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Résumé

Les lectines forment une famille de protéines et de glycoprotéines hétérogene qui
reconnaissent certaines structures oligosaccharidiques. Le but de ce travail est de chercher la
présence des lectines dans les extraits racinaires de deux plantes médicinales par le test

d’hémagglutination et leur étude biologique.

L’extraction a été faite par broyage et macération dans une solution tampon suivi par la

chromatographie sur colonne et puis par I’activité immunitaire et I’activité antioxydante .

L’activité hémagglutination d’extrait de calycotome villosa L a été de 1/9 ( 512) tandis
qu’elle a été de 1/8 (256) de zizyphus jujuba L.
Les lectines de zizyphus jujuba et Calycotome villosa L ne présentent aucune spécificité pour
les saccharides testés . Un test des métaux a été réalisé, le lectines de  calycotome villosa
présente une inhibition avec les trois métaux testée , alors montre que notre lectine est une
métalloprotéine , contrairement le zizyphus jujuba qui n’ont pas été inhibé par les trois
métaux . les lectines de deux plantes reste stable toute au long de gamme du pH testée de 1
jusqu’a 12. Pour Le traitement thermique 1’extrait racinaire de Calycotome villosa L et zizyphus
Jujuba L, a réduit significativement leur activité hémagglutinante , Mais jusqu’ a 90 °C, elle n’a été
pas suffisant pour inactiver totalement I’activité hémagglutinante. les lectines de calycotome
villosa L agglutinent tous les types des groupes sanguins ( ont données une forte sélectivité
surtout sur les hématie du groupe A et B ), par contre les lectines de zizyphus jujuba L

n’agglutine aucune des types des groupes sanguins.

L’application de la chromatographie sur colonne de séphadex G 25 sur les extraits
, zizyphus jujuba L et Calycotome villosa L ont données un seul pic. Et sur colonne de
sephadex G75 sur I’extrait de zizyphus jujuba L a donné un seul pic par contre 1’extrait de
calycotome villosa a montré deux pic . Un autre test a montré que plus la dose employée
augmente plus le systéme immunitaire est stimulé, ce qu’il prouve I’effet qu’exerce les

lectines de Calycotome villosa L et zizyphus jujuba L sur le systéme immunitaire.

I’extrait calycotome villosa posséde une activité antioxydant maximale par rapport a

I’extrait de zizyphus jujuba.

Mots clés: Lectines, Extraction, Activité hémagglutinante, Plante médicinale, Saccharide,

Systéme ABO , systéme immunitaire
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Abstract

Lectins are a family of proteins and heterogeneous glycoproteins which recognize certain
oligosaccharide structures. The aim of this work is to look for the presence of lectins in the
root extracts of two medicinal plants through the test of hemagglutination and their biological
study.

The extraction was made by grinding and maceration in a buffer solution, followed by
column chromatography and then by the immune activity and the antioxidant activity.

The hemagglutination activity of the extract Calycotome villosa L was 1/9 (512) while it

was 1/8 (256) of zizyphus jujuba L.

Lectins zizyphus jujuba and Calycotome villosa L do not present any specificity for the
tested saccharides. A test of the metals has been achieved; the lectins of this Calycotome
villosa present an inhibition with the three tested metals. It shows then that our lectin is a
metalloprotein, unlike the Zizyphus jujuba which hs not been inhibited by the three metals.
The lectins of the two plants remain stable throughout the entire range of tested pH of 1 up to
12. Concerning the heat treatment, the root extract of Calycotome villosa L and L Zizyphus
jujuba, significantly reduced their hemagglutinating activity, but up to 90 ° C, it was not
enough to inactivate the hemagglutinating activity completely. lectins Calycotome villosa L
agglutinates all types of blood groups ( have shown a high selectivity especially on the red
cells of the group A and B); contrariwise, the lectins of Zizyphus jujuba L do not agglutinate
anything from the types of blood groups.

The application of chromatography on the column of Sephadex G 25 on the extracts
of Zizyphus jujuba L and Calycotome villosa have given a single peak. And on the column of
Sephadex G75 on the extract of zizyphus jujuba L has given a single peak; however, the
extract of Calycotome villosa has shown two peaks. Another test has shown that the more
employed dose increases, the more the immune system is stimulated. This proves the effect

that exerts the lectins of Calycotome villosa L and L zizyphus jujuba on the immune system.

the extracts of Zizyphus jujuba L and Calycotome villosa have given a maximum

antioxidant activity

Keywords: Lectins, Extraction, hemagglutinating activity, Medicinal plant, saccharide,

ABO system, immune system ,
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Introduction

Les lectines constituent un groupe de protéines ou de glycoprotéines d'origine non-
immunitaire, qui se lient de fagon réversible aux hydrates de carbone et le plus souvent
agglutinent les cellules ou précipitent les polysaccharides et des glycoconjugués. (Goldstein
et al ,1980).Les lectines ont été redéfinies par Peumans& Van Damme en 1995 tant que
protéines possédant au moins un domaine non catalytique, qui se lie de fagon réversible a un
mono ou oligosaccharide spécifique. Toutefois, selon Cummings (1997), des protéines a
activité enzymatique liés a des hydrates de carbone ne peuvent étre considérés comme des
lectines. En conséquence de leurs propriétés chimiques, ils sont devenus un outil dans
plusieurs domaines de la recherche biologique (immunologie, biologie cellulaire, structure de
la membrane, recherche sur le cancer et le génie génétique). Les lectines sont présentent dans
un large éventail d'organismes de la bactérie aux animaux, étant présentes dans toutes les
classes et les familles, mais pas dans tous les genres et especes (Lis et Sharon,
1994).Beaucoup de plantes a fleurs de groupes taxonomiques divers s’accumulent de grandes
quantités de ce qu'on appelle VSP (végétatif stockage protéines) dans divers organes de
stockage végétatif. Ces VSP jouent un role primordial dans l'accumulation d'azote, le stockage
et la distribution dans les plantes bisannuelles et vivaces, et en conséquence, on pense a
contribuer a la survie de la plante dans son environnement naturel (Staswick, 1994). En outre,
certains VSP avec une activité enzymatique particuliere ou autre activité biologique agissent
comme des protéines de défense contre les animaux herbivores spécifiques ou des invertébrés
phytophages par exemple, et peut donc jouer un double rdle de stockage / défense(Peumans
et Van Damme, 1995 ; Yeh ez al, 1997).

Plusieurs arbres de légumineuses non seulement ont démontré l'apparition de VSP
spécifique a écorce abondante, mais aussi conduit a I'identification de certains de ces VSP
d'écorce.

La présente étude a été réalisée afin d’étudier la présence des lectines dans les racines
de Zizyphus jujuba (L) Lam et Calicotome villosa (Poir.) Link. Ces plantes n’ont été jamais
¢tudi¢es en Algérie sur I’extraction des lectines, raison pour laquelle nous avons fixé les
objectifs suivants :

» FEtude la présence des lectines par le test hémaagglutination avec le sang des lapins.

» Etude I’effet de la température, pH et métaux sur 1’activité de ces lectines.
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» Etude I’affinit¢ de ces lectines vers le glucide et les glycoprotéines par le test

d’inhibition d’une part et vers les globules rouges de I’étre humain par le test ABO

d’autre part.
» Etude de L’activité anti-oxydante des lectines in vitro.

» FEtude D’effet de ces lectines sur 1’activité immunitaire.
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Chapitre I : Généralités sur les lectines

1. Définition des lectines

Les lectines sont des protéines d’origine non immunitaire capables de reconnaitre des
glucides complexes de maniere spécifique et réversible. Ces protéines ne montrent aucune
activité enzymatique vis-a-vis de leur ligand (Lis et Sharon , 1998). Cette classe des
protéines est dénommée par Boyd en 1954, sous le nom «lectine» dérivée du mot latin
«lectus» qui est le participe passé du verbe «légerey, qui veut dire «sélectionner» ou «choisir»
(Lieneret al., 1986). Les lectines sont relativement petites, leurs masses moléculaires étant
comprises entre 50 et 120 KD. Elles sont habituellement formées de deux (diméres) ou quatre
(tétrameres) sous-unités identiques (Ghopkins et Evrard, 2003) Elles sont aussi appelées
agglutinines car elles sont capables d’agglutiner les cellules (comme les érythrocytes) et les
glycoconjugués. Cette caractéristique trés importante des lectines est due au fait que ces
protéines sont généralement multivalentes , car elles possédent au moins deux sites de
reconnaissances par molécule, ce qui permet d'expliquer pourquoi elles vont précipiter des
polysaccharides, des glycoprotéines ou des glycolipides et induire 1'agglutination de cellules
diverses( Liener ef al, 1986). Les lectines provoquent I’hypertrophie de I’intestin gréle et du
pancréas et 1’atrophie de la rate et de thymus. Ces effets néfastes des lectines sont inactivés
(principalement) par leur traitement thermique dont I’efficacité est fonction de la température
et de la durée de traitement (Meiteet al., 2006). Bien qu’il existe des lectines thermorésistants

(Guillaume, 1993). Quelques lectines importantes sont énumérées dans le tableau 1
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Tableau 01 : les lectines et leurs applications (Bothan et Weil, 2011)

Lectines Exemple et commentaire
Lectine de légumes ConcanavalineA, lectine de pois
Agglutinine de germe de blé Fréquemmentutilisée dans 1’étude des

surfaces ou membranaires de cellules

normales ou cancéreuses

Ricine Glycoprotéines cytotoxiques provenant des

graines de ricine

Toxines bactériennes Entérotoxine thermolabile d’E.coli et toxine

du choléra

Hémagglutinine de virus de la grippe Responsable de I’attachement a la cellule

hote et de la fusion membranaire

Lectine de type S Lectine animales se lient le B-galactose,
elles ont des roles dans les intéractions
cellule-cellule et cellule-matrice

extracellulaire

2. Historique

En 1888,P. H Stillmarka découvert la premiere lectine qui décrivit dans sa theése de
doctorat présentée a I’université de Doprat (maintenant Tartu,Estonie) quedes extraits de
graines de ricin (Ricinuscommunis) agglutinaient des érythrocytes .(Sharon et Lis , 2004).. .
A partir de ce moment, d’autres substances d'origine végétale possédant une activité
hémagglutinante ont ét¢ découvertes .Ensuit P. Ethrlichea découvert la méme activité dans
I’extrais du pois rouge (Abrus precatorius).

En 1919, James B. Sumner, de ["université Cornell (Ithaca, New York), isola a partir du
pois (Canavaliaensiformis) la premiere hémagglutinine pure, la concanavaline A
(Sumner,1919). Il fallut patienter presque vingt ans et les travaux de Sumner et Howell en

1936 pour que la spécificité de ces protéines pour les sucres soit mise en évidence avec
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I’inhibition de 1’hemagglutination de la concanavaline A par des saccharoses (Sumner et
Howell, 1936).

En 1954, Boyd § Sharpleigh ont démontré la propriété de ces protéines d’agglutiner
sélectivement des érythrocytaires humains d’un groupe sanguin donne (Boyd et Shapleigh,
1954). L’étape importante dans 1’histoire des hémagglutinines est la découverte que certaines
d’entre elles agglutinent les globules rouges appartenant uniquement & un groupe sanguin
donnée (systeme ABO) sans affecter les cellules sanguines des autres groupes.

Tableau 02 : Historique de la découverte des lectines (renato et col, 1991)

Warden &Waddel
/Bruyllant&Venneman

Stillmark

Hellin
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Landsteiner

Marcusson-Begun/Siever

Liener

Watkins &Morgan

i
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1981 Reinsner et al. L'utilisation de lectines dans les greffes de

moelle osseuse

1990 Yamauchi&Minamikawa Expression de Con A dans les cellules

d’Escherichia coli

3. La structure des lectines
Les lectines sont classées en trois grandes classes :
a. Les lectines simple :
Ces lectines sont formées de plusieurs monomeres (pas forcement identiques), dont la
masse moléculaire généralement ne dépasse pas 40KDa. Cette classe comprend pratiquement
toutes les lectines végétales, les lectines bactériennes solubles et les galectines (une famille de

lectines animales spécifique pour le galactose) (Lenka, 2006) (figure 01)

-

Figure 01 : Représentation graphique d’'un monomeére de concanavaline A de

canavaliensiformis en complexe avec le trimannosoide (Lenka, 2006).

La protéine est représenté par un ruban rouge pour les hélices a ,un ruban jaune pour les brins

B et un fil pour les autres zones le sucre est représenté sous forme de baton et les cations en

boule (Lenka,2006)
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b. les lectines en mosaiques

Cette classe regroupe diverses lectines de différentes sources (animale, virus) il s’agit de
molécules complexe composée de plusieurs type de domaines ou modules, dont un seul

posséde le site de liaison (Lenka ef al., 2006).

Figure 2: Représentation graphique d’un trimére d’hémagglutinine de virus influenza en
complexe avec de 1’acide sialique (Lenka et al., 2006).

c¢. Les assemblages macromoléculaires

Les lectines de ce type sont fréquemment trouvées chez les bactéries, ou elles forment
des structures filamenteuses de 3a 7 nm de diamétre et jusqu’a 100nm de longueur, appelées
fimbriae ou pili. La plus grande partie d’un filament fimbrial est formée par la polymérisation
d’une unité prédominante, qui ne jusqu’un réle structural. Seul un type d’unités, généralement
une composante minoritaire, possede le site de liaison pour les glucides et donc est

responsable de la capacité d’adhésion du fimbriae (Lenka, 2006) (Figure03).

(e

Figure 03: Représentation schématique de différents fimbriae de la bactérie d Escherichia

coli
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4. Les sites de liaisons des lectines

Le site de liaison d’une lectine est généralement constitue par un creux sur la surface de
la protéine, dont la forme ne varie pas beaucoup apres la liaison du ligand. La lectine interagit
avec le ligand par un réseau de liaisons hydrogéne et d’interactions hydrophobes (Goldstein
et Poretz, 1986). Les interactions de type salin ne sont généralement pas impliquées dans les
interactions lectine-sucre sauf pour des glucides chargés comme I’acide sialique (Pontet,
1996). Les lectines ne modifient pas biochimiquement les hydrates de carbone aux quels se

lient (Gabius, 1985).

Bacterium

Figure 04 : Représentation schématique d’exemples d’interaction lectines-glucides (Sharon

et Lis, 1993)

5. La spécificité et I’affinité des lectines

La spécificité d’une lectine est généralement définie par les sucres qui inhibent le mieux
ses propriétés d’agglutination ou de précipitation (Robert, 2008).La plupart des lectines sont
spécifiques pour un petit nombre de sucres et que, dans la majorité des cas, ces sucres sont
présents dans et sur la surface des cellules, surtout sous la forme de glycoconjugués. On peut

identifier deux classes de lectines par rapport a leur spécificité : celles qui reconnaissent un
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monosaccharide spécifique et celles qui reconnaissent exclusivement des oligosaccharides
(Sharon, 2003). Les protéines spécifiques pour des monosaccharides sont classifiées en cinq
groupes, selon le sucre pour lequel la lectine présente la plus forte affinité : le Mannose
(Man), le Galactose(Gal)/N acetylgalactosamine (GalNAc), le N-
acetylglucosamine(GlcNAc), le Fucose (Fuc), I’ Acide sialique (acide N-acetylneuraminique,
NeuAc) (Lis et Sharon ,1998). Cette reconnaissance est souvent désignée comme la
spécificité primaire  des lectines. Ces monosaccharides et leurs dérives sont ceux qui sont le
plus souvent présents sur les epitopes glycaniques des surfaces cellulaires. La plupart des
lectines peuvent se lier a des monosaccharides, mais leur affinité sera en général plus forte
pour certains oligosaccharides. (Dam et Brewer , 2002).

Tableau 03 : La Spécificité osidique de certaines plantes a lectines (Renato et coll,1991)

Especes Spécificité

Abrus precatorius Gal

Adeniadigitata Gal

Aleuriaaurantiaca L-Fuc

Canavaliabrasilensis Man >Glc

Canavaliaensiformis Man >Gle

Dolichosbiflorus GalNAc

Phaseolusvulgaris GalNAc

Vicia sativa Man

Ulexeuropaeus | L Fuc

Momordicacharantia GalNAc

Cytissussessilifolia GlcNac>Fuc>Gal

Datura stramonium GlcNAc
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6. La Classification des lectines :

6.1 Chez les animaux :

a) Les lectines extracellulaires

Les lectines extracellulaires comprenant toutes les autres familles, comme les lectines
de type C et R, ainsi que les galectines. Ces lectines sont généralement impliquées dans la
signalisation et 1’adhésion cellulaire, la clairance de glycoprotéines ou encore dans la

reconnaissance des pathologies (Chabrol et al., 2012).

b) Les lectines intracellulaires

Les lectines intracellulaires sont composées de quatre groupes ; les calnexines, les
lectines de type M, P et L. ces lectines jouent des roles essentielles dans le trafic
intracellulaire, 1’adressage des glycoprotéines ou encore dans leur dégradation (Chabrol et

al., 2012).

6.2 Chez les végétaux :

a) Les mérolectines

Les mérolectines sont de petits peptides, formés d’une seule chaine polypeptidique et ne
possédant qu’un seul domaine de liaison aux glucides, dit monovalentes (exemple : héveine
,protéines d’orchidées), et ils sont incapables de précipiter les glycoconjugués ou d’agglutiner
les cellules, donc non agglutinantes (Peumans ez Van Damme, 1995).

b) Les hololectines

Les hololectines sont des lectines di ou multivalentes c’est a dire ils contiennent deux
domaines (ou plus) de liaison aux glucides quasi- identiques ou du moins trés homologues.

Les hololectines peuvent précipiter les glycoconjugués et agglutiner les cellules. Elles
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présentent la majorité des lectines de plantes (exemple: ConBr la lectine de

Canavaliabrasilensis) (Van Damme et al., 1998).
¢) Les chimérolectines

Les chimérolectines sont des protéines de fusion ayant une activité de reconnaissance
glycanique, car ils possédent un ou plusieurs domaines de liaison aux glucides, ainsi qu’un
domaine avec une activité catalytique bien définie et agissant indépendamment du site de
liaison (Van Damme et al., 1998). Selon le nombre de liaison aux glucides, les
chimérolectines se comportent comme des mérolectines (exemple : chitinase classe 1) ou
comme des hololectines (exemple : type 2-Rip ribosominactivatingproteine ; protéine

inactivant les ribosomes comme la ricine) (Peumanser Van Damme, 1995).
d) Les superlectines
Les superlectines sont des oligomeres poly-spécifiques constitués de plus de quatre
monomeres, elles sont considérées comme un groupe spécial de chimérolectines composé de

deux domaines différents structuralement et fonctionnellement (Van Damme et al., 1998).

Tableau 04 : La classification structurale des lectines des plants (Van Damme ef al., 1998).

4|
G D
2= Banana lectin
Heveina (IHEV) ConBr (3JU9) PPLZ (2GSJ) (2BMY)

7 Distribution des lectines dans le monde de vivant

Initialement décrites dans le régne végétal ou elles sont particulieérement abondantes,
notamment chez les 1égumineuses et les graminées, les molécules sont en fait des molécules
universelles. Elles sont en effet largement répandues dans le monde vivant puisque 1’on en

rencontre méme chez les virus et les bactéries. A titre d’exemple, le virus grippal présente des
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spicules d’hémagglutinine qui permettent son ancrage a la surface des cellules épithéliales de
I’oropharynx. Des lectines sont ¢également décrites chez les protozoaires tels que
Entamoebahistolyticaet Entamoebadispar, on en rencontre méme chez les animaux
supérieurs, notamment chez ’homme ou elles sont impliquées dans de nombreux processus

physiologiques (Bouchara et Trouchin, 2003).

7.1 Les lectines animales

Les lectines animales sont réparties dans des familles trés différentes. Les trois familles

les plus étudiées sont les galectines, les lectines de type C et les siglecs .

» Les structures de galectinessont relativement simples. Ces protéines sont spécifiques
pour le [-galactose et plus précisément pour le lactose (B Gall-4Glc) et le

Nacetyllactosamine ( Gall-4GIcNAc) (Leffler et al, 2004).

» Les lectines du type C présentent un CRD (Carbohydrate Recognition Domain) bien
conservé qui implique un atome de calcium dans D’interaction protéine-sucre
(Drickamer,1993). Les lectines de type-C sont soit en circulation dans le plasma, soit
attachées aux surfaces cellulaires par la présence d’un segment transmembranaire. Un
exemple de la structure 3-D d’une lectine du type C est la E-selectine en complexe

avec le Sialyl LewisX (PDB 1GI1T) (Somers et al, 2000) (Figure 5).

Figure 5 : Représentation graphique de la structure de la E-selectine humaine en
complexe avec le Sialyl LewisX (PDB 1G1T) (Somers et al, 2000). Le calcium est

représenté par une sphére bleue et le ligand par des batonnets.
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» Les Siglecs, ou lectines de type I, constituent une famille de lectines qui reconnaissent

I’acide sialique (Crocker, 2002).

» Les autres classes de lectines animales comprennent les lectines du #ype P qui sont
formées par les lectines qui fixent le mannose-6-phosphate, comme la lectine bovine
CDMPR(Roberts et al, 1998). Les pentraxines qui sont une famille des lectines
capables de se lier a des ligands de maniere Ca2+ dépendante (Emsley ez al, 1994) La
plupart des lectines des vertébrés ont une localisation extracellulaire et sont capables
de détecter les modifications de glycosylation sur les cellules environnantes. Elles
jouent donc un role dans la vie sociale des cellules et sont impliquées dans des
processus tels que la fécondation, la migration et le développement cellulaire
(Aragao, 2009).

Par exemple, dans le processus de fécondation, un glycoconjugués de la surface de

I’ovule interagit avec une lectine (spermadhésine) du spermatozoide (Topfer-Peterse et al,

1998)

7.2 Les lectines des plantes

Historiquement, les lectines de légumineuses telle que la concanavaline A (ConA) ont
¢été les premicres a étre caractérisées. La premiére structure cristallographique d’une lectine de
légumineuses (la ConA) a été déterminée en 1972 (Edelman et al. , 1972 ; Hardman et

Ainsworth ,1972)
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Figure 6 : Tétramere de la protéine ConM de Canavaliamaritima complexée avec le
tréhalose(code PDB 2CY6) (Delatorre et al, 2006). Les cations sont représentés par des

sphéres (Calcium en jaune et Manganése en vert) et les ligands par des batonnets

La famille des Monocotylédones présente des lectines spécifiques pour le mannose, la
premiére structure 3-D a été la Galanthusnivalisagglutinine (GNA) (Wright C.S. et Hester,
1996). La famille de Moraceae est formée par les lectines qui fixent le galactose telle que la
jacaline isolée des graines de Artocarpus integrifolia (Sankaranarayanan et al, 1996). La
famille Amaranthaceae contient la lectine ACA de Amaranthuscaudatusqui a été cristallisée

avec le Gal ' 1-3GalNAc (Transue et al, 1997).

Les lectines de plantes semblent étre impliquées dans la défense contre les
phytopathogenes et les prédateurs, certaines ayant des activités insecticides (Chrispeels et

Raikhel, 1991 ; Rudiger et Gabius, 2001).

7.3 Les lectines des microorganismes
Les infections sont toujours initiées par 1’attachement du microorganisme aux tissus de
I’hote. Ce phénomene implique la reconnaissance des cellules de I’hdte le microorganisme, et

nécessite la présence a la surface des deux protagonistes de molécules complémentaires de
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type récepteur-ligand (Bouchara et Trouchin, 2003). Les microorganismes pathogenes,
virus, bactéries, champignons ou parasites eucaryotes, utilisent fréquemment des lectines pour
reconnaitre les sucres présents sur la surface des cellules hote. Ces interactions lectines-sucres
jouent également un rdle dans I’adhésion sur les tissus richement glycosylés présents dans les
voies respiratoires, digestives ou dans 1’appareil urogénital (Imberty et Varrot, 2008 ;
Sharon, 1996)L’exemple le plus marquant de lectine de virus est I’hémagglutinine du virus
de la grippe (Influenza virus). Cette hémagglutinine interagit avec un récepteur de la surface
des cellules hotes, I'acide 5-N-acétylneuraminique (l'acide sialique). Sa structure 3-D a été
résolue

en complexe avec son récepteur naturel et avec 12 analogues de ligands (Weis et al, 1990).
Les bactéries qui s’attachent aux surfaces s’agglutinent dans une matrice polymerehydrate
qu’elles produisent, et donc forment un bio film (Imberty, 2011).Les lectines bactériennes
connues peuvent étre classées en trois familles principales : les lectines fimbriaes (pili et
flagelles), les toxines et les lectines solubles (Imberty et al., 2005) Entamoebahistolyticaet un
parasite entérique qui peut tuer les cellules hotes viaun mécanisme dépendant du contact.
Cette assassinat implique la protéine de surface amibienne dénommé le Gal / Gal Nac lectine
se lie au galactose et au Nacétylgalactosamine permettant 1’adhérence des amibes aux cellules
hotes (Boettner et al., 2002). Les lectines des champignon ont principalement des propriétés
pharmacologiques intéressantes, par exemple la stimulation du systtme immunitaire contre
I’hypertension et contre I’hypercholestérolémie mais aussi antivirales et anticancéreuses (She

etal., 1998 ; Szeet al., 2004).

8 Fonction biologique des lectines

8.1 Chez les plantes

Fonction dans I'¢longation des parois cellulaires ; fonction de cofacteurs enzymatiques
agissant avec des enzymes glycoproteiques ; intervention dans le transport des glucides et
dans leur mise en réserve dans les graines ; contrdle de la division cellulaire (mitogenicite) et
de la germination ; intervention dans les processus de reconnaissance de cellule a cellule
(Etzler, 1986 ; Kaminski et coll.,, 1987). d’autres études, suggerent que les lectines
favorisent l'invasion des plantes par des pathogénes en servant de récepteurs pour des

phytotoxines, ou de molécules d'adhésion pour le pathogéne. L'infection de la canne a sucre
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par le champignon Helminthosporium sacchari est un exemple de ce type de pathogencse

(Etzler, 1986).

8.2 Chez I’homme

Les lectines sont largement utilisées comme outils dans la recherche et dans le secteur
biomédical. Elles sont utilisées lors du test d’hemagglutination en pratique clinique pour
distinguer les types du sang (A, B et O), exemple : la lectine de haricot de lima
(Phaseoluslunatus) se lie a N-acétyl-D galactosamine et agglutine seulement des globules
rouges de type A (Goker et al, 2008). Certaines lectines purifiées a partir des graines de
légumineuses présentent des propriétés anti-inflammatoires (Alencar et al ,2005 ; Gomes et
al, 2012). Elles contrdlent les niveaux des protéines dans le sang (Rydz et al., 2013) car elles
sont responsables au transport des protéines, peptides et les médicaments natifs (Sutapa et
Gopa,2013). Les lectines ont la capacité d’inhiber la croissance des cellules cancéreuses, La
récente découverte suggere que les cellules malignes sont plus facilement agglutinées par des
lectines que les cellules normales. Ces agglutinations sélectives pourraient étre utilisées dans

le traitement du cancer (Voet et Voet, 2005)

9 Propriétés des lectine

Les propriétés biologiques des lectines sont multiples et variées :

9.1 L’interaction lectine—glucide

Les lectines sont toutes constituées d’au moins une cavité de reconnaissance glycanique
qui possede une plasticit¢ et leur permet d’interagir plus spécifiquement avec
certainsglycoconjugués que d’autres (Jain et al., 2001), ces glycannes interagissent par des
liaisons non-covalentes avec les acides aminés formant la cavité de reconnaissance
saccharidique de la lectine (Jeyaprakash er al.,, 2003). La partiec non glycanique des
glycoconjugués peut également interagir avec les acides aminés avoisinant la cavité de

reconnaissance (Jeyaprakash et al., 2003).
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9.2 L’agglutination des cellules

C’est la manifestation la plus visible de I’interaction des lectines avec les cellules .Pour
qu’elle se produise, les lectines doivent posséder au moins deux sites de reconnaissance et de
liaison avec des saccharides de surface des cellules animales ou autres (bactéries, virus,
mycoplasme, champignon). Les lectines monovalentes a un seul site de reconnaissance ne

provoquent pas d’agglutination (Peumans et coll., 1995 ;Wang et coll., 1998).

9.3 L’activités mitogene

Une des propriétés les plus étonnantes des lectines réside dans leur pouvoir de
transformer les petits lymphocytes du sang en cellules blastiques. Cette transformation
lymphoblastiques résulte du pouvoir mitogéne des lectines mais en général elle ne s’exerce

que sur les lymphocytes T (Nachbar ef Oppenheim, 1980 ;Falasca, 1989 ; Babosa, 2001).

9.4 Effets mimétiques des hormones

Les lectines des graines d’haricot rouge (Phaseolusvulgaris), qui ont une haute
réactivité avec les membranes cellulaires et leurs récepteurs peuvent mimer les effets des
hormones. En effet, les lectines pures des graines de haricot rouge sont connues pour avoir

une activité insuline-like sur les grosses cellules isolées (Greer et coll.,1985).

9.5 Inhibition de la croissance des cellules cancéreuses :

Les travaux de Valentier et coll. (2003) suggerent que les lectines alimentaires
pourraient inhiber la croissance cellulaire des cellules du cancer du sein de ’homme in vitro.
Les lectines peuvent étre injectées dans la circulation sanguine a des doses non toxiques pour
I’organisme afin d’induire spécifiquement la mort de cellules tumorales par apoptose,
autophagie ou en activant les défenses immunes anticancéreuses (Poiroux, 2011). Egalement

ils inhibent leur migration (Banwell, 1983).
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9.6 La propriété antivirales

Les lectines peuvent avoir des actions antivirales comme celles observées par les RIPs
(Ribosomes inactivant les protéines) (Wang et coll, 1998).Les lectines mannose-spécifiques
isolées de bulbes de 15 especes sauvages du genre Narcissus cultivées en Espagne ont une
activité inhibitrice anti-VIH1. L’activit¢ anti-VIH-1 la plus efficace est obtenue avec les

extraits de 1’espéce Narcissustortifolious (Lopez, 2003).

9.7 La propriété antibactérienne

Les lectines sont des outils de régulation de la migration et 1’adhésion des cellules
bactériennes (Tanne ef Neyrolles , 2010) . Les lectines animales comme les lectines
récepteurs des kinases (LecRKs) sont impliquées dans la résistance aux bactéries (Singh et
al., 2012) aussi bien pour les lectines de type C qui résistent contre la bactérie Listeria
monocytogenes (Mukherjee ef al., 2014). Concernent les lectines humain de type L (LTLs),
elles ont la capacité d’agglutinées les bactéries par une manier calcium dépendent ou par leurs
opsonisation en fixent sur les glycoconjugués de ces micro-organismes (Zhang et al., 2012 ;

Huang et al., 2014 ; Xu et al., 2014)

9.8 Autres propriétés

Les lectines expriment diverses activités biologiques telles que la précipitation des
glycoprotéines, 1’activation de la voie alterne du complément et [’agrégation des
immunoglobulines (Nachbar et coll, 1980), I’induction de la libération de I’histamine a partir
des cellules basophiles et des mastocytes (Gomes, 1994), les effets pro et anti inflammatoires

(Assreuy , 1997) I’induction de I’apoptose (Kulkarni ,1998).

10 L’intérét des lectines

Les lectines peuvent interagir avec des systémes biologiques et développer une diversité
d’événements et fonctions dans ces organismes vivants. Ces interactions ont une grande
importance car elles se retrouvent impliquées dans des processus biologiques ainsi que dans

des processus pathologiques (Lis et Sharon, 1998). Aujourd’hui les lectines sont largement
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utilisées comme outils dans la recherche, dans le secteur biomédicale et dans le domaine

agronomique.

10.1En biochimie et protéomique

Les lectines fournissent des outils pour étudier les glycoprotéines (anticorps , cytokines
, hormones , facteur de croissance , enzymes , récepteurs et méme toxines et virus ) pour les
purifier (par affinité , une fois couplés a un support chromatographique ) ;pour les détecter
(une fois marqué par un fluorophore ou un une enzyme , immuno-blotting , immuno-
précipitation ...) .Les glycoprotéines éventuellement apres clivage enzymatique , peuvent
ainsi €tre caractérisées quantativement .(structure des complexe et interaction) . (DOLE.A.et

LINDEBERG. S. ,2005)

10.2Dans le domaine biomédical

a) Hématologie

Certaines lectines reconnaissent spécifiquement les antigénes des groupes sanguins
humains (Boyd et Sharpleigh, 1954) et sont utilisees pour leur identification dans des

banques de sang.

b) Immunologie

De par leur spécificité, les lectines immobilisées sur colonne peuvent et réutilisées pour
I’identification et la purification des glycoconjugués aussi bien que pour leur caractérisation
(Hirabayashi , 2004). Les lectines mitogenes sont employées pour déceler les allergies
médicamenteuses, pour reconnaitre les déficiences immunologiques congénitales ou acquises,
pour étudier les sensibilisations dues aux maladies infectieuses et pour juger des effets de

diverses manipulations immunosuppressives et immun thérapeutiques (Jaffe, 1980).

¢) Biologie cellulaire
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Les lectines sont des outils pour étudier la nature, les structures, la dynamique des
membranes cellulaires (possédant des résidus saccharidiques) sous des conditions normales et

pathologiques (Jaffe,1980).

d) Cancérologie

Certaines lectines purifiées partir d’invertébrés terrestres ou marins sont employées
comme marqueurs histochimiques puisque certaines maladies tel le cancer sont associées une
modification des glycannes présents sur les cellules (Guillot et coll, 2004 ; Kenoth et al
,2001) rapportent qu’en raison de leur agglutination préférentielle aux cellules cancéreuses,
les lectines sont suggérées comme transporteuses pour diriger drogues et produits

pharmaceutiques vers les cellules cancéreuses.

10.3Dans le domaine agronomique

Les lectines peuvent étre utilisees dans la lutte contre les agents pathogeénes (nuisibles)
des plantes telles que les insectes, les nématodes du sol, les vers parasites qui commettent

d’importants dégats dans des cultures (Murdock et coll. , 2002).

11.Le role des lectines dans Pimmunité

Les lectines sont utilisées en immunologie par Paul Ehrlich au début des années1890,
comme antigéne. Les changements morphologiques et biochimiques qui se produisent dans
les lymphocytes stimulé par les lectines in vitro ressemblent & la plupart des réactions
immunitaires provoqués par un antigéne qui se déroulent in vivo (Sharon,1983). Dans les
cellules animales les lectines jouent un role dans la défense dans le cadre d’une réponse de
I’immunité innée (De Hoff et al., 2009).Le systétme du complément, son activation peut étre
initiée par des complexes immuns (voie classique), par des oligosaccharides microbiens (voie
des lectines) ou par divers composants de surface des pathogenes (voie alterne) (Cavaillon,
2005). La voie lectine est initi¢ par la fixation de diverses lectines, telles la MBL, sur des
résidus glucidiques de membranes microbiennes, cette interaction permet de 1’activation des
protéases MASPS (MBL-Associated Serine Protéase) (Ayméric et Lefranc, 2009). La lectine

liant le mannose (mannose bindinglectin, MBL) est une molécule de la reconnaissance de la
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voie lectine du complément qui joue un réle dans I’'immunité inné (Roos et al., 2007). Les
invertébrés n’ont pas un systéme immunitaire adaptatif et les lectines jouent un role important
dans leurs systémes immunitaires innés en reconnaissant microbes ou agents pathogenes
(Kawsar et al., 2010). La phagocytose se produit lorsque les microorganismes entrent en
contact avec les membranes cellulaires des phagocytoses. La premiére étape consiste en
I’adhésion des microorganismes a la membrane des phagocytoses grace a I’existence de
lectines de surface. Ces lectines reconnaissent des structures glucidiques présentes sur les
glycoprotéines ou des glycolipides des membranes externes notamment bactériennes
:récepteur de mannose — fucose, récepteur de galactose et récepteur de B-glucane (Guénard et

al., 2001).
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Chapitre II : Le systéme sanguin

Les groupes sanguins
1. Historique
En 1900 le médecin Autrichien Karl Landsteiner (1868-1943) démontre que les

sangs humains ne sont pas tous semblables ni tous compatibles entre eux. Il découvrit le
systeme ABO, suivant lequel le sang se partage en quatre groupes : A, B, AB ou O, selon les
antigénes que I’on trouve associés aux globules rouges des personnes (Boucher, 2008 ; Danic
et Lefrére, 2011). Un autre antigéne important des globules rouges est le facteur rhésus Rh

identifi¢ en 1940 par Landsteiner et Weiner (Brooker, 2001).

2. Le systtme ABO

Le systeme de groupe sanguin ABO se définit a la fois par la présence d’antigene sur les
hématies et par la présence d’anticorps naturels réguliers dans le plasma. La présence sur les
globules rouges d’un antigéne exclut la présence dans le plasma de I’anticorps qui lui
correspond, exemple : si, dans le sang d’un individu, les hématies sont porteuses de I’antigéne
A, le plasma ne peut pas posséder d’anticorps anti A. sinon la réaction antigéne-anticorps

provoquerait une agglutination (Rame et Naccache, 2001).

Les antigénes A et B détectes par des anticorps spécifiques définissent quatre groupes
sanguins principaux : A, B, AB, O (Ramata, 2010).

v’ groupe O (antigéne A et antigéne B absents et anticorps anti A et anti B présents):
43% de la population francaise ;

v' groupe B (antigéne B présent et anticorps anti A présent): 11% de la population
francaise;

v’ groupe A (antigéne A présent et anticorps anti B présent): 42% de la population
francaise .

v' groupe AB (antigéne A et antigéne B présents et absence d’anticorps): 4% de la
population francaise(Béziat et al., 1996).
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3. Facteur rhésus
Le facteur R est I’un des plus importants systémes de groupes sanguins apres le systéme
ABO, ses antigénes (C, D et E) sont aussi importants que ceux de systtme ABO. Les
personnes dans le sang des quelles cet antigéne est, sont dites Rh+, tandis que les autres sont
Rh- (Boucher, 2008).
4. Structure des antigenes de groupes sanguins du syst¢éme ABO
Les antigénes du systtme ABO proviennent d’une famille des glycolipides présents a la
surface des globules rouges. Leur structure de base est constituée de lipide céramide auquel
est attaché un oligosaccharide composé d’un glucose (Glu), d’un galactose (Gal), d’une N-
acétyl-galactosamine (Gal Nac), d’un galactose (Gal) et d’une fucose (Fuc). Les sujets du
groupe O ne produisent que ce glycolipide. Les sujets du groupe A ont un enzyme qui ajoute
une molécule de N-acétyl-galactosamine a la chaine oligosacchridique pour former 1’antigéne
A, alors que les sujets du groupe B ont une enzyme qui ajoute une molécule de galactose pour
former I’antigéne B. Les globules rouges des sujets du groupe AB expriment en plus la
structure de base dépourvue des glucides terminaux, ce qui explique pourquoi des allo-

anticorps ne sont pas produits contre le groupe O (Parham, 2000) (figure 7)
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Figure 07 : Structure des antigénes de groupes sanguins du systtme ABO (Parham, 2000).
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5. Détermination du groupe sanguin

La détermination des groupes sanguins ABO se fait a I’aide de deux épreuves :
L’¢épreuve globulaire dite de Beth-Vincent (consiste a détecter les antigeénes présents sur les
globules rouges du patient grace a des anticorps de spécificité connue = sérum test) et
I’épreuve sérique dite de simonin (consiste a détecter les anticorps naturels présents dans le
plasma grace a des globules rouges de groupe connu (globules tests). La détermination du
groupe sanguin ABO d’un patient est systématiquement associée a la recherche de I’antigéne

D (Béziatet al., 1996). (Tableau 05).

Tableau 05: Les Lectines spécifiques des groupes sanguins

Origine de léctine Groupe spécifique Référence
Bandereira
simplicifolia-1 B

Richard, 1998
Sophora japonica A,B

Vicia villosa A

Nelumbo vucifea B Gokeret al, 2008
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Chapitre I1I : stress oxydatif
1-Définition

Lorsque I'un des systemes protectifs de 1’organisme contre la toxicité des radicaux
libres (RL) montre un échec, 1’action des radicaux libres devient incontrolable, ce qui conduit
a des dommages au niveau des molécules, des cellules, des organes et potentiellement a la
mort de I’organisme (Durackova, 2008).

La conséquence des effets nocifs des RL et des métabolites réactifs est dite « stress oxydant »
(figure 08).Ce terme est défini initialement comme étant « Un déséquilibre profond de la
balance entre les prooxydants et les antioxydants en faveur des premiers » (Baskin et al.,
1994 ; Barouki, 2006 ; Jenkins et al., 2007 ). Cette définition ne signale aucun effet délétere
d’un tel changement sur la fonction des tissus et n’indique pas I’origine de ce déséquilibre s’il
est di @ une augmentation de la production des oxydants ou a une diminution de la capacité
réductrice des tissus (Kehrer , 1993 ; Barouki , 2006). D’autres chercheurs ont dit que le
stress oxydant désigne un état caractérisé par une augmentation de la génération des ROS
(reactive oxygen species) en ajoutant que ce terme est synonyme du dommage (Kehrer,
1993).

Selon les points de vue actuels, le stress oxydant peut étre défini comme étant « un
déséquilibre entre la production et 1’élimination des métabolites réactifs de 1’oxygeéne et du
nitrogéne en faveur de leur production conduisant a des dommages potentiels (Durackova,

2008) et a des dégats cellulaires irréversibles (Pincemail ez al., 1999 ; Abuja et al., 2001)».
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Figure 08 : Stress oxydant (Durackova, 2008)

2- Les espéces réactives de I’oxygéne

L’oxygéne représente, aprés l’azote, le deuxiéme élément le plus abondant dans
I’atmosphere (21%). 1l a été caractérisé en 1772-1774 par Lavoisier, un chimiste francais.
L’oxygene est un ¢lément indispensable a la vie des organismes aérobies. Ces organismes
utilisent 1’oxygéne pour oxyder les substrats riches en carbone et en hydrogeéne. Cependant,
quand on oxyde les molécules avec 1’oxygene, ce dernier est réduit et forme des
intermédiaires radicalaires, trés réactifs connus sous le nom espéces réactives de 1’oxygene
(ERO). Les ERO sont des molécules contenant de 1’oxygene mais dont la réactivité est bien
supérieure a celle de la molécule d’O2. Ces ERO comprennent des radicaux tels I’anion
superoxyde (02°-) ou le radical hydroxyle (HO®) et les espéces non radicalaires telles le
peroxyde d’hydrogéne (H202), I’oxygene singulet (102) (Simonian et Coyle, 1996 ; Garrel
et al., 2007). L’anion superoxyde et le radical hydroxyle sont trés instables par comparaison
au H202 qui diffuse librement et posséde une durée de vie plus longue. La réactivité d’un
radical dépend de sa nature. Ainsi, parmi les radicaux formés chez les étres vivants, I’anion
radicalaire superoxyde (O2°-) n’est pas trés réactif mais constitue un des radicaux précurseurs
pouvant étre activés en d’autres especes plus réactives. Sa faible réactivité (O2°-) permet son

utilisation par 1’organisme comme médiateur régulant des fonctions biologiques. Par contre,
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les radicaux comme les peroxyles (ROO®) ou surtout le radical hydroxyle (HO®), sont
extrémement réactifs, et ce avec la plupart des molécules biologiques. Le peroxyde
d’hydrogeéne est un oxydant faible et peu réactif en absence des métaux de transition.
Cependant, en présence du cuivre cuivreux ou du fer ferreux, le H202 peut se décomposer en
HO- et HO® selon la réaction de Fenton. Le radical HO® a une vitesse de réaction trés grande
avec la majorité des molécules, si bien qu’il réagit a ’endroit méme ou le métal catalyse sa

formation (figure 09) (Favier, 1997).

Agent stressant

@
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[axygene singulet)
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(oaroxyds dhydrogéneg)
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OH®
fracical hydroxylad

Figure 09 : Schéma modifi¢ de 1’origine des différents radicaux libres oxygénés et especes
réactives de 1’oxygeéne impliqué en biologie (Favier, 2003)

L’oxygéne singulet ('O,) est une autre espéce oxygénée trés réactive. C’est une molécule a
I’état excit¢ qui peut réagir avec différents accepteurs d’électrons pour produire des
peroxydes. L’oxygene singulet n’apparait que dans des cas particuliers comme pendant les
processus de photosensibilisation ou une molécule excitée transfert son énergie a 1’oxygene et
I’active en oxygene singulet. Il a pour cible biologique les membranes, les acides nucléiques

et les protéines (Favier, 2003).
3- Les cibles biologiques du stress oxydant
L’¢équilibre entre les effets positifs et négatifs des radicaux libres est particuliérement

fragile (Pincemail , 2003). La production de ces radicaux peut étre régulée par notre

organisme (Sies, 1991). Les systémes de régulation se composent d’enzymes, de protéines, de
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molécules antioxydantes de petite taille et d’oligoéléments indispensables pour 1’activité des
enzymes. Un déséquilibre de la balance antioxydante en faveur de la production des ERO
constitue le stress oxydant. Le stress oxydant va dénaturer les lipides, les protéines, I’ADN et
provoquer des pathologies (Gutteridge, 1992 ; Curtin et al.,2002).

3-1 Les lipides

Les premicres cibles privilégi¢es de 1’attaque radicalaire sont les lipides et principalement
leurs acides gras polyinsaturés, qui sont treés sensibles a 1’oxydation en raison de leur degré
¢levé d’instauration.

La peroxydation lipidique débute par une phase d’initiation qui implique ’attaque des especes
réactives surtout le radical hydroxyle (°OH), entrainant I’arrachement d’un hydrogeéne du
I’acide gras (LH), ceci aboutit a la formation d’un radical diéne conjugué, qui apres addition
avec I’oxygene moléculaire donne le radical peroxyle (LOO°®). Ensuite, ce radical peut réagir
avec un autre acide gras polyinsaturé et former un hydroperoxyde (LOOH), c’est la phase «
Propagation » de la peroxydation lipidique. Ces hydroperoxydes appartiennent a la famille
des peroxydes lipidiques qui peuvent soit €tre réduits et neutralisés « phase de Terminaison »
par la glutathion peroxydase et la vitamine E intercalée dans la bicouche lipidiques des
membranes (Esterbauer et al., 1992 ; Beaudeux et al., 2003 ; Favier, 2003) (figure 10). Ou,
continuer a s’oxyder et a se fragmenter en produits secondaires c'est-a-dire en aldéhydes trés
réactifs, pouvant étre considérés comme des messagers secondaires toxiques qui augmentent
les dommages initiaux dus aux radicaux libres. Parmi ces aldéhydes formés lors de la
peroxydation lipidique, I’isoprostane, le malondialdéhyde (MDA), et le 4-hydroxynonénal (4-
HNE), qui sont trés étudiés comme marqueurs de la peroxydation lipidique, ces deux derniers
produits (MDA, 4-HNE) réagissent avec les protéines et I’ADN, une fois fixé a la molécule
d’ADN, le MDA semble étre le produit le plus mutageéne, alors que le 4-HNE est le plus
toxique pour la cellule (Marnett, 1999).
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Figurel0 : Réactions de la peroxydation lipidique (Favier, 2003).

3-2 Les protéines

Tout comme les lipides, les protéines peuvent également étre la cible des réactions
radicalaires ou oxydatives et subir des modifications, ces modifications provoquent
I’introduction d’un groupe carbonyle dans les protéines. Ces réactions d’oxydations,
fréquemment influencées par les cations métalliques comme le Cu* et le Fe* (Levine, 2002).
Nous pouvons classer les réactions d’oxydations des protéines en deux catégories : D’une
part, celles qui cassent les liaisons peptidiques et modifient la chaine protéique. Et d’autre
part, les modifications des peptides par I’addition des produits issus de la peroxydation
lipidiques comme le 4-HNE. Ces changements sont elles qui conduisent généralement a une
perte de la fonction catalytique, ou structurale des protéines affectées (Levine, 2002) (figure

11). Les protéines comportant un pont sulfhydrique sont les plus sensibles aux attaques
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radicalaires, c’est le cas de nombreuses enzymes antioxydantes et les protéines de transport,
qui contiennent trés souvent des groupements thiols (SH) (Sen, 2001). Les protéines
modifient par 1’oxydation, vont &tre prises en charge par des protéines spécifiques dites
protéines de stress (Heat Shock Protein, HSP) connues pour leur réle cytoprotecteur, ou elles
prennent en charge les protéines dénaturées et participent a la restauration de la fonction de
ces protéines (Welch, 1992). Les HSP permettent a la cellule de répondre a des stress de
facon rapide, et la synthése des HSP pourrait ainsi compléter les capacités de défenses
antioxydantes lorsque les protéines intracellulaires sont endommagées par les ROS (Essig

and Nosek, 1997).
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Figure 11 : Nature de quelques modifications des chaines latérales, d’acides aminés des
Protéines apres attaque radicalaire (Favier. 2003)

3-3 Les acide nucléiques
L’ ADN nucléaire et ADN mitochondrial. Ce dernier est la cible privilégiée des oxydations
par les ROS, du fait sa proximité directe de 1’'une des principales sources de ROS cellulaires :

la chaine respiratoire mitochondriale (Stevnsner, 2002).
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Les réactions d’oxydation de I’ADN créant un grand nombre de dommages de I’ADN, et on
peut noter quatre classes principales des dommages : les coupures simples et doubles brins,
les bases modifiées comme la 8-OHdAG (qui est un marqueur des dommages oxydatifs de
I’ADN), les pontages ADN-ADN et les pontages ADN-protéines (figure 12) (Hayakawa et
al., 1991). Les bases puriques sont plus sensibles aux ROS (surtout I’°OH et le peroxynitrite),
en particulier la guanine (base qui présente le potentiel d’oxydation le plus bas), qui est
facilement transformée en 8-hydroxy-2-déoxyguanosine (8-OHdAG) qui est normalement
¢liminée par des enzymes de réparation de I’ADN. Si ces systémes sont défaillants, La 8- OH
dG s’accumulera au sein de ’ADN (Cadet, 1999). Les aldéhydes réactifs issus de la
peroxydation lipidique dont le MDA et le 4-HNE peuvent s’ajouter au groupe amine des
bases de I’ADN et constituer ainsi une autre classe de dégats oxydatifs de I’ADN (Marnett,
1999 ; Nair et al., 1999).
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Figure 12 : Types de 1ésions de I’ADN provoqués par les attaques radicalaires (Favier, 2003)
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4- Le stress oxydant et les pathologies

Le stress oxydant est potentiellement impliqué dans de nombreuses maladies comme
facteur déclenchant, ou associ¢ a des complications lors de leur évolution. Ces pathologies
peuvent découler d’intoxications chimiques et médicamenteuses, d’exposition a des
rayonnements, d’un syndrome d’hyper oxygénation, de phénoménes inflammatoires. La
multiplicité des conséquences médicales de ce stress oxydant vient du fait que de nombreux
organes ou tissus peuvent devenir la cible d’un stress oxydant (Bonnefont- Rousselot et al.,
2001 ; Sohal et al., 2002 ; Delattre et al., 2005).

Le stress oxydant est impliqué dans le développement des maladies comme : le cancer, les
maladies neuro - dégénératives et le vieillissement accéléré. Il est admis que le stress oxydant
est un facteur potentialisant 1’apparition de maladies multifactorielles comme les maladies
cardiovasculaires, le diabete, et la maladie d’Alzheimer (Montagnier et al., 1998).

Si le stress oxydant est réellement un facteur déclenchant ou participant au déclenchement de
ces pathologies, il est logique de penser que la prise d’antioxydant peut retarder, prévenir
I’apparition de telles maladies. De méme, des études (Holzenberger ef al., 2003 ; Delattre et
al., 2005) ont montré que le vieillissement s’accompagne d’une diminution des défenses
antioxydantes, d’une augmentation de la production des ROS, et d’une diminution des
systemes de réparation et de dégradation des constituants oxydés. Une étude épidémiologique
(Bonnefont-Rousslot, 2001) a montré trés clairement que la consommation réguliére des
antioxydants permet de diminuer I’incidence de [I’apparition d’un stress oxydant et ces

maladies.

5-Systémes de défenses antioxydants

Le maintien d’un niveau non cytotoxique des EOR est assuré par des systémes
d’antioxydants. Un antioxydant peut étre défini comme toute substance capable, a
concentration relativement faible, d’entrer en compétition avec d’autres substrats oxydables et
ainsi retarder ou empécher I’oxydation de ces substrats. Les cellules utilisent de nombreuses
stratégies anti-oxydantes et consomment beaucoup d’énergie pour controler leurs niveaux
d’espéces réactives de 1’oxygeéne (figure 13). La nature des systémes antioxydants différe
selon les tissus et les types cellulaires et selon qu’on se trouve dans le milieu intracellulaire ou
extracellulaire. Les défenses antioxydantes de notre organisme peuvent se diviser en systémes

enzymatiques et systémes non enzymatiques (Goudable et Favier, 1997).
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Figurel3 : Régulation de la production d’espéces réactives de 1’oxygene par les systémes de
défenses antioxydants (Milbury et Richer et al., 2008).

5.1. Les systémes enzymatiques

Il s’agit principalement de trois enzymes, (I) la superoxyde dismutase (SOD), (II) la
catalase (CAT) et (III) la glutathion peroxydase (GPx). Ces enzymes ont une action 15

complémentaire sur la cascade radicalaire au niveau du O2 et du Hzoz’ conduisant

finalement a la formation de 1’eau et de I’oxygéne moléculaire (Lehucher-Michel et al.,

2001).
a) La Supe oxyde dismutase :

Comme l'indique son nom, la superoxyde dismutase (SOD) accélére la dismutation de
I'anion superoxyde en peroxyde d’hydrogene, Il existe plusieurs iso enzymes de SOD ; SOD
ferreux (Fe-SOD), SOD a cuivre (Cu-SOD) et SOD a manganese (Mn-SOD) qui différent
selon la localisation chromosomique du gene, leur contenu métallique, leur structure

quaternaire et leur localisation cellulaire (Zelko et al., 2002).
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b) La catalase
Présente en particulier dans les hématies et les peroxysomes hépatiques. Elle agit en
synergie avec la SOD puisque son role est d'accélérer la dis-mutation du peroxyde

d'hydrogene en eau et en oxygene moléculaire (Sorg, 2004).

¢) Les glutathions peroxydases et réductases

Ces deux enzymes sont localisées dans le cytosol et dans les mitochondries. La glutathion
peroxydase est une sélénoenzyme (Se-GPx) qui joue un rdle trés important dans la
détoxification du peroxyde d’hydrogéne, mais aussi d’autres hydroperoxydes résultants de
I’oxydation du cholestérol ou des acides gras en couplant la réduction de ces dérivés réactifs
avec 1’oxydation de substrats réducteurs comme le glutathion (GSH). La glutathion réductase
(GR), quant a elle, a pour role de régénérer le GSH a partir du GSSG tout en utilisant le
NADPH comme un cofacteur (Martinez-Cayuela, 1995 ; Sorg, 2004). Au total, le
mécanisme réactionnel invoqué dans cette détoxification enzymatique peut étre résumé dans

le schéma suivant :

e . \OD CAT
'”;—’“; ‘_’”3“:\—"”3{“'1”;

GSH < ) NADP

i | m-:I G6PD

W !

o £ >ess6 < SN €

Figure 14 : Schéma résume le mécanisme de détoxification enzymatique (Piquet et
herbuterne, 2007).

5-2. Les systemes antioxydants non enzymatiques

Contrairement aux enzymes antioxydantes, la plupart de ces composants ne sont pas
synthétisés par I’organisme et doivent étre apportés par I’alimentation. Dans cette catégorie
d’antioxydant nous retrouvons les oligoéléments, la glutathion réduit (GSH), 1’'ubiquinone, le

Cytochrome C et les vitamines E et C (Favier, 2003).
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5.2.1. Le Glutathion réduit (GSH)

Le glutathion réduit (GSH), réduit le peroxyde d'hydrogéne et/ou les peroxydes
organiques grace a la réaction catalysée par la glutathion peroxydase (GSH-Px). Il peut aussi
réduire les radicaux formés par I'oxydation des vitamine E et C, baissant ainsi les niveaux de
peroxydation lipidique (Packer et al., 1997 ;Power and Lennon, 1999). Le rapport
glutathion réduit/glutathion oxydé (GSH/GSSG) est souvent utilis¢é comme un marqueur du
stress oxydant car plus le flux d'H202 est important, plus le glutathion réduit est consommé

et le glutathion oxydé augmenté (Ji et al., 1992).

5-2-2 La Vitamine E

La vitamine E est le nom commun utilis¢é pour toutes les molécules possédant des
activités biologiques identiques a celles de la famille des tocophérols. La forme naturelle de la
vitamine E inclut quatre tocophérols isomeéres a, B, y, 0, avec une activité antioxydante
variable. L’ a-tocophérol est la forme la plus active de la classe des tocophérols. Sa structure
moléculaire comporte une extrémité hydrophile et une extrémité hydrophobe. Lors de
I’initiation de la peroxydation lipidique, suite a une attaque radicalaire, 1’a-tocophérol, connu
comme inhibiteur de la propagation de la peroxydation lipidique, céde son hydrogene situé

dans le noyau phénolique, réduisant ainsi le radical RO2 (Singh et al., 2005).

5-2-3 La Vitamine C

La vitamine C (acide ascorbique) n’est pas synthétisée par ’organisme. Elle est
hydrosoluble a la concentration physiologique. La vitamine C empéche I’oxydation des LDL
produites par divers systemes générateurs d’especes réactives de 1’oxygene (neutrophiles
activés, cellules endothéliales activées, myéloperoxydase). Lors de son oxydation en acide
déhydroascorbique, elle prend une forme radicalaire intermédiaire (radical ascorbyl) qui joue

un role essentiel dans la régénération de la vitamine E oxydée (Singh et al., 2005)

5-2-4 Les métallothione¢ines (MTS)

Les métallothion¢ines sont des protéines intracellulaires de faible poids moléculaire
(6000-7000 Da) (Kagi, 1993). IIs possédent une composition spéciale d’acides aminés. En
effet, elles ne possedent pas d’acides aminés aromatiques dont le tiers des résidus sont des
cystéines servent comme ligand aux métaux. La synthése des MTS est induite par des facteurs
divers, tels que les métaux, les glucocorticoides et les radiation ionisantes (Cherian, 1995).

Les MTS sont supposés jouer des roles physiologiques multiples, incluant la détoxification
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des métaux potentiellement toxiques (Pb, Cd, Ni...), la régulation des métaux essentiels a
I’état de trace, tels que le zinc, le cuivre et le chrome et la participation dans les systemes
cellulaires de défense antioxydante (Diana, 1999). A cause de leur teneur élevée en
groupements sulthydriques, les MT peuvent réagir avec les radicaux libres ERO et les

¢lectrophiles (Lazo et pitt, 1995).

5-2-5 Le Sélénium

Le sélénium est un antioxydant qui intervient dans I’activité¢ du systéme enzymatique
protecteur, le glutathion peroxydase qui accélére la transformation des radicaux libres et des

peroxydes lipidiques en métabolites non- toxiques (Galan et al., 1997)



: Chapitre IV :

Les plantes médicinales




Chapitre IV : Les plantes médicinales

L A T I Y e R e R

Chapitre IV : Les plantes médicinales

1. Zizyphus jujuba (L) Lam
1.1. Généralité

« Le Jujubier est évoqué dans le Coran sous le nom de (Sidr) ». Les jujubiers sont des petits
arbres fruitiere forestiere locale de la famille des Rhamnacées, originaires des pays de l'est de
I'Asie et d'Afrique du Nord comme 1'Algérie ( surtout dans la région d'Annaba (surnommée en
arabe Madinat Al Unnab (la ville des jujubes) et les zones sahéliennes Burkina Faso, du

Cameroun, de la Gambie, de la Guinée, du Mali ( Bréhima Koné ez al. , 2009 )

1.2.Nom commun

e Arabe : sidr
e Francais : Jujubier.
e botaniques (scientifique) : Zizyphus jujuba (L) Lam

o Noms anglais : Black date, ber, jujube plum, red date.

1.3. La Classification scientifique de Zizyphus jujuba (L) Lam

W e

Sous-regne Trachebionta
Division Magnoliophyta
Classe Magnoliopsida
Sous-classe Rosidae

Ordre Ramnales

Famille Rhamnacées

Genre Ziziphus

Espece Zizyphus jujuba (L) Lam
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Photo 1 : Zizyphus jujuba (L) Lam

1.4. La Description botanique de Zizyphus jujuba (L) Lam

Le jujubier appartient au genre Zizyphus, a la famille des Rhamnacées et a 1’ordre des
Rhamnales. I1 est décrit comme un arbuste épineux et sarmenteux, un buisson ou petit arbre
de 3-4 a 10-16 m de haut (les arbres de 20 m sont treés rares), a cime arrondie avec les
branches retombantes. L’écorce est grise a brune, peu fissurée, a tranche rose a rougeatre. Les
rameaux sont tomenteux, blanchatres, en zigzag. Les épines sont disposées par deux a
I’aisselle des feuilles : 1’une, plus ou moins droite et effilée, un peu orientée vers le haut,
atteint 1,8 cm de long. Les feuilles sont alternes, a forme tres variable, elliptiques, ovales ou
suborbiculaires, de 1,3-7 X 1-4 cm, a bord finement crénelé, a sommet arrondi et mucroné, a
base arrondie ou subcordée, symétrique ou presque ; limbe vert et plus ou moins brillant
dessus (face supérieure), grisatre et pubescent dessous (face inférieure). Le pétiole pubescent
a 0,5-1,2 cm de long. Le fruit est une drupe globuleuse, glabre, de 1,2-1,5 cm de diamétre,
brunatre ou violette a maturité et contenant un gros noyau enveloppé dans une pulpe

blanchatre plus ou moins farineuse. ( Photo : 2 ) ( Bréhima Koné et al. , 2009).
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Photo2 : Rameau, feuilles et greffon d’un jujubie

1.5.Utilisation médicinales

e Les rameaux sont anticancéreux. ( Bréhima Koné et al., 2009)

e les fruit sont trés riche en vitamines A et C, en phosphore, en protéines et riche en sels
minéraux. ( Bréhima Koné ef al., 2009). riche en vitamine B ,C, béta caroténe ,
calcium , fer, et autre substance bénéfique pour la sant¢ (Mr plantes , 2015)

e Les feuilles du jujubier contiennent des molécules aux propriétés : antibactériennes,
cicatrisantes et antidiabétiques , antioxydant, calmante ,hypoglycémique ,tonique,
expectorante , Le miel qui est produit est réputé pour son golit et ses propriétés
aphrodisiaques (Marc Beyrouthy, 2015 ).

e Des ¢études suggérent que les feuilles de jujubier purifie le corps et nettoie les
impuretés sur notre corps, il rééquilibre la tension artérielle (hypertension) , Il soigne

les estomacs fragiles, hydrate la peau et adoucie les rides , utilises aussi dans le
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traitement les maladie oculaire, la gale , les maladie du foie (Herboristerie de

bleunwenn , 2013)

e Les résultats d’essais sur des animaux indiquent que le jujubier a des effets anti-
inflammatoires marqués( Pizzorno JE Jr et Murray Michael T , 2006) ce qui
pourrait expliquer son usage traditionnel pour soulager la rhinite allergique et

I'asthme.( Therapeutic Research Faculty , 2006)

e Leseffets sédatifs de la plante seraient attribuables a sa teneur en tri terpénes
(Dharmananda Subhuti ,2006) Un des composants du noyau de son fruit, le
jujuboside A, réduirait I’hyperactivité des neurones (McGuffin , 2006 ).

e D’aprés une ¢étude scientifique effectué chez des rats diabétique, une supplémentations
de ce fruit pendant deux semaines a occasionné une protection de 1’organisme contre

les changements et histo-pathologique causé par les maladie (Mr plantes , 2015).

2. Le Calycotome villosa Link

2.1. Généralité
C’est un arbuste épineux affichant fleurs jaunes au printemps ( Greuter , 1989) . Il est

largement distribué dans les régions méditerranéennes, surtout en Algérie (Chikhi, 2014).

2.2.Le Nom commun

e Nom vernaculaire : Genét épineux ou Calicotome épineux.

e Nom Francais : Calicotome velu ( Jean-Francois LEGER — 2007)
e Nom arabe : Guendoul (Damerdji e Djeddid, 2012).

2.3La Classification scientifique de Calycotome villosa link



Sous-regne Tracheobionta

Classe Magnoliopsida

Sous-classe Rosidae

Ordre Fabales (Légumineuses)

Famille Fabacées (= Papilionacées)

Genre Calycotome

Espéce villosa (Poir.) Link = Cytisus laniger

Photo 3: Calycotome villosa (poir) Link

2.4 La Description botanique de Calycotome villosa link

Calycotome villosa link est un arbuste épineux d’environ 1 m de hauteur ,
caractérisée par la fleur dont le calice ovoide, couronné par 5 petites dents, completement clos
dans le bourgeon et se rompant circulairement par le milieu au moment de la floraison ;

¢tendard dressé, caréne recourbée ; style arqué , gousse comprimée, a suture ventrale élargie
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et étroitement ailée de chaque coté graines non caroncules ils sont trés-épineuse, a feuilles 3

folioles, a fleurs jaunes . (Julve , 2015).

2.5 L’utilisation médicinales

v' La premiére étude chimique de cette espéce a conduit a 1'isolement et 'élucidation de
la structure des deux Molécules glycosides flavonoides des fleurs et des feuille (

Bohm,1998 )

V' Calycotome villosa utilisées dans le traitement des maladies cardiovasculaires (Larit
et al., 2012) et dans le cas de l'accouchement Parce qu'il arréte 1'hémorragie (Al-
Qahtani , 2013)

v" Les fleurs et les feuilles possédes des effets biologiques variés et ont été identifiés
comme étant des agents anti tumoraux, des antioxydants et capteurs de radicaux libres
(Santos ,1988 ; Bors w, 1990).

v' Le genét épineux a des propriétés antioxydants et anti inflammatoires (Larit et al.,
2012).

v" Des études suggérent que Calycotome villosa contiennent toutefois plus de Zn et de

Pb . (Ben Ghnayal et al., 2013)
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MATERIELS ET METHODES
1. Matériels et méthodes des tests phytochimiques :

1.1. Matériel végétale
Nos travaux ont été effectués sur les racines de deux plantes médicinales. Il s’agit de :
Zizyphus jujuba (L) Lam, Calycotome villosa (Poir.) Link, Les racines de Zizyphus jujuba (L) Lam,
Calycotome villosa (Poir.) Link ont été récoltées de la région de Ouad Mila a MILA au mois

de Février 2016.

Zizyphus jujuba (L) Lam Calycotome villosa (Poir.)

Photo 4: les deux plantes médicinales récoltées a la région de Ouad Mila

1.2. Les méthodes

1-2-1 La Préparation des plantes

Lavage : Les racines ont été bien rincées avec 1’eau et débrasées de toute impureté.
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Zizyphus jujuba (L) Lam Calycotome: villosa (Poir.)
Photo 5: Les racines seches des deux plantes médicinales.

Brovage : Les racines ont été coupées, puis ils sont broyées dans un broyeur jusqu’a
yag pees, p Y yeur jusq

I’obtention d’une poudre. (photo6)

Zizyphus jujuba (L) Lam Calycotome villosa (Poir.)
Photo 6: Poudre des deux plantes
1-2-2 L’Extraction des plantes

a. Le Principe

C’est une opération visant a récupérer des substances hydrosolubles a partir de la poudre

de plantes a I’aide d’une solution tampon
b. La Technique d’extraction

9g des poudre obtenues a partir des deux plantes ont ¢ét¢ mises dans des flacons

contenant chaque ’un une 30 ml solution tampon PBS (0.1M pH 7.2) (annexe 1) pendant 24h,
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aprés la centrifugation de la suspension 26000 tr /min pendant 30 min le surnageant est

récupéré et conservé pour la réalisation des test souhaités (Figure 15).

Macération a Froid
(24h 4 °C)

Centrifugation 6000tour/ mint

Pendant 30 minutes

I’extrait brut

Figure 15: Le schéma d’extraction des lectines a partir des poudres racinaires des plantes.
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1-2-3Le test d’hémagglutination

Ce test a été porté sur les hématies du lapin et permet d’affirmer la présence des lectines
dans les extraits. Il se base sur I’observation de 1’agglutination, et par conséquent de la

précipitation des érythrocytes en présence des lectines.

1-2-3-1 La Préparation des hématies a 3%

Le sang humain est collecté a partir de laboratoire d’analyse médicale polyclinique Dr
hocine ben kadri, le sang du lapin est collecté a partir des lapin provenant au niveau de
I’animalerie de I'université de Constantinel. Les hématies du lapin sont collectées pour la
mise en ¢évidence la présence des lectines dans les extraits, et les hématies de groupe sanguins
humains ABO pour tester la spécificité des lectines des extraits au groupe sanguin ABO. Les

hématies collectées ont été au préalable soumises a un lavage, puis a une dilution.

a) Lavage des hématies
Le tube contenant une quantité de sang (1.5 ml) a été centrifugé a 4000tr /min pendant
10 min .le surnageant résultant est versé et une solution d’eau physiologique est ajouté au
culot ;apres avoir bien mélangé le tube est soumis a nouveau a une centrifugation .I’opération

est répété 3 fois jusque 1’obtention d’un surnageant claire.

b) La dilution des hématies
Apres avoir terminé le lavage le culot contenant les globule rouge est dilué par une
solution saline d’eau physiologique sachant que 1.5 ml des hématies dans 48.5 ml d’eau

physiologique afin d’obtenir des hématies a 3%.

1-2-3-2La technique d’hémaglutination :

Dans chaque puits d’une microplaque , 50 ul d’extrait brute de notre plantes ont €té
déposés tout en ajoutant 50 pl des hématies du lapin . Aprés 1h, I’agglutination est observée a

I’ceil nu.

1-2-4 La limite d’hémagglutination

Dans chaque puits, 50 ul de tampon phosphate ont été déposés suivis de 50 pl de

Iextrait brute (Zizyphus jujuba (L) Lam, Calycotome villosa ) qui lui, est placé uniquement au
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niveau du premier puits. puis une gamme de concentration par double dilution a été réalisée
dans les puits suivants. Ensuite, 50 ul des hématies du lapin ont été ajoutés dans tous les puits.
L’observation de I’activité¢ hémagglutinante a été effectuée a 1’ceil nu aprés 1 h d’incubation a

une température ambiante (25° C).

1-2-5 L’effet de la température sur I’hémagglutination

Les aliquotes de I’extrait brute ont été versés dans 5 tubes a essai , ces derniers ont été
incubés a des degrés différents de température (40, 60, 80 et 90°C) dans un bain marie durant
lh de temps . Apres le temps requis, ’extrait brute chauffé¢ a été refroidi a température

ambiante, enfin le test d’hémagglutination a été effectué.
1-2-6 L’effet du pH sur I’hémagglutination

Dans 12 tubes a essai une petite quantité de poudre de notre plantes a été mis tout en
ajoutant un petit volume de tampon phosphate a différent valeurs de pH en allant de 1 a 12,

Apres 24 h d’incubation a 4 °C, le test d’hémagglutination a été effectuée sur le surnageant.
1-2-7Le test d’inhibition d’hémagglutination par des saccharides

Dans chaque puits d’une microplaque 50 pl de I’extrait a ét€ déposé , tout en ajoutant
50 ul de solution de saccharides ou de glycoprotéine (0,1g/1ml de Na Cl 0,9%) (Glucose ,
Galactose , Mannose , Lactose ) . Le mélange a été incubé pendant 1 h a température
ambiante, cela permettre au lectine de reconnaitre le sucre, 50 ul des hématies du lapin a 3%

ont été rajoutées. apres une heure la lecture a été faite a I’ceil nu.

1-2-8Le test de la limite d’inhibition d’hémagglutination par les saccharides

Ce test a été effectué pour les sucres qui inhibent 1’agglutination, il a été réalisé afin de
déterminer la concentration minimale a laquelle a lieu I’inhibition de I’agglutination est
mesurée. Dans chaque puits d’une microplaque, 50 pl de tampon phosphate ont été déposés ,
puis 50 pl des inhibiteurs (0,1g/ml) (Annexe 01) sont rajoutées au premier puits seulement,
ensuite une gamme de concentration par double dilution a été réalisée dans les puits suivants,
I’incubation de ce mélange a été effectué pendant 1h a température ambiante . Finalement, 50
ul des hématies a 3% ont été ajoutés dans chaque puits. L’observation de I’hémagglutination a

¢été faite a 1’ceil nu apres une heure de temps.

1-2-9Le Test des métaux (oligoéléments)
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Premi¢rement, I’EDTA est ajouté a [I’extrait de Zizyphus jujuba (L) Lam,
Calycotome villosa (1V-1V respectivement) . Aprés 1h, 50 pul de notre composé ont été
déposés dans un puits tout en ajoutant 50 pl de I'un des métaux (MgCl3, CaCl3 , MnCl3
).enfin 50 ul de sang de lapin sont ajoutés au mélange, la lecture a été faite a I’ceil nu apres 1h

d’incubation .

1-2-10 Le test d’agglutination sur les hématies humaines ABO

La spécificité de groupe sanguin de I’extrait a été établie a 1’aide des érythrocytes des
différents groupes du systétme ABO. L’¢étude a été effectuée sur les antigénes des hématies
humaines appartenant au systéme du groupe sanguin ABO. 50 pl d’extraits de plantes ont ¢té
déposés dans un puits d’une microplaque suivis de 50 pl des hématies d’un groupe du sang

humain préparés au part avant. Apres 1h I’observation a été faite a 1’ceil nu.

1-2-11 La purification des lectines par la chromatographie échangeuse d’ions

Le surnageant de 1’extrait brute a été récupéré puis réparti en trois fraction, la premicre
est versé au niveau de la colonne contenant le Gel cellulose DEAE, 1’¢lution a été faite par un
tampon phosphate (0,1M, pH7,2), les fractions de séparation ont été recueillies dans des tubes
secs (5ml/tube). La mesure de I’absorbance des extraits issus d’échangeuse d’ions a été réalisé
dans le spectrophotometre @ UV dont la longueur d’onde est 280 nm, lorsque 1’absorbance
atteindre le 0, la lecture est arrété. Ensuite, une 2°™ élution a été effectués par I'Na Cl a une
concentration croissante (0,1M ; 0,2M ; 0,3M ) ( annexe 01) Les fractions ont été recueillie
dans des tubes secs (Sml/tube). L’absorbance des extraits issus d’échangeuse d’ions a été
mesurée dans le spectrophotomeétre a UV dont la longueur d’onde est 280 nm. Finalement, on
a tracé la courbe d’absorbance en fonction des tubes. Les fractions récupérés ont été testés sur

les hématies du lapin, pour assurer que I’activité¢ hémagglutinante est améliorée.

e L’extraction des lectines par la chromatographie sur colonne de Sephadex G75
et G25
» La préparation de la colonne de Sephadex G75 et G25

4 g de Sephadex G75 et G25 ont été mis en suspension dans 100 ml de tampon phosphate (0,1
M, pH 7,2). Le mélange a été¢ incubé pendant 48 h a température ambiante. Puis il a été coulé
dans une colonne. Le surnageant de 1’extrait brute de notre plantes a été versé lentement dans
la colonne Sephadex G25 et G75 , puis il a été recueilli par 1’élution avec le tampon

phosphate (0,1M ; Ph7,2) dans des tubes secs (Sml/tube) . Les fractions récupérés ont été
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testés sur les hématies du lapin, pour assurer que I’activit¢ hémagglutinante est améliorée.
L’absorbance des extraits récupéré a partir de la chromatographie sur colonne a ét¢ mesurée
dans le spectrophotometre a UV dont la longueur d’onde est de 280 nm. Puis on a tracé la

courbe d’absorbance en fonction des tubes.
1-2-12 L’activité antioxydante des lectines in vitro

Toutes les fractions récupérées par la chromatographie sur colonne de sephadex G25,
G75 et échangeuse d’ion sont lyophilisé ensuite conservé pour mesuré I’activité antioxydante

des lectines in vitro.

1-2-12-1 Dosage de I’activité de la Superoxyde Dismutase (SOD)

Le dosage de la superoxyde dismutase (SOD) est réalisé selon la méthode de Asada et a/

(1974) (Annexe 02) .

1-2-12-2 Effet scavenger du radical DPPH in vitro

Selon le protocole décrit par Kirby et a/ (2005). Dans ce test les antioxydant réduisent le
diphényl picry-hydrayl ayant une couleur violette en un composé jaune, le diphényl picryl-
hydrazine, dont I’intensité de la couleur est inversement proportionnelle a la capacité des

antioxydants présents dans le milieu a donner des protons (Sauchez, 2002) (Annexe 02).

1-2-12-3 Dosage de I’activité de fer ferrique

Le dosage de la I’activité de fer ferrique est réalisé selon la méthode de Yildirim ef al

(2000) (Annexe 02).

1-2-12-4 Dosage des protéines

Le dosage des protéines est réalisé selon la méthode de Bradford (1976) (Annexe 02)
(Annexe 03)

2. Matériels et méthodes des tests biologiques

L’objectif de cette partie a été focalisé sur I’é¢tude de I’effet immun modulateur de lectine extraite par

les plantes Zizyphus jujuba (L) Lam, Calycotome villosa.

2.1. Matériel biologique et conditions d’élevage
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L’étude de I’activité phagocytaire a été effectuée sur des souris ayant un poids entre 29
et 35 g, L’¢levage des animaux a été réalis¢ dans des cages au niveau de I’animalerie de
I’universit¢ de Constantine, dans des bonnes conditions d’hygiéne a une température

ambiante de 25°C . IIs ont été nourris avec un concentré énergétiquement équilibré, dont la

composition est détaillée dans le tableau

Tableau 6 : Composition du régime alimentaire pour 1 kg d’aliment (Upreti e al,

1989).

Matiere alimentaire Quantité en g/kg | Pourcentage (%)
d'aliment

Mais 420 42

Soja 260 26

saccharose 210 21

Huile 20 2

Son 60 6

VMV 30 3

2.2. Le Traitement des souris

La figure 16 illustre les différentes étapes du protocole expérimental :
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Lot1:
Témoin /

Lot 3:
Calicotome villos

Lot 2: Zizyphus
Jjujuba (L) Lam

(25mg/kg) 20 Souris - a (100mg/kg)
Apreés > ‘
Lot 2: l’adaptation LOt 3: leyphus
Calicotome villosa Jujuba (L) Lam

(25mg/kg) (100mg/kg)

Apreés 48 heurs de traitements

Injection de carbone actif (0.1
ml/10g)

Apres 5 et 10 min

£

Les organes (le
foie et la rate)

Prélevement
sanguin

sont pesés
Dosage de ’activité L’index phagocytaire
phagocytaire corrigé a

Figure 16 :. Schéma récapitulatif du protocole expérimental de dosage de 1’activité phagocytaire et

I’index phagocytaire corrigé o
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L’activité phagocytaire a été exprimée par 1’indice phagocytaire K qui mesure toutes les

fonction de I’ensemble des cellules de systéme réticulo-endothélial au contact du sang

circulant et par I’index phagocytaire corrigé o qui exprime cette activité par unité de poids

des organes actifs : le foie et la rate. Le taux de clairance a été exprimé par la période de

demi-vie du carbone dans le sang (t1/2, min), permet de calculer la vitesse de disparition

du carbone du sang. Les activités sont calculées d’apres les formules de (Biozzi et al,

1953).

K [n0Di-In0D2 0.553

s2-21 » he K

icadad s def ed o

|.|': —  duesd g o v
i e p(.uda Urefivic T hiwidee

Ou DO1 et DO2 sont les densités optiques a des moments tl et t2 respectivement.

3. Analyse statistique

Les résultats de I’activité¢ anti oxydantes de lectines in vitro , I’activité phagocytaire , le taux

de clearance du carbone et les protéines sont représentés sous forme de moyennes et écart-

type. La comparaison entre les différents groupes est effectuée par le test ¢ de student .

* . Différence significative comparant au témoin P<0.05

** . Différence hautement significative comparant au témoin P<0.01

*#% . Différence trés hautement significative comparant au témoin P<0.001
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Résultats et discussion

1. Le test d’hémagglutination :

Le tableau 07 présente 1’agglutination des hématies du lapin avec I’extrait de Calycotome

villosa L, Zizyphus jujuba L

Plante Tests d’agglutination ‘

Calycotome villosa L -+

Zizyphus jujuba L +++

Tableau 7 : L’agglutination des hématies du lapin par I’extrait brut du calycotome villosa L ,
zizyphus jujuba L

v’ +++: Trés forte agglutination.

I’extrait du  Calycotome villosa L , Zizyphus jujuba L montre une trés forte
agglutination vis-a-vis des hématies du lapin qui a été observe a I’ceil nu . cette observation
qui provoque la présence des lectines dans les deux plantes médicinales . Ils sont capables
d’interagir avec des globules rouges. Si une solution des hématies est placée dans un puits, la
sédimentation naturelle conduit a un dépot des hématies au fond du puits L’ajout d’une lectine
permet la formation d’un réseau entre les hématies et les lectines, ces interactions forment une

suspension gélatineuse homogene, ceci correspond au phénoméne d’hémagglutination.

Photo 7: L’agglutination des hématies du lapin par I’extrait du calycotome villosa L
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Photo 8 : I’agglutination des hématies du lapin par I’extrait de zizyphus jujuba L

La lectine au niveau de deux plantes s'attache au récepteur sur la surface des hématies,
et parce qu'il est polyvalent, forme un réseau de globules rouges qui se déposent en couche
fine, rosée, alors on parle d'hémagglutination positive (Photo 07, 08 ). En absence de lectine,
les cellules roulent au fond du puits ou elles s’accumulent en un bouton rouge dense:
I'hémagglutination est négative. Le potentiel d’hémagglutination des lectines a été étudié en
utilisant des érythrocytes natifs de lapin ce qui a montré une bonne hémagglutination. C’est
résultats ont été similaires a ceux des lectines extraites des racines des plantes de Moringa G
et Moringa M et qui ont montré également de trés fortes agglutinations lors de 'addition de la

suspension d'érythrocytes de lapin (Necib et al, 2014).
2. Le teste de limite d’hémagglutination :

L’activité hémagglutinante est exprimée en titre qui est la réciproque du plus grand
rapport de dilution pour lequel on observe une hémagglutination. Le Tableau 08 montrent

les résultats obtenus lors du test de limite d’hémagglutination.

Tableau08 : L’activit¢ hémagglutinante des extraits zizyphus jujuba L, calycotome villosa L

Dilution

1/2 Ya 1/32 1/64 1/2048
Extrait

ziziphus
Jjujuba L

calicotome
villosa L
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v' +: Faible agglutination
v’ -: Absence d’agglutination

L’activité hémagglutination d’extrait de calycotome villosa L a été de 1/9 ( 512) tandis qu’elle
a été de 1/8 (256) de zizyphus jujuba L

Puits agglutinées puits non agglutinées

Photo09: la limite d’ hémagglutination de zizyphus jujuba L

Puits agglutinées puits non agglutinées

Photo10: la limite d” hémagglutination de calycotome villosa L

L’extrait zizyphus jujuba et de calycotome villosa ont montré une faible agglutination vis-
a-vis des globules rouges , lors de sa dilution au niveau des 2 premiers puits alors qu’elle
diminue au niveau des 2 puits qui suivent, et disparait complétement au niveau des puits
suivants (9212) pour le zizyphus jujuba et (10=»12) pour le calycotome villosa,
contrairement a Terfezia bouderei qui a montré une forte agglutination allant jusqu’au 7éme
puits (Zitouni et al, 2014). Alors que I’absence d’agglutination au niveau des autres puits est

due a la dilution effectuée donc les fractions contenues sont des diluates de I’extrait brut.
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3. Le teste d’inhibition d’hémagglutination par des saccharides :

Le test d’inhibition a été effectué avec certains saccharides (glucose, galactose, mannose,
lactose) pour déterminer la spécificité des extraits aux glucides.
L’agglutination ne se fait pas dans le cas ou la lectine va fixer I’ inhibiteur plutdt que les
hématies, les résultats obtenus ont été décrit dans le tableau suivant :

Tableau09 : Le test d’inhibition des extraits bruts avec le glucose, galactose, mannose, et le
Lactose

Saccharide Lactose Mannose Galactose

Extrait brut
zizyphus jujuba L - = ; }

calycotome villosa L - - - i,

v’ -: pas d’inhibition

e L’extrait de zizyphus jujuba L et calycotome villosa L n’ont pas été inhibé par des
saccharides testés.

Les extraits d’ zizyphus jujuba et Calycotome villosa L ne présentent aucune spécificité
pour les saccharides testés.

C’est résultats ont été similaires a ceux des lectines purifiées a partir des graines de
Phaseolus acutifolius (Valadez et al., 2011). Par contre Astragalus monghlicus présentent une

spécificité pour le D-galactose et le lactose (Lam ef Ng, 2011).

4 .Le test d’inhibition d’hémagglutination par des métaux :

Le test d’inhibition a été effectué avec certains métaux (Calcium , Manganése , Magnésium)
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Métaux

EDTA Calcium Manganese

Extrait brui

zizyphus jujuba L

calycotome

villosa (L)

Tableau 10: Le test d’inhibition des extraits bruts avec le Calcium , Magnésium , Manganése
v' ++: forte agglutination

v' +: faible agglutination
v’ . Inhibition

» L’extrait de ziyphus jujuba L n’ont pas été inhibé par des métaux testés contrairement

L’extrait Calycotome villosa L a été inhibé par les trois métaux testés.
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Photo 11 : Le test d’inhibition d’hémagglutination par de métaux de I’extrait de zizyphus
Jjujuba L (J) et de calycotome villosa L (C) avec trois métaux ; Ca++, Mg ++, Mn++

Le calycotome villosa présente une inhibition avec les trois métaux testée , alors montre
que notre lectine est une métalloprotéine. contrairement le zizyphus jujuba qui n’ont pas été

inhibé par les trois métaux qui eux ont présenté une agglutination lors du contact avec
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I’extrait . Ces résultats ont été similaires a red alga (Pterocladiella Capillacea )qui ne
présente aucune activité avec les métaux ce qui fait d’elle une lectine non métalloprotéine

(Necib el al, 2014)..

5. L’effet de pH sur I’hémagglutination :

Tableaull : L’effet du pH sur Iactivité hémagglutinante des extraits de zizyphus jujuba L et de

calycotome villosa L

pH 1 6 7 10 11
extrait
+ + + + + + + + + + +

zizyphus +
jujuba L
calycotome  ++ ++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++
villosa L

v +++: Trés forte agglutination
v' ++: Forte agglutination

v' +: Faible agglutination

e [’extrait de Calycotome villosa L et de zizyphus jujuba L reste stable toute au long de
gamme du pH testée de 1 a 12.
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Photo 12 : le teste de I’effet du ph sur I’hémagglutination de ’extrait du Calycotome villosa L (c) ,
de zyzyphus jujuba L (J)

L’extrait de Calicotome villosa L et de zizyphus jujuba L reste stable toute au long de
gamme du pH testée de 1 a 12. ces résultats ont été comparés ¢a ceux de necib et al, 2015
qui ont montré que la lectine de Pterocladiella capillacea et Cyperus rotundus est stable au

pH [2-12].

6. L’effet de température sur I’hémagglutination :
Les résultats obtenus aprés 1’exposition de nos extraits a différent température sont

présentés dans le tableau suivant :

Tableau 12 : L’effet de la température sur I’activité hémagglutinante des extraits de Calycotome

villosa L zizyphus jujuba L

40 60 80 90
zizyphus jujuba L 44+ ++ -~ +
Calycotome villosa L [E&&s o+ o+ +

v+ faible agglutination
v ++: Forte agglutination

v +++: Trés forte agglutination
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Le traitement thermique d’extrait racinaire de Calycotome villosa L et zizyphus jujuba L, a
réduit significativement leur activit¢ hémagglutinante , jusqu’ a 90 °C, elle n’a été pas suffisant

pour inactiver totalement I’activité hémagglutinante.

Photo13 : L’effet de la température sur I’activité hémagglutinante des extraits zizyphus jujuba

L ,calycotome villosa L

Le traitement thermique d’extrait racinaire de Calycotome villosa L et
zizyphus jujuba L de 40 jusqu’ a 90 °C pendant 2h, elle n’a été pas suffisant pour
inactiver totalement I’activité hémagglutinante. Ce résultat indique que nos
hémagglutinines sont trés résistants a la température ( thermorésistant) , comme est
le cas des lectines extraites a partir de 1’algue rouge Pterocladiella capillacea qui

pousse jusqu’a 100°C (Necib et al., 2015).

7. Le test d’agglutination sur les hématies humaines ABO :

Tableau 13: L’agglutination des hématies humaines (A, B, O, AB) par ’extrait brut de zizyphus
Jjujuba L , calycotome villosa L.

Le Tableau suivant montrent les résultats obtenus lors du test d’agglutination sur les hématie
ABO.
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Groupe sanguin

zizyphus jujuba L - - - -

Calycotome villosa +++ +++ ++ ++

L

v - :absence d’agglutination
v' ++: forte agglutination

v\ 44+ trés forte agglutination

* ’extrait de calycotome villosa L agglutine tous les types des groupes sanguins du systeme
ABO tandis que I’extrait de zizyphus jujuba L n’agglutine aucune des types des groupes

sanguins.

Photo 14 : L’ agglutination des hématies humaines (A, B, O, AB) par les deux extraits

bruts ,zizyphus jujuba L (J), calycotome villosa L (C)
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L’ extrait de Calycotome villosa L agglutine fortement tous les types de groupe sanguins
humains, Ce résultat est en accord avec les études réalisées sur Geotrupes stercorarius et sur
Diplotaxis assurgens et Raphanus sativus qui ont la méme propriété (Devi et al., 2014 ;
Deeksha et al., 2015). Alors nous pouvons classer les lectines de Calycotome villosa L dans
la catégorie des lectines agglutinent les érythrocytes de tous les groupes sanguins humains,

qui sont généralement désignées comme non spécifique.

Au contraire 1’extrait de zizyphus jujuba L n’agglutine aucun type des groupes sanguins
humains, donc ces lectines ne présentent aucune sélectivité pour les groupes du systéme
ABO. Ces résultats sont identiques aux celles trouvées sur 1’ espeéce de Brassica napus L
et une espece voisin Brassica rappa (Deeksha et al., 2015). des résultats similaires sont
obtenus avec le EHL et la lectine de 1’algue Bryopsis plumosapre (Shaista et al., 2014 ; Han
et al., 2010).

8.La purification des lectines par la chromatographie échangeuse d’ions

8.1 La Chromatographie sur colonne de sephadex G25
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Figurel7 :Filtration de extrait de zizyphus jujuba (J) et calycotome villosa ( C) sur colonne de

sephadex G25
Le volume de rétention : 5 ml. L’¢luant : PBS , pH 7,4. La langueur d’onde : A=280nm.

La filtration de I’extrait de zizyphus jujuba et calycotome villosa sur colonne de

sephadex G25 et la lecture a 280nm a montré un pic (Figur17). Afin de confirmer la présence
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des lectines au niveau de ces deux tubes dans 1’extrait de zizyphus jujuba et de ces trois tubes
dans I’extrait de calycotome villosa, un test d’hémagglution a été effectué avec les hématies
de lapin selon le protocole décrit dans le chapitre précédent. Alors Les résultats obtenus ont

réellement confirmé la présence de lectines avec une trés forte hémagglutination.

8.2 La Chromatographie sur colonne de sephadex G75
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Figurel8 : Filtration de extrait de zizyphus jujuba (J)et calycotome villosa (C )sur colonne

de sephadex G75
Le volume de rétention : 5 ml. L’¢luant : PBS , pH 7,4. La langueur d’onde : A=280nm.

La filtration de I’extrait de zizyphus jujuba sur colonne de sephadex G75 et la lecture a
280 nm a montré un seul pic qui correspond a la présence d’un seul type de léctine par
contre 1’extrait de calycotome villosa a montré deux pic , probablement qui correspond a la

présence de deux types de léctine . (Figure 18)

zizyphus jujuba a donnée un seul pic, qui corresponde au premier et deuxiéme tube
comme est le cas des lectine de Pterocladiella capillacea séparées par chromatographie sur

colonne de séphadex G 75(Necib et al., 2015),

contrairement calycotome villosa a donnée deux pic, qui corresponde au premier et
deuxiéme et troisieme tubes ces résultats similaires ont été obtenus avec les lectines de

Clarias gariepinus fractionnées sur le gele sephadex G 150 avec un volume de rétention de 4

ml (Odekanyin et Kuku, 2014).

les deux tubes pour zizyphus jujuba et trois tubes pour calycotome villosa ont été mélangés

et lyophilisés pour étre utilisés dans le test de 1’activité phagocytaire.
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8.3La Chromatographie d’changeuse d’ion
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Figurel9 : Filtration de extrait de zizyphus jujuba (J )et calycotome villosa ( C) sur colonne
de Na cl

Le volume de rétention : 5 ml. L’¢luant : PBS, pH 7,4. La langueur d’onde : A=280nm.

La filtration de I’extrait de zizyphus jujuba sur colonne de Na cl et la lecture a
280 nm a montré trois pic , contrairement 1’extrait de calycotome villosa a montré

deux pic . (Figure 19)

Afin de confirmer la présence des lectines au niveau de 2eme et 6eme et 9eme
tubes dans D’extrait de zizyphus jujuba et de 2eme et 9eme tubes dans [’extrait de
calycotome villosa , un test d’hémagglution a été effectué avec les hématies de
lapin. Alors Les résultats obtenus ont confirmé la présence de lectines avec une trés
forte hémagglutination pour D’extrait de zizyphus jujuba par contre  une faible
agglutination pour [’extrait de calycotome villosa Par la suite les tubes de deux
extrait ont ét¢ mélangés et lyophilisés pour étre utilisés dans le test de lactivité

phagocytaire.
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9.Etude de I’activité phagocytaire

Afin de déterminer le rdle des lectines de zizyphus jujuba et calycotome villosa
dans le systtme immunitaire, un test d’activité phagocytaire (Figure20 ), a été

réalisé ou la vitesse d’¢limination du carbone a été calculée (Figure 21).
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Figure20 : Effet des lectines extraites de zizyphus jujuba (J) et calycotome villosa (C ) sur
l'activité phagocytaire.
La figure 20 montre une augmentation de 1’activité phagocytaire de extrait de deux plantes
dépendant de la dose dans le groupe traité respectivement par rapport au témoin.( 1’activité

phagocytaire de 1’extrait zizyphus jujuba plus élevé que 1’extrait de calycotome villosa) .
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Figure21 : Effet de lectines extraites de ziyphus jujuba ( J ) et calycotome villosa ( C) sur la

demi-vie t1 /2 du carbone dans le sang.

Par contre La figure 21 montre une diminution du temps de demi- du carbone dans le

sang dépendant de la dose dans le groupe traité respectivement par rapport au témoin.
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Figure22 : Effet de lectines extraites de ziyphus jujuba (J) et calycotome villosa (¢) sur

indice phagocytaire corrigé

La figure 22 montre une augmentation de Indice phagocytaire de extrait de deux plantes

dépendant de la dose dans le groupe traité¢ respectivement par rapport au témoin.

Le systéme réticulo-endothélial (R.E.S) sont constitués par la rate, le thymus et d'autres
tissus lymphoides, ainsi que cellules qui tapissent les sinus de la rate, la moelle osseuse, et les
ganglions lymphatiques et les capillaires du foie endothélium ( cellules de kuppfers) et des
glandes surrénales et de I'hypophyse ceux-ci comprennent le sessiles ou macrophage fixe,
sont transportés par les fluides corporels ou de se promener a travers la tissus. Le RES est
définie la meilleure fonctionnellement par son capacité a piéger les débris ou autres matieres
étrangeéres et forme premicre ligne de défense .Alors que [’activité phagocytaire des
macrophages est un indicateur important des fonctions immunitaires de I’organisme, et ce
qu’il a été remarqué dans notre étude : au fur et a mesure qu’on augmente la dose on a une
augmentation parallele de 1’activité phagocytaire. L’¢élimination est la phase qui assure la
disparition d’une substance de 1’organisme soit parce qu’elle est excrétée, soit parce qu’elle
est transformée en autres produits qui ne sont plus décelables. Pour confirmer I’effet de
lectine extraite de zizyphus jujuba et calycotome villosa sur 1’activité phagocytaire, un test
(clairance du carbone) a été réalisé et a ainsi révélé que de plus en plus la dose est injectée ; le
temps de clairance du carbone dans le sang diminue graduellement .Ceci indique que la
lectine extrait de deux plantes influence le mécanisme de phagocytose mais on observe que

I’extrait de calicotome villosa influence plus que extrait de zizyphus jujuba ,qui sont
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largement distribués par les monocytes, macrophages ou RES qui se traduisent par une
augmentation significative de l'indice phagocytaire du test de clairance de carbone, c’est

résultat en accord avec celle trouvée avec la lectine de Illicium Verum (Necib et all , 2015)

10. L’activité antioxydante des lectines in vitro
10.1 Détermination de la concentration en protéines

Les lectines purifiées présentent une grande concentration de la protéine apres
purification avec des valeurs de 0.085 et 0.252 mg / ml dans I’extrait de zizyphus
jujuba et calycotome villosa respectivement. Mais on trouve la concentration de la
protéine de calicotome villosa plus forte que la concentration de la protéine de
zizyphus jujuba  (tableau 14 ). C’est résultats ont ¢ét¢ similaires a ceux des lectines
extraites des racines des plantes Morus nigra, Ruta graveolens et Cyperus rotundus

(Necib et al, 2015).

Tableau 14 : La concentration en protéines dans lectine brut et purifié¢ de Zizyphus jujuba et
Calycotome villosa

Les raciness des plantes La concentration de proteine

(mg/ml)

Zizyphus jujuba 1.79+0.02
Calycotome villosa 2.19+0.01

Lectine purifier Zizyphus jujuba 0.085+0.002
Calycotome villosa 0.252+0.001
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10.2 L'activité antioxydante in vitro de lectines de Zizyphus jujuba et Calycotome villosa

Tableau 15 : le teste anti radicalaire de lectines purifiées de zizyphus jujuba et calycotome
villosa

Plantes Le pourcentage de scavenger des radicaux libres (%). ‘

~ DPPH Fer- ferrique
Zizyphus jujuba
A G25 17.02+0.09 12.4+0.1 26.2+0.1
BG75 23.29+0.1 21.34+0.1 35.8+0.12
C G75 55.49+0.15 68.1+0.15 68.2+0.15
D (lectines 76.3+0.15 70.9+0.15 68.9+0.12
partiellement
purifier)
Calycotome villosa
A (G 25) 62.63+0.15 70.2+0.12 53.9+0.13
BG75 29.66+0.1 27.34+0.1 35.6+0.1
CG75 41.15+0.1 33.7+0.1 47.1+0.1
D (lectines 76.7+0.12 70.7+0.12 55.2+0.13
partiellement
purifier)
Standard 79.19+0.12 76.17+0.17 71.47+0.13
(Ascorbique)
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Nous avons marques que les valeurs de la fraction de Calycotome villosa A et D sont les
plus élevées dans par rapport au standard présents les valeurs suivantes respectivement :
62.63% , 76.7% , 79.19%  pour le Dpph , 70.2%,70.7%,76.17% pour le SOD
53.9%,55.2%,71.47% pour le Fer ferrique.

Les valeurs de la fraction de Zizyphus jujuba Cet D sont les plus élevées par rapport au
standard présents les valeurs suivantes respectivement : 55.49 %, 76.3%,79.19% pour le

DPPH , 68.1%,70.9%,76.17% pour le SOD , 68.2%,68,9%,71.47% pour le Fer ferrique.

les lectines purifies (fraction D) des plantes zizyphus jujuba et calycotome villosa ont
montré une 'activité antioxydant maximale trés proche avec des valeurs de 76.3 % et 76.7 %

,respectivement. Pour le DPPH.

Les valeurs de l'activit¢é anti-oxydante déterminées par I'anion superoxyde procédé
de piégeage des radicaux suivent le méme ordre que celui de l'essai DPPH. les deux
lectines purifiée(fraction D) a partir des racines de zizyphus jujuba et calycotome
villosa ont montré une activit¢ anti oxydante proches avec des valeurs 70.9% et

70.7 % respectivement

Le dosage de réduction de puissance est souvent utilis¢é pour évaluer la
capacité¢ d'un antioxydant pour donner de I'¢lectron. Dans son analyse de la capacité
des lectines purifiées a partir des racines des deux plantes pour réduire Fe + 3 a Fe +
2 ont ¢été déterminées. Parmi les deux lectines purifiées ,l’activité antioxydante de
zizyphus jujuba est plus ¢élevée que celle de calycotome villosa avec des valeurs de

68.9 %, 55.2%, respectivement.
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Le pouvoir antioxydant de nos différents extraits testés ont ¢été estimés par différent
méthode, le DPPH ; c’est celle qui est utilisée dans le monde entier Scherver R. et Godoy
H. T., 2009) et la plus populaire pour le dé pistache de 1’activité anti radicalaire d’un
composé unique ou un mélange de composés. Cette méthode est considérée, a partir d’un
point de vue méthodologique, I’une des plus faciles, plus précise et productive de I’activité

antioxydante des extraits de plantes . .(Pereira Nunes X., et al., 2012).

le fer ferrique considérer comme une méthode de mesure de la capacité des substances de
nos extraits qui a réduire le fer ferrique Fe 3+ en fer ferreux Fe 2+. Alors on montre que
C’est une technique rapide ,et facile et reproductible( Karagozler et coll., 2008).La capacité
réductrice d’un composé peut servir comme un indicateur significatif de son activité
antioxydante potentielle (Yang et coll., 2008).alors que ont indique que il ya une relation
directe entre les activités antioxydantes et la puissance de réduction des composants des

extrait des plantes , et ce qu’il a été remarqué dans notre étude.



Résultats et discussion

S T, N e, R N i DL R T R 25 i e e R e e e




Conclusion et
perspectives




Conclusion

Nous avons extrait des substances a partir des racines de deux plantes médicinales
zizyphus jujuba et Calycotome villosa, ces molécules ont une activité agglutinante sur les

hématies , et donc ce que signifier la présence de lectine .

Les extraits de’ zizyphus jujuba et Calycotome villosa L ne présentent aucune spécificité
pour les saccharides testés , donc qu’il n y a pas une affinité différente chez les

monosaccharides et les glycoprotéines.

les lectines de zizyphus jujuba L n’agglutine aucune des types des groupes sanguins du
systeme ABO , tandis que les lectines de calycotome villosa agglutinent tous les types de

groupe sanguin.

les lectines de  calycotome villosa présente une inhibition avec les trois métaux testée (
cat+, Mg++, Mn ++ ) , alors montre que notre lectine est une métalloprotéine , tandis que le

zizyphus jujuba qui n’ont pas été inhibé par les trois métaux.

Les lectines de zizyphus jujuba et calycotome villosa sont thermorésistants, et ils sont

différemment stables dans la gamme des pH neutre, alcalin et acide.

Le test immunonodulateur montre un effet positif de I’extrait de zizyphus jujuba et
calycotome villosa sur ’activité phagocytaire et I’amélioration de la vitesse d’¢limination des

substances étrangeres de 1’organisme.

I’extrait calycotome villosa posséde une activité¢ antioxydant maximale par rapport a

I’extrait de zizyphus jujuba.

Perspectives :

Ce travail peut étre la premiére étape d’une naissance des nouveaux lectines a partir de
deux plantes médicinale qui n’été jamais étudiées en Algérie.

Les résultats obtenus, encourageant la poursuite des études par :
Des tests de 1’activité antivirale, ’activité anticancéreuse La purification des lectines par
chromatographie d’affinité et HPLC, La détermination des poids moléculaire des lectines par

¢lectrophorese et leur séquencage.
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Annexe 01 : Préparation du Tampon, Monosacharides, Métaux et Nacl

Préparation de la solution tampon phosphate di-sodique PBS (0,1M ; pH7,2)

Pour 5 litres

Produit chimique

Quantité
Disodium phosphate (Na2HPO4) 0,435 ¢
Monosodium phosphate (NaH2PO4) S¢
Chlorure de sodium (Na Cl) 45¢
Eau distillée 5L

e Préparation des monosaccharides

Sucre Na Cl
0,1¢g 1 ml
e Préparation des métaux
Métaux Quantité NaCl
MgCI3 0,048 g 100 ml
CaClI3 0,032 g 4 ml
MnClI3 0,15¢g 4 ml
e Préparation du NaCl(0,1M ;0,2M ;0,3M)
- Na Eau distillée
1,91g 0,33L
0,2M 5,8¢ 0,5L
0,3M 8,7¢g 0,5L

Annexe 02 : Méthodes de dosage de ’activité antioxydante in vitro (DPPH, SOD ,Fer
ferrique).

1. Dosage de I’activité de la Superoxyde Dismutase (SOD)

La procédure expérimentale du dosage du superoxyde dismutase est la suivante
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= Prélever 0.1 ml de mélange (méthionine (13mM) et Na2EDTA (0.1mM).
Ajouter 0.8922ml de tampon phosphate (50mM, pH=7.8).

Ajouter 0.05ml du surnageant.

Ajouter 0.95ml de tampon phosphate.
Ajouter 0.0852ml de NBT (2.64mM).
= Ajouter 0.0226ml de riboflavine (0.26mM).

La réduction du NBT est estimée aprés 20min a unelongeur d’onde 580nm contre le
blanc.
Le pourcentage (Y) contre unité de SOD (quantité des protéines enzymatiques capable

d’inhiber 50% de NBT) peut étre calculé selon 1’équation suivante :

xlOO}xﬁ
C

v DOétalon — DOéchant
DOétalon

20 : Facteur de dilution de 1’échantillon dans le milieu réactionnel.

C : la concentration des protéines dans 1’échantillon (mg/ml).

2. Effet scavenger du radical DPPH in vitro
La procedure experimentale est basé sur les étapes suivantes :
e Prélever 50ul de plasma
e Ajouter 1.95ml de DPPH
e Laisser le mélange a I’obscurité pendant 30min, la décoloration par rapport au controle
négatif contenant uniquement la solution de DPPH.

e Lire I’absorbance a unelongeur d’onde : 517nm.

L’activité antiradicalaire est estimée selon I’équation suivante

blanc A échat

A
% d’activité antiradicalaire = x 100

blanc
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La procedure experimentale est basé sur les étapes suivantes :

Iml lectin mélangé avec 2.5 ml tampon phosphate

2.5ml potassium ferricyanide 1%

M¢élangé bien puis incubé pendant 20min.

Ajouter 2.5 ml TCA (10%)

Ajouter 0.5 ml ferrique chloride (0.1%)
Lire I’absorbance a 700 nm aprés 10 min contre le blanc qui contient le

méthanol a la place d’echantillon

L’activité de fer ferrique est estimée selon 1’équation suivante

Fer ferrique (%) =( A-Amin) / (A max-A min) x100.

4. Dosage des protéines par la méthode de bradford

= Mode opératoire

» Prélever 0.1ml de I’homogénat.

» Ajouter Sml du réactif coloré (BBC).

» Agiter et laisser 5 min pour la stabilisation de la couleur.

> Mesurer ’absorbance de I’échantillon a 595 nm contre le blanc contenant I’eau distillée

a la place de I’homogénat. La densité optique obtenue est rapportée sur la courbe d’étalonnage

préalablement tracé (0 — 1mg/ml de sérum albumine de bovin).

= Réactif de Bradford
> Bleu de CoOOmMaSSIC. .. .ouiietiti it 0.1g
P Ethanol(95%)....ooiiii e, 50ml
Agitation pendant deux heurs (agitation magnétique) puis ajouter
» Acide orthophosphorique (85%)
gsp 1000 ml

» Eaudistillée..........ooooiiii
Ce réactif doit étre filtré puis conserver pendant 1 mois a une température de 4°C et a I’abri de

la lumiére.



Tubes 2 3 4 5 6
BSA (ul) 20 40 60 80 100

Eau distillée (1) RCUEL 60 40 20 0
BC (ml) 5 5 5 5 5 5

07 - y =0,535x + 0,038
R2=0,961

La densité optique

0 T T T T T 1
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2

[BSA mg/ml]
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Résumé
Les lectines forment une famille de protéines et de glycoprotéines hétérogéne qui reconnaissent certaines structures

oligosaccharidiques. Le but de ce travail est de chercher la présence des lectines dans les extraits racinaires de deux plantes
médicinales par le test d’hémagglutination et leur étude biologique.

L’extraction a été faite par broyage et macération dans une solution tampon suivi par la
chromatographie sur colonne et puis par I’activité immunitaire et I’activité antioxydante .

L’activité hémagglutination d’extrait de calycotome villosa L a été de 1/9 ( 512) tandis qu’elle a été de 1/8 (256) de zizyphus

Jujuba L.
Les lectines de zizyphus jujuba et Calycotome villosa L ne présentent aucune spécificité pour les saccharides testés . Un test des
métaux a été réalise, le lectines de  calycotome villosa présente une inhibition avec les trois métaux testée , alors montre que
notre lectine est une métalloprotéine , contrairement le zizyphus jujuba qui n’ont pas été inhibé par les trois métaux . les lectines
de deux plantes reste stable toute au long de gamme du pH testée de 1 jusqu’a 12. Pour Le traitement thermique 1’extrait
racinaire de Calycotome villosa L et zizyphus jujuba L, a réduit significativement leur activité hémagglutinante , Mais jusqu’ a
90 °C, elle n’a été pas suffisant pour inactiver totalement I’activité hémagglutinante. les lectines de calycotome villosa L
agglutinent tous les types des groupes sanguins ( ont données une forte sélectivité surtout sur les hématie du groupe A et B ), par
contre les lectines de zizyphus jujuba L n’agglutine aucune des types des groupes sanguins.

L’application de la chromatographie sur colonne de séphadex G 25 sur les extraits
, zizyphus jujuba L et Calycotome villosa L ont données un seul pic. Et sur colonne de sephadex G75 sur I’extrait de zizyphus
Jujuba L a donné un seul pic par contre 1’extrait de calycotome villosa a montré deux pic . Un autre test a montré que plus la
dose employée augmente plus le systéme immunitaire est stimulé, ce qu’il prouve 1’effet qu’exerce les lectines de Calycotome
villosa L et zizyphus jujuba L sur le syst¢eme immunitaire.

I’extrait calycotome villosa posséde une activité antioxydant maximale par rapport a 1’extrait de zizyphus jujuba.
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