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Résumé

Les lectines sont des protéines d’origine non immunitaire capable de reconnaitre des
glucides, elles sont présentes dans toutes les branches du régne vivant.

Le but de ce travail est de chercher la présence des lectines dans I’extrait des fruits de
cupressus sempervirens.

Les lectines extraites de ces fruits montrent une moyenne activité hemagglutinante sur les
hématies de lapin.

L’extrait n’a montré aucune sélectivité pour les groupes du systéeme ABO, un test d’inhibition
a été réalisé par la suite avec différents monosaccharides et glycoprotéines et qui a montré que
les lectines de Cupressus sempervirens présentent une affinité pour la fetuine et le BSA.

Le traitement thermique de lectine a différente température pendant une heure présente une
activité maximale entre 40 et 50°C. Elles gardent de leur activité a température moyenne,
cette hemagglutination est stable dans une gamme de pH basique entre 6.5 a 8, la purification
de I’extrait par filtration sur gel de séphadex G 75 donne 3 pics avec une hemagglutination

moyenne.

Mots clés : Lectines, Cupressus sempervirens, Extrait, Activité hémagglutinante ,

Purification, inhibition de ’hemagglutination.
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Abstract

Lectins are proteins of non-immune origin capable of recognizing carbohydrates, they are
present in all branches of the living kingdom.

The aim of this work is to investigate the presence of lectins in the extract of the fruit of
cupressus sempervirens.

The lectins extracted from these fruits show a strong haemagglutinating activity on rabbit red
blood cells.

The extract showed no selectivity for the groups of the ABO system, An inhibition test was
subsequently carried out with different monosaccharides and glycoproteins and showed that
Cupressus sempervirens lectins exhibit an affinity for fetuin and BSA.

The heat treatment of lectin at different temperatures for one hour has a maximum activity
between 40 and 50 ° C, They retain their activity at Average temperature.

They retain their activity at high temperature, this hemagglutination is stable in a range of
basic pH between 6.5 and 8.

The purification of the extract by sephadex G 75 gel filtration gave a 3 peaks with medium
haemagglutination.

Key words: Lectins, Cupressus sempervirens, Extract, Haemagglutinating activity,

Purification, inhibition of haemagglutination.
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Introduction

Introduction

Les lectines sont des protéines qui se lient spécifiquement et de facon réversible a
certains glucides. Elles interviennent dans divers processus biologiques, au niveau de la
reconnaissance entre les cellules (par exemple lors de réponses immunitaires, et d'infections).
(Amit, 2016).

Les premieres lectines découvertes chez les plantes sont la ricine (présente dans les
extraits de Ricinus communis) et I'abrine (obtenue a partir d'extraits d'Abrus precatorius), par
Peter Hermann Stillmark en 1888, elles sont capables d'agglutiner des cellules sanguines et
sont des protéines inactivantes de ribosome (RIP) (Santos et al., 2014).

Aprés cette découverte plusieurs lectines sont isolées et purifiées essentiellement a
partir des plantes et sont considérées actuellement comme les principales sources des
purification des lectines, elles contiennent souvent des quantités importantes de ces derniéres
(Rostislav et al., 2016) .

Les lectines vegétales ont un role essentiel dans la défense contre les
microorganismes pathogenes et les virus, les insectes, les nématodes et les prédateurs
d'herbivores, et sont impliquées aussi dans I'organisation cellulaire, la protection cellulaire,
les mécanismes de croissance de la paroi cellulaire, et la mitose induite (Santos et al., 2014).
En raison de leurs propriétés biologiques les lectines aujourd’hui s’appliquent dans différents
domaines biotechnologiques et médicales comme les applications anti tumorales exemple : les
cellules de cancer du sein traitées par I'hémagglutinine Pseudomonas aeruginosa (Sze et Tzi,
2011).

Elles peuvent induire la mort de cellules cancéreuses en ciblant les voies de mort
cellulaire programmées et sont donc considerés comme un agent anticancéreux prometteur
pour une future thérapie contre le cancer (Zheng et al., 2016). Elles sont aussi exploitées

pour d’autres activités biologiques, telles que les activités antifongiques, antivirales.

L’intérét majeur qui pousse aujourd’hui la recherche sur les lectines est aussi lié sans
doute a leur capacité unique de lire I’information biologique qui est codifiée dans la structure
tridimensionnelle des sucres. Les lectines sont des récepteurs spécifiques pour les interactions
protéine-sucre qui jouent des réles clé dans une multitude de processus de reconnaissance

moléculaire et de signalisation cellulaire.
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L’¢étude des lectines peut étre divisée en deux parties principales :
a) la caractérisation des propriétés chimiques et biochimiques de ces protéines in vitro,

b) I'étude des fonctions biologiques in vivo.

Les travaux de recherche de ce mémoire s’inscrivent dans cette volonté de mettre en
¢vidence de nouvelles molécules bioactives d’origine protéique a partir une espece végétale
représentative de la flore méditerranéenne: le cyprés méditerranéen (Cupressus
sempervirens). Le choix de cette plante est motivé par le fait qu’aucune étude ne s’est

intéressée a I’extraction des lectines a partir des fruits de cette derniere.

L’objectif de ce travail se decompose en plusieurs étapes :
e Extraction et mise en évidence des lectines a partir des graines de Cupressus
sempervirens ;
e Etude de la spécificité glucidique des lectines extraites ;

e Purification et caractérisation partielle de ces molécules ;
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Chapitre 1: les lectines

1. Définition
Le mot lectine dérivé du verbe latin legere qui veut dire « sélectionner » ou «choisir».

Ce sont des groupes de protéines d’origine non-immune qui s’attachent spécifiquement et de
facon réversible aux sucres et ne montrent aucune activité enzymatique pour ces substrats
(Gianluca, 2006). Ce sont des glycoprotéines constituées de sous-unités avec des masses
moléculaires entre 25 et 35 kD disposées sous forme de dimeres ou de tétrameéres (Steven,
1996). Ces protéines sont des molécules ubiquitaires qui possédent plusieurs propriétés
biologiques notamment : I'agglutination des cellules, I'activité mitogene les effets mimétiques
des hormones, I'inhibition de la croissance des cellules cancéreuses, les actions antivirales et
les effets immunologiques. Ces diverses propriétés sont a la base de l'utilisation des lectines
dans les domaines biomédical (hématologie, immunologie, cancérologie, biologie cellulaire)
et agronomique (défense des plantes contre les agents pathogenes) (Meite et al., 2010).

Les lectines ont éte appelées aussi hémagglutinines, ou phytoagglutinines, car elles ont été

trouvées a l'origine dans des extraits de plantes (Sharon et lis., 2004).

2. Historique

La présence des protéines agglutinantes est connue depuis le début du 19eme siecle ,
ces protéines cellulaires spécifiques au sucre ont été nommeées lectines, la premiere
découverte de ces molécules était par Peter Hermann Stillmark dans sa these de doctorat
présentée a 1'Université de Dorpat a partir de 1’extrait de graines de castor (Ricinus
communis) qui a été nommé ricin (Sharon et lis., 2004),ensuite d’autres découvertes ont
suivies , les scientifiques ont essayés de tester d’autres espaces comme P. Ethrlichea qui a

montré la méme activité dans I’extrait du pois rouge (Abrus precatorius).

En 1919 James B. Sumner de I'université Cornell a isolé la premiére lectine, c’était
la premiére fois qu’on a obtenu une hémagglutinine pure, la concavaline A, qui a été isolée

a partir du pois (Canavalia ensiformis) (Sharon et lis., 2004).

Apres cette découverte Sumner et Howell ont continué a travailler sur la concavaline
A et en 1936 ont montré que le glycogene peut étre précipité entierement par un exceés de
concanavaline A, mais elle se dissout en exces de glycogene ce qui décrit la spécificité des

lectines pour la premiére fois.(Sumner et Howell., 1936).
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En 1954, des études par Boyd et Shapleighont démontré la propriété de ces protéines
d’agglutiner sélectivement des érythrocytes humains d’un groupe sanguin donné (Boyd et
Shapleigh., 1954). Aprés 3 ans, O. Mékela a réalisé une étude sur des extraits de graines de
743 especes de 1égumineuses différentes, il a mis en évidence qu’un peu plus d’un tiers de ces
extraits posseédent une activité hémagglutinante et qu’environ un dixieme d’entre eux révelent

une spécificité envers les groupes sanguins A, B ou O.

Tous ces découvertes jouent un réle essentiel dans les études structurales et fonctionnelles
des lectines (Poiroux, 2011). (Tableau 01).

Tableau 01: Histoire des lectines (Renato et al., 1991).

Année Auteur Découvertes

1888 Stillmark Activité hémagglutinante de la graine de
Ricinuscommunis toxicité de la graine de Croton
triglium

1891 Hellin Activité hémagglutinante de la graine d’Abrus
Precatorius

1897 Elfstrand Introduction du terme d”'hémagglutinine

1919 Sumner Isolement et cristallisation de la Concanavaline
A

1926-1927 Marcusson-Begun/Siever Application des lectines sur les groupes sanguins

1947-1949 Boyd &Reguera /Renkonen | Spécificité groupe de sang des plantes a
Hémagglutinines

1949 Liener and Jaffe Inactivation Thermique des hémagglutinines de
Phaseolusvulgaris

1952 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

1954 Boyd &Sharpleigh Introduction du terme de lectines

1960 Nowell La stimulation mitogénique des lymphocytes par
la lectine de Phaseolusvulgaris

1965 Agrawal &Golstein Chromatographie d'affinité pour la purification
des lectines

1966 Boyd Lectines dans les algues

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
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3. La nomenclature

En 1965 Prokop et Uhlenbruck ont proposé une nomenclature basée sur la sérologie des
groupes sanguins et sur la nomenclature binomiale des especes pour classer et désigner les

lectines par un systéme d’abréviations.

La plupart des lectines ont également été désignées par les initiales des noms de genre et
d'espéce des plantes dont elles étaient issues suivies de la lettre A (pour agglutinine) ou L

(pour lectine).

Exemple : PSA ou PsL pour la lectine du Pois (Pisumsativum), Db A ou DbL pour la lectine
du Dolique (Do lichosbiflorns) ( houles, 2001)

4. La structure des lectines

Dans les années 1970 les études ont été concentrée sur les propriétés moléculaires des
lectines pour une compréhension approfondie de leurs activités au niveau moléculaire
(Kumar et al., 2012).

En 1972 ils ont pu de cristalliser la premiére structure d’une lectine la concavaline A qui a
été déterminée par diffraction des rayons X, depuis cette date a nos jours, plus de 500

structures cristallines de lectines ont été déterminées (Gianluca, 2006).

Concanavalin A

Figure 01 : Structure de la premiére lectine concanavaline A ( Sharon et lis., 2004).
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En fonction de leur structure ; les lectines sont classées en deux grandes classes :

e Les lectines simples
Ces lectines sont formées de plusieurs monomeres (pas forcément identiques), dont la masse
moléculaire généralement ne dépasse pas 41 kDa. Cette classe comprend pratiquement toutes
les lectines végétales, les lectines bactériennes solubles et les galectines (une famille de

lectines animales spécifiques pour le galactose) (zitouni, 2015).
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Figure 02 : Représentation graphique d’un monomeére de concanavaline A de Canavalia

ensiformes en complexe avec le trimannoside (Lenka, 2006).

e Les lectines en mosaique
Ce groupe comporte diverses protéines de différentes sources (virus, animaux). Il s’agit de

molécules complexes qui sont composées de plusieurs types de modules ou domaines, dont un
seul possede le site de liaison (zitouni, 2015).
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Figure 03 : Représentation graphique d’un trimére d’hémagglutinine du virus Influenza en

complexe avec I’acide sialique (Lenka, 2006).

5. mode d’action des lectines

Le site de liaison d’une lectine est généralement constitué par un creux sur la surface
de la protéine, dont la forme ne varie pas beaucoup aprés la liaison du ligand. La lectine
interagit avec le ligand par un réseau de liaisons hydrogeéne et d’interactions hydrophobes
Seules les liaisons hydrogenes sont impliquées dans l'interaction du sucre avec la protéine
(Lenka, 2006).

Figure 04 : Site de reconnaissance de la galectine-7 humaine (Homo sapiens) en complexe
avec le B-D-galactose (Lenka, 2006)
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6. La spécificité et I’affinité des lectines

La spécificité des lectines est la capacite de différents sucres monosaccharides,
oligosaccharides ou glycopeptides a inhiber soit I'némagglutination soit la précipitation de
polysaccharides (ou glycoprotéines) par la lectine  mais la majorité de celles-ci ne

reconnaissent que quelques-uns des sucres existant dans la nature. (Charon, 2009).

Les lectines se divisent en deux catégories celles qui présentent une affinité pour les
monosaccharides et 1’autre pour les oligosaccharides mais D’affinité pour les

monosaccharides est plus faible que les oligosaccharides.

En fonction de leur spécificité, les lectines qui ont une affinité pour les monosaccharides
sont classées dans les cing groupes suivants: mannose (Man), galactose (Gal) / N-
acétylgalactosamine (GalNAc), N-acétylglucosamine (GIcNAc) ,fucose (Fuc) , et acide N-

acetylneuraminique (NeuAc) (Charon, 2009).

Tableau 02 : La Spécificité osidique des lectines de certaines plantes (Baracate, 2016)

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
Cytissuss essilifolia GlcNac>Fuc>Gal
Datura stramonium GIcNAC
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7. sources des lectines

Les lectines sont des protéines ubiquitaires, présentes dans tous les organismes vivants.

Les plantes sont une source riche de lectines et constituent la principale source (Santos et al.,
2014).

7.1.Les lectines végétales

On obtient également les lectines végétales a partir pratiguement de toutes sortes de tissus
vegetatifs, comme les écorces, les feuilles, les tiges, les fruits et les racines. Lorsqu'ils sont
isolés de la méme famille et du méme tissu, ils sont structurellement similaires, mais peuvent

avoir des spécificités différentes ( Santos et al., 2014).

Tableau 03 : Lectines dans différents tissus végétaux avec des activités biologiques distinctes

( Santos et al., 2014).

Les tissues Activités biologiques

Des graines Propriétés d'agrégat anticoagulant et antiplaquettaire;
Activités coagulantes, mitogenes, antibactériennes,
antifongiques et anti tumorales

Ecorce Activités antifongiques et insecticides

Le bois de Activité termiticique

ceeur

Tige Activités antiviraires et induisant I'apoptose

Feuilles Activités antivirales, antibactériennes et antifongiques
Fruits Activités mitogenes et antiviraux

Les racines Activités antifongiques et termiticides

Tubéreux Activités insecticides et anti tumorales
Ampoules Activité protéolytique
Rhizomes Activites antiprolifératives, immunostimulantes, antivirales,

antifongiques, anti tumorales et induisant I'apoptose

7.1.1. Classification des lectines vegétales

Peumans et Van Damme (1995) ont proposé une classification des lectines végetales en
quatre groupes (mérolectines, hololectines, chimerolectines et superlectines) qui prend en
compte leurs structures moléculaires mais aussi leur réactivité (nombre de sites fonctionnels)
(houles, 2001).
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» Les Mérolectines
Ce sont de petits peptides, formés d’une seule chaine polypeptidique et ne possédant qu’un
seule domaine de liaison aux glucides (exemple : héveine, protéines d’orchidées) (Doumbia,
2005). Ce sont aussi de petites protéines monovalentes incapables de précipiter des

glycoconjugués ou des cellules agglutinantes ( Santos et al., 2014).

> Les hololectines

Contiennent deux domaines (ou plus) de liaison aux glucides dont deux ou plusieurs sont
identiques ou tres similaires, Cette classe comprend toutes les lectines qui ont plusieurs sites
de liaison et sont capables d'agglutiner des cellules ou de précipiter des glycoconjugués.
(Santos et al., 2014). La majorité des lectines de plantes connues sont des hololectines
(Doumbia, 2005)

> Les chimerolectines

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 chimerolctines se comportent comme des merolectines

(exemple : chitinase classe 1) ou comme des hololectines (Doumbia, 2005)

> les superlectines
Elles sont constituées de molécules avec deux ou plusieurs domaines distincts de liaison aux
glucides ( Santos et al., 2014).
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A-Exemple de Mérolectine

Site de reconnaissance du glycanne 1
LOMBP

B-Exemple d'Hololectine

ConA

C-Exemple de Chimérolectine

D-Exemple de Superlectine
Site de reconnaissance du glycanne 1

Site de reconnaissance du glycanne 2

TxLC-I

ey |

Figure 05 : Classification des lectines végeétales proposée par Peumans et Van
Damme (1995)( houles, 2001)

Cette classification est basée sur la structure globale des lectines.

A) Les mérolectines possédent un seul site de reconnaissance des glycannes.

B) Les hololectines possédent au moins deux sites de reconnaissance identiques des glycannes.

C) Les chimérolectines sont des protéines de fusion constituées d'une chaine polypeptidique liant les glycannes associée en
tandem avec une chaine polypeptidique ayant une activité biologique ou catalytique.

D) Les superlectines sont des protéines ayant deux sites de reconnaissance des glycannes de spécificité différente ( houles,
2001)

Il existe d’autres classifications des lectines végétales selon différents criteres moléculaires

on peut classer les lectines des plantes en 7 familles :

- Les lectines de Légumineuses

- Les lectines mannose-spécifiques de Monocotylédones

- Les lectines chitine-spécifiques composées de domaine héveine
- Les lectines RIP de type 2

- Les lectines apparentées a la jacaline

- Les lectines de la famille des Amaranthaceae

- Les lectines du phloeme des Cucurbitaceae ( houles, 2001).
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» Les lectines de Légumineuses

Les lectines de légumineuses comprennent la plus grande famille de protéines de cette classe,
avec environ 200 membres. Ils sont tous constitués de deux ou quatre sous-unités presque

identiques de 25-30 kDa, chacune avec un seul site de combinaison de glucides et un Ca2 + et

un Mn2 + par sous-unité qui sont essentiels pour la liaison des glucides (Charon, 2009).

Ces protéines peuvent étre présentes dans les graines, feuilles, tiges et racines des végétaux
(Raquel, 2012)

Les possibilités d'utilisation des lectines de Iégumineuses comme outils biotechnologiques

sont considérables au vu du grand nombre d'études scientifiques démontrant les activités

biologiques de ces molécules (tableau 04).(Raquel, 2012)

Tableau 04 : Exemples d’activités biologiques décrites pour les lectines extraites de

légumineuses (Raquel, 2012)

Lectine

Réle

Dgui (Dioclea guianensis)

Activité antifongique

ConBr (Canavalia brasiliensis), CFL
(Cratyliafloribunda), Dgui, DGL (D.
grandiflora), Dvir (D. Virgata)

Effet toxique sur les
Mollusques

CGL (Canavaliagladiata)

Activité anti-inflammatoire et
Analgésique

ConBol (Canavaliaboliviana)

Activité antinociceptive

ConBr, CGL, ConM
(Canavaliamaritima)

Effet vasodilatateur

ConM

Relaxation de I’aorte et
libération d'oxyde nitrique

ConBr, DGL, DVL (Diocleaviolacea)

Activation des lymphocytes

ConBr Activité antidépresseur
ConA (Canavalia ensiformes), ConBr, CFL, Interférence dans le processus
DVL, DGL de formation des biofilms

microbiens

» Lectines de céréales

Une autre famille de lectines végétales est celle des céréales, dont un exemple important est

I'agglutinine du germe de ble (WGA). Les lectines de cette famille sont toutes spécifiques
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pour la N-acétylglucosamine et l'acide N-acétylurauraminique et se composent également de
deux sous-unités identiques, mais elles différent nettement de celles des légumineuses. Elles
sont exceptionnellement riches en cystéine et elles sont dépourvues de métaux (Charon,
2009)

8. Rdles biologiques des lectines vegétales dans les plantes

Depuis la découverte des lectines des pantes, les scientifiques se sont posé de nombreuses
questions quant a leur role dans les plantes. Il semblerait qu’elles n’agissent uniquement dans
cette derriere mais qu’clles puissent aussi interférer avec les glycoconjuguées d’autres

organismes. Il est ainsi probable que les lectines jouent un réle dans la défense des plantes

- Les lectines jouent un réle important dans la protection de la plante contre les
prédateurs en affectant la croissance et le développement des insectes et en

présentant des toxines aux herbivores. Certaines lectines sont toxiques exemple : la
lectine extraite a partir de graines de Dialium guineense.

- Les lectines végétales sont de puissants inhibiteurs des virus animaux et humains
exemple : La lectine de I'alga verte Boodleacoacta (BCA) qui a inhibe le VIH-1.

- Les lectines ont la capacité de se lier spécifiguement aux hyphes fongiques et de
prévenir la consommation de nutriments et l'incorporation des précurseurs requis
pour la croissance du champignon.

- Effet anticoagulant la lectine isolée a partir de graines de M. oleifera (cMoL) a
agit comme une protéine anticoagulante sur des échantillons de sang in vitro.

- Activités insecticides exemple : Ostrinianubilabis et Diabroticaundecimpunctatase
nourrissent sur le mais. La lectine du blé et la lectine des graines Bauhinia

purpureaont des effets Iétaux pour ces deux insectes.( Santos et al., 2014).
9. Propriétés des lectines

9.1 Liaison avec les sucres

Les lectines sont, dans la plupart des cas, di ou multivalentes et peuvent interagir avec des
hydrates de carbone ou des glycoprotéines en solution ou liées a des membranes cellulaires et
leurs sites de liaison interagissent avec des cellules formant différents liens réversibles
(Santos et al., 2014).
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La plupart des lectines présentes plusieurs sites de liaison pour les glucides. Pour cette raison,
I’interaction de lectines avec les glucides présents a la surface des érythrocytes résulte en

I’agrégation d’un grand nombre de ces cellules, cette caractéristique est typique des lectines

(Karoline, 2008)

3-::: Lectin

&)” Carbohydrate residues of
(+ ervthrocyte surface

Figure 06 :I’ Hémagglutination des érythrocytes ( Santos et al., 2014).

Cette caractéristique est typique des lectines Elle est aussi classiquement utilisée pour leur
détection et leur caractérisation. Lorsque certains sucres sont ajoutés a ces protéines lors de
I’interaction, leur activité hémagglutinante est inhibée ce qui permet de déterminer leur

spectre de spécificité (Karoline, 2008)

e Lectin with binding sites inhibited by

specific carbohydrates

Specific carbohydrate (in solution)

Figure 07 : Inhibition des lectines par les sucres (Santos et al., 2014).
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9.2 Agglutination des cellules

C’est la manifestation la plus visible de 1’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 (Baracate, 2016)

9.3 Activité mitogene

En 1960, P.C. Nowel caractérisait le pouvoir mitogéne de certaines lectines montrant qu’elles
étaientt capables d'induire la transformation blastique, de transformer les lymphocytes en
lymphoblastes et d'en induire la mitose. (Zentero, 1986)

L’une des propriétés les plus étonnantes des lectines réside dans leur pouvoir de transformer
les petits lymphocytes du sang en cellules blastiques. Cette transformation lymphoblastique
résulte du pouvoir mitogene des lectines mais en général elle ne s’exerce que sur les

lymphocytes T (Ramata, 2010).

9.4 Effets mimétiques des hormones

Les lectines des graines de haricot rouge (Phaseolus vulgaris), 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 De méme les lectines des graines de Momordica
charantia comme diverses autres lectines posseédent des activités antilipolytiques et
lipogenique (activites insuline-like) & cause de son interaction avec les récepteurs d’insuline
des adipocytes (Ramata, 2010).

9.5 Activité antivirale

Les lectines peuvent avoir des actions antivirales comme celles observées par les RIPs
(Ribosomes inactivant les protéines). Les lectines mannose-spécifiques isolées de bulbes de
15 espéces sauvages du genre Narcissus cultivées en Espagne ont une activité inhibitrice anti-
VIH. L’activité anti-VIH-1 la plus efficace est obtenue avec les extraits de I’espéce Narcissu

stortifolious (Zitouni, 2015).

9.6 Inhibition de la croissance des cellules cancéreuses
Les travaux de Valentier et coll. (2003) suggerent que les lectines pourraient inhiber la

croissance cellulaire des cellules du cancer du sein de I’homme in vitro. Quant a Banwell et
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coll. (1983), ils montrent que les lectines des graines de haricot rouge provoquent
I’inhibition de la migration des cellules cancéreuses (Ramata, 2010).

9.7 Autres propriétés

Les lectines expriment diverses activités biologiques telles que la précipitation des
glycoprotéines, 1’activation de la voie alterne du complément et 1’agrégation des
immunoglobulines 1’induction de la libération de I’histamine & partir des cellules basophiles
et des mastocytes les effets pro et anti-inflammatoires 1’induction de 1’apoptose

(Ramata, 2010).

10. intérét des lectines pour ’homme

Les lectines sont une classe spéciale de protéines largement distribuées dans la nature, qui
reconnaissent selectivement et se lient de maniere réversible aux glucides et aux
glycoconjugués a travers leurs sites de liaison, ces protéines sont des molécules prometteuses
en tant que médicaments pour le traitement et pour le diagnostic de maladies humaines
(Santos et al., 2014).

Aujourd’hui les lectines sont largement utilisées comme outils dans la recherche et dans le

secteur biomédical.

- De par leur spécificité, les lectines immobilisées sur colonne peuvent étre utilisées
pour I’identification, la purification de glycoconjugués aussi bien que pour leur
caractérisation

- Certaines lectines reconnaissent spécifiqguement les antigénes des groupes sanguins
humains et sont utilisées pour leur identification dans des banques de sang.

- Certaines lectines purifiées a partir des graines de Iégumineuses tropicales présentent
des propriétés anti-inflammatoires

- Certaines lectines purifiées a partir d’invertébrés terrestres ou marins sont employées
comme marqueurs histo-chimiques puisque certaines maladies tel le cancer sont

associees a une modification des glycannes préesents sur les cellules (Karoline, 2008).
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Chapitre2 : Cupressus sempervirens

1. les caracteéristiques géneérales de la plante « cupressus sempervirens»

1.1. Géneralites
Le nom Cupressus est d’origine latine il désigne le genre de cette plante ; certains pensent

aussi qu’il viendrait de cyprés qui indique son origine chypriote et I’espéce sempervirens

signifie : toujours, vert «semper» traduit toujours et «virens» 1’adjectif vert (Riom, 2010).

Cupressus sempervirens L., connu sous le nom de cyprés méditerranéen ou commun, est un
arbre de coniferes de taille moyenne et a feuilles persistantes caractérisé par une forme de
couronne trés variable, de la colonne a la propagation, du feuillage vert foncé et des petits
cones brun ovoides.Ses habitats naturels sont les montagnes semi-arides autour du bassin de

la Méditerranée orientale et du Moyen-Orient(Caudullo, 2016).

Figure 08 : Cupressus sempervirens L
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1.2. Classification scientifique

% Regne: Plantae

% Sous- Régne : Viridiplantae

< Embranchement :Tracheophyta

¢+ Sous-embranchement : Spermatophytina
¢+ Classe : Pinopsida

% Sous-classe :Pinidae

% Ordre :Pinales

¢ Famille :Cupressaceae

s Genre : Cupressus

%+ Espéce : Cupressus sempervirens (Esmail, 2016)
1.3 Historique et origine

Au début du cette siecle, des peuplements spontanés de Cypres ont été découverts. Il y aeu le
Cupressus dupreziana au Tassili et le Cupressus atlantica. Ces deux espéces ont €té, a un
moment confondu avec le Cupressus sempervirens, ce n’est qu’apres des études botaniques

approfondies qu’il y a eu différentiation des trois espéces.

STEWART (1969) pense qu’a I’origine il y a eu une seule espece de Cupressus qui
recouvrait toute la zone méditerranéenne. La différentiation entre le Cypres vert, le Cypres du

Tassili et le Cypres de I’ Atlas s’est fait au cour du temps et serait due a I’influence du milieu.

(Nichane, 2015).

1.4 Distribution

On ne connait pas exactement 1’aire naturelle de Cypres qui a été depuis tres longtemps,
planté sur tous le pourtour du bassin méditerranéen. Il est vraisemblablement spontané dans
les montagnes du nord de I’Iran et sans doute aussi en Asie mineure. Pour certains auteurs, il
serait originaire de 1’1le de Chypre et de 14, il serait propagé en Grece, Turquie.

En France, le Cypreés a été plante et se trouve dans toutes les régions cotieres allant des Alpes
aux Pyrenées.

En Grece, le Cypres pousse du niveau de la mer jusqu’a la limite de la végétation (1750 m au
dessus du niveau de la mer en Crete) et constitue des foréts naturelles en Crete, a Samos,
Rhodes, Kos, Simi et Millos.
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En Espagne, le Cupressus sempervirens, a été introduit seulement récemment et les espéces
les plus vieilles ont environ 150 ans.

En Italie, nous ne trouvons pas de foréts naturelles de Cypres. Des Cyprieres de petite
dimension se trouvent sur les collines de la cote de la mer Tyrrhénienne, de la Ligurie a la
Calabre et en Sicile ; celles plus vastes et productives, sont localisées en Italie centrale,
surtout en Toscane pres de Florence, de Sienne et de Pise. Dans le Nord de I’Italie, le Cypres
se trouve principalement sur les rives des lacs.

Au Portugal, le Cupressus sempervirens n’est pas trés diffusé. Il serait trés anciennement
naturalisé partout ailleurs. Quoi qu’il en soit, en Afrique du Nord et tout particulierement en
Algérie, il se comporte actuellement comme une essence autochtone, tres bien adaptée a nos
climats secs. Il en existe deux formes, souvent présentes dans le méme lot de plants : la forme
fastigiata a cime étroitement conique et la forme horizontalis a branches étalées
(Nichane, 2015).

ECHELLE

—— * Cupressus sempervirens L

Figure 09 : Aire de répartition du Cupressus sempervirens L (Nichane, 2015).
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1.5 Caractéristiques botaniques

Catégorie : arbre (conifere) a grande longévité, monoique et thermophile, au tronc rectiligne
a I’écorce d’un gris brunatre fibreuse et striée verticalement, les rameaux écailleux sont bruns
Port : élancé, conique, en étroite colonne compact et dense.

Feuillage : persistant, aromatique, vert foncé. Sur de courtes ramules, petites feuilles
glanduleuses (glandes résiniféeres), squamiformes, imbriquées sur au moins 4 rang a la pointe

émousseée.

Fleurs coniques : a I’extrémité des rameaux, chatons males jaune a brun claire chargés en
pollen pouvant étre allergisant (en février — mars), les femelles globuleux verts réunis en

bouquet a I’extrémité des jeunes pousses.

Cones fructiferes : Les cones sont strobiles, globulaires, vertes (3 a 4 cm) et brillantes,
Iégerement mucronées a 6 — 14 écailles ligneuses polygonales d’un brun clair a brun foncé a

maturité (tous les deux ans), contenant de nombreuses graines ailées.

Taille : I’arbre a une taille moyenne de 20 a 30 m. On distingue différentes formes de Cypres
qui par sé€lection, ont donné des variétés aujourd’hui bien distinctes reproduites par bouturage.
On distingue notamment une forme aux branches horizontales et houppier conique :

Cupressus sempervirens « horizontalis » et une forme colonnaire qui forme un fuseau plus ou

moins étroit : Cupressus sempervirens « pyramidalis » ou « stricta ».

Graines : les graines sont petites, mesurant de 4 a 7 mm de long. Elles portent deux ailes, de
part et d’autre de la graine.

Floraison : au début du printemps, la production importante de pollen est la cause, tous les
ans, de nombreuses allergies. Certaines variétés produisent beaucoup de fruits, ce qui peut
nuire a I’esthétique de I’arbre, notamment chez les formes colonnaires, en provoquant une
arqure des branches. Certaines variétés ont été sélectionnées pour leur capacité a former
moins de fruits. La pollinisation est anémogame (pollen transporté par le vent).

Pollen : les graines de pollen de Cupressacees sont morphologiquement trés homogeénes. Il est
donc impossible de réaliser des déterminations polliniques au niveau du genre ou de 1’espece.
Le genre Cupressus pollinie abondamment en février — mars. Le Cyprés a un pollen au
pouvoir allergisant, lorsqu’ils sont en trop grande quantité dans 1’atmosphere, ils peuvent

provoquer 1’apparition d’allergies.
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Multiplication : se fait par semis au printemps apres avoir pris soin de conserver les graines
au froid durant 3 mois (pour respecter la dormance), bouturage en fin d’été. (Nichane, 2015).

Figure 10 : Cypreés vert (Cupressus sempervirens L) (Nichane, 2015).
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Figure 11: Etapes de formation de la graine du Cupressus sempervirens L (Nichane, 2015).

1- 2- 3 : Phase initiale avec exposition des ovules.
4- 5- 6 : Premieres phases de la fécondation.
7- 8- 9 : Grossissement des carpelles et formation du jeune cone.

10- 11- 12- 13 : Développement du cone jusqu’a I’ouverture et a la production de la graine.
1.6 Caractéristiques écologiques

Le Cypres est une plante de climat doux. Il a besoin de chaleur ; il doit étre protégé des vents

froids. Il peut résister a des températures négatives allant jusqu’a -20°C.
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Température : du point de vue thermique, le Cypreés peut résister a une température jusqu’a —
20°C. Comme beaucoup de plantes méditerranéennes, c’est le froid humide en hiver qui peut

étre préjudiciable a sa longévite.

Précipitation : le Cypreés est une essence xérophile, car ¢’est un arbre robuste susceptible de
s’adapter a des conditions physiques tres severes. Mais il peut étre plastique, c'est-a-dire qui
peut se développer dans des climats humides. En effet, le Cyprés est un arbre qui n’a pas

d’exigence pluviométrique et peut se contenter de 250 a 350 mm / an.

Altitude : le Cypres vert se rencontre spontanément dans toutes les zones basses du pourtour
méditerranéen a moins de 500 m d’altitude. On les trouve souvent en limites de zones
agricoles ou en alignement dans les parcs ou les propriétés ou leur forme particuliere en

fuseau marque les paysages.

Sol : il est indifférent a la nature chimique du substrat. 1l préfére les sols profonds, drainés, si
non ras méme sec et calcaire. Il supporte mal les terres argileuses ou trop gorgées d’eau.
Néanmoins, le Cyprés vert tolere les sols superficiels (moins de 50 cm, voire 30cm) et
caillouteux. Un sol trop humide peut entrainer le développement des champignons parasite

C’est une excellente essence vis-a-Vis la résistance au vent et a la sécheresse (Nichane, 2015).

2. Les Utilisations médicinales du cypres

Toutes les parties de cette plante sont utilisées pour des intéréts industriels ou comme matiére
primaire pour différents produits mais le domaine le plus important est le domaine
thérapeutique exemple : aromathérapie, phytothérapie car le Cypres contient plusieurs
constituants biologiques qui ont des propriétés pharmacologiques spécifiques elle est
considérés comme une plante médicinale. Les deux parties le plus utilisés sont les rameaux et

les cones (Riom, 2010).

e LescoOnes fructiferes
La composition chimiques des cones révéle a beaucoup de molécules chimiques comme les
terpenes et les tanins les flavonoides qui s’utilisent dans les troubles capillaro-veineux et les

troubles hemorroidales, elles ont aussi des propriétés anti-inflammatoires.

e |esrameaux
Les feuilles qui sont imbriquées sur les rameaux présentent une fort odeur de résine qui le
caractérise.a partir de ces feuilles les huiles essentielles vont étre extraites, la révélation de la
composition chimique montre que ces rameaux contient de flavonoides.
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Le principal produit de cette plante sont les huiles essentielles qui sont extraites a partir des
rameaux et les cones fructiféres, ces huiles contiennent plusieurs propriétés biologiques et

sont utilisés pour traiter différentes pathologies :

On les utilise dans les congestions veineuses qui se retrouve principalement
dans : les hémorroides, les varices, les cedémes de membres inferieures, les
jambes lourdes aussi dans 1’énurésie infantile chez les enfants.

- On les utilise avec tous les types de toux mais spécialement, la toux séche
spasmodique cette activité antitussive est due a la présence de terpenes.

- Les femmes aussi peuvent les utiliser pour traiter les bouffées de chaleur au
cours de laménopause qui sont dues a une modification trés rapide du diamétre
des vaisseaux sanguins.

- Ces huiles sont immunostimulantes on les utilise dans les affections chroniques

- L’emploi des huiles essentielles de cypres dans la régulation de la nervosité

(Riom, 2010).
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1. Matériel végeétale

Le matériel végétal utilisé dans ce travail est les fruits de Cupressus sempervirens. lls ont été
récoltés durant le mois de mars au niveau du foret de Chaab Erssas dans 1’université des

fréres Mentouri-Constantine.

Figure 12 : Fruits de Cupressus sempervirens

2. Protocol d’extraction des lectines

Apres la collecte, les fruits de Cupressus sempervirens ont été immeédiatement lavées avec de
I’eau distillée, sécher et broyée a 1’aide d’un mortier jusqu’ a I’obtention d’une poudre trés
fine. 20g de poudre sont pesés puis suspendus dans 200ml de solution tampon PBS (0.1M,
pH 7,4) (Voir annexe). La macération se fait pendant 24 heures a température ambiante.

Enfin, I’extrait brute obtenu est filtré jusqu’a I’obtention d’un filtrat clair.
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Ringage

Collecte

Séchage a
1’étuve (30°C)

Broyage a I’aide
d’un mortier

Macération (20?
200ml de
tampon) et
filtration Récupération
de I’extrait

brute

Figure 13 : Schéma représentatif de différentes étapes de 1’extraction de Cupressus
sempervirens.

3. Test d’hemagglutination

La mesure d’activité hémagglutinante est le test d’interaction le plus largement utilisé pour la
détection des lectines et leur caractérisation. Cette technique repose sur la capacité des
lectines a former un réseau avec des érythrocytes par interaction avec leurs glycoconjugués de
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surface. Cette interaction se traduit par une phase gélatineuse visible a L’ceil nue. (Zitouni,
2015).

3.1 Préparation des hématies de lapin

La préparation de suspension d’hématies est effectuée selon la méthode de (Meite et al.,
2010) Les hématies utilisées sont issues de sang de lapin obtenues a partir de 1’animalerie de
I’université des fréres Mentouri de Constantine. Le sang de lapin est recueilli dans des tubes
héparinés. Les tubes sont centrifugés a 4000trs/min pendant 10 min a 4°C. Le surnageant
¢liminé et le culot lavé par 1’eau physiologique ((NaCL 9%). Trois fois suivi par une
centrifugation apres chaque lavage. Une suspension de 4% d’hématies est finalement préparée

dans de I’eau physiologique.

3.2. Test d’hémagglutination (détermination du point d’équivalence)

25uL de tampon PBS sont placés dans chaque puits de la microplaque, puis 25uld’extrait
brut sont ajoutés dans le premier puits, et une double dilution en série est réalisée. Ensuite,
25uL de la suspension d’érythrocytes a 4 % en solution saline (NaCl 150 mM) sont ajoutés et
mélangeés a chaque puits. La lecture de l'activité hémagglutinante est réalisée apres 30 minutes
d’incubation a température ambiante. En cas d’un résultat positif, les hématies forment un
tapis qui couvre le fond du puits de la plaque de microtitration. Contrairement a un résultat
négatif ou I’hemagglutination n’a pas eu lieu, on observe que tous les érythrocytes précipitent
au fond du puits, et un point rouge peut étre observé. Cependant, des précautions doivent étre
prises afin de ne pas confondre entre hémolyse et hémagglutination. La différence entre ces
deux phénomenes peut étre simplement observée si les puits sont examinés par le c6té. Dans
le cas d’une hémagglutination, le tapis d’hématies ne couvre que le fond du puits, alors que le
surnageant reste translucide. S’il y’a une hémolyse, 1'ensemble du puits est rempli avec une

solution rouge.

La plus petite concentration en extrait brut pour laquelle une hémagglutination est encore
visible est appelée point d’équivalence et la concentration en extrait de ce puits correspond a

une unité d’hémagglutination (UH).

3.3 Test d’agglutination avec les hématies humaines ABO :
Ce test est réalis€ pour déterminé la spécificité de groupe sanguin a l’extrait brut de
(Cupressus sempervirens) qui se forme par la fixation de la lectine avec I’antigéne présent a

la surface d’hématie humaine a différents groupes sanguins du systeme ABO.
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4. Test d’inhibition d’hemagglutination de la lectine par les saccharides

L’inhibition de I’hemagglutination représente une des premicres techniques utilisées pour

étudier les interactions sucre-lectine (Mastouri, 2013)

La spécificité osidique des lectines est définit en terme de concentration minimale de sucre
nécessaires pour inhiber 1’agglutination ou la réaction de précipitation induite par ces
molécules (Torche, 2015).

Les sucres utilisés sont: le Glucose; Galactose; Fétuine; Lactose; Inuline; BSA;
Raffinose ; Fructose, et Mucine. Dans ce test on a utilisé des solutions diluées a partir de

I’extrait brut.

Dans chaque puits d’une microplaque, 25 pl de tampon (PBS) ont été déposés, puis 25 ul des
inhibiteur sont rajoutées au premier puits, ensuite une gamme de concentration par double
dilution a été réalisée dans les puits suivants, apres un volume de 25ul de I’extrait brute dilué
est ajouté, I’incubation a été effectué pendant 30 min a température ambiante. Finalement, 25
ul des hématies ont été additionnés dans chaque puits. L’observation de I’hémagglutination a

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

5. Caractérisation des lectines

5.1Effet de la température sur ’hemagglutination

Le test se fait par une incubation de I’extrait brut de Cupressus sempervirens a différentes
températures,(30° ,40° ,50° ,60°,70°,80°,90°, 100°C) dans un bain marie pendant une heure
de temps puis refroidi directement a 4°C. Le test d’hémagglutination est ensuite réalisé sur

chaque échantillon.

5.2Effet du pH sur I’hemagglulination

Des solutions tampons a différent pH ont été préalablement préparées (de 2,4 jusqu'a 8).0,2 g
de poudre de Cupressus sempervirens sont mis en suspension dans 1mL de chaque tampon.

Apres 24 heures I’activité hémaggltinanate est testée pour chaque échantillon.

6. La purification des lectines :
Dans la chromatographie sur gel filtration, les molécules sont séparées selon leur taille et leur

poids moléculaire. Ici la phase stationnaire est constituée par des billes d’une substance a base
de dextran, dont les pores correspondent a une zone relativement étroite de dimensions

moléculaires.
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Dans le présent travail, la phase stationnaire est constituée du gel de Sephadex G75
(Pharmacia). Ce gel possede un domaine de fractionnement situé entre 5 a 100kDa.

6.1. Préparation de gel Sephadex G75:

69 de gel de séphadex G75 sont lavés avec 100 ml de solution tampon PBS (M 0,1 pH 7 ,4)
et incubé 1heure dans un bain marie a 60C° puis mis a gonflé dans un exces de cette méme
solution tampon pendant 24heure a température ambiante. Une fois le gel prét il est coulé sur
les parois de la colonne. Le gel doit étre bien tassé et homogene et présenté une seul phase.

6.2. Purification des lectines sur gel de séphadex G75 :

Une colonne d’une dimension de (1x60cm) est préparée puis équilibrée avec du tampon PBS
(0.1M,pH7.4) jusqu’a stabilisation du débit a 0.5mL/min. Le volume mort (Vo) de la colonne
est déterminé par injection du bleu de dextran (103 kDa) a une concentration de 1 mg/mL.

Un échantillon d’extrait brut (2mL) est déposé en haut de la colonne et élué dans ces
conditions a débit constant. Des fractions de 2mL sont recueillies et caractérisées (activité
hémagglutinante contre le sang de lapin). La fraction active congelée pour la réalisation des

différents tests biologiques.

7. Dosage des protéines par la méthode de (Bradford ,1976) :

Cette technique est plus simple plus rapide et plus sensible que d’autre. Basée sur la formation
d’un complexe entre le bleu de coomassie et les protéines, En mesurant l'absorbance de la

solution a 595 nm.

- Standard : 1ml de la PBS +5ml bleu de coomassie.
- Echantillon : 1 ml de D’extrait brute +5 ml bleu de coomassie.
- Le mélange est agité puis laisser 5 minutes.

- Lire ’absorbance contre le blanc.
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Chapitre 4: Résultats et discussion

1. Test d’hemagglutination de I’extrait brut:

Dans ce travail, rentre dans le cadre de chercher la présence des lectines et leur extraction et
aussi 1’étude biologique de ces phytoagglutinines, premi¢rement on a investigué 1’existence

de lectine dans une plante médicinale « les cones fructiferes de cypres méditerranéen.

Hemaglutination

Absence
d’hemagglutination

Figure 14 : Agglutination des hématies du lapin par 1’extrait Cupressus sempervirens

On peut observer une forte agglutination avec les hématies de lapin, cette réaction est due a

I’attachement des lectines avec les sucres présents a la surface des hématies.

Le test d’hemagglutination avec le sang de lapin confirme la présence de lectines dans les

cones fructiferes de Cupressus sempervirens.

2. la limite de I’activité hemagglutinante de I’extrait :
Afin de quantifier I’activité hemagglutinante des lectines extraites a partir des cones
fructiféres de Cupressus sempervirens, le test d’hemagglutination a été refait et répété 3 fois

avec une gamme de dilution allant jusqu'a 12 puits.

La limite d’hemagglutination est exprimée en fonction de dilution pour lequel on observe une

hemagglutination, les résultats de ce test montrent une activité moyenne de 128 UH.
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Extrait brut

12 14 U8 116 1/32  1/64 1/128 1/256 1/512 1/1024  1/2048 Control

Point d’équivalence ‘

Figure 15: Agglutination des hématies du lapin avec I’extrait brut

Nos résultats montrent que L’activité d’hémagglutinate de I’extrait brute (céne fructifere) de
Cupressus sempervirens est visible et claire jusqu’a la 7éme puits ce qui donne un titre
d’hémagglutination de (128UH) et diminue au niveau des puits qui se suivent jusqu’a la
disparition complétement. Ceci met en évidence un pouvoir hémaglutinant fort de nos
lectines, il est méme plus important que d’autres lectines de fruits de la famille Moracées
(Morus nigra) qui présente une moyenne activité 16UH (Derri, 2015). Les fruits de la famille
de Fagaceae (Quercus fusiformis) aussi présente la méme résultat 16UH (Ynalvez, et al.,
2011). Au contraire des fruits la plante médicinale 1’ Aloé-véra montre une forte agglutination
allant au 7éme puits 128UH (Zitouni, 2015).

3-L’effet de température sur I’hemagglutination :

L’extrait a eté soumis a différentes températures (30 °C jusqu’a 90) les résultats obtenus

sont les suivants :
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Effet de temperature
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Temperature °C

Figure 16 : Effet de la température sur I’activité hémagglutinante de 1’extrait brut

On peut observer que I’activité hemagglutinante de 1’extrait brut reste stable jusqu'a une

température 50 C, au dela I’activité commence a diminué progressivement jusu’a disparaitre a

une température de 100°C.

Plusieurs auteurs ont étudié I’effet de température sur les lectines : (Cao et al., 2010) ont
montré que la lectine Muscadomestica est 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.

4-L’effet de pH sur ’activité hemagglutinante :

L’activité hémagglutinante de 1’extrait brut des cones fructiféres des Cupressus sempervirens
a été testee a différents pH.
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Effet de pH
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Figure 17 : Effet du pH sur I’activité hemagglutination de 1’extrait brut

On remarque que les lectines reste stable dans une large gamme du pH de 2 a 8 comme les
lectines de Calycotom espinosa L mais il ya forte agglutination a pH normale donc nos
lectines conservent leur activités a des pH basique comme celles du Euphorbia helioscopia
qui perdent leur activité d’hémagglutination plus rapidement, elles restent actif dans un

intervalle de pH de 6-8 (Shaista et al., 2014).

5- La chromatographie de la purification des lectines sur colonne gel de
séphadex G 75 :

La colonne a été réalisée pour €liminer les impuretés afin d’améliorer I’activité

hemagglutinante de L’extrait brut les résultats de la colonne sont représente dans la courbe
au dessous.

La figure met en évidence le profil d’élution de I’extrait brut aprés son passage a travers la
colonne chromatographique. La valeur maximale d’absorbance & 280 nm qui correspondent
aux fractions 26 et 28 et 35.
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Figure 18 : Courbe représentant la concentration des protéines dans chaque Fraction

Fraction 26
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Figure 19: Test d’hemagglutination des fractions apres la chromatographie.
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Apres le test de I’activité d’hemagglutination, on a trouve les lectine dans les Fractions 27 ,28
et 35 correspondant a 52,54 et 68 ml, C’est résultats different de celle de Pterocladiella

capillacea séparées par chromatographie sur colonne de séphadex G 75 (Necib et al., 2015),

6- Le dosage de protéine par la méthode de Bradford (1976) :

On a utilisé une courbe d’étalonnage de concentration connue d’une protéine considéré
comme une référence pour déterminer la concentration totale des protéines contenant dans un
mélange.

Les résultats :

L’équation de la courbe : y=0,007x_-0,081
Tableau 05 : Absorbance a longueur d’onde 595 nm

Blanc Extrait Fraction26 | Fraction28 | Fraction35
brut
Absorbance a 595 0,142 0,0163 0,024 0,035
595 nm
Concentration 0 0,031 0,013 0,015 0,016
(mg/ml)

A partir de ces résultats on observe que la concentration de I’extrait brut de cupressus

sempervirens (0,031 mg /ml) est supérieur par rapport aux fractions de la colonne.
7- Test d’inhibition de la lectine par les saccharides :

Le test d’inhibition a été effectué avec contre des monosaccharides et des glycoprotéines pour

déterminer la spécificité des extraits en sucre.
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Tableau 06 : Inhibition de I’activité d’hemagglutination de Cupressus sempervirens par
les sucres

Sucre / glycoprotéine L’activité d’hemagglutination

Glucose

Galactose -

lactose

Raffinose -

Fructose

Inoline -
BSA +

mucine

Fetuine +

+ : Inhibition de I’activité d’hemagglutination
-: pas d’inhibition

Glucose Galactose Mucine Fetuin

H_J

Témoin |

Figure 20 : Test d’inhibition de 1’activité hemagglutination de Cupressus sempervirens par
les sucres.
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Dans ce teste on a utilisé I’extrait brut dilué (1/16)

L’extrait des cones fructiferes de  Cupressus sempervirens a été spécifiquement inhibé par le
BSA et le fetuine , Cette inhibition est due a 1’occupation des sites de reconnaissances par ces

deux glycoprotéines, il ya une inhibition de d’hemagglutination par ces glycoproteines .

Pour les (Galactose, inuline, fructose, raffinose, lactose, usine, glucose) L’extrait ne présente
aucun spécificité pour c’est Saccharides ce qui résulte par une agglutination aux hématies de
lapin.

On a compare ces résultats avec 1’extrait des fruits d’Aegle marmelos de class Magnoliopsida
qui présente une affinité pour le mannose (Subramaniya, 2011). Et Musa paradisiac
(banana) qui aussi inhibe par le mannose ( Koshte, 1990). Contrairement aux Champignons
il ya beaucoup d’espéce qui présentent affinité pour le fetuine comme Pholiota aurivella
(Singh, etal., 2010) .

8- Le test d’agglutination sur les hématies humaines ABO :

Tableau 07 : I’agglutination des hématies humaines par 1’extrait brut des cones fructiféres de
Cupressus sempervirens

Les groupes sanguins A B AB 0

Extrait brut (Cupressus i} i, i, i,

sempervirens)

+: Hem agglutination - . absence d’hem agglutination

Témoin

Figure 21: Agglutination des hématies humaines par I’extrait brut de Cupressus sempervirens
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Les résultats du tableau montrent que 1’extrait des cones de Cupressus sempervirens
n’agglutine aucune des types des groupes sanguins.

Donc ce lectine ne présente aucune sélectivité pour les groupes du systéme

ABO.

Ce méme résultat a été décrit pour 1’extrait de Brassica napus . (Torche, 2015)
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Conclusion et perspective

Conclusion et perspective

Dans le cadre de notre travail de recherche, nous nous sommes intéresses a une plante de

Cupressus sempervirens.

Nous avons extrait la lectine a partir de fruit de cupressus sempervirens cette protéine a
une activité agglutinante sur les hématies de lapin, la lectine de cupressus sempervirens ne
montrent aucun spécificité pour les hématies des groupes sanguins du systéme ABO, tandis

que l'activité agglutinante du lectine est inhibée spécifiquement par le fetuine et le BSA.

C’est une protéine a moyenne résistante, avec une gamme de pH stable dans déférent
intervalle (2-8).

Cette lectine a été partiellement purifiée par chromatographie d’exclusion en utilisant le gel
de séphadex G75 On a obtenu Trois pics différents et ont présenté une activité

hemagglutinate

Ce travail est original et a permet de mettre en évidence pour la premiere fois la présence de
lectines chez les cones fructiferes cupressus sempervirens avec une spécificité unique pour les

glycoproteines.

» La découverte de ces lectines a partir de cette plante ouvre plusieurs perspectives
notamment par 1’étude structurale et fonctionnelle de ces derniéres. Une purification
complete par des techniques chromatographiques d’affinité est nécessaire, aussi bien
pour la détermination du poids moléculaire de ces lectines, et la réalisation de
différents tests biologiques (test d’activité antimicrobien, anti- immflamatoire,

immunomodulation,et anti-cancereux).
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Annexe 1

Composition de tampon PBSaph 7 ,4:

Pour préparer 1000ml de PBS

Réactif quantité
K.HPO, 1,829
KH,PO, 0,24q
Na Cl 8,79
L’eau distillée 1000 ml

Annexe 2

HCL [IM]

HCL [0, 1M]

HCL [0,01M]

8 ml de HCI[12M] + 9ml
H,O

1ml HCI [12M] +9ml H,0

iml (0,2M) + 9ml H,O

NaOH [1M]

NaOH [0, 1M]

NaOH [0,01M]

4 g dans un 100 ml H,O

1ml (NaOH [IM]) +9 mI H,O | ImlI (NaOH [0, 1M]) +9 ml

H.O

Glycine (0,1M)

0,75g + 100 ml H,0
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Annexe 3

Abs a 595

0,7

0,6

0,5

0,4

0,3

0,2

0,1

moy

y =0,007x - 0,081
R?=0,979

¢ moy

—— Linéaire (moy)

20 40 60 80 100

concentration (pg)

120
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Resumé :
Les lectines sont des protéines d’origine non immunitaire capable de reconnaitre des glucides, elles
sont présentes dans toutes les branches du régne vivant.

Le but de ce travail est de chercher la présence des lectines dans I’extrait des fruits de cupressus
sempervirens.

Les lectines extraites de ces fruits montrent une moyenne activité hemagglutinante sur les hématies
de lapin.

L’extrait n’a montré aucune sélectivité pour les groupes du systeme ABO, un test d’inhibition a été
réalisé par la suite avec différents monosaccharides et glycoprotéines et qui a montré que les lectines de
Cupressus sempervirens présentent une affinité pour la fetuine et le BSA.

Le traitement thermique de lectine a différente température pendant une heure présente une activité
maximale entre 40 et 50°C. Elles gardent de leur activité a température moyenne, cette hemagglutination est
stable dans une gamme de pH basique entre 6.5 & 8, la purification de I’extrait par filtration sur gel de
séphadex G 75 donne 3 pic avec une hemagglutination moyenne.

Mots clés : Lectines, Cupressus sempervirens, Extrait, Activité hémagglutinante ,

Purification, inhibition de ’hemagglutination.
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