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Résumé

Résumé :

Les lectines sont des glycoprotéines qui peuvent étre d’origine animale, végétale, bactérienne
ou virale.

Le but de cette recherche consiste en une caractérisation partielle des lectines extraites a partir
des graines de ricin (Ricinus communis).

Dans notre étude, nous avons commenceé par extraire en premier lieu les lectines en mettant en
évidence leur activité hémagglutinante.

Cette activité hémagglutinante de Ricinus communis est stable dans la gamme de pH allant de
3a09.

Le traitement thermique des lectines de Ricinus communis a été révélé une thermorésistante
atteignant 100°C pour leur inactivation.

Le test d’inhibition réalisé avec différents monosaccharides montre qu’il y’a une spécificité
pour le glucose, galactose, saccharose, arabinose, lactose et le ribose.

Mots clés : Lectines, glycoprotéines, Ricinus communis, activité hémagglutinante,
monosaccharide.



Résumé

Abstract:

Lectins are proteins or glycoproteins of animal, plant, bacterial, and viral origins.

The purpose of this research work is a partial characterization of the lectin extracted from
castor bean (Ricinus communis).

In our study, we began by extracting first lectins highlight their hemagglutination activity.

The hemagglutinating activity of the fractions of Ricinus communis was stable in the pH
range 3-9.

The heat treatment lectins from Ricinus communis were revealed a heat resistance up to 100 °
C for inactivation.

The inhibition test with different monosaccharides shows that there is specificity for glucose,
galactose, sucrose, arabinose, lactose and ribose.

Keywords : Lectins, glycoproteins, Ricinus communis, hemagglutinating activity,
monosaccharides.
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INTRODUCTION

Introduction :

Les lectines sont des substances de nature protéique d'origine non- immunitaire, qui
se lient de fagon réversible aux sucres, Ces protéines ne montrent aucune activité
enzymatique vis-a-vis de leur ligand (Lis and Sharon 1998). La plupart des lectines
présentent plusieurs sites de liaison pour les glucides. Pour cette raison, 1’interaction des
lectines avec les glucides présents a la surface des érythrocytes résulte de 1’agrégation
d’un grand nombre de ces cellules. Cette caractéristique est typique des lectines. Elle est
aussi classiquement utilisée pour leur détection et leur caractérisation (Rudiger, 1993 ;
Goldstein et al., 1980).

Elles possedent plusieurs propriétés biologiques notamment : I’agglutination des
cellules, I’activité mitogéne, I’inhibition de la croissance des cellules cancéreuses, les
actions antivirales et les effets immunitaires. Ces diverses propriétés sont a la base de
I’utilisation des lectines dans le domaine biomédical (MEITE et al., 2006)

Les lectines sont des molécules ubiquitaires, car elles se retrouvent dans toutes les
branches du régne vivant, chez les microorganismes (virus, bactéries), chez les plantes,
chez les insectes et les animaux (Goldstein, 1978).

La présence des lectines a été rapportée dans plusieurs variétés de plantes. Elles
sont rencontrées dans de nombreux légumes secs (Yagi et al. 2002 ; Rudiger 2001). Au
Cours des vingt derniéres années, plusieurs centaines de lectines principalement extraites
de plantes, ont été purifiées et caractérisees.



INTRODUCTION

Objectif :
= Obijectif général :

Notre travail consiste en une caractérisation partielle des lectines extraites a partir des
graines de ricin (Ricinus communis).

Le protocole que nous avons choisi de suivre est le suivant :
- Extraire les lectines selon une procédure que nous décrirons par la suite.

- Réaliser des tests d’hémagglutination sur I’extrait afin de confirmer leur activité
et leur présence.

- Réaliser une chromatographie sur colonne de Séphadex G10 a des fins de
dessalage et aussi augmenter le taux de purification de I’homogénat.

- Déterminer de nouveau I’activité hémmagglutinante des différentes fractions de
1I’¢luat apres dessalage et purification.

- Réaliser ensuite des tests physico-chimiques pour mieux apprécier la qualité de
ces lectines.

Toute cette démarche qui a fait appel a autant de méthodologies biochimiques
d’extraction et de caractérisation de cette lectine sera appuyée des données
bibliographiques qui sont représentées dans le premier volet de ce mémoire, avec une
présentation générale sur les lectines, leurs structures et les différents rdles qu’on leur
attribue. Le second volet décrit le matériel biologique et I’ensemble des méthodes
utilisées dans notre étude. Les étapes suivies dans I’exploitation de nos résultats ainsi
que leur discussion sont présentées dans le troisieme volet. Une conclusion générale et
des perspectives seront enfin données.
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Chapitre | Généralités sur les lectines

1.1 Définition :

A T’origine le terme lectine faisait référence a la propriété de certaines protéines se
liant a des glucides, d’agglutiner les hématies humaines (berk ,1993). L’utilisation de
ce terme pour designer des protéines responsables d’une agglutination a conduit a son
remplacement par la notion d’agglutinine.

Le mot lectine dérive du verbe latin Iégere qui veut dire « sélectionner » ou choisir,
(Liener et al., 1986 ; Boyd and Shapleigh 1954 ; Sharon and Lis 2004).

Les lectines ont été définies comme des protéines ou des glycoprotéines d'origine
virale, bactérienne, végétale ou animale qui reconnaissent certains mono ou
oligosaccharides. Il ne s’agit pas d’enzymes ni d’anticorps, car les lectines ne présentent
pas d’activité catalytique et ne sont pas impliquées dans la réponse immunitaire
classique. Elles sont capables de reconnaitre spécifiquement des sucres simples ou des
oligosaccharides plus complexes sans les modifier (Goldstein et al, 1980). Cette
caractéristique tres importante des lectines est due au fait que ces protéines sont
généralement multivalentes, car elles possedent 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 I'agglutination des
cellules diverses (Liener et al., 1986).

Les lectines végétales sont actuellement les seules qui soient couramment utilisées
pour caractériser ou fractionner des glycoconjugués d'origines diverses (Goldstein et
Hayes, 1978 ; Sharon et Lis, 1989). Tres souvent, ces lectines sont classées en fonction
du monosaccharide capable d'inhiber la réaction d'agglutination induite par la lectine.

Les lectines sont relativement petites, leur masse moléculaire étant comprise entre
50 et 120KDa .Elles sont habituellement formées de deux (diméres) ou quatre
(tétrameres) sous unités identiques. (Ghopkins et Evrard, 2003).

L’abondance de ces molécules et leur relative facilité de purification leur ont permis
d’étre largement caractérisées et d’étre utilisées dans différents domaines de la biologie.

1.2 Historique :

A la fin du XIXéme siecle, plusieurs études mettent en évidence I’existence de
molécules ayant les capacités d’agglutiner les érythrocytes, d’ou leur nom
d’hémagglutinines (P.H Stillmark en 1888).

En 1940, environ 40ans apres la découverte des groupes sanguins A, B et O par Karl
Landsteiner de 1’universit¢ de Vienne, William C. Boyd de 1’universit¢ de Boston et
Karl O.Renkonen de [I'universit¢ d’Helsinki démontrent la spécificit¢ de ces
hémagglutinines pour les différents groupes sanguins humains.

La premiére de ces molécules extraite du ricin (Ricinus communis) a été appelée
ricine (Sharon and Lis 2004).
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En 1960, P.C. Nowell a étudié I’effet de la phytohémagglutinine PHA (Phaseolus
vulgaris) sur des lymphocytes normaux humains.

En 1965, Agrawal et Golstein découvrent la chromatographie d'affinité pour la
purification des lectines. Elles sont aujourd’hui largement utilisées dans différents
domaines de la biologie, notamment pour le typage des groupes sanguins, la stimulation
mitogénique des lymphocytes ou encore le marquage histochimique de cellules
cancereuses. Le tableau 1 montre I’historique de découverte des lectines.

Tableau 1 : Historique de découverte des Lectines (Ramata, 2010)

AUTEURS DECOUVERTES

Dixson Toxicité de la graine de Ricinus communis.

Stillmark Activité hémagglutinante de la graine de Ricinus
communis.
Toxicité de la graine de Croton triglium

Erlich Utilisation de I’abrine et la ricine dans les
recherches immunologiques.

Elfstrand Introduction du terme d’’hémagglutinine.

Landsteiner

La réversibilité de I'némagglutination par la
chaleur.

Landsteiner &
Raubitschek

Activité hémagglutinante dans les plantes non
Toxiques.

Landsteiner &
Raubitschek

La spécificité des especes de plantes a
hémagglutinines.

Marcusson-
Begun/Siever

Application des lectines sur les groupes sanguins.

Boyd &
Reguera
/Renkonen

Spécificité groupe de sang des plantes a
hémagglutinines.

Watkins &Morgan

L'inhibition de lectines par les sucres simples.
Démonstration avec l'aide de lectines que les
sucres sont des déterminants de groupe sanguin.

Boyd& Sharpleigh

Introduction du terme de lectine.

Agrawal &
Golstein

Chromatographie d'affinité pour la purification des
lectines.
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1.3 Classification des lectines :

Les lectines sont des protéines ubiquitaires, présentes dans tous les organismes
vivants. Il existe une grande variété de lectines qui présentent une trés grande diversité
structurale. Le nombre de structures cristallographiques de lectines est toujours en
croissance, et on connait aujourd’hui la structure tridimensionnelle d’environ 770
lectines.

La banque de lectines comprend ainsi 48 familles structurales différentes dont 6
d’origine végétale, 10 d’origine bactérienne, 18 d’origine animale, 5 familles d’origine
virale, 8 d’origine fongique et 1 famille d’algues (tableau?2).

Tableau 2 : Récapitulatif des structures tridimensionnelles des lectines (Karoline S.,
2006)

Con A 106 201 307
Ricine

PA-IL de
pseudomonas toxine & 79 116
de cholera

E-selectin
Helix pomatia 80 152 232
agglutinin

Hémagglutinin de 43 25 68
virus

Lectine de mousseron 17 23 40

Griffithsin 2 7 9

285 487 772

1.3.1 Lectines vegétales :

Dans les plantes, les lectines ont été détectées dans les moisissures, les lichens, les
champignons et les spermaphytes mais plus fréquemment dans les Iégumineuses et les
Euphorbiacées (Grant, 1991 ; Renkonen., 1948 ;).

Historiquement, les lectines de légumineuses telle que la concanavaline A (ConA) ont
été les premieres a étre caractérisées en 1972 (Edelman et al, 1972 ; Hardman and
Ainsworth, 1972) (Figurel)
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Figure 1 : Tétramere de la protéine ConM de Canavalia maritima 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)

Selon la classification de Peumans et Van Damme (1995), quatre types majeurs de
lectines sont présentés chez les plantes :

1- Mérolectines :

Les mérolectines sont de petits peptides, formés d’une seule chaine polypeptidique
et ne possédant qu’un seul domaine de liaison aux glucides (exemple : heveine,
protéines d’orchidées).

Les mérolectines sont incapables de précipiter les glycoconjugués ou d’agglutiner
les cellules. (PEUMANS W.I. et V. DAMME J.M. ; 1995)
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2- Les hololectines :

Les hololectines sont des lectines di ou multivalentes c’est a dire qu’ils contiennent
deux domaines (ou plus) de liaison aux glucides quasi-identiques ou du moins tres
homologues. Les hololectines peuvent précipiter les glycoconjugués ou agglutiner les
cellules de la majorité des lectines de plantes connues (PEUMANS W.J. et
V.DAMME J.M. ; 1995).

3- les chimérolectines :

Les chimérolectines sont des protéines de fusion ayant une activité de
reconnaissance glycanique. lls possédent un ou plusieurs domaines de liaison aux
glucides ainsi qu’un domaine ayant une activité catalytique bien définie et agissant
indépendamment du site de liaison. Selon le nombre de liaison aux glucides, les
chimérolectines se conduisent comme des mérolectines (exemple : chitinase classe 1) ou
comme des hololectines (exemple : type 2-RIP Ribosom inactivating Proteine inactivant
les ribosomes comme la ricine) (PEUMANS W.J. et V.DAMME J.M., 1995).

4- Les superlectines :

Les superlectines sont des oligomeres poly-spécifiques constituées de plus de quatre
monomeres, elles sont considérées comme un groupe spécial de chimérolectines
composées de deux domaines différents structuralement et fonctionnellement (Van
Damme et al. 1998).

: Banana lectin
Heveina (1HEV) ConBr (3JU9) PPL2 (2GSJ) (2BMY)

Figure 2 : La classification structurale des lectines des plantes (Van Damme et al.
1998).
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1.3.2 Lectines animales :

Les lectines animales sont des protéines qui se lient aux glucides exprimées dans
une variété de tissus. Ils sont excrétés sous forme de protéines membranaires (Bianchet
et al, 2009).

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.

On peut les regrouper dans deux principaux groupes :

+ 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 rbles essentiels dans le trafic
intracellulaire, ’adressage des glycoprotéines ou encore dans leur dégradation (Chabrol
etal., 2012)

+ 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).

Les structures de galectines sont relativement simples. Ces protéines sont specifiques
pour le B-galactose et plus précisément pour le lactose (BGall-4Glc) et le N-acétyle
lactosamine (BGall-4GIcNACc) (Leffler, et al. 2004).

Les lectines de Type C : nommées de type C car elles nécessitent la présence de Ca®*
pour leur activité. Elles sont toutes caractérisées par un site de reconnaissance situé dans
un domaine extracellulaire.

1.3.3 Lectines des micro-organismes :

Les microorganismes pathogenes, virus, bactéries, champignons ou parasites
eucaryotes, utilisent fréiqguemment des lectines pour reconnaitre les sucres présents sur la
surface des cellules héte Ces interactions lectines-sucres jouent également un réle dans
’adhésion sur les tissus richement glycosylés présents dans les voies respiratoires,
digestives ou dans 1’appareil urogénital (Imberty and Varrot 2008, Sharon 1996).

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)
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1.4 Structures des lectines :

Selon leur topologie, on classe les lectines en trois grandes classes :

1.4.1 Lectines simples :

Ces lectines sont formées de plusieurs monomeres (pas forcément identiques).
Elles sont généralement de masse moléculaire de 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 3 : Représentation graphique d’'un monomeére de concanavaline A de canavalien
siformis en complexe avec le trimannosoide (Lenka, 2006).

La protéine est représentée par un ruban jaune pour les brins 3, un ruban rouge pour
les hélices o et un fil pour les autres zones. Une représentation en batons est utilisée
pour le sucre et en boule pour les cations.
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1.4.2 Lectines mosaique :

Cette classe regroupe diverses lectines de différentes sources (animale, virus) il
s’agit de molécules complexes composée de plusieurs type de domaines ou modules,
dont un seul posséde le site de liaison (Lenka et al. 2006).

1.4.3 Assemblages macromoléculaires :

Ces types sont le plus souvent chez les bactéries au niveau des fibrilles. Elles
forment des structures filamenteuses de 3 & 7 nm appelés fimbriae ou pili La plus
grande partie d’un filament fimbriae est formée par la polymérisation d’une unité
prédominante, qui ne joue qu’un rdle structural. Seul un type d’unités, généralement une
composante minoritaire, posséde le site de liaison pour les glucides et donc est
responsable de la capacité d’adhésion du fimbriae. (Lenka et al., 2006).

Figure 4 : Représentation schématique de différents fimbriae de la bactérie
Escherichia coli. (Lis and Sharon, 1998)

1.4.4 La structure tridimensionnelle :

La structure tridimensionnelle des lectines est composée des feuillets B contactées
par un nceud formé de chaines antiparalléles avec des hélices o, la stabilité des dimeéres
est assurée par des interactions hydrophobiques et hydrogenes (Sharon et Lis, 1998).

1.5 Spécificité :

La plupart des lectines sont spécifiques pour un petit nombre de sucres 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
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leur spécificité : celles qui reconnaissent un monosaccharide spécifique et celles qui
reconnaissent exclusivement des oligosaccharides (Sharon et al. 2003).

L’affinité des lectines pour les monosaccharides est généralement assez faible
(KDa de I’ordre de 1mM) en comparaison avec leur affinité pour les oligosaccharides
(de I’ordre du uM). (Dam et Brewer, 2002 ; Bianchet et al. 2009).

Les lectines sont classées en cing groupes différents selon le monosaccharide pour
lequel elles présentent la plus forte affiniteé :

o le mannose (Man)

o le galactose (Gal)/ N-acétyl galactosamine (GalNAc)
o le glucose (Glu)/le N-acétyl glucosamine (GIcNAC)

o le fucose (Fuc)

o I’acide sialique (NeuAc, acide N-acétyl neuraminique)

Ces monosaccharides et leurs dérivés sont ceux qui sont le plus souvent présents
sur les épitopes glycaniques des surfaces cellulaires (Lis et Sharon, 1998).

Certaines lectines possédent deux ou plusieurs sites de fixation. On peut classer les
lectines en trois catégories selon la nature de leur domaine de reconnaissance glucidique :

-Type P reconnaissant le mannose 6-phosphate.

-Type S reconnaissant le B-galactoside.

-Type C reconnaissants divers sucres par une liaison impliquant le ca*? (Kamoun,
2003).

Les similarités structurales entre monosaccharides sont déterminantes pour la
spécificité des lectines. Par exemple, la plupart des lectines qui reconnaissent le Gal se
lient aussi au GalNAc. Certaines lectines peuvent reconnaitre le mannose et le fucose
telles que DC-SIGN de mammifére (van Liempt, et al. 2006).

La combinaison de plusieurs techniques expérimentales permet d’élucider la
spécificité des lectines (Park, et coll. 2008). Par exemple, en utilisant les techniques de
test ELLA (Enzyme Linked Lectin Assay) et de test << Glycans array > la spécificité
d’une lectine peut &tre déterminée. Ces techniques sont simples, rapides et requiérent de
quantités réduites de matériel.

La plupart des lectines sont des proteines multivalentes. Elles sont capables de se
lier a plusieurs molécules de glucides. La multivalence peut provenir de la répétition de
type « tandem » de domaine lectines dans un polypeptide, de 1’association de plusieurs
monomeéres ou de la présentation de plusieurs lectines sur une surface cellulaire.

Les interactions multiples entre d’une part les lectines multivalentes et d’autre part
les glycoconjugués, sont impliquées dans les processus de reconnaissance (Lee and Lee
1995), Le tableau 03 représente la spécificité osidique de certaines plantes contenants
les lectines.
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Tableau 3: La Spécificité osidique de certaines plantes a lectines (Renato et col,
1991)

Espéces Spécificité

Abrus precatorius Gal
Adenia digitata Gal
Aleuria aurantiaca L-Fuc
Canavalia brasilensis Man > Glc
Canavalia ensiformis Man > Glc
Dolichos biflorus GalNAc
Phaseolus vulgaris GalNAc
Vicia sativa Man
Ulex europaeus | L Fuc
Momordica charantia GalNAc
Cytissus sessilifolia GlcNac >Fuc >Gal
Datura stramonium GIcNACc

1.6 Propriétés biologiques des lectines :
Les lectines sont des molécules qui possédent plusieurs propriétés biologiques.
1.6.1 Liaison avec les sucres :

Elle est spécifique et propre a chaque lectine de sorte que la connaissance du sucre
specifique conditionne la mise en évidence de I’activité de la lectine (Myoshim. et Al,
1982).

1.6.2 L’activités mitogéne :

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 mitogene des lectines mais en général elle ne
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s’exerce que sur les lymphocytes T (Babosa, 2001 ; Falasca 1989 ; Nachbar et coll.,
1980)

1.6.3 Inhibition de la croissance des cellules cancéreuses :

Les travaux de Valentiner et coll. (2003) suggérent que les lectines alimentaires
pourraient inhiber la croissance cellulaire des cellules du cancer du sein de I’homme in
vitro. Banwell et coll. (1983), ils montrent que les lectines des graines d’Haricot rouge
provoquent I’inhibition de la migration des cellules cancéreuses.

1.6.4 Actions 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-
specifiques isolées de bulbes de 15 espéces sauvages du genre Narcissus cultivees en
Espagne ont une activité inhibitrice anti-VIH1. L’activité anti-VIH-1 la plus efficace est
obtenue avec les extraits de I’espece Narcissus tortifolious (Lopez 2003).

1.6.5 Autres propriétés :

Les lectines expriment diverses autres activités biologiques telles que la
précipitation des glycoprotéines, I’activation de la voie alterne du complément et
I’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 1’apoptose (Kulkarni
1988).

|.7 L’agglutination des cellules :

Beaucoup de lectines sont déja décrites dans la littérature scientifique. Des
nombreuses lectines sont capables de se fixer aux cellules sanguines et provoquer leur
agglutination. On parle alors de phyto-agglutination et plusieurs d’entre - elles le font
avec une spécificité de groupe. C’est pourquoi celles-ci sont utilisées comme réactif de
groupage ; ¢’est le cas de la lectine de dolichos biflorusqui agglutine spécifiquement les
hématies Al. (BIRD., 1951)

L’agglutination cellulaire est la manifestation la plus visible de I’interaction des
lectines avec les cellules. 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) pour qu’elle puisse se produire. Les
lectines monovalentes ont un seul site de reconnaissance ne provoquent pas
d’agglutination (Peumans et coll., 1995 ; Wang et coll., 1998).

La mesure d’activité hémagglutinante est le test le plus simple et le plus largement
utilisé pour la detection des lectines et leur caractérisation (GOLDSTEIN, et al. 1980 ;
RUDIGER, 1993) il est basé sur la propriété de ces protéines de lier des
glycoconjugués de la surface des érythrocytes. Ce test repose sur 1’observation de
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I’agglutination (ou agrégation) des érythrocytes par les lectines visible a 1’ceil nu sous
forme d’une phase gélatineuse et sur la détermination du point d’équivalence qui est la
concentration minimale de lectine montrant une agglutination évidente. Les érythrocytes
de plusieurs mammiféres sont parmi les plus utilisées (humain, lapin, mouton, porc,
etc...).

1.8 Fonctions de lectines :

1.8.1 Fonctions de lectines chez ’homme :

« Les lectines peuvent interagir avec des systémes biologiques et développer une
diversité d’événements et fonctions dans ses organismes vivants. Ces interactions ont
une grande importance car elles se retrouvent impliquées dans des processus
biologiques ainsi que dans des processus pathologiques (Lis and Sharon 1998).
Aujourd’hui les lectines sont largement utilisées comme outils dans la recherche et dans
le secteur biomédical.

¢ les lectines immobilisées sur colonne peuvent étre utilisées pour I’identification, la
purification de glycoconjugués aussi bien que pour leur caractérisation (Hirabayashi
2004).

% Elles sont utilisées en pratique clinique pour distinguer les types du sang (A, B et
0), exemple : la lectine d’haricot de lima (Phaseolus lunatus) se lit a N-acétyl-D-
galactosamine et agglutine seulement des globules rouges de type A (Goker et al.,
2008).

¢+ Lectine extraire a partir de S. littoralis a des activités antimicrobiennes (SEUFI. et
al., 2012)

% Certaines lectines purifiées a partir des graines de légumineuses tropicales
présentent des propriétés anti-inflammatoires (Alencar et al, 2005).

1.8.2 Fonctions de lectines chez les plantes :

¢+ Les premiers travaux sur les lectines sont principalement dirigés vers les protéines
des graines, mais leur distribution ne se limite pas seulement a cet organe de réserve.
Des lectines sont détectées aussi bien dans les feuilles, que dans les tiges ou les racines.
(SAUVION., 1995)

+ Des nombreuses fonctions ont été proposées pour les lectines végétales tel que la
protection contre les pathogeénes et les insectes, le transport et le stockage des glucides
et la reconnaissance cellulaire (dans la cellule, entre les cellules ou entre organismes).
(PUSTZALI., 1991)

¢ Elles ont été également considérées comme des protéines de réserve ou comme des
régulateurs de croissance. (PUSTZAI., 1991)
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1.9 utilisation des lectines :

Aujourd’hui les lectines sont largement utilisées comme outils dans la recherche,
dans le secteur biomédical et dans le domaine agronomique.

1.9.1 Dans le domaine biomédical :

La découverte majeur de certains états physiologique et pathologiques étaient
associés a un changement de I’état de glycosylation des cellules fut possible grace a
I’utilisation des lectines (Raquel et Benevides, 2011).

+ En Hématologie :

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

banques de sang.

+ Immunologie :

De par leur spécificité, les lectines immobilisées sur colonne peuvent étre utilisées
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 immunothérapeutiques (Jaffe, 1980).

+ Biologie cellulaire :

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).

+ Cancérologie :

Certaines lectines purifiées a partir d’invertébrés terrestres ou marins sont
employées comme marqueurs histochimiques, puisque certaines maladies tel le cancer
sont associées a une modification des glycannes présents sur les cellules (Guillot et al.,
2004).

En raison de leur agglutination préférentielle aux cellules cancéreuses, les lectines
sont suggerées comme transporteuses pour diriger les drogues et les produits
pharmaceutiques vers les cellules cancéreuses (Kenoth, 2001).
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Tableau 4 : Propriétés et applications des lectines dans le domaine biomédical
(Murdockl .L Shade R.E, 2002)

Propriétés :

Agglutination spécifique des globules
rouges selon le groupe sanguin

Agglutination cellulaire

Précipitation des polysaccharides et des
glycoprotéines

Liaison aux sucres

Applications :

-typage du sang
-identification de nouveaux groupes Sanguins

-recherche sur 1’architecture des membranes
externes cellulaires, leurs changements et
transformations.

-phagocytose et motilité.

-Diminution de la croissance des cellules
Tumorales.

-isolement, purification et études structurales
des glucides,

-purification des glycoconjugués (enzymes,
hormones).

-modeles pour la réaction antigene anticorps (test
ELISA, etc.)

-études des sites de liaison spécifique des
protéines et glycoprotéines.

-structure et fonctionnement des membranes

1.9.2 Dans le domaine agronomique :

Les lectines peuvent étre utilisées dans la lutte contre les agents pathogénes
(nuisibles) des plantes telles que les insectes, les nématodes du sol, les vers parasites qui
commettent d’importants dégats dans des cultures (Murdock et Shade, 2002).
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Chapitre I1 Etude générale sur le ricin

I. Caractéristique botanique de la plante Ricinus communis :
I-1 Généralités :

Le nom générique Ricinus signifie <«tique>> en latin : la graine est ainsi nommée
parce qu'elle a des marques et une bosse qui la fait ressembler a certaines tiques
(Ramprasad et Bandopadhyay, 2010).

Ricinus Communis L fait partie de la famille des Euphorbiacées comportant 8100
especes, cette plante est le seul représentant du genre Ricinus qui est un arbre a grandes
feuilles palmées (Witchard, 1997 ; Paul et Tanigoshi, 1999 ; Malathi et al., 2006 ;
Ledent et Mairesse, 2008).

-2 Nomenclature :

Anglais : Castor plant, castor oil plant, Palma Christi (Borch-Jensen, 1997 ; Lorenzo
ET Lynne, 1998 ; Despott et Mario, 2004 ; Grace, 2007 ; Volkshard et Nogueira,
2007 ; Leo et al. 2009).

France : Ricin (Maroyi, 2007).
I-3 Etymologie :

Il est originaire d’Afrique tropical, il s’est répandu un peu partout dans le monde, la
ou le climat le permettait. On le retrouve aussi sous des climats subtropicaux, mais
également sous les climats temperés.

Ricinus communis est présente dans tout le continent Africain, de la c6té atlantique a
la mer rouge et de la Tunisie a I’ Afrique du Sud ainsi que dans les iles de I’océan Indien
(Maroyi, 2007). Plus de 95% de la culture de Ricinus dans le monde est concentrée en
Inde, la Chine et le Brésil (Sailaja et al. 2008).

I-4 Description :

Le ricin se présente sous la forme d'une plante herbacée ou arborescente, annuelle ou
vivace suivant les conditions climatiques de la région, pouvant atteindre 7 m et plus.
Il possede deux parties :

a) Une partie aérienne : possédant

= Feuilles : grandes feuilles palmatilobées avec 7 a 9 lobes, glabres, profonds, dentés,
lancéolés.


https://fr.wikipedia.org/wiki/Plante_herbac%C3%A9e
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= Une tige : dressée, robuste, rameuse avec des branches & nceuds visibles et cicatrises
annulaires, généralement glauques, parfois vertes ou rouges, un peu fistuleux, bien unie,
ronde, lisse, ramifiée seulement dans le haut (Couplan et Styner, 2000)

= Les fleurs : sont regroupées en cyathes, les fleurs femelles en haut ont seulement
trois folioles au calice, et au-dessous de petites écailles ; un ovaire globuleux hérisse,
surmonte de trois pistils longs, rouges, hispides (Maroyi, 2007), les fleurs méles en bas.
C'est donc une espece monoique. La floraison a lieu en éteé.

» Fruits : capsule a 3 coques hérissées, chacune contenant une graine ovale, marbreée,
a caroncule saillante et albumen riche en huile, Les capsules renferment généralement 3
graines de couleur marron clair, marron rouge ou gris tachete de blanc (Coopman et al.
2009)

= Graines : sont contenues dans chacune des loges du péricarpe, ont presque la forme
d'un haricot moyen, sont piriformes, ovoides, allongées ou plates, luisantes marbrées de
gris rougeatre et de blanc. A l'intérieur de la graine se trouve une amende oléagineuse
qui est tres toxique (Little et Wadsworth, 1974).

b) Une partie souterraine : possédant une racine pivotante puissante a racines latérales
marquées.

Figure 5 : Plante de ricin Figure 6 : Graines de ricin


https://fr.wikipedia.org/wiki/Fleur
https://fr.wikipedia.org/wiki/Cyathe
https://fr.wikipedia.org/wiki/Mono%C3%AFque
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I-5 Localisation :

Le Ricin et RCA (Ricinus Communis Agglutinine) sont stockes dans les corps
protéiques dans les cellules de 1I’endosperme de maturation des graines de Ricinus
(Lord et al., 1994).

I-6 Structure chimique :

La ricine est une glycoprotéine qui inhibe par inactivation des ribosomes la
synthese protéique intracellulaire. Du fait des propriétés enzymatiques de cette toxine,
on pense qu’une seule molécule de ricine peut, apres translocation dans le cytosol, tuer
la cellule.

La féve de ricin contient deux toxines puissantes ricine et Ricinus communis
agglutinine (RCA). Ce sont des glycoprotéines présentes dans les corps protéiques du
tissu endosperme (Tully et Al., 1976).

Le nom ricin, donné a cette albumine par Stillmark en 1888, est une protéine
héterodimérique de 64 KDa, l1égérement plus petite que lI'albumine (Garland et Bailey,
2006), constituée de 1% a 5% des protéines totales des graines de Ricinus communis L
(Franz et Nancy, 1997 ; O'Connell et al., 2002 ; Korcheva et al., 2007). Et est
composé de deux sous-unités de chaine A et la chaine B reliés par une liaison disulfure
unique.

La chaine A (ribosome-inactivating A-chain ou RTA) est une protéine inactivant
les ribosomes (Lord et al. 1994) et est composée de 267 résidus d'acides aminés de 32
KDa. La chaine B est une lectine spécifique pour le résidu galactose (galactose
binding B-chain ou RTB) de 34 KDa avec 262 acides aminés (Lorenzo et Lynne,
1998 ; Lombard et al., 2001; Kenigsberg et al., 2008 ; Garber, 2008; Cheema et al.,
2010).
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Figure 7 : Structure de la ricine (Montfort et al .,1987).

I-7 Classification scientifique :

X3

S

Régne : Plantea

Embranchement : Spermaphyte (plante a graine) (Lagnika, 2005)
Sous-embranchement : Angiosperme (Magnoliophyta : Plantes a fleurs)
Classe : Magnoliopsida

Sous-classe : Rosidae

Ordre : Euphorbiales

Famille : Euphorbiaceae

Genre : Ricinus (Anjani, 2005 ; Aslania et al., 2007; N'guessan et al ., 2009).
Espéce : Ricinus Communis L
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Figure 8 : Ricinus communis [1]

I-8 Utilisations médicinales :

Le Ricinus, a été employé dans la médecine égyptienne et grecque classique et son
utilisation a été décrite par Sursauta et Ayurveda (deux anciens médecines Hindous).

Dans la médecine traditionnelle indienne, les feuilles, les racines et I'huile extraite
des graines de cette plante ont été employés pour le traitement de I'inflammation et dans
des affections du foie (effet hepatoprotecteur), laxatifs et diurétiques. Les racines sont
utiles dans le traitement du diabete" effet hypoglycémiant” (Poonam et al. 2008 ; Rao et
al. 2010) et antibactérien. (llavarasan et al. 2006).

Les graines de Ricinus communis L ont été employée dans différentes parties du
monde comme cathartique, un émétique et pour le traitement de la lepre et de la syphilis.
Certaines femmes en Inde et Corée ont pris les graines de ricin, comme moyens
contraceptifs. 1l a été rapporté en Algérie, que certaines femmes ont pris des graines de
ricin plongées dans du sang chaud d'un lapin pour empécher ne pas tomber enceinte.
Aussi, il a été rapporté, qu'il n'y aura aucune grossesse pour au moins 9 mois, si une
femme prend une graine apres la naissance d'un enfant (Abdulazim et al ., 1998) .

Le caractere glycoprotéigque de la toxine et ses capacités de poison cellulaire ont
permis d'envisager son utilisation couplée a des anticorps monoclonaux pour creer ainsi
une immunotoxine dirigée spécifiqguement sur un antigéne. Cette "torpille biologique”



Chapitre I1 Etude générale sur le ricin

permettrait d'atteindre les cellules cancéreuses metastasées ou de pénétrer I'intérieur des
tumeurs solides inopérables. Des protocoles thérapeutiques complexes associant cette
immunotoxine (de ricine) avec des médicaments cytostatiques ou des radio-isotopes sont
envisagés.
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Matériel et méthodes :
I. Matériel :
I.1. Matériel végétal :

+ Récolte des graines :

Les graines de Ricinus communis étudiées ont été récoltées de la région de Massinissa
a Constantine au mois de Février 2016.

% conservation :
Les graines sont conservés au frais et a I’abri de I’humidité.
+ Broyage :
Les graines ont été broyées dans un mortier-pilon jusqu’a I’obtention d’une péte.

1.2. Matériel Biologique :

Les hématies utilisées sont issues de sang du lapin pour réaliser les tests d’hémmaglutination.

I1. Méthodes :

I1.1 L’extraction des lectines par la solution tampon :

459 de pate de graines de Ricinus sont dissous dans 100ml du tampon PBS (10mM, pH
7,2), et I’ensemble est encore broyeé, réparti sur deux tubes, puis laissés pendant 24h a
température ambiante. Les suspensions obtenues sont ensuite centrifugés a 6000
tour/minute pendant 45 minutes. Les deux surnageant obtenus S1+S2 ont été récupérés et
conservés a température ambiante, En parallele les deux culots récupérés C1+C2 ont été
mélangés avec 40ml du PBS. Une quantité de 6,56 g de sulfate d'ammonium, a été ajouté
au dernier mélange pour obtenir de saturation a 30 % et soumis a une agitation réalisée par
un agitateur magnétique pendant lheure, et une deuxieme centrifugation a 6000 tour
/minute pendant 45 minutes.

Le nouveau culot (C’) est conservé a température ambiante, et 1e Surnageant (S’) a été
mélangé avec 15.124 g de sulfate d'ammonium de fagon a obtenir 65 % de saturation. La
solution obtenue est aussi soumise a une agitation magnétique pendant lheure puis re-
centrifugé a 6000 tour /minute pendant 45 minutes. A la fin on obtient le surnageant (S’”)
et le culot (C”).
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Photo 1 : Les graines de Ricinus communis.
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45 g du pate +
100ml du PBS

24h a température ambiante

Centrifugation a 6000
tour /minute pendant
45 minutes

Agitation 1h

Surnageant S1 et
S2

(C1+C2)+40mlde PBS +6.56 g
de sulfate d’ammonium (30%)

Conservation &
température ambiante

Centrifugation a 6000
tour /minute pendant
45 minutes

Surnageant (S’) + 15.124g

Agitation 1h
sulfate d’ammonium (65%)

Centrifugation a 6000tour/min pendant 45min

Surnageant
(S)

Figure 9 : Schéma d’extraction des lectines a partir des graines de ricin.
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I1.2 Dosage des proteines :

Le dosage des protéines a été réalise selon la méthode de Warburg et Christian(1941)
qui ont étudié les propriétés spectrales des macromolécules et ont développé une
méthode pour déterminer la concentration protéique d'un mélange contenant une
proportion donnée d'acides nucléiques. Cette méthode requiert la mesure de I'absorption
a deux longueurs d’onde : a 280 nm, pour les protéines et a 260 nm, pour les acides
nucléiques. Ces valeurs peuvent alors s'intégrer dans 1’équation :

[Protéines] (mg/ml) = 1.55 Azso - 0.76 Azeo

I1.3 Le Test d’hémagglutination :

Ces tests sont réalisés a différents stades du processus de la purification des
lectines. La mesure d’activité hémagglutinante est le test d’interaction le plus largement
utilisé pour la détection des lectines et leur caractérisation (Goldstein 1980 ; Rudiger
1993). Cette technique a été effectuée pour la mise en évidence de la présence des
lectines dans les extraits. Ce test est basé sur 1’observation de 1’agglutination, et donc de
la précipitation des érythrocytes en présence de lectine. Il a eu lieu sur des hématies de
lapin.

Apres le test d’hémagglutination, seuls les extraits positifs ont été retenus pour la suite
de notre étude.

4+ Collecte des hématies :

Les hématies de lapin ont été obtenues a I’animalerie de 1’université des fréres
Mentouri de Constantine.

+ Préparation des hématies 3% :

La préparation de suspension d’hématies est effectuée selon la méthode de Higuichi
et al (1989), de la maniére suivante :

+ Lavage des hématies :

Une quantité de sang a été posée dans un tube hépariné, puis centrifugé a 4000
tours/minute pendant 15 minutes. Le surnageant est éliminé et le culot est dissous dans
une solution physiologique (NaCl 0,9%) et a nouveau centrifugé. Cette opération de
lavage a été reprise trois fois dans les mémes conditions.

4+ Dilution des hématies :

Aprés le troisieme lavage des globules rouges, ces derniéres sont diluées dans du
chlorure de Sodium 0,9% (NaCl), soit 1,5 ml des hématies dans un 48,5 ml Nacl afin
d’obtenir une solution d’hématies a 3%.
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I1.4 Le test des limites d’hémagglutination :

Dans une premiére étape, S0 pl de solution tampon phosphate ont été déposés dans
chaque puits de la microplaque, ensuite un volume de 50 ul d’extrait a été ajouté au
premier puits, puis une gamme de concentration par double dilution a été réalisee dans
les puits suivants. On fera en sorte de jeter 50 ul du mélange a partir du dernier puits
pour respecter les taux de dilutions de chacun d’eux.

Un volume de 50 pl des hématies a été ajouté dans chaque puits. La lecture d’activité
hémagglutinante a été réalisée a I’eeil nu, aprés 1h d’incubation a une température
ambiante.

I1.5 Précipitation au sulfate d'ammonium :

Cette méthode consiste simplement a solubiliser une quantité de sulfate d'ammonium
((NH4)2S04) dans la solution dont on veut précipiter les protéines. Cette quantité est
celle nécessaire pour arriver a une concentration équivalente a un certain pourcentage de
la quantité de sulfate d'ammonium suffisante pour saturer cette solution a la température
et au pH ou on travaille. C'est pourquoi il s'agit bien du pourcentage de saturation (non
pas du pourcentage de concentration en tant que tel).

I1.6 La Chromatographie sur colonne de Sephadex G10 :

e Préparation de la colonne :

0.5g de sephadex G10 ont été mis en suspension dans 12.5 ml de tampon phosphate
(10 mM, pH 7,2), Le mélange est mis en incubation pendant 3heures a température
ambiante, puis coulé dans une colonne (1 cm x 10 cm) et laisser se reposer pendant 24h.

Le gel séphadex G10 (domaine de fractionnement : < 700Da) qui forme la phase fixe de
la séparation, est utilisé dans notre travail en tant que colonne de dessalage a la place
d’une dialyse. On aurait pu également utilis¢ du G25.

e La séparation des lectines a partir des extraits :

Apreés la stabilisation et lavage du gel avec le tampon (PBS a 10 mM, pH 7,2), les
échantillons ont été versés lentement et en petites quantités dans la colonne, puis des
fractions de 2ml chacune sont recueillies aprés elution avec du tampon (PBS a 10 mM,
pH 7,2), avec un débit d’environ 0,5ml/min.

Les fractions ainsi récupérés ont toutes subies un test d’hémagglutination sur les
hématies du lapin.
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e La spectrophotométrie a UV et dosage des proteéines :

Les fractions issues de la chromatographie sur colonne sont placées dans le
Spectrophotométre a UV afin de mesurer 1’absorbance a longueur d’onde 280 nm et a 260
nm. Une courbe relient I’absorbance en fonction de volume d’élution pour chaque situation
(homogénat, culot’ du ler essai, culot’ du 2éme essai et le surnageantl) sera réalisee.

I1.7 L’effet de pH sur ’hémagglutination :

L’effet du pH, de la température et celui de différents sucres sur ’activité de notre
lectines sera observe sur les dix fractions possédant une forte agglutination.

L’effet du pH sur ’activité hémagglutinante a été déterminé par la mise en ceuvre du
pouvoir hémagglutinant de la lectine en utilisant des tampons a différent valeurs de pH
en allant de 1 a 12. Chaque tampon a été mélangé avec les dix fractions Apres 24 h le
test d’hémagglutination est effectuée sur ces fractions.

I1.8 L’effet de température sur I’hémagglutination :

Dix tubes a essai, contenant chacun une quantité des fractions ont été incubés a des
températures différentes (40, 60, 80, 100 °C) dans un bain marie pendant une heure de
temps. Apres le temps requis, la fraction chauffée a été refroidie a la température
ambiante, suivie d’un test d’hémagglutination.

I1.9 Test d’inhibition d’agglutination par des sucres simples :

La spécificité des lectines aux glucides a été étudiée par la capacité d’une série des
saccharides a inhiber 1’agglutination des hématies de lapin.

Dans un puits d’une microplaque, 50l de solution de sucre (glucose, galactose,
arabinose, fructose, lactose, saccharose, xylose et ribose) (100 mg/ml), sont ajoutées a 50l
de chaque fraction, le mélange est incubé pendant 1h a température ambiante, 50 pl des
hématies de lapin 3% ont été rajoutées, la lecture a été effectuée aprés 1h a température
ambiante a I’ceil nu.
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Chapitre IV Reésultats et discussions

Les résultats obtenus sont les suivants :
1. Dosage de protéines :
Nous avons procédé a deux essais :
Le leressai :

Tableau 5 : Absorbance a la longueur d’onde de 280 nm pour les protéines.

Cc” homogénat

A=280nm 0.385 0.525 0.274 0.290 0.326 0.506

Tableau 6 : Absorbance a la longueur d’onde de 260 nm pour les acides nucléiques.

Ss1 S2 C S” C”  homogénat

A=260nm 0.417 0.535 0.315 0.300 0.321 0.484

Le 2éme essai :

Tableau 7 : Absorbance a la longueur d’onde de 280 nm pour les protéines.

Cc” homogénat

2=280nm | 0.264 0.404 0.323 0.204 0.383 0.506

Tableau 8 : Absorbance a la longueur d’onde de 260 nm pour les acides nucléiques.

S1 S2 C’ S” C”  homogénat

A=260nm 0.271 0.439 0.325 0.215 0.365 0.484

4 : longueur d’onde
S1: Surnageant 1
S2 : Surnageant 2
C’ : Culot”’

S>> : Surnageant”

C’’ : Culot”
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2. Les concentrations des protéines sont les suivants :

Les concentrations ont été calculées d’apres la formule de Warburg et Christian (1941) :
[Protéines] (mg/ml) = 1.55 Azso - 0.76 Azeo

Le ler essai :

Tableau 9 : Concentrations des protéines dans chaque échantillon.

Concentration 14 20.35 9.25 11.05 13.1
(mg/ml) :

Parmi les fractions du ler essai, on observe que la majorité des protéines sont reparties
entre le surnageant (S1 et S2), et dans une moindre mesure dans le culot’ et le
surnageant”’.

Le 2éme essai :

Tableau 10 : Concentrations des protéines dans chaque échantillon.

Concentration 10.2 14.65 13.8 7.6 15.8
(mg/ml) :

S1: Surnageant 1.
S2: Surnageant 2.
C’: Culot .
S*’: Surnageant”.
C>’: Culot”.

Parmi les fractions du 2éme essai, on observe que la majorité des protéines sont
reparties entre le surnageant 2, le culot’, et le culot’’, et dans une moindre mesure dans
le surnageant (S1, S”°).

3. Le test d’hémagglutination :

La plupart des lectines 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
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réseau entre les hématies et les lectines, ces interactions forment une suspension
gélatineuse homogene, ceci correspond au phénomeéne d’hémagglutination.

Le ler essai :

Homogénat Témoin

Photo 2 : L’agglutination des hématies du lapin avec les échantillons.
Le ler essai :

Tableau 11 : L’agglutination des hématies du lapin avec les échantillons.

S1 ++++
S2 +++
C ++++
S” +
Cc”» +++
Homogénat ++++
Témoin -

++++ : Trés forte agglutination.

+++ : Forte agglutination.
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+ : Faible agglutination.

- . Absence d’Agglutination.

L’homogénat, le surnageantl et le culot” montrent une tres forte agglutination vis-a-vis des
hématies de lapin, tandis que le surnageant 2 et le culot’ posseédent une forte agglutination,
cependant le surnageant’ montre une faible agglutination ; cette agglutination a été
observée a 1’ceil nu ce qui prouve que la Ricinus communis contient des lectines. Ces
résultats ont été similaires a ceux des lectines extraites des graines de la plante syzygium
aromaticum qui ont montré également une tres forte agglutination lors de I'addition de la
suspension d'érythrocytes de lapin (Necib et al, 2014).Un autre exemple de lectine des
graines d’Amaranthus leucocarpus fut décrit par Edgar zenteno-galindo(1986) présente
une activité hémagglutimante tres semblable aux lectines étudiées dans ce travail.

Le 2éme essai :

Tableau 12 : L’agglutination des hématies du lapin avec les échantillons.

S1 +++
S2 +
C ++++
S” +++
C” +
Témoin -

++++ : Tres forte agglutination.
+++ : Forte agglutination.
+ : Faible agglutination.
- . Absence d’Agglutination.

Le culot’ montre une trés forte agglutination vis-a-vis des hématies de lapin, tandis que le
surnageant! et le surnageant’’ possédent une forte agglutination, cependant le surnageant? et
le culot®’ montre une faible agglutination ; cette agglutination a été observée a 1’ceil nu ce
qui prouve que la Ricinus communis contient des lectines. Ces résultats sont similaires a
ceux de lectine extraite du cactus Machaerocreus eruca qui ont montré également une tres
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forte agglutination lors de I'addition de la suspension d'érythrocytes de lapin. (Edgar
zenteno-galindo., 1986).

4. Les limites d’hémagglutination :

La limite d’hémagglutination est exprimée en fonction du rapport de dilution pour lequel on
observe une hémagglutination.

12 14 18 1/16 1/32 1/64 1/128 1/256 1/512 1/1024

C’ (ler

C’ (2éme

S1 (1¢

Photo 3 : L’agglutination des hématies du lapin avec les échantillons.

Tableau 13 : L’agglutination des hématies du lapin avec les échantillons.

Dilution

extrait
Homogénat | +++ | +++ | ++ - - - = = = =
cC  av +H+ |+ |+ |+ |+ - - - - -
essai)
C’ (2éme +4++ |+ |+ |+ |+ - - - - -
essai)
ST (1 +++ |+ |+t - - - - - - -
essai
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+++ : Forte agglutination.
++ : Moyenne agglutination.

- . Absence d’agglutination.

L’activité hémagglutinante des échantillons d’homogénat et de surnageantl est visible jusqu’a
la troisieme dilution (1/8), tandis que les deux culots révelent une hémagglutination meilleure
et visible jusqu’a la cinquiéme dilution (1/32) et qui correspondent a une concentration
nettement plus faible. Ceci met en évidence un pouvoir hémaglutinant de nos lectines assez
appréciable, mais tout de méme moins important que d’autres lectines comme par exemple
celles de I’ Aloé-véra qui ont montré une trés forte agglutination allant jusqu’au 7éme puits
(1/128) (Zitouni et al, 2015).

5. La Chromatographie sur colonne de Sephadex G10 :

absorbance a 280nm

o " B 5] D WO ) W e B D "9’ N ,Ll'o .{b

volume d'elution (ml)

Figure 10 : Courbe représentant le profil d’élution des fractions d’homogénat en fonction
du volume d’¢élution.

Le volume de rétention : 2ml.
L’¢luant : PBS 2 0.1 M, pH 7,2.

La longueur d’onde : A= 280nm.

La figure 10 met en évidence de I’homogénat apres son passage a travers la colonne de la
chromatographie. La valeur maximale d’absorbance a 280 nm est observée dans la fraction
n°4 qui se situe entre 8 et 10ml.
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0,45
0,4
0,35
0,3
0,25
0,2
0,15
0,1
0,05

absorbance a 280nm

N S T R o G A S

3 volume d'elution (ml)

Figure 11 : Courbe représentant le profil d’élution des fractions de culot’ du ler essai en
fonction du volume d’¢élution.

Le volume de rétention : 2ml.
L’¢luant : PBS 4 0.1 M, pH 7,2.
La longueur d’onde : A= 280nm

La figure 11 met en évidence du culot apres son passage a travers la colonne de la
chromatographie. La valeur maximale d’absorbance a 280 nm se trouve dans la fraction
n°4 puis 6.

absorbance a 280nm
o
[#5)

T T T N S B, S O T T

8¢ volume d'elution (ml)

Figure 12 : Courbe représentant le profil d’¢lution des fractions de culot’ du 2éme essai en
fonction du volume d’¢lution.

Le volume de rétention : 2ml.
L’¢luant : PBS 2 0.1 M, pH 7,2.
La longueur d’onde : A= 280nm.
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La figure 12 met en évidence du culot’ aprés son passage a travers la colonne de la
chromatographie. La valeur maximale d’absorbance a 280 nm est observée dans la fraction

n°s.

absorbance a 280nm

0,7
0,6
0,5
0,4
0,3

0,2

T A T R N U R, S S N

& volume d'elution (ml)

Figure 13 : Courbe représentant le profil d’élution des fractions du surnageantl du ler
essai en fonction du volume d’élution.

Le volume de rétention : 2ml.
L’¢luant : PBS a2 0.1 M, pH 7,2.
La longueur d’onde : A= 280nm

La figure 13 met en évidence le profil d’élution des fractions du surnageant aprés son
passage a travers la colonne de la chromatographie. La valeur maximale d’absorbance a
280 nm se trouve dans les fractions de 2 a 4.

Les résultats de séparation en utilisant le séphadex G 10, montrent un bon fractionnement
des échantillons. Ceux concernant I’homogénat, le culot’ du ler essai, le culot’ du 2éme
essai et le surnageantl permettent 1’obtention d’un seul pic .Des résultats similaires ont été
observés chez les lectines de Morus nigra séparées par chromatographie sur colonne de
séphadex G 75 (Babhi et al. 2015), par contre I’extrait de concanavaline A séparées par
chromatographie sur colonne de séphadex G 200 a donnée deux pics (Agrawal et
Golstein., 1965).

¢ Afin de vérifier si toutes les fractions recueillies apres chromatographie sur

7/

sephadex G10, qui correspondent aux valeurs relatives a ces pics et qui sont au
nombre de 12 pour chaque échantillons sont des lectines, un test
d’hémagglutination s’impose.

Ces mémes fractions feront également 1’objet de tests montrant I’effet du pH, de la
température et de I’inhibition par des sucres simples afin d’apprécier la spécificité
des lectines vis-a-vis des monosaccharides.
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6. Le test d’hémagglutination des fractions :

ARAALLSSE

C‘(l-el'
4 X2 2 2 e
C‘(2éme . J ’ y / .

2 —

s1 (1 ) A . . N

| essad |

- -

Photo 4 : L’effet d’activité hémagglutinante sur les fractions.

Tableau 14 : L’agglutination des hématies du lapin avec les fractions :

Homogénat | + | + + + + - - + + _ + :
C (ler + |+ |- + |+ |- - + [+ [+ | ++
essai)

C’ (2éme ++ | - - - R - - - - + + | ++
essai)

St(ler |+ |+ |+ [+ |- |- |- |- |- |+ |+ |+
essai)

témoin - -

++ : Moyenne agglutination.

+ : Faible agglutination.

- . Absence d’agglutination

e Parmi les 12 fractions d’homogénat, Les fractions F1, F2, F3, F4, F5, F8, F9 et F11
ont montré des faibles agglutinations vis-a-vis des hématies de lapin. Alors que F6,
F7, F10 et F12 ne présentent aucune hémagglutination.
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e Les fractions F11 et F12 de culot’ du 1*" essai montrent une moyenne agglutination ;
tandis que F1, F2, F4, F5, F8, F9 et F10 montrent une faible agglutination. Par contre
les autres fractions ne possédent aucune activité hémaglutinante.

e Les fractions F1, F11 et F12 de culot’ du 2éme essai montrent une moyenne
agglutination ; tandis que F10 montre une faible agglutination. Par contre les autres
fractions ne possédent aucune activité hémaglutinante.

e Dans le cas des fractions de surnageantl du premier essai, F1, F2, F3, F4, F10, F11
et F12 montrent une moyenne agglutination, alors que les autres ne présentent
aucune hémagglutination.

Les résultats concernent les dix nouvelles fractions obtenues aprés élution avec le tampon
PBS (PH =7.2), sont représentés dans le tableau 14, et illustré par la courbe de la figure 14.

Tableau 15 : Absorbance a la longueur d’onde de 280 nm pour les protéines et 260 nm
pour les acides nucléiques.

Fraction‘Hl ‘HZ ‘H3 ‘El ‘EZ E3 E4 E5 E6 ‘E?
260 nm | 0.572 | 0.223 0.196 | 0.193 | 0.289 | 0.227 | 0.223 | 0.200 | 0.479 | 0.202

280 nm | 0497 | 0.216] 0.175 | 0.708 | 0.297 | 0.209 | 0.207 | 0.199 | 0.435 | 0.194

Tableau 16 : les concentrations des proteines de chaque fraction apres la chromatographie.

Fraction : H1I H2 ' H3 E1 E2 E3 E4 ES5 EG6 E7

Concentrations | 16.8 | 8.25 | 6.15 | 47.55 | 1205|755 | 755 |78 |155 |7.35
mg/mi

H1 :L’ensemble des fractions F1 a F5 de I’homogénat aprés la chromatographie.

H2 : L’ensemble des fractions F8 et F9 de I’homogénat apres la chromatographie.

H3 : La fraction F11 de I’homogénat apres la chromatographie.

El : L’ensemble des fractions F1 et F2 de culot’ du 1°" essai aprés la chromatographie.
E2 : L’ensemble des fractions F4 et F5 de culot’ du 1°" essai apres la chromatographie.
E3 : L’ensemble des fractions F8 a F12 de culot” du 1*" essai apres la chromatographie.
E4 : La fraction F1 de culot® du 2°™ essai aprés la chromatographie.

E5 : L’ensemble des fractions F10 & F12 de culot’ du 2°™ essai aprés la chromatographie.

E6 : L’ensemble des fractions F1 a F4 de surnagent 1 aprés la chromatographie.
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E7 : L’ensemble des fractions F10 a F12 de surnagent 1 aprées la chromatographie.

concentration mg/ml

concentations mg/ml
L e L = B S I R R ¥ |
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—
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H1 H2 H3 El E2 E3 E4 E5 E6 E/

fam B

fractions

Figure 14 : Courbe représentant le profil des concentrations des protéines en fonction des
fractions.

La figure 14 met en évidence les concentrations des fractions apres son passage a travers la
colonne de la chromatographie. Les valeurs maximales des concentrations se trouvent dans
les fractions d’E1 (47.55mg/ml) et E6 (15.5mg/ml).

L’analyse de la courbe de la figure 14, peut a priori nous permettre d’avancer que nos
différents extraits renferment deux types de lectines réparties entre le culot 1 du 1* essai et
le surnageantl du méme essai. Ce résultat doit étre approfondi et étoffé par une
¢lectrophoreése sur gel de polyacrylamide afin d’évaluer leur poids moléculaire et
éventuellement le nombre de sous unités.
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7. L’effet de pH sur I’hémagglutination :

‘le pH2 pH3 pH4 pHS pH6 pH7 pH8 pHY9 pH10 pH11 pH12 ‘

Photo 5 : L’effet du pH sur I’activité hémagglutinante des fractions

—
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Tableau 17 : L’effet du pH sur I’activité hémagglutinante de la fraction.

H1 = |l= | = - - - +++ |+ |+ | - - -
H2 R R R e T o s I I S [ S SO - - -
H3 - |- |- - - - - - - - - -
El O I B o O o (o S B S B S T S - - -
E2 - - - - - - - - - - - -
E3 - - - - - - - - - - - -
E4 - |- - - - - +++ | A+ |+ | - - -
E5 - - - - - - - - - - - -
E6 - |- |- - - - - - - - - -
E7 I I I e o e (o e B B o I i I - - -

+ + + : Forte agglutination.

H1
H2

: Absence d’Agglutination.

:L’ensemble des fractions F1 & F5 de I’homogénat aprés la chromatographie.

: L’ensemble des fractions F8 et F9 de I’homogénat aprés la chromatographie.
H3:
El:
E2:
E3:
E4:
E5:
E6 :
E7:

La fraction F11 de I’homogénat aprées la chromatographie.

L’ensemble des fractions F1 et F2 de culot’ du 1°" essai apres la chromatographie.
L’ensemble des fractions F4 et F5 de culot’ du 1°" essai apres la chromatographie.
L’ensemble des fractions F8 a F12 de culot’ du 1°" essai aprés la chromatographie.
La fraction F1 de culot® du 2°™ essai aprés la chromatographie.

L’ensemble des fractions F10 & F12 de culot’ du 2°™ essai aprés la chromatographie
L’ensemble des fractions F1 a F4 de surnageant 1 apres la chromatographie.

L’ensemble des fractions F10 a F12 de surnageant 1 apreés la chromatographie.
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% Les fractions H2, E1 et E7 révélent une activité d’agglutination stable dans un
intervalle allant de [3 a 8], avec une perte totale d’activité hémagglutinante a pH 1 a 2

et pH 9 a 12, ce résultat comparé a ceux de Shaista et al., (2014) qui ont montré que la
lectine d’Euphorbia helioscopia perds son activité hémagglutinante plus rapidement a
pH bas et reste active dans un intervalle de pH de 6-8.

Les fractions H1 et E4 ont été remarquablement stables dans la gamme du pH de 7 a4 9, par
contre de [1 a 6] et [10 a 12] I’agglutination est nulle, contrairement aux autres lectines
comme celle de Sun et al (2011) qui est montré que la lectine d’ haricot (Arachis
hypogoea) est stable a pH compris entre 5 et 11. Les autres fractions ne possedent aucune
activité hémagglutinante.

8. L’effet de la température sur I’hémagglutination :

Les résultats obtenus apres 1’exposition de nos fractions a différentes températures sont
présentés dans le tableau 18.

Photo 6 : L’effet de la température sur I’activité hémagglutinante des fractions

Tableau 18 : L’effet de la température sur 1’activité hémagglutinante des fractions.

40°C | +++ | 4+ |+t | A | | A | | A | |

60°C | +++ | +++ | +++ |+ | At | | | | |t

80°C | +++ | +++ | +++ |+ |+ | A | | A | |

100°C | +++ | +++ |- - - - - - - -

—_——

LO.J
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+++ : Forte agglutination

- : Absence d’agglutination.

H1 :L’ensemble des fractions F1 a F5 de I’homogénat aprés la chromatographie.

H2 : L’ensemble des fractions F8 et F9 de I’homogénat aprés la chromatographie.

H3 : La fraction F11 de I’homogénat aprés la chromatographie.

El : L’ensemble des fractions F1 et F2 de culot’ du 1* essai aprés la chromatographie.
E2 : L’ensemble des fractions F4 et F5 de culot’ du 1* essai aprés la chromatographie.
E3 : L’ensemble des fractions F8 a F12 de culot’ du 1°" essai apres la chromatographie.
E4 : La fraction F1 de culot’ du 2°™ essai aprés la chromatographie.

E5 : L’ensemble des fractions F10 & F12 de culot’ du 2°™ essai aprés la chromatographie.
E6 : L’ensemble des fractions F1 a F4 de surnageant 1 aprées la chromatographie.

E7 : L’ensemble des fractions F10 a F12 de surnageant 1 apres la chromatographie.

% Lors de leur exposition a différentes températures de 40C°, 60C°et 80C°durant 1h,
les fractions gardent toujours leur activité d’agglutination, avec une perte partielle d’activité
a100°C.

Plusieurs auteurs ont étudié 1’effet de température sur les lectines :

Cao et al (2010) ont montré que la lectine Musca domesticaest stable jusqu’a 65°C
Pendant 60min.

Suseelan et al (1997) ont montré que la lectine de Vigna mungo est stable a 50°C
pendant 60min.

9. Le test d’inhibition d’hémagglutination par les saccharides :

Le test d’inhibition a été réalisé afin de terminer la spécificité des lectines présentes au
niveau des échantillons en utilisant les sucres simples.

L’agglutination ne se fait pas dans le cas ou la lectine va fixer les sucres ajouté plutét que
celui se trouvant dans les héematies.
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Photo 7 : L’effet des sucres simples sur I’activité hémagglutinante des fractions

]
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Les résultats obtenus ont été décrit dans le tableau suivant :

Tableau 19 : Inhibition de I’activité d’hémagglutination par des sucres simples.

+ |- - - - . 3 : m T
Galactose | + - - - - - - - + -
Saccharose | + - = - - - - - + -
Arabinose | + - - - - - - n n a
Lactose + - - - - - - - + -
Ribose + - - - - - - ¥ n +
Fructose + + + i + + + + + I
Xylose + + + + + + + - + +

+ : Hémagglutination.

- - Absence d’hémagglutination.

H1 :L’ensemble des fractions F1 & F5 de I’homogénat aprés la chromatographie.

H2 : L’ensemble des fractions F8 et F9 de I’homogénat aprés la chromatographie.

H3 : La fraction F11 de I’homogénat apres la chromatographie.

El : L’ensemble des fractions F1 et F2 de culot’ du 1* essai aprés la chromatographie.
E2 : L’ensemble des fractions F4 et F5 de culot’ du 1* essai aprés la chromatographie.
E3 : L’ensemble des fractions F8 & F12 de culot’ du 1* essai apres la chromatographie.
E4 : La fraction F1 de culot’ du 2°™ essai aprés la chromatographie.

E5 : L’ensemble des fractions F10 & F12 de culot’ du 2™ essai aprés la chromatographie.
E6 : L’ensemble des fractions F1 & F4 de surnageant 1 aprés la chromatographie.

E7 : L’ensemble des fractions F10 a F12 de surnageant 1 apres la chromatographie.

Les fractions H1 et E6 ne présentent aucune spécificité pour les saccharides testes en
raison de ’hémagglutination observée en présence de tous nos monosaccharides.
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La fraction E5 montré une hémagglutination en présence d’arabinose, de ribose et de
fructose.

La fraction E7 montré une hémagglutination en présence de glucose, de ribose, de fructose
et de xylose.

Le fructose et le xylose non aucun effet sur le pouvoir hémagglutinant de toutes nos
lectines (Ricinus communis).

Ce type d’inhibition est di a ’occupation du site ou des sites de reconnaissances par un ou
plus de ces saccharides, Ces résultats sont similaires avec les lectines purifiées a partir des
graines de Phaseolus acutifolius (Valadez et al. 2011), des racines d’Astragalus
monghlicus qui présentent une spécificité pour le D-galactose et le lactose (Lam et Ng,
2011).
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Conclusion et perspectives

Conclusion :

Dans le cadre de ces travaux de recherche nous nous sommes intéresses a la
caractérisation partielle des lectines contenues dans les graines de ricin.

-Nous avons commence par extraire en premier lieu les lectines en mettant en évidence
leur forte activité hémagglutinante principalement dans I’homogénat, le surnagentl, le
culot’ du premier essai et le culot’ du deuxiéme essai.

-Les extraits de Ricinus communis sont stables dans la gamme de pH situés entre 3 a 9.

- L’effet du traitement thermique indique que les lectines de nos graines de Ricinus
communis sont thermorésistants.

- Le test d’inhibition réalisé avec différents monosaccharides (glucose, galactose,
saccharose, arabinose, lactose, ribose, fructose et xylose ) montre que les lectines de
Ricinus communis relatives aux fractions H2 et H3 (homogénat), E1, E2 et E3 ( culot’ du
premier essai ), E4(culot’ du deuxiéme essai) présentent une absence d’hémagglutination
franche en présence des sucres glucose, galactose, saccharose, arabinose, lactose et
ribose, ce qui implique une spécificité évidente pour ces derniers sucres. (Lorenzo et
Lynne, 1998 ; Lombard et al., 2001; Kenigsberg et al., 2008 ; Garber, 2008;
Cheema et al., 2010).

On peut identifier deux classes de lectines par rapport a leur spécificité : celles qui
reconnaissent un monosaccharide spécifique et celles qui reconnaissent exclusivement des
oligosaccharides. Les similarités structurales entre monosaccharides sont déterminantes
pour la spécificité des lectines. Par exemple, la plupart des lectines qui reconnaissent le
Galactose se lient aussi au N-acétylgalactosamine. (Sharon 2003).

Un test mettant en évidence les limites d’hémagglutination en présence de ces sucres aurait
été souhaitable pour déterminer la meilleure affinité de nos lectines vis-a-vis de ces sucres en
question. Ce test est d’autant plus important car au cours des ces vingt dernieres années,
plusieurs centaines de lectines principalement extraites de plantes, ont été purifiées et
caractérisées. Elles sont utilisées en tant que réactifs pour la purification et la caractérisation
de glycoconjugués situés sur la surface cellulaire. (Yagi et al. 2002 ; Rudiger 2001).

Les interactions multiples entre d’une part les lectines multivalentes et d’autre part les
glycoconjugues, sont impliquées dans les processus de reconnaissance (Lee and Lee
1995).
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Perspectives :

Les perspectives de notre travail sont nombreuses et varies, et la poursuite des
recherches sur ces lectines implique au préalable I’utilisation de techniques et méthodes
capables de fournir une tres bonne purification et caractérisation de ces glycoprotéines.

Tous ces paramétres pourraient mieux nous orienter pour 1’évaluation du potentiel
biologique et thérapeutique de ces lectines. Ce type d’étude et d’approche, encore
marginal, gagnerait a étre généralisé aux autres plantes de la flore de notre grand pays,
jusqu’alors peu étudiés.
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Annexe

Annexe 01 : Préparation du tampon phosphate di-sodique
(10 mM pH =7,2).

Le produit chimique : La concentration:  Quantité :
L’eau distillée - 1 litre
NazHPo4 10mM 1.44g/
KH2HPO4 2mM 0.24g/1
NacCl 137mM 8a/l
KCL 2.7mM 0.2¢/1

Annexe 02 : Préparation de NaCL (chlore de sodium a 0,9%).

L’eau distillée

0.99 100ml

Annexe 03 : La préparation des monosaccharides.

Le sucre L’eau distillée

100 mg 1ml
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