopénie). La LAL est une urgence diagnostique et
thérapeutique, sa prise en charge doit se faire rapidement. Le diagnostic et le pronostic
reposent sur I’examen morphologique des blastes du sang et de la moelle osseuse,

I’immunophénotype et 1’étude cytogénétique et moléculaire [5].

1.2.1 Epidémiologie

La LAL est un cancer a prédominance masculine. C’est le 1* cancer chez I’enfant, soit un
tiers des cancers chez I’enfant et I’adolescent de 2 a 10 ans. Elle peut aussi apparaitre chez les
personnes agées de 50-60 ans. C'est une maladie rare chez I’adulte avec environ 1000

nouveaux cas / an en France.

1.2.2 Classification clinique des leucémies aigués lymphoblastiques

La LAL proviennent dans 85 % des cas des lymphocytes B et dans 15 % des cas des
lymphocytes T. La classification de ’OMS est basée sur I’'immunophénotype des cellules

leucémiques. Le collége nationale d’hématologie classe les LAL sous deux formes cliniques :
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la LAL a chromosome « philadelphie » et la LAL de type Burkitt. [1]. La LAL a chromosome
« philadelphie » proviennent de la lignée des lymphocytes B. Elle se caractérise par la
présence d’une anomalie chromosomique par translocation t(9:22). Un segment des
chromosomes 9 et 22 s’interchangent et prennent la place I’un de 1’autre ; ce qui engendre le

géne de fusion BCR-ABL.

Changed chromosome 9

Normal
chromosome 9 Chromosomes break
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chromosome 22
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chromosome 22 chromosome)
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Figure 4 : Anomalie chromosomique par translocation t (9 :22) [2].

C’est un tiers des LAL de I’adulte et mois de 5% des LAL chez I’enfant. Les cellules
leucémiques qui sont porteuse du chromosome Philadelphie sont dites Ph+. Lorsque le

chromosome Philadelphie n’est pas présent elles sont dites Ph-.

La LAL de type Burkitt quant a elle, peut étre déclenché par le virus d’Epstein-Barr (VEB).
Elle évolue trés rapidement est a tendance a apparaitre dans des organes ou des tissus autres
que les ganglions lymphatiques. Elle se propage souvent a I’encéphale ou a la moelle épiniére.
La LAL de type Burkitt apparait le plus souvent chez les enfants ou les jeunes adultes et
rarement chez les adultes plus agés. Elle est associée a un syndrome de lyse tumorale majeure
qui peut apparaitre lors de I’administration d’une chimiothérapie. Les cellules cancéreuses
meurent rapidement, ne permettant pas aux reins d’évacuer assez vite les substances libérées

ar les cellules sanguines. Cela induira un déceés en quelques heures s’il n’est pas traité.
quelq p
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Figure 5 : Blastes observés au microscope optique (x200) chez un enfant de 7 ans présentant
une masse abdominale [4].

Lors d’une LAL de type Burkitt, le myélogramme est envahi de grands blastes dont le
cytoplasme trés basophile contient des vacuoles claires [4].

1.2.3 Les causes et facteurs de risques de la LAL

Certaines chimiothérapies anticanceéreuses sont des facteurs de risque de la LAL. Elles
peuvent déclencher une LAL chez les patients déja cancéreux. Chez les patients ayant une
anomalie genétique telle que la trisomie 21, il y a un facteur de risque. La cytogenétique
conventionnelle et I’hybridation in situ permet d’observer une anomalie du caryotype dans 50
a 60% des cas. Cela permet de classer de facon plus précise les LA. Les personnes qui se sont
exposées aux radiations ionisantes ainsi que certains produits toxiques tels que les
hydrocarbures benzéniques, sont des facteurs de risques. Des maladies hématologiques
préexistantes telles qu’un syndrome myelodysplasique ou une néoplasie myéloproliférative

peuvent favoriser I’apparition d’'une LAL.

1.2.4 Les signes cliniques de la LAL

La LAL est une maladie qui ne présente pas de signes spécifiques. Le diagnostic va étre posé

lors d’une complication clinique, d’une diminution quantitative des cellules sanguines
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(cytopénies) ou biologiquement lorsque I’hémogramme nous montre une atteinte médullaire
(blastose, pancytopénie...). Les signes cliniques sont la conséquence de I’insuffisance
médullaire et de la prolifération des blastes.

Suite a I’insuffisance médullaire, le patient présente un syndrome anémique : une fatigue
(asthénie), une paleur et une carence en fer. L’insuffisance médullaire induit également un
syndrome infectieux suite & une neutropénie : fiévre, angine ulcéro-nécrotiques. Le patient
présente également une thrombopénie ou syndrome hémorragique qui se traduisent par des
hématomes spontanés, un purpura épistaxis, des gingivorragies ou encore des hémorragies

rétiniennes au fond d’ceil [5-6].

Le syndrome tumoral correspond a la dissémination des blastes. Le patient atteint présente un
gonflement des ganglions lymphatiques (adénopathies disséminées) et une augmentation des
volumes du foie et de la rate (hépatosplénomégalie). Dans de rares cas, nous pouvons
observer : une atteinte osseuse avec des douleurs des extrémités proximales, surtout chez
I’enfant. Une infiltration cutanée, plus fréquent dans les LAL B que les LAL T. Une
méningite blastique, un envahissement testiculaire ou une masse médiastinale responsable de
compression (syndrome cave supérieure, compression tracheale, épanchement pleural) dans
un tiers des LAL T [6].

1.2.5 Les signes biologiques

L’hémogramme d’un patient présentant une leucémie aigu€ anormale présentera les
caractéristiques suivantes: une anémie normocytaire, normochrome, non régenérative
(anémie ferriprive), associée a une thrombopénie avec des taux de plaquettes parfois
inférieurs a 10 G/L ; une leucocytose variable : soit une leucopénie ou une hyperleucocytose
(syndrome de leucostase, se traduisant par une détresse respiratoire ou un trouble de la
conscience dans les formes trés hyperleucocytaire). Une neutropénie fréquente avec un
nombre de polynucléaires neutrophiles inférieur & 4.5 G/L ou agranulocytose d’emblée est a

noter. Un frottis sanguin sera réalisé dans le but de rechercher des blastes circulants.
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Figure 6 : Image d’un frottis sanguin observé par microscope optique (x200) chez un enfant

de 4 ans atteint d’une LAL [4].

Le frottis sanguin met en évidence des blastes de taille moyenne, un noyau de contour
irrégulier avec une chromatine claire et un cytoplasme de taille réduite. La ponction
médullaire permet d’effectuer un myélogramme qui est ’examen clé du diagnostic. C’est lors
du myélogramme que nous pouvons affirmer et typer le diagnostic. La moelle osseuse d’un
patient atteint d’une LAL sera riche en cellules et pauvre en mégacaryocytes. Elle va contenir
au moins 25% de blastes (pouvant aller jusqu’a 100%). Les caractéristiques morphologiques
d’une LAL sur frottis médullaire sont les suivantes: des blastes de petite ou de moyenne taille,

avec un cytoplasme peu abondant.

Figure 7 : Image d’un frottis sanguin observé par microscope optique (x200) chez une femme

de 59 ans atteinte leucémie aigué lymphoblastique (LAL) [4].

Nous observons sur ce frottis une moelle envahie de blastes présentant une taille variable, un
noyau de contour souvent irrégulier avec une chromatine claire et un cytoplasme réduit sans

granulations visibles.
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1.2.6 Les traitements actuels

Un bilan pré-thérapeutique sera établi pour permettre d’identifier les comorbidités et les

complications présentes chez les patients atteints de LAL. Le bilan sert également a évaluer la

faisabilité des différentes options de traitements. Il comprend un bilan clinique, un bilan

biologique, la réalisation de différentes imageries médicale. La préservation des gameétes est

également un axe qui entre dans la stratégie thérapeutique.

La LAL fait partie des urgences thérapeutiques, les patients doivent étre mis au courant des

bénéfices liés aux chimiothérapies ainsi que des effets indésirables potentiels et de I’intérét de

participer a des études cliniques.

Tableau 2 : Les facteurs pronostiques dans la prise en charge de la leucémie aigué

lymphoblastique [7].

Les facteurs pronostiques initiaux

Les facteurs liés a la réponse aux traitements

Age supérieur a 60 ans

Corticorésistance

Cytogenétique defavorable

Chimiorésistance

Atteinte méningée

Absence d’obtention de la rémission compléte en une

cure

Score de performance OMS>2

Maladie résiduelle persistante en biologie

moléculaire dans certaines formes

Comorbidités préexistantes : diabéte,

maladie coronarienne, BPCO

Hyperleucocytose initiale (LAL B)

En fonction des facteurs, les patients seront réparties en deux groupes : ceux qui sont éligibles

a une chimiothérapie longue et intensive et ceux qui ne sont pas éligibles.
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1.2.6.1 Les patients éligibles & une chimiothérapie longue et intensive : Sujet
de moins de 60 ans

Chez ces patients, le traitement a pour objectif de détruire la totalité des blastes. La
chimiothérapie est intensive, elle repose sur une phase de 6 mois. Le protocole prévoit
différentes phase : une phase d’induction, une phase de consolidation dans un second temps et
enfin une chimiothérapie d’entretien ambulatoire de 2 ans. Pour certains patients, une
allogreffe de cellule souche hématopoiétique sera nécessaire [5].
Le traitement d'induction a pour objectif d’¢liminer toutes les cellules cancéreuses. Le
traitement est réalis€ lors d’une hospitalisation d’au minimum un mois. Ce traitement
comporte une ou deux cures de chimiothérapie et se déroule en 4 phases :

e Premiére phase —>La réduction blastique

e Deuxieme phase - L'aplasie liée au traitement (4 a 6 semaines)

e Troisiéeme phase - La régénération cellulaire

e Quatrieme phase - La rémission.

Les molécules utilisées dans le traitement d’induction sont : Les cyclophosphamides, la
vincristine, P’anthracycline (Daunorubicine ou Idarubicine), la L-Asparaginase et des
corticoides. Pour certains patients présentant des atteintes méningées liées a la LAL, un
traitement supplémentaire sera mis en place. Les patients présentant une LAL a philadelphie
(Ph1+), se verront ajouter une thérapie ciblée, par I’ajout d’un inhibiteur de la tyrosine
kinase : imatinib (Glivec).

Lors de la phase d’induction, les patients guérissent dans 90% des cas. Parmi eux, 30 a 60 %
des patients ne survivent pas plus de 5 ans. Cependant, il se peut qu’il y ait un échec de
traitement. Dans ce cas-la, le patient subit une cure de rattrapage qui pourra lui permettre une
rémission compléte et bénéficier d’un traitement de consolidation. En cas de second échec,
un traitement symptomatique ou bien une demande d’adhésion a une étude clinique sera mis
en place [6-7].

Le traitement de consolidation est un traitement en plusieurs cures de chimiothérapies mis en
place aprés un traitement a induction. Il permet de prévenir une rechute chez les patients qui
ont eu une rémission compléte grace au traitement d’induction. Les molécules utilisées dans
le traitement de consolidation sont les suivantes: la cytarabine, la L-asparaginase, le

méthotrexate a forte dose et la cyclophosphamide. De méme que durant le traitement
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d’induction, les patients présentant une LAL a Philadelphie (Phl+), se verront ajouter un
inhibiteur de la tyrosine kinase. Pour les patients présentent un haut risque ou la présence
d’une maladie résiduelle, une allogreffe de cellules souches peut étre mise en place. Si
I’allogreffe ne peut se mettre en place, le traitement est poursuivi mais en arrétant la L
aparaginase [7].

Le traitement d’entretien est mis en place pour une durée de 2 ans en ambulatoire apres le
traitement de consolidation. Les molécules utilisées seront les suivantes : la vincristine, la 6-
mercaptopurine et le méthotrexate. Les patients auront un suivi clinique et biologique régulier

dont le dépistage des rechutes et des complications liées au traitement [5-6-7].

1.2.6.2 Patients non éligibles a une chimiothérapie intensive : Patient > 60 -
65 ans avec comorbidités

Pour les patients plus fragiles, non éligible a une chimiothérapie intensive, les molécules
utilisées seront : la cyclophosphamide, la vincristine, [I’anthracycline (daunorubicine ou
idarubicine), la L-asparaginase, la 6-Mercaptopurine et les corticoides. Contrairement aux
patients éligibles a une chimiothérapie intensive, le traitement consistera aux mémes
molécules mais les doses seront réduites.

Une exception pour la LAL de type Burkitt. Sa prise en charge reléve d’un traitement
différent des autres LAL, avec une chimiothérapie initiale progressive afin d’éviter le
syndrome de lyse tumorale. Par la suite, c’est une chimiothérapie séquentielle intensive et

prolongée qui est mise en place.

1.2.7 Les mesures associées

1.2.7.1 Greffe de cellules souches hématopoiétiques (CSH)

Nous pouvons différencier deux types de greffe de cellules souches hématopoiétiques.
L’allogreffe et I’autogreffe. Lors d’une allogreffe, les greffes de cellules souches
hématopoiétiques sont réalisées avec un membre de la fratrie ou un donneur volontaire.
L'allogreffe permet de réaliser une préparation de la chimiothérapie, mais elle a également un
effet curatif. Par contre, elle est responsable d'une mortalité toxique autour de 15 % et ne peut
pas étre proposée aux sujets agés. Un « conditionnement » préalable pour une chimiothérapie
trés intensive sera mis en place, suivi de I'injection des cellules souches du donneur. Ce

conditionnement peut induire une stérilité définitive. De ce fait une méthode de préservation
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des gameétes pourra étre proposée aux patients. Cependant des complications liées a la greffe
peuvent surgir telle qu’une réaction du greffon contre I’hdte (GVHD) [7-8].

L autogreffe est le prélevement des cellules chez le malade en rémission. Dans ce cas, on ne
bénéficie pas d'effet immunitaire anti-leucémique et le seul intérét de l'autogreffe est de

pouvoir réaliser une préparation chimio/radiothérapie intensive [8].

1.2.7.2 Laradiothérapie.

Elle peut étre utilisé en prophylaxie ou a but curative chez I’adulte. Elle permet I’irradiation
des localisations neuroméningées des blastes et I’irradiation corporelle totale utilisée en

préparation aux greffes de cellules souches hématopoiétiques, ou la thérapie ciblée.

1.2.7.3 Thérapies ciblees

Parmi les patients atteints de LAL, certaines personnes présentant une LAL a Philadelphie
(Ph1+), se verront ajouter une thérapie ciblée. Ce sont des médicaments qui vont cibler
spécifiqguement des molécules qui jouent un réle dans la croissance et la multiplication des
cellules cancéreuses, tout en épargnant les cellules non cancéreuses. Une thérapie ciblée

pourrait étre ajouté au protocole chimiothérapique chez des patients atteints d’une LAL a

Philadelphie (Ph+) lors de récidive.

Le médicament ciblé auquel on a le plus souvent recours est un inhibiteur de la thyrosine
kinase : I’imatinib (Glivec). C’est un médicament qui bloque I’action de la tyrosine kinase,
c’est une enzyme qui participe au processus de signalisation qui se déroule dans les cellules
une fois que les facteurs de croissance se sont fixés aux récepteurs présents sur les cellules.

C’est un traitement par inhibition de la croissance des cellules tumorales.

D’autres inhibiteurs de tyrosine kinase peuvent étre utilisés lors de récidive, d’effets
indésirables grave ou lorsque la maladie résiste au traitement: le dasatinib (Sprycel), le
nilotinib (Tasigna), le bosutinib (Bosulif), le ponatinib (Iclusig), le blinatumomab (Blincyto)

et I’inotuzumab ozogamicin (Besponsa).
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1.2.8 Les effets indésirables et complications précoces des traitements

La chimiothérapie induit plusieurs effets indésirables. Les patients se plaignent de nausées, de
vomissements, de diarrhées. Ils peuvent également faire face a une fatigue intense liée a
I’anémie, a des saignements sous forme de gingivorragies et des épistaxis liée aux
thrombopénies. Etant plus fragiles a cause de la neutropénie, les patients sont plus enclins a
présenter des infections. Une perte de cheveux survient également trés souvent ainsi qu’une
mucite. Ces complications altérent la qualité de vie des patients et relévent d’une prise en

charge en milieu spécialisé.

Face au pronostic et la survie des patients ainsi qu’aux nombreux effets indésirables de la
chimiothérapie, beaucoup d’études font 1’objet de recherche dans le domaine de la
cancérologie. La phytothérapie en cancérologie est la science qui s’intéresse de prés aux
effets des plantes sur le cancer. Dans leur majorité, les plantes ne peuvent guerir du cancer,
elles sont utilisées pour améliorer le quotidien des patients. C’est ce qu’on appelle une
médecine complémentaire. Cependant, certaines plantes reconnues comme « I’if commun »,
Taxus baccata, présente une molécule qui est extraite et utilisée comme medicament contre le
cancer du sein. D’autres plantes font I’objet de recherche, notamment une plante connue

depuis la nuit des temps : la graine de nigelle.
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2 Lagraine de Nigelle (Nigella sativa)

2.1 Classification et description de Nigella sativa

2.1.1 Classification
La classification phylogénétique APG 11l (2009), classe la nigelle en trois especes : Nigella
sativa, Nigella damascena et Nigella arvensis (Nigelle des champs). De ces trois especes,

seule Nigella sativa est reconnue pour ses multiples vertus [9].

Tableau 3 : Classification de Nigella sativa APG 111 2009 [9].

Classification de Nigella sativa APG 111 2009
-Regne des plantes
--Sous regne des Cormophyte,
---Supra embranchement des Rhizophyte,
----Embranchement des Spermatophytes,
----- Sous embranchement des Angiospermes,
------ Classe des Eudicotylédones,
------- Sous classe des Audicots archaique,
-------- Ordre des Ranonculales,
--------- Famille des Ranunculaceae,
---------- Sous famille des Helléboréess,
----------- Genre Nigella,

------------ Espéces Nigella sativa / Nigella damascena/ Nigella arvensis (Nigelle des

Nigella sativa est une plante a graine (spermatophyte). Ses organes reproducteurs sont soudés
en une fleur et les graines sont enfermées dans un fruit (angiosperme). Elle présente deux
feuilles primordiales constitutives de la graine (eudicotylédones). Nigella sativa présente des
pétales indépendantes (audicots archaique). Enfin elle appartient a la sous famille des
Helléborées, de la famille des Ranunculaceae. Elles présentent des carpelles capsulaires,
bilabiés ou nectariferes, polyspermes, avec une estivation du calice et de la corolle

imbricatrice [48].
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Figure 8 : Carte Mentale : Classification de la graine de nigelle.
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La nigelle ou « cumin noir », du nom latin « Nigella sativa » a différentes appellations en
fonction du pays [9]. Elle est appelée « Kalonji » en Inde; « Suniz » en Iran. En Egypte, elle
se fait appelée « Habat Al-Baraka » (La graine de la bénédiction) et « Al bashma » en Syrie.
En Algérie : « Al Sanudj ». Au Yemen : « Al-Kammun al Aswad » (Le Cumin Noir) ou « Al
Qahta ». Le prophéte de I’Islam Mohammed (que le salut et la bénédiction soit sur lui, sws)
I’a nommée : « Al Habba Al Sawda » [13].

Les anglais I’appelle « black cumun » ou « black seed ». En France on I’appelle « Nigelle »

0oU « cumin noir ».

2.1.2 Description botanique de la plante Nigella sativa

Nigella sativa est une plante tres caractéristique, cependant elle peut étre confondue avec
d’autres plantes, notamment les autres especes du genre Nigella (figure 10). Nigella sativa,
présente une taille moyenne de 60 cm de hauteur avec des tiges dressées, suffisamment
robustes pour pouvoir pousser a la verticale. Elle présente des angles (anguleuses), et ses tiges

sont ramifiées (rameuses) et cotelées [14- 47-49].

Les feuilles sont des éléements qui vont permettre de faire la distinction avec les autres especes
de nigelle. Elles sont dites en « patte d’araignée » ou de « fenouil » tres caractéristiques
(figure 11). Les extrémités des feuilles (limbe) peuvent étre divisées en deux (bi-
pennatiséquees) ou en trois (tri- pennatiséquées). Elles sont composées de segments oblongs :
plus longs que larges et de formes ovales. La partie de la feuille qui rejoint le limbe a la tige
est « le pétiole », chez Nigella sativa, il est dit pubescent, c’est-a-dire présentant un duvet.
[47-48]
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Figure 9 : Carte mentale des différentes appellations de la graine de nigelle a travers le

monde.
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Figure 10 : Représentation de la plante Nigella sativa (gauche) et Nigella damascena (droite)
[47].
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Figure 12 : Photo d’une fleur de Nigella sativa [50].

Les fleurs sont de type solitaire, axillaire, terminal et bisexué. Les calices présentent 5 sépales
pétaloides, de couleurs blanches a bleu péle. C’est une plante hermaphrodite, c’est-a-dire
qu’elle se reproduit par elle-méme et de fagon autonome. [47-48-50]. Quant aux corolles,

elles contiennent 5 pétales de taille inférieure aux sépales, ils ont la forme d’un cornet bilabi¢.
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Un pétale possede deux petits renflements jaune verdatre a son sommet. Et chaque fleur
possede huit cornées nectariféres.

Figure 13 : Photo des fruits de Nigella sativa [50].

Le fruit est issu d’un ensemble de follicules soudés. Une capsule est constituée de cavités
contenant chacune d’elles des graines triangulaires blanchatres, qui une fois a maturité
deviennent noires [47-48]. En effet, lors de ’ouverture de la capsule, les graines au contact
de I’air ambiant, changent de couleur pour passer d’une couleur blanche a une couleur noir.
Cette couleur noire est caractéristique des graines de nigelle. Ces fruits s’épanouissent entre
avril et juin. La récolte se fait avant maturité compléte pour conserver les graines qui sont a
I'intérieur. La graine de nigelle est principalement cultivée dans les régions méditerranéennes,

en Asie occidentale, en Arabie saoudite, au Soudan et en Ethiopie [9].
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Figure 14 : Carte mentale des caractéristiques botaniques de Nigella sativa.
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2.2 Utilisation de la graine de nigelle au cours de I’histoire
2.2.1 Dans I’Antiquité

La graine de nigelle peut étre utilisée sous différentes formes galéniques (poudre, huile, huile
essentielle, gélule). Les vertus de cette huile ont été rapportées depuis I’ Antiquité. L’huile de
nigelle aurait été utilisée par les Egyptiens, la véritable « huile des pharaons » est obtenue par
pression a froid de la graine de nigelle. Une fiole de cette huile précieuse a été retrouvéee dans
la tombe de Toutankhamon. La médecine chinoise I’employait comme antibiotique naturel,
tout comme les Indous, les Grecs et les Romains. Depuis 3000 ans, elle est connue comme
étant une plante médicinale majeure. Au début de I’ére chrétienne, les éminents médecins
grecs Dioskorides (Discoride) et Galenos (Galien) avaient noté plusieurs de ses bienfaits et
préconise plusieurs recettes a base de cette graine [46].

2.2.2 Au Moyen-age

Selon I’imam Qadi Iyyad (décédé en 1149) :

-« Les medecins attribuent a la graine noire beaucoup de vertus, des propriétés étonnantes
qui confirment les propos du prophéte Mohamed (sws) a son égard. Galien dit qu’elle dissipe
le ballonnement et élimine les vers parasites de l’intestin, soit lorsqu’on la mange ou
lorsqu’on 'applique sur le ventre ; elle guérit le rhume (ou la grippe) lorsqu’on la fait frire
puis qu’on la met dans une serviette et qu’on la sent ; elle guérit [’affection qui engendre des
croltes sur la peau (impetigo) et enleve les verrues et les taches noires ; elle libéere les
menstrues lorsqu’elles sont bloquées ; elle soulage du mal de téte lorsqu’on [’applique sur le
front ; elle enléve les pustules et la gale ; elle guérit les tumeurs pituitaires lorsqu’on la
mélange au vinaigre ; elle est efficace contre l'eau qui atteint I’eil (cataracte) lorsqu’on
[’écrase, qu’on la mélange a [’huile d’ers puis qu’on la sent. Elle remédie a la géne
respiratoire (asthme). On [ utilise en bain de bouche lorsqu’on a mal aux dents. Elle favorise
[’écoulement de ['urine et du lait de la nourrice. Elle est efficace contre la morsure des

tarentules et chasse les insectes lorsqu ‘on en fait des exhalations» [9].

Durant le Moyen Age, les savants comptant parmi les plus remarquables du monde islamique
en parlent dans leurs ouvrages. C’est le cas d’Abu ‘Ali al-Husayn Ibn Sina (Avicenne)

(décédé en 1037), grand intellectuel du monde médiéval, appelé par les auteurs musulmans al-
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Shaykh al-Ra’zs (I'éminent érudit). Dans son ouvrage al-Qanin fi al-tibb (Canon de la
médecine) [10] traduit en latin au 7eme siécle, livre enseigné aux étudiants en médecine
jusqu'a la fin du 17éme siecle, Avicenne traite de la graine de nigelle pour de multiples
pathologies. Il I’a prescrit pour « la géne respiratoire », pour « déboucher » I’appareil nasal. Il
préconise également la graine de nigelle pour guérir la fievre, ainsi que de nombreuses autres

maladies telles que I’ascaridose, le prurigo et la gale [10].

Ibn Baytar (décédé en 1248) est scientifique, botaniste, pharmacien et médecin arabe andalou.
Il est ’auteur de 1’encyclopédie pharmaceutique Kitab Al-jami li-mufradat al-adwiya wa al-
aghdhiya (Le livre des termes medicinaux et nutritionnels). 1l y référence des descriptions
détaillées de plus de 1400 plantes médicinales, aliments et médicaments, et expose leurs
valeurs thérapeutiques et leurs usages médicinaux. Il decrit la graine de nigelle comme ayant
des indications pour les ballonnements, pour les calculs de la vessie et des reins. Il 1’a

préconise pour guerir la fievre ainsi que pour traiter la grippe [11].

Dawad al —Antaki (décédé en 1600) un médecin et pharmacien musulman égyptien auteur de
Tadhkiratu 1li al-albéb. Il consacre tout un chapitre a la graine de nigelle. Il préconise de
I’utiliser contre la bronchite et la toux, la cataracte, la chute de cheveux, les douleurs
articulaires, la faiblesse sexuelle, ainsi que d’autres pathologies telles que la grippe et le
vitiligo [12].

2.2.3 Epoque moderne

Aujourd’hui, I’intérét de la graine de nigelle ne fait que s’intensifier. De nombreuses
recherches aux Etats unis, en Arabie saoudite, au Pakistan et en Inde sont mises en place afin
de s’intéresser de prés aux multiples vertus de cette plante. Les chercheurs ont prouvé 1’effet
anti-inflammatoire de la graine de nigelle [15], son action bénéfique sur le systéme cardio
vasculaire [16], l'effet anti-hyperlipidémiant [17], son effet hypoglycémiant [19-20], son
action anti nociceptive [21], son potentiel anti-ocytocique [22]. Les chercheurs se sont aussi
penchés sur I’effet gastro-protecteur de la graine de nigelle [23-24], son action neuro-
protectrice [25], néphroprotectrice [26-27], antiparasitaire [28-29], son effet anxiolytique [30],

ainsi que I’effet qui nous intéresse plus particulierement : I’effet anticancéreux.
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Figure 15 : Carte mentale sur I’utilisation a travers le temps de Nigella sativa.
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2.3 Formes naturelles et galéniques
2.3.1 Graines

Les graines sont de couleur noire, elles mesurent 2 @ 3 mm de long, de forme triangulaire.
Elles se conservent au sec, a I’abri de la chaleur et de la lumicre. Les graines peuvent étre
utilisées entieres ou pilées. Elles ont un goQt tres caractéristique : fruitées et Iégérement

piquantes [45].

Une vigilance spéciale doit alerter notre attention : c’est la falsification ! Certaines graines

d’oignon et des graines d’autres espéces de nigelle peuvent étre confondues ou falsifiées.

La graine peut étre prise directement sous cette forme ou modifiée afin de donner les
différentes formes galéniques. Les graines prises directement peuvent faire 1’objet de
recommandations médicales comme nous 1’avons vu précédemment mais peuvent aussi étre
utilisées comme ingrédient, comme épice, que nous pouvons retrouver dans plusieurs plats

traditionnels.

Figure 16 : Photo des graines de nigelles [102].

2.3.2 Poudre

La poudre de nigelle est obtenue par le broyage des graines de nigelles. Elle peut étre

administrée telle quelle par voie orale ou prise sous forme de gélules.
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2.3.3 Huile essentielle

L’huile essentielle est de couleur jaune pale avec une odeur caractéristique. Elle est obtenue
par distillation a la vapeur d’eau des graines broyées de Nigella sativa. Elle est ensuite

récupérée dans 1’éther éthylique qui sera ensuite évapore [45].

2.3.4 Huile grasse

L’extraction de I’huile se fait apreés broyage des graines par pression a froid ou a I’aide d’un
solvant organique (n-hexane ou un mélange chloroforme/méthanol). L’huile obtenue par
pression a froid est de couleur jaune doré, alors que celle extraite par solvant est jaune
brunatre, ceci serait di a la capacité du solvant a extraire les pigments liposolubles et les
oléorésines présentes dans les graines de nigelle [45]. L’extraction est faite avant la
maturation, afin de conserver les graines d’un noir intense. L’huile se conserve au sec, a ’abri
de la chaleur et de la lumiére. C’est une huile fortement aromatique qui de ce fait, pourra étre

mélangée a d’autres huiles.

NIGELLE run

H UILE
NIGELLE

NAMIA SACLIDA
SATIVA

Figure 17 : Photo d’huile de Nigelle [103].
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2.3.5 Gélules

Les gélules contiennent 100 a 500mg en teneur, en prévention comme « booster de
I’immunité ». 1l est recommandé de consommer 500 & 750 mg par jour. Il peut exister un
surdosage si la prise de gélule est excessive ou si elle se fait durant une période prolongée.
N.sativa pourra donner une légére toxicité avec des signes d’allergie, ou méme une réaction

anaphylactique chez certains patients [46].

Figure 18 : Photo de gélules de nigelle [104].

2.4 Composition de la graine de nigelle
2.4.1 Composition générale

Tableau 4: Composition générale de la graine de nigelle [45-51].

Composition Teneur en pourcentage
Eau 6.4 %

Lipides 32.0 2 40%

Protéines 16219 %

Fibres 6.6 %

Glucides 33,9%

Les graines de Nigella sativa étant trés utilisées dans I’alimentation, ces données permettent
de les qualifier comme ayant une bonne valeur nutritive. L huile grasse représente 32 a 40 %
de la composition de la graine de N.sativa, il y a la présence d’acides gras saturés et d’acides
gras insaturés [31]. Les acides gras saturés sont essentiellement 1’acide palmitique a 12.5%,
I’acide stéarique et I’acide myristiqgue a 30%. Les acides gras insaturés sont : I’acide

arachidonique a 3%, ’acide linoléique a 50-60%, 1’acide linolénique a 20 % et l’acide

52



palmitoléique (alpha sitostérol et beta sitostérol) a 44-54 %. De plus, quatre fractions de
stérols sont représentées dans les proportions suivantes : stérols libres (36,7 %), stérols
glycosylés et acétylés (29,3 %), stérols glycosylés (23 %) et les stérols estérifiés (11 %) [32-
52].

L’huile essentielle représente 0,4 a 0,45% de la composition des graines de nigelle. C’est dans
I’huile essentielle que nous retrouvons le principe actif de la graine de nigelle: la
thymoquinone représente 30-48% de la composition de 1’huile essentielle. D’autres molécules
ayant des effets thérapeutiques sont présentent dans I’huile essentielle: la
thymolihydroquinone, thymol, carvacrol alpha et béta pinene, D-limonene, D citronellol, P-
Cyméne [33].

La graine de nigelle contient aussi des protéines. La teneur en protéine est de 16 a 19.9%. Les
principaux acides aminés que nous retrouvons sont les suivants : I’arginine (ARG), ’acide
glutamique, la leucine (LEU), la lysine (LYS), la méthionine (MET), la tyrosine (TYR), la
proline (PRO) et la thréonine (THR) [33].

Les alcaloides y sont aussi présents. Ce sont des molécules que nous retrouvons chez les
Angiospermes et dans la famille des Ranunculaceae. La composition en alcaloides de la
graine de nigelle est un mélange complexe : Nigellicimine, Negellidine, Nigellimine-N-
Oxyde [17]. Il y a la présence concomitante d’alcaloides de structures de bases différentes, ce
qui est plutdt rarement observé chez une plante [45]. D’autres composants tels que : les
coumarines, des saponosides, des minéraux (Cu, P, Zn, Fe...), des carbohydrates a 33.9%, des

fibres et de I’eau font partie de la composition de la graine de nigelle [33-17].

Tableau 5: Composition de la graine de nigelle en huile grasse et huile essentielle [33].

STOUpS Concentration Suberoups Components Reference
; . Saturated fatty ; N . . " - o
Fixed 01l 3240% i - | Palmitic acid (12.5%), Stearic and Mynstic acid (30%) (Tembhurne er}:.’.. 2014)
acids

Unsaturated Linolenic, Oleic Acid (20%), Almitolesc acid, B-Sitosterol. o-
Fatty Acids Sitosterols (44-34%). Cycloencalenol. Cycloartenol, Sterol
Esters and Sterol Glucosides

(Tembhumne et al.. 20

14)

Nigellone, Thymoqumone (30-48%). Thymohydroquinone.
T e Dithymoquinone, Thymol. Carvacrol. ¢ & f-Pinene, D- A
Volatile 0.4-0.45% - : T ; e o (Tembhurne ef al.. 20
e e limonene. D-citronellol. P<cymene (7-15%) and Teabltatel. X

2-(2-Methoxypropyl)-5-Methyl-1.4-Benzensdiol

14)
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Tableau 6: Composition de la graine de nigelle en protéines, alcaloides et autres [33].

: _—— . . Argimne, Glutamic acid, Leucine, Lysine, Methionme, _
Proteins 16-19.9% Amino Acids | T .7 . g : (Tembbume et al.. 2014)
Tyrosine, Proline And Threonme
Isoqumolme = G T = S 3 o
Alkalods -'u?a Toids Nigellicimine, Nigelhdine, Nigellimine-N-oxide {Ahmad et al.. 2013)
£ 01as - - -
Pyrazole Nigzllidme e
S oy (Benkaci ef al., 2007).
Alkalods Nigellicine ‘
6-Methoxy-Coumarm. 7-Hydroxy-Coumann, 7-Oxy-
o=l U2 L YUV v e 2.4 + aan
Coumarins 5% % > (Ahmad et al.. 2013)
Coumann
. Tnterpenss - ; o
Saponins “1}“ o-Hedrin, Steryl-glucosides. Acetyl-steryl-ghucoside (Ahmad et al.. 2013)
o and Sterordals a2k s ‘
Menerals 1.70-3.74 Cu, P, 70, Fe Eic (Ahmad et al.. 2013)
Carbohydrates | 33.9% (Tembhume e7 al.. 2014)
Fiber 5.5% (Ahmad et al., 2013)
Water % (Ahmad et af.. 2013)

2.4.2 Lathymoquinone

La premiére extraction de la thymoquinone, principe actif de la graine de nigelle, a été
réalisée via une méthode de chromatographie sur couche mince avec gel de silice [34]. La
formule de la thymoquinone est: 2 isopropyl-5 meéthyl-1,4 benzoquinone. La formule
chimique est : C10 H12 O2.

CHas

HsC
O

Figure 19 : La thymoquinone [106].

C’est une molécule cristalline de couleurs jaune, ayant une masse moléculaire de 164,2 g/mol
[35-36-37]. Elle présente une bonne solubilité pour les solvants organiques (chloroforme,
éthanol ou éther), elle présente cependant une faible solubilité pour les solutions aqueuses
comme 1’eau. Son point de fusion est de 46 degrés Celsius [38]. La thymoquinone représente
30 a 48% des composants présents dans I’huile essenticlle de la graine de nigelle [17]. La

thymoquinone agit sur plusieurs processus de transfert d’électrons grace a sa structure,
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notamment via la benzoquinone, car il est bon accepteur d’électrons et subira facilement des

réactions d’oxydo-réduction [39].

‘Hs
N )\ N

NaNOz, HC1
| N | Nitrosothymol
EtOH
HO i Z
NH;
NH.OH
—»
Aminothymol
HO
@/ O_ -

NH2
NaNO,
e

aq. H3S04, A Thymoguinone

Me

Figure 20 : Synthése de la thymoquinone [107].

La thymoquinone est responsable des principaux effets de la graine de nigelle. Des études

récentes ont démontré une activité antibactérienne [40-41], une activité antifongique, une

activité néphroprotectrice [17], une activité gastro protectrice [42-43] et une activité

pneumoprotectrice [44] de la thymoquinone. Deux études ont évalué I’action de la

thymoquinone et son activité anticancéreuse dans la LAL.
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Figure 21: Carte mentale sur la composition de Nigella sativa.
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3 Etude d'articles : Effets de la thymoquinone dans un modele

expérimental de leucémie aigué lymphoblastique (LAL).

Comme nous avons pu le voir dans la deuxiéme partie, la thymoquinone a suscité un grand
intérét dans de nombreuses pathologies. La LAL n'y échappe pas, elle a fait l'objet de
différentes études scientifiques. L’ objectif de ces recherches était de démontrer l'efficacité de

la thymoquinone sur des cellules cancéreuses selon un mécanisme d’induction de I’apoptose.

L'apoptose ou mort cellulaire programmée est une mort cellulaire physiologique. Elle est I'une
des clés pour réguler I'homéostasie et la morphogenese des cellules de I’organisme. Son
déreglement est lié a plusieurs maladies, dont le cancer [53].
L’apoptose est caractérisée par différentes phases :

1) Une translocation la phosphatidylsérine membranaire (passage dans le volet externe de

la cellule)

2) Un rétrecissement cellulaire

3) Une condensation de chromatine

4) Une fragmentation de 'ADN

5) Une élimination de la cellule apoptotique par phagocytose [54]

L'apoptose est déclenchée par une famille d’enzymes appelées caspases. Elles résident comme
précurseurs latents dans la plupart des cellules du corps [55]. Il y a trois caspases (caspase-3, -
6 et -7) qui ont un réle majeur lors de la phase d'exécution de I'apoptose, en clivant plusieurs

protéines structurales et réparatrices [56].

Les voies d'activation de la caspase-3 ont été identifiées, dépendantes ou indépendantes de la
libération du cytochrome C mitochondrial et de la fonction de la caspase-9. La caspase-3 est
nécessaire pour les caractéristiques de I'apoptose, et est indispensable pour la condensation
apoptotique de la chromatine et la fragmentation de I'ADN. Ainsi, la caspase-3 est essentielle
pour certains processus associés au démantélement de la cellule et a la formation de corps
apoptotiques [57]. La caspase-8 est une protéase a cystéine, associée a la cascade de

signalisation apoptotique médiée par le TNF [58].
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L'apoptose est de plus en plus reconnue comme une protection innée des tissus contre les
agents cancérogenes. Ce processus inhibe la survie cellulaire et contrdle la croissance des
populations de cellules précancéreuses et de cellules cancéreuse a différents stades. Compte
tenu de ces connaissances, le mécanisme d'action de nombreux agents anticancéreux utilisés

actuellement agissent sur I’apoptose.

Les composés phytochimiques qui agissent sur le cycle cellulaire sont de plus en plus étudiés
car ils induisent I'apoptose et I'inhibition du cycle cellulaire. Celui-ci comporte quatre phases
séquentielles (GO- G1, S, G2 et M). On peut soutenir que les phases les plus importantes sont
la phase S : lorsqu’il y a la réplication de I’ADN et la phase M (mitotique) : lorsque la cellule
se divise en deux cellules filles.

L'analyse de la réplication de I'ADN et des protéines impliquées dans la mitose, ont conduit a
identifier de nouveaux biomarqueurs. Ces thérapies ciblées sont dirigées contre le cycle
cellulaire [59].

Par conséquent plusieurs études ont prouvé I’efficacité de la thymoquinone a cibler des
proteines pro-apototiques et antiprolifératives. Différents chercheurs ont étudié le mécanisme
d’action de la thymoquinone ainsi que son aptitude a induire 1’apoptose et a inhiber la
croissance tumorale [60-61-62-63]. A ce jour, le potentiel chimiothérapeutique de la
thymoquinone en clinique a été prouvé in vitro [64]. D’autres études ont également montré

ses effets anticancéreux prometteurs sur des modéles animaux [65].

58



3.1 Etude 1 : effet pro-apoptotique, dose et temps dépendant de la
thymoquinone
3.1.1 But de I’étude

Une étude menée en 2016 a mis en place une expérience in vitro [66]. Le but étant de
démontrer I'efficacité de la thymoquinone (TQ) seule et en association avec la doxorubicine
(DOX). L étude a porté sur l'effet antiprolifératif des cellules cancéreuses et I'induction de la
mort cellulaire programmée par apoptose sur une lignée cellulaire de leucémie
lymphoblastique Jurkat. Les cellules Jurkat sont des cellules d'une lignée cellulaire
immortalisée de lymphocytes T humaines. Elles sont utilisées pour déterminer la sensibilité
des cellules cancéreuses aux médicaments anticancéreux et aux radiations. Ce sont des

cellules simples a observer : morphologie arrondie et taille uniforme.

La DOX fait partie de la famille des anthracyclines. C’est un antibiotique cytotoxique obtenu
a partir de Streptomyces peucetius var. caesius. Elle peut exercer ses effets anticancéreux et
toxiques selon plusieurs mécanismes tels que :

e L'inhibition de la topo-isomérase |1

e L'intercalation avec les polymérases de I'ADN (acide désoxyribonucléique) et de

I'ARN (acide ribonucléique)

e La formation de radicaux libres

o Et la fixation sur les membranes.
Le mécanisme exact de l'activité antitumorale de la DOX n'est pas connu. On pense
généralement que c'est l'inhibition de I'ADN, de I'ARN et de la synthese protéique qui est
responsable du principal effet cytotoxique. C'est probablement le résultat de I'intercalation de
I'anthracycline entre les paires de bases de 'ADN dans la double hélice, intercalation qui
empéche son déroulement en vue de sa réplication.
La DOX a des effets indésirables trés importants tels que la toxicité cardiaque qui nécessite un
suivi au long court. Un des objectifs de cette étude est de diminuer la concentration minimale
inhibitrice en DOX et de trouver une synergie avec la thymoquinone. Par ailleurs, la DOX est
souvent utilisée en association avec d'autres médicaments pour traiter des cancers en

chimiothérapie [67].
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3.1.2 Méthode expérimentale

Des cellules Jurkat ont été mises en présence d'une concentration croissante de thymoquinone.
La lignée cellulaire Jurkat a éte cultivée en condition standard en présence de concentrations
croissantes de thymoquinone (OuM — 30 uM) et DOX pendant 24h, 48h et 72h. L'induction de
I'apoptose par la thymoquinone a été évaluée par le marquage de ’annexine V-FITC / Pl et
par analyse cytométrique.

L'effet de synergie est I'effet qui se produit lorsque nous avons une efficacité supérieure a la
somme des deux entités. Les données de l'effet synergique ont été exprimées comme les
sommes des concentrations inhibitrices médianes (CI50). C'est la concentration nécessaire
d'un composé pour réduire de 50% la croissance in vitro d'une population d'organismes. C'est
le principe d'effet de Chou et Talalay [66] utilisant la formule suivante:

Cl =CA50/ CI50,A + CB, 50/ CI50,B

La CI50 de A et la CI50 de B sont les concentrations d'agents individuels pour atteindre un
effet médicamenteux de 50%. La concentration inhibitrice médiane (CI) est une méthode de
représentation mathématique et quantitative d'une interaction pharmacologique a deux

médicaments.

Une ClI égale a 1 indique un effet additif entre les deux agents.

Une ClI inférieur a 1 indique un effet synergique

Une CI supérieur a 1 indique un effet antagoniste.
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Figure 22 : Graphique représentant les effets de la DOX seule sur la viabilité des cellules

Jurkat en fonction de la concentration et du temps [66].

Les cellules Jurkat ont été incubées pendant 24, 48 et 72 h en présence de différentes

concentrations de DOX.

La CI50 était de :
- 0,075 uM % 0,0124 uM en 24h
- 0,028 uM + 0,007 uM en 48h

- 0,007 uM £ 0,001 uM en 72 h

La réduction de la survie des cellules en présence de la DOX est dose et temps dépendant.
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Figure 23 : Graphique représentant les effets de la thymoquinone sur la survie des cellules
Jurkat [66].



La figure 23 montre la réduction de la survie cellulaire en fonction de concentration croissante
en thymoquinone. Une réduction significative de la survie des cellules Jurkat est également

observee de maniére dépendante du temps & une concentration spécifique.

La CI50 est de :

-19,461uM = 1,141 pM en 24h
-17,342 uM + 1,949 UM en 48h
-14,123 uM + 1,874 pM en 72 h

On constate une diminution de la CI50 en fonction du temps des cellules Jurkat en présence

thymoquinone. L’action de la thymoquinone dépend de la concentration et du temps.

Une autre expérience permet de confirmer 1’effet pro-apoptotique de la thymoquinone sur les
cellules Jurkat. Les cellules ont été incubées pendant 48 h a différentes concentrations de
thymoquinone (4, 8, 12, 16 et 20 uM). Les cellules positives au marqueur annexine-V
uniquement sont considérées comme des cellules apoptotiques précoces. Tandis que les
cellules positives a la fois a I'annexine-V et au marqueur Pl sont dites apoptotiques tardives.
Comme le montre la figure 24: la quantité de cellules apoptotiques est croissante lors de

I’augmentation en concentration de thymoquinone.

Le graphique A de la figure 24, représente pour chaque histogramme le niveau de
fluorescence FITC. Et pour le graphique B, les courbes de fluorescence obtenues pour les
cellules non traitées et traitées par la thymoquinone a 16 pM. La figure 24 montre le
processus continu d'apoptose. L’effet dose dépendant de la thymquinone est vérifié. Plus la
concentration en thymogquinone est élevée et plus le pourcentage de cellules en apoptose

augmente.

Les cellules ont été exposées a différentes concentrations de thymoquinone (4, 8, 12, 16 et 20
UM) pendant 48 h (figure 25). Le tracé de points montre les résultats d'un test d'apoptose.

e Les cellules dans le quadrant inférieur gauche sont viables (Q4)

e Les cellules du quadrant inférieur droit sont en apoptose précoce (Q3)

e Les cellules du coin supérieur gauche sont en nécrose (Q1)

e Les cellules en haut a droite sont en apoptose tardive (Q2)
Dans la figure 25, nous observons un déplacement des cellules viable du cadrant inférieur
gauche (Q4) vers le cadrant supérieur droite (Q2) qui représente les cellules en apoptose

tardive.
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Figure 24 : Graphiques représentant I’induction continue de l'apoptose, dépendante de la

concentration en thymoquinone sur les cellules Jurkat [66].
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Figure 25 : Graphiques sur les effets de la concentration en thymoquinone sur le nombre de

cellules apoptotiques dans les cellules Jurkat [66].
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Tableau 7: Pourcentage de cellules en apoptose précoce et tardive en fonction d’une

concentration croissante en thymoquinone.

Concentration en thymoquinone (en uM) | 4 uM 8 uM 12uM (16 uM | 20 uM

Cellules en apoptose précoce 5,6 % 2,15% |6,45% |6,4% 3,3%

Cellules en apoptose tardive 481% |115% |57,9% |85,6% 89,6%

Les analyses statistiques ont révélé que la thymoquinone induisait une augmentation du
nombre de cellules apoptotiques avec une différence significative. Pour chaque temps,
différentes concentrations ont été comparées les unes aux autres, et les différences étaient
significatives a: 4 uM et 16 uM (P <0,05), 4 uM et 20 uM (P <0,01), 8 uM et 20 uM (P <
0,05) pendant 24, 48 et 72 h, respectivement.
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Figure 26 : Graphique sur les effets de la thymoquinone sur I’apoptose cellulaire a diverses
concentrations apres 24, 48 et 72 h [66].

L effet de synergie de la thymoquinone et de la DOX a éte évalue.

La viabilité cellulaire est mesurée a 24 h (A), 48h (B) et 72h (C) a différentes concentrations.
Les graphiques de la figure 27 mettent en évidence des concentrations basse en thymoquinone
seule (6; 7; 8 et 9uM). Les résultats nous indiquent qu’il n’y a pas de diminution
significative de la viabilité cellulaire lorsque la thymoquinone est faiblement dosé (<12uM).

Par contre avec une combinaison de thymoquinone aux mémes concentrations mais associé a
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la DOX engendre une réduction significative de la survie cellulaire par rapport a chaque
traitement seul. C’est entre 24h et 48h que la réduction est la plus importante. Ces résultats
nous montrent qu’une cytotoxicité plus forte est observée a toutes les combinaisons utilisées

par rapport a chaque médicament seul.

Au total, cette étude démontre I’effet pro-apoptotique induits par la thymoquinone en
combinaison avec la DOX sur une lignée cellulaire de leucémie lymphoblastique Jurkat. Cette
étude encourageante ouvre des voies de recherche de la thymoquinone sur un traitement de la
LAL.
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Figure 27 : Survie cellulaire des cellules Jurkat traitées avec différentes concentrations de TQ
et de DOX [66].
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3.2 Etude 2 : Effet antiprolifératif et apoptotique de la thymoquinone sur
une lignée cellulaire leucémique

Une deuxiéme étude a démontré les effets de la thymoquinone sur une lignée cellulaire
leucémique CEMss (lignée cellulaire de cellules lymphoblastique T4 humaine) [75]. Le but de
I’expérience était de mettre en évidence I’effet apoptotique et antiprolifératif de la

thymoquinone sur les cellules CEMSss, ainsi que son mécanisme d’action.

3.2.1 Méthode expérimentale

Les cellules CEMss ont été mises en présence de deux colorants : L'acridine d'orange (AO) et
Iiodure de propidium (PI). Ce sont des colorants fluorescents qui sont parmi les plus utilises
pour analyser la prolifération cellulaires et les caractéristiques morphologiques in vitro. Un
test a l'annexine V a été réalisé, afin de détecter spécifiquement la perte d’asymeétrie de la

membrane plasmique [98].

Figure 28 : Quantification de I'apoptose : Micrographies fluorescentes de cellules CEMss a
double coloration a I’acridine d’orange et & I'iodure de propidium [75] (VI : cellules viables ;
BL : perte d’asymétrie de la membrane cellulaire ; LA : apoptose tardive ; SN : nécrose

secondaire).
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Dans les figures (A et B), les cellules ne sont pas traitées par la thymoquinone, elles ont une
structure normale sans apoptose ni nécrose (condition contrdle). Les parties (C et D) montrent
des caractéristiques de l'apoptose précoce a 24h. Une perte d’asymétric de la membrane
cellulaire est visualisée (BL) ainsi qu’une fragmentation de I’ADN (représentée par
I’intercalation de l'acridine d’orange). Dans les figures (E et F), la couleur orange représente
la marque d’une l'apoptose tardive. Enfin les figures (G et H) mettent en évidence une nécrose

secondaire de couleur rouge vif visible aprés 72 h.
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Figure 29: Nombre de cellules en fonction du stade apoptotique (VI: cellule viable, EA:

apoptose précoce, LA: apoptose tardive, SN: nécrose secondaire) en fonction du temps [75].

La mort des cellules CEMss via I'apoptose a augmenté significativement (* p < 0,05) d'une
maniere dépendante du temps. Cependant, aucune différence significative (p> 0,05) n'a été
observée dans le nombre de cellules de nécrose. Cette analyse des cellules CEMss au
microscope a fluoresence permet de montrer une fois de plus que la thymoquinone déclenche
I'apoptose de maniere temps-dépendant.

L’étude de la fragmentation de la molécule d’ADN par électrophorese en gel d’agarose, a
permis d’identifié ce clivage lors de ’analyse des cellules CEMSss traité par la thymoquinone
[77]. Ce test a été utilisé de nombreuses fois pour détecter l'apoptose dans les lignées

cellulaires de leucémie [78, 79].
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Figure 30 : Effet de la thymoquinone sur la fragmentation de I'ADN [75].

Le contrdle positif (F) sur la figure 30 montre la migration de I’ADN en barreau d'échelle
tandis que le contr6le négatif (D) montre I’ADN non dénaturé. Les dépots d’ADN dans les
puits (A), (B), (C) et (E) sont de I’ADN traite par de la thymoquinone. Nous observons une
fragmentation internucléosomale de I’ADN dans les cellules traitées par la thymoquinone. La

formation d’ADN en barreau d’échelle a augmenté en fonction du temps.

3.2.2 Action sur le cycle cellulaire

Le cadrant (A) de la figure 31 met en évidence un arrét de la phase S du cycle cellulaire des
cellules CEMss. La thymoquinone induit un épuisement des cellules en phase GO et une
augmentation de ’apoptose a 3, 6, 12, 24, 48 et 72 h de traitement. Dans le cadrant (B), les
sigles "*" indique une différence significative p < 0,05.

Ces résultats suggerent que la thymoquinone induit un arrét du cycle cellulaire en phase S

suivi d'une apoptose dans les cellules leucémique CEMss [80-81].
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Figure 31 : L’histogramme du cycle cellulaire par cytométrie en flux des cellules CEMss

traitées avec de la thymoquinone (1,5 pg/mL) [75].
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3.2.3 Activation sur les voies caspases
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Figure 32: Graphiques sur I’analyse des caspases 3, 8 et 9 par cytométrie en flux [75].

L’activité des enzymes caspases 3 (cadrant A), 8 (cadrant B) et 9 (cadrant C) a été mesurée au
sein des cellules CEMss traitées par tymoquinone. Les résultats obtenus ont montré une
augmentation des activités enzymatiques en fonction du temps de maniere significative
p<0,05 [59-79]. De ce fait, il a été déduit que la thymoquinone induisait l'apoptose par la voie

des caspases.
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3.2.4 Mécanisme d'action de la thymoquinone

Le mécanisme d’action de la thymquinone est expliqué par une étude menée par Yu S.-M
(et,al 2013). lls ont démontré que la thymquinone induisait 1’apoptose via la génération de
dérivés réactifs de I’oxygéne (ROS) [82]. Les especes réactives de I'oxygene (ROS) sont une
variété de molécules et de radicaux libres dérives de Il'oxygéne moléculaire qui sont
constamment générés et éliminés dans le systéme biologique. Les ROS jouent un réle
important dans les fonctions biochimiques normales et lors de pathologies. Des quantités
excessives de ROS peuvent causer des dommages oxydatifs aux lipides, aux protéines et a
I'ADN, entrainant des tumeurs ou une mort cellulaire. Le corps humain posséde des systemes
de défense antioxydants qui limitent leur production. La génération d'un stress oxydatif en
réponse a une agression externe est impliquée dans l'activation de facteurs de transcription et
du déclenchement de l'apoptose. De nombreuses etudes soutiennent que l'augmentation de la
génération de ROS contribue au traitement des cellules cancéreuses [83]. En accord avec
I’étude menée par Yu S-M (et al, 2013), I'étude constate que la thymoquinone est un puissant

inducteur de I'apoptose dans les cellules lymphoides CEMss via la libération de ROS.
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Figure 33 : Graphique sur les effets des espéces réactives de I'oxygéne (ROS) [75].
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Sur le graphique de la figure 33, nous observons une augmentation des espéces réactives de
Ioxygene (ROS) par fluorescence en fonction de I’augmentation en concentration de la
thymoquinone : 0; 5; 10 et 20 g/mL, Nous pouvons ainsi dire qu’il y a une augmentation
croissante de production de ROS sur les lignées cellulaires lymphoides CEMss, d'une maniére
dépendante de la concentration en thymoquinone [84].

La génération de ROS est étroitement associée aux protéines mitochondriales telles que Bcl-2
et Bax. Ces protéines sont liées a la membrane et leur capacité a subir a la fois une
homodimeérisation et une hétérodimérisation afin de réguler lI'apoptose [85]. Les protéines de
la famille Bcl-2 sont des régulateurs clés de l'apoptose. Elles comprennent a la fois des
proteines anti- et pro-apoptotiques et une légére modification de I'équilibre dynamique de ces
proteines, peut entrainer une inhibition ou une promotion de la mort cellulaire [86].
Cependant, il existe des composants intracellulaires qui empéchent I'endommagement
cellulaire engendrée par la génération de ROS : ce sont des facteurs de protection. Parmi eux,
HSP70 est largement étudié pour sa fonction de protection. C'est une molécule chaperon qui
s'accumule dans les cellules aprés de nombreux stress différents et favorise la survie
cellulaire. Contrairement aux cellules normales, la plupart des cellules cancéreuses expriment
richement HSP70 au niveau basal pour résister a diverses agressions et pendant le traitement
anticancéreux [87]. Il a été constaté que la thymoquinone provoquait une baisse significative

de Bcl2 et HSP70 et une augmentation de Bax d'une maniere temps-dépendante.
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Figure 34: Effet de la thymoquinone sur les protéines régulatrices de I’apoptose: Bax, Bcl-2
et Hsp70 a 3, 6, 12 et 24 h. [75]. La B-Actine est le témoin. ' Indique statistiquement
significatif a p <0,05.

L'expression de Bcl-2 et Hsp70 a diminué de maniere significative tandis que le niveau de
protéine Bax a augmenté remarquablement d'une maniére dose-dépendante. Le rapport
Bax/Bcl-2 Hsp70 a également augmenté considerablement en fonction du temps [88]. La
thymoquinone augmente la production de ROS et Bax d’une part et diminue la production de
molécule de protection telles que HSP70 et Bcl-2 d’autre part. Cette double combinaison dans
son mécanisme d’action permet de faire de la thymoquinone une molécule candidate
potentielle pour une éventuelle étude clinique contre la leucémie aigue lymphoblastique.
En effet la thymoquinone a I'avantage d’un effet cytotoxique puissant ciblé sur les cellules
cancéreuses. En revanche, elle induit un faible effet sur les cellules normales, non
cancéreuses, y compris :

> Les fibroblastes de souris [63] et les fibroblastes des poumons [90]

» Les cellules épithéliales de la prostate [69]

> Les cellules intestinales normales chez patient [89]
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Cependant la thymoquinone aurait des conséquences cytotoxiques importantes sur certaines

cellules non tumorales uniquement & forte concentration [71].

Tout comme l'induction de l'apoptose par thymoquinone peut différer en fonction de type de
cancer. Elle peut étre caspases dépendante [75-91-92], ou indépendante comme dans la lignée
cellulaire du cancer de la prostate [93].

Les résultats de I'étude 1[66] et I’étude 2 [75] sont concordants, les expériences menées ont
prouvé [P’effet antiprolifératif de la thymoquinone dans diverses lignées cellulaires
cancéreuses [68-69-74] y compris des lignées cellulaires résistantes aux médicaments [68-
70]. L’étude de Abdelfadil et coll. a montré que la thymoquinone diminue la survie des
cellules cancéreuse de facon dose dependante [71]. Ce qui ressort également des études 1 et 2.

D'autres travaux ont montré l'induction de l'apoptose par la thymoquinone dans d’autres
lignées cellulaires impliquées dans des pathologies telles que le neuroblastome [70], la
leucémie myeloblastique humaine [94], le carcinome du sein humain [70, 95] le cancer du
c6lon humain [96], le cancer hépatique [97] l'ostéosarcome [98]. Hussain et coll. [99] ont
rapporté que l'effet de l'apoptose induit par la thymoquinone dans plusieurs lymphomes

primitifs d'épanchement était faite d'une facon dose-dépendante.

L’effet de synergie de la thymoquinone a aussi été évalué avec d’autres medicaments que la
DOX. Une étude a evalué I'effet de la thymoquinone avec Gemcitabine et Oxaliplatine sur les
cellules cancéreuses du pancréas. Les résultats ont montré 2 voire 3 fois plus d'effets
cytotoxiques en combinant ces medicaments avec la thymoquinone qu’avec n'importe quel
autre traitement [72].

De telles combinaisons peuvent étre utilisées pour améliorer l'efficacité des agents de
chimiothérapie dans le traitement du cancer. Elles permettent d’augmenter l'effet cytotoxique
et minimiser les effets secondaires des médicaments utilisés en chimiothérapie [73]. La
thymoquinone représente donc un bon candidat pour étre utilisé en association avec d’autres

chimiothérapies anticancéreuses.
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4 Partie 4: Questionnaire

Dans le cadre de cette thése, un questionnaire a été mis en place afin de sensibiliser les
pharmaciens d'officine sur la LAL et sur la potentielle utilisation de Nigella sativa, en
complément des thérapies anticancéreuses. Ce questionnaire a été partagé sur la plateforme
Google forms. Des pharmaciens de toute la France métropolitaine et de I'Tle de la réunion ont
été sollicités.

L’utilisation de la graine de nigelle en pharmacie d’officine :
Question 1 : Etes-vous ?

o Unhomme
o Une femme

Question 2 : Etes-vous ?

o Pharmacien titulaire
o Pharmacien adjoint

Question 3 : Avez-vous entre ?

23-33 ans
33-43 ans
43-53 ans
53-63 ans
63 ans et plus

O O O O O

Question 4 : Indiquez votre département

Question 5 : Délivrez-vous des plantes médicinale a la demande du patient ?

Jamais
Rarement
Parfois
Souvent
Tres souvent

0O O O O O
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Question 6 : Délivrez-vous des plantes medicinale de votre propre conseil ?

Jamais
Rarement
Parfois
Souvent
Tres souvent

o O O O O

Question 7 : Délivrez-vous des plantes médicinale sur prescription ?

Jamais
Rarement
Parfois
Souvent
Tres souvent

0O O O O O O

Question 8 : Quel est le profil des patients qui utilisent la phytothérapie ?

Homme &gé de 0-15 ans
Homme age de 16-40 ans
Homme ageé de 41-65 ans
Homme ageé de 66 ans et plus
Femme agée de 0-15 ans
Femme agée de 16-40 ans
Femme agée de 41-65 ans
Femme agée de 66 ans et plus

© 0O 0O O O O O O

Question 9: Pour quelles indications thérapeutiques étes-vous amené a conseiller la
phytothérapie ?

Question 10: Des effets indésirables liés a la prise de phytothérapie vous ont-ils été
rapportés ? Quelles a été votre attitude ?

Question 11 : Connaissez-vous des interactions entre la phytothérapie et des spécialités
pharmaceutiques qui seraient susceptibles de vous alerter ?
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Question 12 : Connaissez-vous la graine de nigelle (Nigella sativa) ?

o Oui
o Non

Question 13 : Commercialisez-vous des produits a base de Nigelle ?

Graines en sachet
Poudre

Huile grasse
Huile essentielle
Aucun

o O O O O

Question 14 : Avez-vous déja eu des demandes ou méme des conseils sur I'utilisation de
Nigella sativa au comptoir ? Si oui pour quelles indications ?

Question 15 : Connaissez-vous les principaux signes cliniques et biologiques révélateurs
d’une leucémie aigué lymphoblastique (LAL) ?

Question 16 : Connaissez-vous les traitements disponibles de la leucémie aigué
lymphoblastique ?

Question 17 : Dans le cas ou la graine de nigelle serait inscrite a la pharmacopée francaise
seriez-vous susceptible de la conseiller en complément des traitements actuels pour les
patients atteint de LAL?

o Oui
o Non
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4.1 Interprétation des resultats

4.1.1 Objectifs

v' Evaluer les connaissances des pharmaciens d'officine vis a vis de Nigella sativa et

connaitre son utilisation en pharmacie.

v' Evaluer les connaissances des pharmaciens d'officine sur la LAL, la pathologie et sa

prise en charge thérapeutique.

v' Evaluer Iintérét et la vigilance du pharmacien d'officine quant a I'utilisation possible

de la thymoquinone dans la prise en charge de la LAL.

4.1.2 Pharmaciens et méthode

Le questionnaire a était établi sur la plateforme en ligne Google Forms, il a été partagé durant
le mois d'Octobre 2020 via notre entourage et nos connaissances dans un premier temps et
aussi partagé au sein des réseaux sociaux de groupe de pharmaciens francais. Une adresse
mail est demandée afin d'authentifier la personne qui répond au questionnaire. Seuls les
pharmaciens adjoints et titulaires d'officine métropolitaine et d'outre-mer ont été invités a

répondre au questionnaire.

4.1.3 Le questionnaire pharmacien

Le questionnaire comprend 5 volets principaux :

1) Connaissance et pertinence de I'échantillon : questions 1 a question 4

2) Utilisation de maniére générale des plantes en officine : questions 5a 11
3) Utilisation de la graine de nigelle en officine : questions 12 a 14

4) Connaissance de la LAL par les pharmaciens : questions 15 et 16

5) Intérét potentiel des pharmaciens sur l'utilisation de Nigella sativa sur la LAL : question 17
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4.1.3.1 Connaissance et pertinence de I'échantillon

Le but de ces questions et de connaitre au mieux notre échantillon et faire l'avatar du
pharmacien qui répond aux questions, connaitre : le sexe, 1’age, la provenance et le statut :
adjoint ou titulaire d'officine. L'échantillon doit étre le plus représentatif possible des
pharmaciens d'officine. Ainsi nous aurons des résultats plus pertinents. Plus I'échantillon est
grand et tres hétérogéne et meilleure sera la représentativité de notre échantillon des
pharmaciens de maniére globale. Ceci a pu étre réalisé via le partage du questionnaire sur les

réseaux de pharmaciens en ligne.

e Question 1

La majorité de I'échantillon sont des femmes, ce qui est assez représentatif aux chiffres

nationaux, ou les femmes représentent 66% des pharmaciens [102].

Etes vous

58 réponses

@® Homme
® Femme
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e Question 2

Les pharmaciens titulaires sont minoritaires dans notre échantillon (27,1%), comparé aux
chiffres nationaux au ler janvier 2020 ou les titulaires représentent 47,4% des pharmaciens
d'officine [102]. Ceci s'explique par la participation active des jeunes pharmaciens aux

questionnaires.

Etes vous
59 réponses

@ Phamacien Tiulaire
@ Pharmacien Adjoint

e Question 3

L'age moyen de I'échantillon est de 33,6 ans comparé a 47,6 ans au niveau national [102].
Nous avons une grande majorité (67,8%) de jeunes pharmaciens qui sont dans la tranche des
23-33 ans.

Avez vous entre

59 réponses

® 23-33ans
@® 33-43ans
® 4353 ans
® 53-63ans
@ 63 ans et plus
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Ces chiffres coincident avec lI'augmentation d'une population jeune en pharmacie d’officine
depuis ces dix dernieres années. De plus, le partage de ce questionnaire via des réseaux
comme Google forms a permis de cibler une population relativement jeune qui a I’habitude de

surfer sur les plateformes internet.

e Question 4

Indiquez votre département ID
59 réponses
20
16 (27,1 %)
15 #
59
Nombre: 16
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5(8.5%)
5 ‘
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Nous avons une majorité de pharmaciens qui viennent du département 59 (37,2%) Cela
s'explique du fait de notre lieu d'exercice, cependant notre échantillon reste tout de méme
hétérogéne. Nous avons des pharmaciens de Paris (13,55%), ile de la réunion (10,16%), du

sud de la France, de la Suisse etc...

4.1.3.2 Utilisation de maniere générale des plantes en officine

Nous avons souhaité grace a ces questions avoir un point de vue sur l'utilisation des plantes en
officine. Aussi bien du point de vue des patients, du pharmacien que des médecins
prescripteurs. Aussi, faire un état des lieux de leurs utilisations ou non, leurs indications, les
demandes de patients et l'attitude du pharmacien au quotidien face a ces demandes. Les
comptes rendus de ces questionnaires nous permettant d'introduire ensuite [I'utilisation

spécifique de la graine de nigelle.
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Délivrez-vous des plantes médicinale a la demande du patient ?
59 réponses

® Jamais

@ Rarement
@ Parfois

® Souvent

@ Trés souvent

e Question 5

Nous avons moins de 20 % de I'échantillon (18,6%) des pharmaciens qui n'ont jamais ou
rarement eu de demandes de patients pour des plantes médicinales. Plus de 32,2% des
pharmaciens ont souvent voire trés souvent des demandes aux comptoirs. Une grande majorité
(49,2%) ont parfois des demandes au comptoir.

e Question 6

Delivrez-vous des plantes medicinale de votre propre conseil?

59 réponses

Nous constatons une légére augmentation de pharmaciens qui ont répondu avoir souvent voire

trés souvent proposé de leur propre chef des plantes au comptoir (42,4% a eux deux)
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comparée aux demandes spontanées des patients au comptoir. Cependant les pharmaciens
déclarent les conseiller parfois (44,1%), trés peu de pharmaciens les conseillent rarement
(8,5%) ou jamais (5,1%).

e Question7

Délivrez vous des plantes meédicinale sur prescription?

59 réponses

® Jamais

@® Rarement
@ Parlois

@ Souvent

@ Trés souvent

Nous constatons que la grande majorité des médecins prescrivent rarement (50,8%) ou jamais
(20,3%) d’ordonnances a base de plantes.

e Question 8

Quel est le profil des patients qui utilisent la phytothérapie?
59 réponses

@ Homme agé de 0-15 ans

@® Homme ageé de 16-40ans

@ Homme agé 41-65 ans

@ Homme 4gé de 66ans et plus
@ Femme dgée de 0-15 ans

® Femme dgée de 16-40 ans

@® Femme dgée de 41-65 ans

@ Femme Agée de 66 ans el pius
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59,3% des pharmaciens interrogés ont répondu que les patients qui utilisent la phytothérapie
sont des femmes agées de 41 & 65 ans. Nous avons une écrasante majorité de femmes au

comptoir qui utilisent la phytothérapie (84,7%).

e Question 9

« Pour quelles indications thérapeutiques étes-vous amené a conseiller la phytothérapie? »

Les principales indications qui reviennent sont : le sommeil, les problemes de circulation,

arthrose, digestion, de stress, minceur et de booster d’immunité.

_|
>
— [
D =
_Stress 32 Cystite s
Digestion :> Minceur ¢
maux de gorges é% prostate Perte d'appétit €D
SOMMEIL == constipation
Menaupause 8 @ Drainants hépatiques et
Boosteur immunité rénaux

Circulation

Voici les «tags » représentant la fréquence des indications écrites par les pharmaciens

proportionnellement a la taille et la police de I'écriture.
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e Question 10

« Des effets indésirables liés a la prise de phytothérapie vous ont-ils été rapportés ? Quelle a

été votre attitude ? »

La grande majorité des pharmaciens (95,2%) ont répondu qu'ils n'ont jamais eu de retour
d'effets indésirables liés a la prise de plantes médicinales. Certains notifient simplement des
aigreurs stomacales et des douleurs a I’estomac. L'attitude qui doit prédominer au comptoir
reste la vigilance et la prévention sur les prescriptions : interactions médicamenteuses et

automédication des patients.

e Question 11

« Connaissez-vous des interactions entre la phytothérapie et des spécialités

pharmaceutiques qui seraient susceptibles de vous alerter ? »

La quasi-totalité des pharmaciens (91,33%) ont répondu connaitre des interactions entre la

phytothérapie et des spécialités pharmaceutiques :

v Les interactions entre les inhibiteurs et inducteurs enzymatiques de maniére
générale

v" Le millepertuis et ses interactions (AVK, antidépresseur, Levothyrox...)
reviennent trés souvent

v L’interaction entre la levure de riz rouge et les statines.

v' Diautres: jus de pamplemousse, sauge et antécédents cancers hormon-

dépendant, soja ou le houblon a éviter avec une hormonothérapie.

Ceci reste bien connu des pharmaciens !
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e Question 12

Connaissez-vous la graine de nigelle (Nigella Sativa)?

57 réponses

@ Oui
@® Non

La grande majorité des pharmaciens de I'echantillon, connaissent la graine de nigelle a
61,4% soit 35 réponses positives, contre 24 personnes qui ne la connaissent pas (dont 2

personnes qui ne se sont pas prononcees).

4.1.3.3 Utilisation de la graine de nigelle en officine

Nous sommes curieux de connaitre le niveau de connaissances de cette plante chez les
pharmaciens, via ces questions. Nous voulons aussi connaitre son utilisation au quotidien, sa
présence ou non dans les officines et sous quelles formes galéniques celle-ci est la plus

répandue.

e Question 13

Nous constatons qu’une petite majorité de pharmaciens ne commercialisent pas de produits a
base de Nigelle (54,2%). Lorsqu’elle est commercialisée, 1'huile grasse est majoritaire et

représente 70,30 % de toutes les formes.
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Commercialisez-vous des produits a base de Nigelle?

59 réponses

@® Graine en sachet
@® Poudre

® Huile grasse

@ Huile essentielle
@ Aucun

e Question 14

« Avez-vous déja eu des demandes ou méme des conseils sur I'utilisation de Nigella sativa

au comptoir? Si oui pour quelles indications? »

39 % des pharmaciens ont des demandes ou des conseils sur l'utilisation de Nigella sativa au
comptoir contre 61% qui n‘ont pas eu de demandes ou de conseils sur l'utilisation de Nigella
sativa au comptoir.

L'utilisation en dermo-cosmétologie reste majoritaire : pour des problemes de dermatites
topiques, pousse de cheveux, allergies, acnés, peaux grasses, eczéma, psoriasis...

Demande pour booster I'immunité, chez des patients cancéreux : beaucoup d’entre eux ont
recours a des médecines complémentaires et préventives.

D’autres utilisations ont été évoquées : asthme, BPCO, rhume des foins, douleurs articulaires

et musculaires...

4.1.3.4 Connaissance de la LAL par les pharmaciens

L'objectif de ces questions est d'évaluer les connaissances des pharmaciens d'officine sur la

physiopathologie de la LAL, aussi bien sur le plan clinique que dans sa prise en charge.
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e Question 15

Connaissez-vous les principaux signes cliniques et biologiques révélateurs d’une

leucémie aigué lymphoblastique (LAL)?

Les pharmaciens d’officine pour la majorité connaissent les principaux signes cliniques et
biologiques de la LAL tels que les signes liés a I’insuffisance médullaires et les signes liées au

syndrome tumoral.

e Question 16

« Connaissez-vous les traitements disponibles de la leucémie aigué lymphoblastique? »

Cependant, la majorité des pharmaciens n'ont pas connaissance des traitements disponibles de
la LAL, ou tres vaguement. Seuls quelques pharmaciens ont pu les citer. Cela peut s'expliquer

par la prise en charge hospitaliére de la pathologie et I'absence de traitement en officine.

4.1.3.5 Intérét potentiel des pharmaciens sur I'utilisation de Nigella sativa sur
la LAL

e Question 17

L’ultime question et peut-étre I’une des plus intéressantes de notre point de vue était de savoir
si les pharmaciens étaient susceptibles de proposer la graine de nigelle si celle-ci était inscrite

a la pharmacopée francaise.

Seriez-vous susceptible de la conseiller en complément des traitements actuels pour les
patients atteint de LAL?

Nous avons une majorité de pharmaciens qui ont répondu par I’affirmatif (78,9% soit 45

réponses positives).
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Dans le cas ou la graine de nigelle serait inscrite a la pharmacopée frangaise seriez-vous
susceptible de la conseiller en compléement des traitements actuels pour les patients atteint
de LAL?

57 réponses

@ Oui
® MNon

Par ailleurs, c’est en nous inspirant des travaux de notre confrére, le Dr Claude Marondon,
pharmacien titulaire exercant a I’ile de la réunion que notre ambition de voir la Nigella sativa
comme un médicament a part entiére, nous a poussé a faire des recherches approfondies sur

les bienfaits de cette plante.

En effet, le Dr Claude Marondon, aprés de longues années de recherches et de travail, a pu

inscrire 13 plantes locales (Plante Pei) dans la pharmacopée francaise.
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Conclusion

La thymoquinone présente donc une action pro-apoptotique est antiproliférative sur les
lignées lymphoides (Jurkat et CEMSsS) in vitro. La thymoquinone active 1’apoptose de fagon
dose et temps-dépendante en activant la voie des caspases, elle entraine la production de ROS
de maniére dose dépendante.

Vers un nouveau traitement de la LAL?

Jusqu’a présent, aucune étude clinique utilisant la thymoquinone sur la LAL n’a vu le jour.
Cependant des ¢études cliniques sur d’autres cancers ont €té mise en place. Elles montrent
I’efficacité de Nigella sativa sur la diminution des effets indésirables liées aux traitements

anticancéreux.

Une étude menée chez des patientes atteintes de cancer du sein a conclu que la thymoquinone
aurait une efficacité sur les radiations et retarde ’apparition d’effets indésirables [100]. Une
autre étude clinique a permis d’évaluer I'effet de I'administration de la graine de nigelle sur la
neutropénie fébrile survenant lors de prise en charge des enfants atteints de tumeurs cérébrales
[101]. Ils en ont concluent que les graines de Nigella sativa diminuent l'incidence de la
neutropénie fébrile et donc une amélioration de la qualité de vie. Ces études peu connues, sont
encourageantes et montrent que Nigella sativa pourrait faire 1’objet d’une alternative
thérapeutique complémentaire afin de diminuer les effets indésirables liés aux traitements
anticancéreux. Nous ne pouvons qu’encourager la recherche d’éventuelles études cliniques

pour la LAL.

Actuellement, la graine de nigelle est de plus en plus connue par les pharmaciens d’officine
ou la demande des patients au comptoir est croissante. Les indications majoritaires restent en
dermo-cosmétique et en tant que booster d'immunité. La grande majorité des pharmaciens
d’officine se dit susceptible de la conseiller en complément des traitements actuels pour les

patients atteint de LAL, si celle-ci était inscrite a la pharmacopée européenne.
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6 Annexes

Annexe 1 : Les différentes indications de la graine de nigelle au
Moyen Age

Asthme : Selon Avicenne la graine noire est prescrite pour guérir la maladie que 1’on nomme

« la géne respiratoire ». Par voie orale en solution mélangée avec du natron [10].

Bronchite et toux : Dawid al Antdki avait démontré que I’utilisation de la graine noire se

fera pour « les maladies dues au froid et a ’humidité » [12]. De plus il I’indique aussi pour les

douleurs de la poitrine et la toux [12].

Rhume : Les recommandations pour « déboucher » I’appareil nasal serait de laisser les
graines macérer dans du vinaigre pendant toute une nuit puis de les broyer le lendemain,
ensuite les utiliser sous forme « d’électuaire a priser » (Médicament d'usage interne a
consistance de pate molle, constitué d'un mélange de poudres fines avec du sirop, du miel ou

des résines liquides) [10].

Ballonnement : Ibn Baythar I’utilisait en usage interne, car il avait constaté qu’elle dissipe les

ballonnements [11].

Calcul de la vessie et des reins : La graine noire mélangée au miel et bue avec de I’eau

chaude dissout les « concrétions » et facilite I’évacuation de 1’urine [11].

Cataracte : Huile de nigelle mélangée a « I’huile d’ers » et utilisée sous forme « d’électuaire

a priser » guérit la « chute d’eau dans ’ceil » [12].

Chute de cheveux : Les graines sont briilées et mélangées avec de la cire fondue dans 1’huile

d’iris (sawsan) ou I’huile de henné puis elle est appliquée sur le cuir chevelu [12].

Douleurs articulaires : Ibn Baythar 1’applique sur I’emplacement enflé de la peau pour

pallier aux douleurs des articulations [12].

Intoxication alimentaire : Les graines sont bénéfiques pour soigner « le mal » di aux

intoxications alimentaires [12].
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Faiblesse sexuelle : Pour Ibn Baythar(4) lorsque 1’huile de nigelle est mélangée a de 1’encens

(Kandar) ceci a un effet aphrodisiaque. Dawud Al Ankatari avait, lui, remarqué lors de ses

études sur la graine de nigelle, que celle-ci favorise également I’éjaculation [12].

Fiévre et température : Avicenne et Ibn Baythar avaient tous les deux conclu que la graine

de nigelle avait des vertus pour guérir la fievre due a la lymphe et « I’humeur noire » (la bile)
et de tuer les vers intestinaux [10; 11] Leur protocole de préparation était de les broyer et de
les faire absorber avec du « Skanjbin » (potion a base de miel et de vinaigre) afin de remédier

a la fievre.

Gale et acariose : Si on la broie et on la pétrit avec la graisse de la rose et du vinaigre, elle

gueérit toutes les variétés de gales [10]. Dans ses tableaux, Avicenne I’a citée parmi les

remedes qui traitent 1’acariose, le pririgo et la gale.

Grippe et rhume : Ibn Baythar préconise de frire les graines de nigelle et de les mettre dans

une serviette afin de permettre aux malades de I’inhaler. -Lorsqu’on la fait frire, qu’on
I’écrase, puis qu’on la laisse macérer dans I’huile, trois ou quatre gouttes de cette huile dans le
nez, traitent la grippe qui est accompagnée de fréquents éternuements.Si on 1’applique sur le
front, elle arréte les écoulements du nez [11]. Dawud Al Ankatari I’indiquait afin de favoriser
I’évacuation des glaires. Le protocole était le suivant : laisser les graines macérer dans du
vinaigre et 'utiliser sous forme d’électuaire a priser : ceci afin de guérir le mal de téte, la
migraine, la grippe et I’éternuement [12]. Avicenne, dans ses travaux de recherche, la

préconise aussi sous forme d’inhalation.

Hémiplégie, tétanie et paralysie faciale : Selon Avicenne, la graine noire est un excellent

remede pour « réchauffer les nerfs » et remédier aux atteintes névralgiques dues au froid. Elle
est tout aussi bénéfique sous forme d’infusion a absorber, d’¢lectuaire a priser ou d’onguent a
appliquer. Si on laisse les graines macérer dans du vinaigre pendant toute une nuit puis qu’on
les broie le lendemain et qu’on les donne au malade sous forme d’électuaire a priser, elles
guérissent le mal de téte chronique et la paralysie faciale [10]. Et si on utilise sa matiére
oléagineuse comme électuaire a priser, elle remédie a I’hémiplégie, aux convulsions

tétaniques et a la paralysie faciale.

Ictére : Le protocole pour I’ictére est le suivant : Prendre sept graines, les laisser macérer
pendant une heure dans le lait (de la nourrice) puis les donner sous forme d’électuaire a priser

au malade atteint de jaunisse.
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Impétigo : Selon Galien, elle guérit I’affection qui engendre « des cro(tes sur la peau ».
Infarctus : Parmi ses propriétés particuliéres : elle débouche 1’obstruction des artéres.

Lépre et vitiligo : Lorsque les graines sont broyées et qu’on les a mélangées a du vinaigre,

puis étalées sur les parties atteintes, elles guérissent la lépre, le vitiligo noir ainsi que les
grosses pellicules (squames) [12].

Surdité : Dawud Al Ankatari préconise de frire les graines dans de I’huile et de préférence
I’huile des grains verts (du térébinthe) avec une posologie de quelques gouttes dans I’oreille
atteinte [12]. Ibn Baythar avait aussi conclu que lorsque la graine est broyée et qu’on la
mélange a un peu d’huile de grains verts puis qu’on met trois gouttes dans ’oreille, elle la
guérit de I’atteinte due au froid, au vent ou a I’obstruction (de I’artere qui assure son

irrigation) [11].

Vers intestinaux : Les travaux d’Avicenne nous renseignent sur le fait que la graine de

nigelle est utilisée pour 1’élimination des vers parasites, soit par prise orale des graines, ou par
voie locale en application sur le ventre. Elle peut aussi étre utilisée en la mélangeant avec de

I’eau et appliquée « en pansement » sur le nombril, elle fait sortir les longs vers [10].

La graine chauffée, mélangée avec du vinaigre et étalée sur le ventre, tue les plathelminthes.
Selon Ibn Baythar et Ibn al-Qayyim si la graine est broyée, pétrie avec de 1’cau, de la

coloquinte et on I’applique en pansement sur le nombril, son effet sur les vers est plus fort.
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Annexe 2 : Les différentes indications de la graine de nigelle a

I’époque moderne

Effet_anti-inflammatoire : Selon Chehl.N et al (2009), l'activité anti-inflammatoire est

attribuée a l'inhibition des cytokines pro-inflammatoires, de la production d’eicosanoides et
par la peroxydation des lipides en inhibant la voie de la cyclooxygénase et de la 5-
lipoxygénase du métabolisme de 1’acide arachidonique. De plus, les réponses immunitaires
par les cellules T et les cellules tueuses naturelles (NK) sont également responsables de son

activité immunomodulatrice [15].

Action sur_le systéme cardio vasculaire : Demir H et al (2006) ont mis en évidence les

effets de la graine de nigelle sur la diminution de la pression artérielle. Selon I’étude, 1’huile
essentielle de la graine de nigelle induirait une hypotension par activation du systeme
parasympathique au niveau central.L’activation se ferait par des mécanismes indirects et
directs, qui impliqueraient a la fois les mécanismes 5-hydroxytryptaminergiques et
muscariniques. Le mécanisme direct est induit par une molécule présente dans I’huile
essentielle, la Thymoquinone (TQ), elle est également I’'une des molécules présente dans la

graine de nigelle, qui a un potentiel antihypertenseur puissant [16].

Anti-hyperlipidémie : Ahmad et al (2013) ont étudié I'effet anti-hyperlipidémique de Nigella

sativa. L’étude montre une réduction significative de l'activité hépatique de la HMG-COA
réductase. En outre, cet effet est attribué a deux mécanismes : Premiérement, au blocage de
diéne conjugué et de malondialdéhyde (MDA) basale .Deuxiemement a l'allongement des
temps de latence des lipoprotéines suivantes : La lipoprotéine de trés basse densité (VLDL),
La lipoprotéine de basse densité (LDL), La lipoprotéine de haute densité (HDL) [17].
Cependant, selon une étude de comparaison menée par Kander et al en 2008, un extrait
méthanolique contenant de l'acide linoléique ( ®-6) et de l'acide palmitique serait un extrait
ayant une action anti-hyperlipidémique supérieure a un extrait volatil contenant des composés
antioxydants a base de thymol et phénol-isothymol. La Thymoquinone (TQ) a une activité

anti-hyperlipidémique ainsi qu’une activité antioxydante [18].

Effet hypoglycémiant : L’étude menée par Al Hader et al, (1993) [19] démontre I’activité

hypoglycémiante de Nigella Sativa via un mécanisme non insulino-dépendant. L'huile

essentielle exerce aussi une action insulino-sensibilisante via les récepteurs hormonaux, en
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renforcant I'activité des deux principales voies de transduction du signal intracellulaire [19-
20].

Effet Anti-Nociceptif : Aboul Ela (2002) s'est intéressé aux effets anti-nociceptifs de I'huile

de N. sativa et de la thymoquinone. L’¢tude découvre qu’ils sont liés a 1’activation indirecte

des récepteurs opioides, de sous types pl et k supraspinaux [21].

Potentiel Anti-ocytocique : L'huile essentielle des graines de Nigella Sativa inhibe les

contractions musculaires spontanées des muscles lisses utérines, induites par la stimulation a
l'ocytocine. Ces effets sont en concentration dépendants et réversibles. C’est ce que nous

apprend I’é¢tude menée par Agel M et al (1996) [22].

Effets gastro-protecteurs : Via les etudes de Abdel-Sater et. al. (2009) et Rajkapoor B at al.

(2002), il a éte prouvé que N. Sativa provoque une réduction significative de I'acidité et du
niveau du glutathion. Cependant il entraine aussi une augmentation significative de la teneur

en histamine dans les muqueuses gastriques [23-24].

Action Neuro-protectrice : I.’action neuro-protectrice de N.Sativa a été 1’objet de I’étude

menée par llhan Ah et.al. (2005). II est indiqué que I’huile de N.Sativa est corrélée a sa
capacité a inhiber non seulement la formation excessive d'especes réactives de I'oxygene

(ROS), mais également la régulation des crises convulsives [25].

Action Néphroprotectrice : Yaman at. Al (2010) et Yildiz F et.al (2010) se sont intéressés

aux capacités néphroprotectrices de 1’huile de N.Sativa. Elle agit dans le rein comme un

puissant piégeur de radicaux libres [26-27].

Antiparasitaire : La thymquinone (TQ) a été considéré comme un agent de protection contre

les anomalies chromosomales induites a la suite d'une schistosomiase. D’apres les études

respectives de Aboul-Ela EI (2002) et Shenawy EL (2008) [28-29].

Effet Anxiolytigue L’huile de N. Sativa augmente les niveaux de sérotonine 5-HT dans le

cerveau mais diminue les niveaux de 5-HIAA dans le cerveau de maniére significative.
L’¢tude de Perveen T et al (2009) en a fait I’expérience et a conclu que les concentrations en
tryptophane dans le cerveau et dans le plasma ont également augmenté de maniere
significative apres l'administration répétée par voie orale d'huile de N.sativa. Sur cette base, il

peut étre suggéré que I'huile de N.Sativa est un choix utile pour le traitement de I'anxiété [30].
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Annexe 3 : Etudes de ’activité spécifique de la thymoquinone.

Activité antibactérienne

Une étude menée par Salem et al (2010) s’est concentrée sur les effets de la graine de
nigelle sur une pathologie en particulier : 1’ulcére bactérien dii 8 H.Pylori. La graine de
Nigella sativa a une bonne activité antimicrobienne contre H. Pylori en comparaison a
la trithérapie (Clarithromycine, Amoxicilline, Oméprazole). L’éradication de H. pylori
était de 82,6 ; 47,6 ; 66,7 et 47,8% avec trithérapie et I’ajout respectif de 1, 2 et 3 g de
N.Sativa.

Le taux d'éradication avec 2 g de N.sativa et de Trithérapie étaient statistiquement pas
différents I’'un de 1’autre, alors que I’éradication d” H. pylori avec d'autres doses était
beaucoup moins que I’éradication avec Trithérapie (P < 0,05). L’azithromycine a été
utilisée comme controle positif [40-41]. La thymoquinone présente donc une activité
antibactérienne mais qui reste inférieur a la trithérapie actuelle. Elle peut étre une

bonne molécule candidate pour une augmentation de I’efficacité du traitement.

Activité antifongigue

Ahmad et al (2013) ont démontré les effets de la thymoquinone sur: Anti-
dermatophyte, candidose vaginale Une créme contenant différentes concentrations de
Thymoquinone (TQ) (de 1 a 10%) a été utilisee pour traiter les souris infectées et
I'efficacité a été comparée a celle traitée avec du nitrate de miconazole (2%). 1l a été
fortement recommandé d’utiliser la thymoquinone pour le traitement de la candidose
vaginale. La griséofulvine et le miconazole ont été utilisés comme contrdle positif
[17].

Activité Gastroprotectrice

Les effets de la thymoquinone sur I’acidité gastrique ont été menés dans une étude par
Al Mofleh et. al. (2008) et Terzi et. al (2010), le protocole a été le suivant :

Des rats males ont recu une injection d’huile de Nigella sativa (NSO) (2,5-5 mL / Kg)
ou de Thymoquinone (TQ) (5, 20, 50, 100 mg / kg p.0). Les résultats ont montré que

la thymoquinone et le NSO sont tous deux efficaces dans le traitement de l'ulcere et
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ont une bonne activité gastro-protectrice. L'oméprazole a été utilisé comme contréle
positif [42-43].

Activité Néphroprotectrice

L’huile de N.sativa montre une réduction significative des taux sanguins de l'urée et la
créatinine. La gentamicine a été utilisée comme contr6le positif. Ce sont les résultats
montrés par Ahmad et al (2013) [17].

Activité Pneumoprotectrice

Les effets broncho-dilatatoires de N. sativa ont fait ’objet d’une étude menée par
Boskabady MH et al. (2010).L'étude compare la N.sativa (dose de : 50 et 100mg/ kg )
a la théophyline (dose : 6mg/kg). L’étude était composée de 15 patients asthmatiques.
L'extrait a provoqué une augmentation significative de tous les tests de fonction
pulmonaire mesurés (PFT), dans la plupart des intervalles de temps (p <0,05 a p
<0,001). La theophylline a été utilisée comme contrdle positif. [44].Nous verrons par
la suite plus en détail les mécanismes d’action impliquant la thymoquinone au niveau

des effets anticancéreux, notamment pour la leucémie lymphoblastique.
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Annexe 4 : Le questionnaire Google forms

Lien du questionnaire :
https://docs.google.com/forms/d/e/1FAlpQLSdutdDwL6MdKd2HCnbF2iFhKFv8TFkfFG96
GOh9f-Ehlc65xQ/viewform?usp=sf_link

Questionnaire: These d'exercice en Pharmacie

Madame, Monsieur,

Je suis étudiant en pharmacie filiére officine & I'Université de Lille et dans le cadre de ma thése d'exercice, je
réalise une enquéte sur l'utilisation de la graine de nigelle comme plante médicinale, la prise en charge et le
suivi des patients atteints de leucémie aigué lymphoblastique (LAL).

La graine de Nigelle (Nigella Sativa L.) est une plante médicinale trés utilisée & travers I'Orient et le Maghreb
depuis des siécles, et encore aujourd’hui, pour traiter de nombreuses maladies (I'effet anti-tumoral est attribuée

a son principe actif: la Thymoquinone). M&me si cette plante fait partie de nombreuses préparations
meédicinales, Nigella Sativa reste assez méconnue en France et en Occident.

Adresse e-mail *

Adresse e-mail valide

Ce formulaire collecte les adresses e-mail. Modifier les paramétres

Etes vous

Homme

Femme

Etes vous

Pharmacien Titulaire

Pharmacien Adjoint
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Avez vous entre

23-33 ans
33-43 ans
43-33 ans
53-63 ans

63 ans et plus

Indiquez votre département

Réponse courte

Délivrez-vous des plantes médicinale a la demande du patient 7

Jamais
Rarement
Parfois
Souvent

Trés souvent
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Delivrez-vous des plantes medicinale de votre propre conseil?

Jamais
Rarement
Parfois
Souvent

Trés souvent

Délivrez vous des plantes médicinale sur prescription?

Jamais
Rarement
Parfois
Souvent

Trés souvent
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Quel est le profil des patients qui utilisent la phytothérapie?

Homme &gé de 0-15 ans
Homme &gé de 16-40ans
Homme agé 41-65 ans
Homme agé de 66ans et plus
Femme &gée de 0-15 ans
Femme &gée de 16-40 ans
Femme &gée de 41-65 ans

Femme &gée de 66 ans et plus

Pour quelles indications thérapeutiques étes vous amené a conseiller la phytothérapie?

Réponse longue

Des effets indésirables liés a la prise de phytothérapie vous ont-ils été rapportés 7 Quelle a été votre
attitude ?

Réponse longue

Connaissez-vous des interactions entre la phytothérapie et des spécialités pharmaceutiques qui
seraient susceptibles de vous alerter ?

Réponse longue
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Connaissez-vous la graine de nigelle (Nigella Sativa)?

Oui

Non

Commercialisez-vous des produits a base de Nigelle?

Graine en sachet

Poudre

Huile grasse

Huile essentielle

Aucun

Avez vous deja eu des demandes ou méme des conseils sur l'utilisation de Nigella Sativa au
comptoir? Si oui pour quelles indications?

Réponse longue

Connaissez-vous les principaux signes clinigues et biologiques révélateurs d'une leucémie aigué
lymphoblastique (LAL)?

Réponse longue

Connaissez-vous les traitements disponibles de la leucémie aigué lymphoblastique?

Réponse longue
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Dans le cas ou la graine de nigelle serait inscrite a la pharmacopée frangaise seriez-vous susceptible
de la conseiller en complément des traitements actuels pour les patients atteint de LAL?

Oui

Non
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