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Résume :
Les lectines sont des protéines de liaison d'hydrate de carbone de nature non-immunoglobuline.

Ces protéines agglutinent des érythrocytes et glycoconjugués sans modifier la structure

covalente de ligands glycosyl reconnus ; et elles sont omniprésents dans la nature.

Nos études ont été entreprise avec un objectif de déterminer la présence des lectines dans les

tubercules de 1’Helianthus tuberosus par le test d’hémagglutination et leur étude biologique.
L’extraction a été faite par broyage et macération dans une solution tampon (PBS).
L’activité hémagglutinante de 1’Helianthus tuberosus a été de 1 : 3 (8).

Un test d’inhibition avec différents saccharides et glycoprotéine a montré que les lectines
d’Helianthus tuberosus n’ont pas été inhibées par le : glucose, galactose, mannose, maltose et
le BSA.

Mots clés : Lectines, Extraction, Activité hémagglutinante, Saccharide, Glycoprotéine

Inhibition.




Abstract

Lectins are carbohydrate binding proteins of a non-immunoglobulin nature. These proteins
agglutinate erythrocytes and glycoconjugates without modifying the covalent structure of

recognized glycosyl ligands; and they are ubiquitous in nature.

Our studies were undertaken with the objective of determining the presence of lectins in the

tubers of Helianthus tuberosus by the haemagglutination test and their biological study.
The extraction was done by grinding and maceration in a buffer solution (PBS).
The hemagglutinating activity of Helianthus tuberosus was 1: 3 (8).

An inhibition test with different saccharides and glycoprotein showed that Helianthus tuberosus
lectins were not inhibited by: glucose, galactose, mannose, maltose and BSA.

Keywords: Lectins, Extraction, Hemagglutinating activity, Saccharide, Glycoprotein

Inhibition.
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Fuc: fucose

Gal: galactose

GalNAc: N-acétyl galactosamine

GIcNACc : N-acétyl glucosamine

Glu : Glucose

HIV-1: Human Immunodeficiency Virus 1
Kcal: kilo calories

KDa: kilo Dalton

MALDI: Matrix-assisted laser desorption/ionization
Man : Mannose

NeuAc: Acide N-acétylneuraminique

PBS : phosphate buffered saline
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Introduction

Introduction :

Les lectines sont des protéines ou glycoprotéines d’origine non immune (c’est-a-dire
que ne sont pas des anticorps) (Hyun-Ju et al., 2020), qui se lient de fagon réversible aux
hydrates de carbone en non-covalente et tres spécifiques maniéere (Ram singh et al.,2019), elles
ne possédent aucune activité enzymatique sur les sucres sur lesquels elles se fixent. (Kamoun
et al., 2003) ce sont des oligomeres de protéines multivalentes, c’est-a-dire comportant
plusieurs sites de liaison des saccharides. Cette structure polyvalente confere aux lectines
I’aptitude d’agglutiner des cellules portant sur leur membrane externe des fractions
saccharidiques appropriés. (Goldstein, 1978; Pusztai et al. ,1983; Etzler, 1985 ; Kocourek,
1983 ; Liener et al. ,1986).

Les lectines sont des molécules ubiquitaires, car elles se retrouvent dans toutes les
classes d’organismes (Sharon and Lis, 2004). Elles agissent comme des molécules de défense
dans les plantes en reconnaissant des organismes pathogenes.

Il a également été suggéré que la lectine est une substance défensive innée du systéme
immunitaire des vertébrés et des invertébrés. En outre, les lectines sont liées a une variété
d'autres processus biologiques tels que le développement des cellules, les interactions entre

cellules, et les voies de signalisation. (Hyun-Ju.H et al., 2020).

Elles sont utilisées en biochimie comme support de chromatographie d’affinité pour la

séparation de diverses glycoprotéines.

Les lectines sur lesquelles sont fixés artificiellement des enzymes ou des colorants sont
également utilisées en histochimie pour reconnaitre certaines glycoprotéines cellulaires.
(Kamoun et al., 2003)

En raison des propriétés de liaison de lectines aux glucides et leur implication dans le
systéeme de defense et la réponse immunitaire des organismes, lectine a vu diverses applications
dans la recherche biologique et pharmacologique Par exemple, les lectines fluorescentes,
combinées a plusieurs autres techniques, ont été largement utilisés pour analyser les hydrates
de carbone de surface des cellules ou organites. Dans la derniere décennie, les applications
pharmacologiques de lectines ont été rapportés, y compris ceux avec anticancer (ou

antitumorale) et les effets antiviraux. (Hyun-Ju et al., 2020).



Introduction

L’objectif principal de notre travail est de chercher la présence des lectines extraite a partir
d’Hélianthus tuberosus avec tests biologiques. Cette plante n’a été jamais étudiée en Algérie

sur I’extraction des lectines, raison pour laquelle nous avons fixé les objectifs suivants :

v’ Extraction des lectines a partir d’Helianthus tuberosus broyé dans un tampon de
phosphate (PBS) suivi d’une centrifugation.

v Etude la présence des lectines par le test d’hémagglutination avec le sang des lapins.

v Test d’inhibition d’hémagglutination en présence de différents monosaccharides et de
glycoprotéines d’une part et les globules rouges de 1’étre humain par le test ABO d’autre
part.

v' Purification par chromatographie sur colonne. (Kamoun et al., 2003)
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I.  Généralité sur les lectines :
1. Définition :

Les lectines sont des protéines ou des glycoprotéines qui ont été signalés a partir de plantes,
d'animaux ou microbes (Ram singh et al.,2019) non synthétisées par un systéme immunitaire
et dépourvues d’activité enzymatique (Goldstein et al.,1980). Elles sont capables de fixer de
maniére réversible un sucre simple ou sous forme d’oligosaccharide sans les modifier (Ram
singh et al.,2019). Les interactions sucre-lectine se produisent en général via des liaisons
hydrogéne, des contacts hydrophobes ou par I’intermédiaire de cations (Kocourek and
Horejsi, 1981)

Elles sont douées de propriétés agglutinantes sur certaines cellules dont les érythrocytes
(globules rouges du sang) par la reconnaissance des chaines glucidiques spécifiques a la surface

des cellules, appelées aussi agglutinines ou hémagglutinines (Hwang et al.,2020).

Certaines lectines possedent deux ou plusieurs sites de fixation. On peut classer les lectines en

trois categories selon la nature de leur domaine de reconnaissance glucidique :

e Type P : reconnaissant le mannose 6-phosphate
e Type S : reconnaissant beta -galactosides

e Type C : reconnaissant divers sucres par une liaison impliquant le Ca2+

De nombreuses lectines sont utilisées comme outils biotechnologiques dans des études de
glycoprotéomique, dans la reconnaissance des tumeurs, et comme des molécules ayant une
activité anti-HIV. Plusieurs lectines sont déja commercialisées en tant que produits qui

réduisent la charge virale des patients infecté par I'hépatite C (Claudia et al., 2017)

2. Historique :
Les lectines ont d’abord été isolées dans le régne végétal mais elles existent également dans le

regne animal. (Kamoun et al., 2003)

La premiére lectine a été découverte par Peter Hermann Silltmark en 1888 qui décrivit dans sa
thése de doctorat présentée a I’université de Dorpat (Estonie) que des extraits de graines de ricin
(Ricinus communis) agglutinaient des érythrocytes (Sharon et Lis, 2004). A partir de ce
moment-la, d’autres substances d'origine végétale possédant une activité hémagglutinante ont

été découvertes.
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En 1954, Boyd & Sharpleigh ont démontré la propriété de ces protéines d’agglutiner

sélectivement des érythrocytes humains d'un groupe sanguin donné.

Cette notion de spécificité est la base de 1’étymologie du nom lectine dérivée du mot latin 1égere

qui veut dire « sélectionner ».

La plupart des lectines présentent 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.
Elle est aussi classiqguement utilisée pour leur détection (Rudiger, 1993) et leur caractérisation
(Goldstein et al., 1980).

Lorsque certains sucres sont ajoutés lors de ’interaction des lectines avec les érythrocytes, leur
activité hémagglutinantes est inhibée ce qui permet de déterminer leur spectre de spécificité
(Van Damme et al., 1998).

Les lectines peuvent reconnaitre de maniere spécifique les glycoconjugués présents sur les
surfaces cellulaires. Ces molécules sont constituées d’une partie glucidique (mono ou
oligosaccharide) associée de facon covalente a une partie non glucidique (aglycone) de
protéines ou de lipides et jouent un rdle primordial dans la vie sociale des cellules (Varki
,1993). Les interactions protéine/glucide sont impliquées dans de nombreux phénomeénes de

reconnaissance et d’adhésion cellulaires.

Tableau 1 : Historique de découverte des Lectines

Années Auteurs Découvertes

1884 Warden &Waddell / = Toxicité de la graine d’ Abrus precatorius
Bruylant &Ven
Neman
1886 Dixson Toxicité de la graine de Ricinus communis
1888 Stillmark Activité hémagglutinante de la graine de Ricinus
communis

Toxicité de la graine de Croton triglium
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1890 Erlich
1891 Hellin
Elfstrand
1897
1902 Landsteiner
Kauss
1902
Landsteiner &
Raubitschek
1907
Landsteiner &
Raubitschek
1908
Sumner
1919
Marcusson-
Begun/Siever
1926-7
Boyd & Reguera
/Renkonen
1947-9
Liener
1949
Jaffé
1949
Watkins &Morgan
1952

Utilisation de 1’abrine et la ricine dans les

recherches immunologiques

Activité hemagglutinante de la graine de Abrus

precatorius
Introduction du terme d’'hémagglutinine

La réversibilité¢ de I’hémagglutination par la

chaleur

L'inhibition de l'activité hémagglutinante par le
sérum non immunitaire

Activité Hémagglutinante dans les plantes non
toxiques

La spécificité des espéces de plantes a
hémagglutinines

Isolement et cristallisation de la Concanavalina A

Application des lectines sur les groupes sanguins

Spécificité groupe de sang des plantes a
hémagglutinines

Toxicité des hémagglutinines de Phaseolus
vilgarus

Inactivation Thermique des hémagglutinines de
Phaseolus vilgarus

L'inhibition de lectines par les sucres simples

Démonstration avec l'aide de lectines que les
sucres sont des déterminants de groupe sanguin
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Boyd& Sharpleigh Introduction du terme de lectine
1954
La stimulation mitogénique des lymphocytes par la
Nowell lectine de Phaseolus vulgaris
1960
Chromatographie d'affinité pour la purification
Agrawal & Golstein  des lectines
1965
Boyd Lectines dans les algues
1966
L'utilisation de lectines dans les greffes de
Reinsner et al. moelle osseuse
1981
Yamauchi & Expression de Con A dans les cellules
Minamikawa d’Escherichia coli
1990

3. Structure des lectines :
Du point de vue structural, les lectines sont classées en trois grandes classes selon leur

topologie.

3.1 Les lectines simples :
Ces lectines sont formées de plusieurs monomeres (pas forcément identiques), dont la masse
moléculaire généralement n’excéde pas 41 kDa. Cette classe comprend pratiquement toutes les
22 lectines végeétales, les lectines bactériennes solubles et les galectines (une famille de lectines

animales spécifiques pour le galactose). (Lenka et al., 2006).
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Figure 1: Représentation graphique d’un monomeére de concanavaline A de Canavalia
ensiformis en complexe avec le trimannoside (code PDB 1CVN). La protéine est représentée
par un ruban jaune pour les brins 3, un ruban rouge pour les hélices a et un fil pour les autres

zones. Une représentation en batons est utilisée pour le sucre et en boule pour les cations.

3.2 Les lectines en mosaique :
Ce groupe comporte diverses protéines de différentes sources (virus, animaux). Il s’agit de
molécules complexes qui sont composees de plusieurs types de modules ou domaines, dont un

seul possede le site de liaison. (Lenka et al., 2006).

Figure 2 : Représentation graphique d’un trimére d’hémagglutinine du virus Influenza en

complexe avec 1’acide sialique (code PDB OHGF).

3.3 Les assemblages macromoléculaires :
Les lectines de ce type sont fréguemment trouvées chez les bactéries ou elles forment des
structures filamenteuses de 3 a 7 nm de diameétres et de 100 nm de langueur, appelés fimbriae
ou pili. La plus grande partie d’un filament fimbrial est formée par polymérisation d’une unité
prédominante, qui ne joue qu’un role structural. Seul un type des unités généralement une
composante minoritaire possede le site de liaison pour les glucides, donc il est responsable a
I’adhésion fimbriae (Lenka et al., 2006).

4. Les lectines les plus connus :

Tableau 2 : les lectines les plus connus (Mancheno et al., 2005)
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Lectines Exemples de commentaires

Lectines de légumes
ConcanavalineA, lectines de pois

Agglutinine de germe de blé Fréquemment utilisée dans I’étude des surfaces
membranaires des cellules normales ou
cancéreuses

Ricine Glycoprotéines cytotoxiques provenant des

graines de ricin

Toxine bactérienne Entérotoxine thermolabile d’E. Coli et toxine du
Choléra

Hémagglutinine du virus de la grippe Responsable de I’attachement a la cellule hote
ainsi que la fusion membranaire

Lectine de type 5 Lectine animale se liant avec les B-galactose,
elles ont aussi des rbles dans les interactions
cellule-cellule et cellule- matrice extracellulaire

5. Lessites de liaisons 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 apres la liaison du ligand. La lectine interagit
avec le ligand par un réseau de liaisons hydrogeéne et d’interactions hydrophobes (Goldstein et
Poretz, 1986)

Les interactions de type salin ne sont généralement pas impliquées dans les interactions
lectines-sucre sauf pour des glucides chargés comme I’acide sialique (Pontet, 1996) Les
lectines ne modifient pas biochimiquement les hydrates de carbone auxquels se lient (Gabius,
1985).
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Figure3 : représentation schématique d’exemple d’interaction lectines-glucides (Sharon et
Lis, 1985).

6. Spécificité des lectines :

La plupart des lectines sont spécifiques pour un petit nombre de sucres et que, dans la majorité
des cas, ces sucres sont présents dans et sur la surface des cellules, surtout sous la forme de
glycoconjugués. On peut identifier deux classes de lectines par rapport a leur spécificité : celles
qui reconnaissent un monosaccharide spécifique et celles qui reconnaissent exclusivement des
oligosaccharides (Sharon 2003). Les protéines spéecifiques pour des monosaccharides sont
classifiées en cing groupes, selon le sucre pour lequel la lectine présente la plus forte affinité :
le Mannose (Man), le Galactose (Gal)/N-acétylgalactosamine (GalNAc), le N-
acétylglucosamine (GlcNAc), le Fucose (Fuc), I’ Acide sialique (acide N-acétylneuraminique,
NeuAc) (Lis and Sharon 1998). Cette reconnaissance est souvent désignée comme « la
specificité primaire » des lectines. Ces monosaccharides et leurs dérivés sont ceux qui sont le
plus souvent présents sur les épitopes glycaniques des surfaces cellulaires. La plupart des
lectines peuvent se lier a des monosaccharides, mais leur affinité sera en général plus forte pour
certains oligosaccharides. (Dam and Brewer 2002). 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. Ce phénomeéne est dd a la présence
dans ces monosaccharides des trois fonctions hydroxyles qui ont une topologie trés similaire.
Certaines lectines présentent une spécificité anomérique et peuvent distinguer la configuration
en carbone (Cl1) de monosaccharides tels que 1’a- méthyle-galactoside et le PB-
méthylegalactoside. 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 et de test « Glycans array » la spécificité d’une lectine peut étre déterminée. Ces

techniques sont simples, rapides et requiérent de quantités réduites de matériel.

La plupart des lectines sont des protéines 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 ’association de plusieurs monomeres 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).
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7. Activités Biologiques des lectines :

7.1 Activite agglutinante :

L’agglutination est un processus complexe qui dépend de plusieurs facteurs internes tels que
les proprietés moléculaires de la lectine (par exemple, la taille moléculaire, le nombre de sites
de liaisons aux glucides, I'affinité de la liaison, les propriétés de surface de la cellule, le nombre
et I'accessibilité des lectines aux ligands glucidiques, et I'état métabolique de la cellule) (Wood,
1995). En plus de ca d’autres facteurs externes peuvent affecter le processus d’agglutination,

en particulier, la température, le type de cellules utilisées, et la concentration des cellules.

Les lectines doivent posseder au moins deux sites de reconnaissance et de liaison avec des
saccharides de surface des cellules animales ou autres (bactéries, virus, mycoplasme,
champignon). Les lectines monovalentes a un seul site de reconnaissance ne provoquent pas

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

7.2 Liaison avec les sucres :
Elle est spécifique et propre a chaque lectine de sorte que la connaissance du sucre spécifique

conditionne la mise en évidence de ’activité de la lectine (Miyoshi et coll, 1982).

7.3 Activité mitogene :
Une des propriétés les plus étonnantes des lectines réside dans leur pouvoir de transformer les
petits lymphocytes du sang en cellules blastiques. Cette transformation lymphoblastique résulte

du pouvoir mitogeéne des lectines mais en général elle ne s’exerce que sur les lymphocytes T

(Barbosa, 2001 ; Falasca 1989 ; Nachbar et coll., 1980).

7.4 Inhibition de la croissance :
Des cellules cancéreuses Les travaux de Valentier et coll. (2003) suggérent que les lectines
alimentaires pourraient inhiber la croissance cellulaire des cellules du cancer du sein de
I’homme in vitro. Quant a Banwell et coll. (1983), ils montrent que les lectines des graines de

haricot rouge provoquent I’inhibition de la migration des cellules cancéreuses.

7.5 Activite antivirale :
La surface des Rétrovirus tel que le virus de I'immunodéficience humaine (VIH) et de
nombreux autres virus enveloppés sont couvertes par des glycoprotéines codées par les virus.
Les glycoprotéines gp120 et gp41 présentes sur la surface du VIH sont fortement glycosylées.
On estime que les glycanes représentent plus de 50% de la masse moléculaire de gp 120
(Mizuochi et al., 1988 ; Ji et al., 2006). L’activité antivirale des lectines semble dépendre de
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leur aptitude a se lier & des oligosaccharides contenant du mannose, présents sur la surface des
glycoprotéines de I’enveloppe virale. Les agents qui interagissent spécifiquement et fortement
avec ces glycanes peuvent perturber les interactions entre les protéines de 1’enveloppe virale et
les cellules de I’hote (Botos and Wlodawer, 2005 ; Balzarini, 2006). Les lectines peuvent se
lier a la surface virale et prévenir d’autres interactions avec d’autres corécepteurs. (Sacchettini
et al., 2001; Shenoy et al., 2002) Contrairement a la plupart des agents thérapeutiques
antiviraux actuels qui agissent par 1’inhibition du cycle de vie du virus. Les lectines peuvent

empécher la pénétration des virus dans les cellules hotes

Les lectines mannose-spécifiques isolées de bulbes de 15 espéces sauvages du genre Narcissus
cultivées en Espagne ont une activité inhibitrice anti-VIH1. L’activité antiVIH-1 la plus

efficace est obtenue avec les extraits de 1’espéce Narcissus tortifolious (Lopez 2003).

7.6 Activité antifongique :
Malgré le grand nombre de lectines et des hémagglutinines qui ont été purifiées, seules
quelques-unes manifestent une activité antifongique. 1l a été démontré que le champignon
phytopathogéne Trichoderma viride induit la production de lectines dans les cellules vasculaires
des racines et des tiges chez Gastrodia elata. Ceci indique que les lectines sont probablement
des protéines de défense chez les plantes (Sa et al., 2009). Les lectines végétales ne peuvent ni
se lier aux glycoconjugués présents sur les membranes fongiques ni pénétrer dans le cytoplasme
en raison de la paroi cellulaire. 1l est peu probable que les lectines inhibent directement la

croissance fongique en modifiant la structure et/ ou sa permeabilité.

7.7 Activité antibactérienne :
Plusieurs lectines montrent également des activités antibactériennes tres intéressantes (Jensen
et al., 1997 ; Ottinger et al., 1999 ; Dong et al., 2004 ; Tasumi et al., 2004). Une nouvelle
lectine isolée a partir du venin de serpent Bothrops leucurus montre une activité antibactérienne
envers des bactéries pathogénes Gram positif (Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis et
Bacillus subtilis) (Nunes et al., 2011). Les lectines isolées a partir des graines d’arachides
Archidendron jiringa montre une activité inhibitrice contre B. subtilis et S. aureus, mais pas
d’activité contre E. coli et Pseudomonas aeruginosa (Charungchitrak et al., 2011). Beaucoup
d’études montrent que les lectines ayant une affinité aux acides sialiques, ont la capacité
d’agglutiner les bactéries. La lectine (SNAT) isolée a partir de Sorbus nigra peut agglutiner la
souche Streptococcus suis (Charland et al., 1995). La lectine isolée de Penaus merguinsis

quant a elle, est capable d’agglutiner les souches de Vibrio (Utarabhand et al., 2007)

13



Chapitre 1 : Généralités sur les lectines Etude bibliographique

7.8 Activité cytotoxique :
Les lectines font I’objet de nombreuses études toxicologiques. Depuis des années, elles sont en
effet retrouvées dans beaucoup de plantes destinées a 1’alimentation animale ou humaine (la
lectine de la 1égumineuse tropicale Canavalia ensiformis n’est qu’un exemple parmi d’autres)
et induisent fréqguemment une diminution de la valeur nutritionnelle des matiéres premieres
végétales qui en contiennent (Jaffé and Seidl, 1992). Les haricots contiennent ainsi des
fractions protéiques hémagglutinantes qui affectent la croissance et peuvent causer la mort

d’animaux qui en consomment. Le mode d’action des lectines n’est qu’imparfaitement connu.

8. Autres propriétés :

Les lectines expriment diverses activités biologiques telles que la précipitation des
glycoprotéines, [’activation de la voie alterne du complément et [’agrégation des
immunoglobulines (Nachbar et coll. 1980), I’induction de la libération de I’histamine a partir
des cellules basophiles et des mastocytes (Gomes 1994), les effets pro et antiinflammatoires
(Assreuy 1997), I’induction de 1’apoptose (Kulkarni 1988).

9. Utilisation des lectines :

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

agronomique.

9.1 Dans le domaine biomédical :
9.1.1 Enimmunologie :
Les lectines mitogénes sont employées pour déceler les allergies médicamenteuses, pour
reconnaitre les déficiences immunologiques congenitales ou acquises, pour eétudier les
sensibilisations dues aux maladies infectieuses et pour juger des effets de diverses

manipulations immunosuppressives et immunothérapeutiques (Jaffe, 1980).

9.1.2 En Hématologie :
Certaines lectines reconnaissent spécifiqguement les antigénes des groupes sanguins humains

(Boyd and Sharpleigh 1954) et sont utilisées pour leur identification dans des banques de sang.
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9.1.3 En 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, coll. 2004).

en raison de leur agglutination préférentielle aux cellules cancéreuses, les lectines sont
suggérées comme transporteuses pour diriger drogues et produits pharmaceutiques vers les

cellules cancéreuses. (Kenoth et al.2001).

9.14 En 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).

Certaines lectines purifiées a partir des graines de Iégumineuses tropicales présentent des
propriétés anti-inflammatoires (Alencar, 2005)

9.2 Dans le domaine agronomique :
Les lectines peuvent étre utilisées dans la lutte contre les agents pathogenes (nuisibles) des
plantes telles que les insectes, les nématodes du sol, les vers parasites qui commettent

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

Par exemple, la lectine de blé et celle de graine de Bauhinia purpurea ont des effets Iétaux pour
deux insectes (Ostrinia nubilabis et Diabrotica undecimpunctata) se nourrissant sur le mais,

’action des lectines peut se faire a des concentrations relativement faibles (Peumans et coll.
1995)

10. Distribution des lectines dans le monde vivant :
Les lectines sont des protéines ubiquitaires, présentes dans tous les organismes vivants. 1l existe

une grande variété de lectines qui présentent une trés grande diversité structurale.

10.1 Lectines de vertébrés :
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 sigles.

e Les structures de galectines : sont relativement simples. Ces protéines sont spécifiques

pour le [B-galactose et plus précisément pour le lactose (BGall-4GlIc) et le N-
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acétyllactosamine (BGall-4GIcNAc) (Leffler, et al. 2004). La premiére structure
tridimensionnelle d’une galectine humaine (la galectin-7 (hGal-7)) a été obtenue dans
sa forme native et complexée avec le galactose, la galactosamine, le lactose, et le N-

acétyllactosamine (Leonidas, et al. 1998).

e Les lectines du type C présentent un CRD (Carbohydrate Recognition Domain) bien
conservé qui implique un atome de calcium dans I’interaction protéine-sucre
(Drickamer 1993). Les lectines de type-C sont soit en circulation dans le plasma, soit

attachées aux surfaces cellulaires par la présence d’un segment transmembranaire.

e Les Siglecs, ou lectines de type I, constituent une famille de lectines qui reconnaissent
I’acide sialique (Crocker 2002). Elles sont membres de la superfamille

immunoglobuline (1g) et adoptent un repliement de type immunoglobuline.

Les autres classes de lectines animales comprennent les lectines du type P qui sont formées par
les lectines qui fixent le mannose-6-phosphate, comme la lectine bovine CDMPR (Roberts, et
al. 1998). Les pentraxines qui sont une famille des lectines capables de se lier a des ligands de
maniére Ca2+ dépendante (Emsley, et al. 1994). D’autres types de lectines de vertébrés telles
que les calnexines-calreticuline comme la lectine calnexine de 1’espéce Canis familiaris
(Schrag, et al. 2001) et les ficolines (Garlatti, et al. 2007) ont récemment été mises en

évidences.

La plupart des lectines de vertébrés ont une localisation extracellulaire. Elles jouent un role
dans la vie sociale des cellules et sont impliquées dans des processus tels que la fécondation, la

migration et le développement cellulaire.

10.2 Lectines d’invertébrés :
La présence de lectines a été demontrée chez les invertébrés terrestres ou marins. Ces protéines
font souvent partie d’un systeéme d’immunité innée et présentent donc des spécificités pour les

glucides présents a la surface d’organismes pathogénes (Vasta, 1992).

Chez les invertébrés, les lectines sont distribuées dans toutes les classes et sous-classes étudiées.

A titre d’exemple :

e Les gastéropodes avec la lectine d’escargot CHA-II de Cepaea hortensis (Gerlach et
al., 2002).
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e Les échinodermes avec I’hémagglutinine de I’oursin Hemicentrotus pulcherrimus

(Yamada and Aketa, 1982).
e Les crustacés avec la lectine du crabe Charybdis japonica (Umetsu et al., 1991)
e Lesinsectes avec la lectine du sphinx du tabac Manduca sexta (Yu and Kanost, 2000).

Ces lectines présentent des localisations variées : systeme digestif, appareil de reproduction,
hémolymphe ou branchies.

10.3 Les lectines de microorganisme :
Les microorganismes pathogeénes, virus, bactéries, champignons ou parasites eucaryotes,
utilisent fréquemment des lectines pour reconnaitre les sucres présents sur la surface des
cellules hote. Ces interactions lectines-sucres jouent également un role dans 1’adhésion sur les
tissus richement glycosylés présents dans les voies respiratoires, digestives ou dans I’appareil

urogénital (Imberty and Varrot 2008, Sharon 1996).

10.4 Lectines virales:
L’exemple le plus marquant de lectine de virus est I’hémagglutinine du virus de la grippe
(Influenza virus). Cette hémagglutinine interagit avec un récepteur de la surface des cellules
hotes, l'acide 5-N-acétylneuraminique (I'acide sialique).

10.5 Lectines bactériennes :
Les lectines bactériennes sont généralement situées sur la surface de la bactérie ou localisées
dans le cytosol et jouent des réles importants dans la reconnaissance des glycoconjugués
présents a la surface des cellules de 1’hote pendant la premiere étape du processus d’infection,
ce qui a attiré bien évidemment beaucoup d’attention dans ces derniéres années (Sharon,1996).
Les lectines bactériennes connues peuvent étre classées en trois familles : les adhésines, les
toxines et les autres lectines solubles qui n’appartiennent pas aux deux premiéres classes

(Imberty et al., 2005).

10.6 Les lectines des champignons :
L’abondance de lectines dans les champignons est tout a fait remarquable. Elles ont
principalement des propriétés pharmacologiques intéressantes comme par exemple la
stimulation du systéme immunitaire, contre 1’hypertension et contre I’hypercholestérolémie

mais aussi antivirales et anticancéreuses.
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10.7 Les lectines présentes chez les plantes :
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). La famille des Légumineuses offre le plus grand nombre d’espéces

contenant des lectines végétales.

Historiquement, les lectines de légumineuses telle que la Concanavaline A (ConA) ont éte les
premieres a étre caractérisées. Elles se retrouvent dans de nombreux tissus mais sont trés
abondantes dans les parties de la plante susceptibles de subir une attaque par des organismes
étrangers (Nachbar et coll., 1980).

Les lectines de plantes semblent étre impliquées dans la défense contre les phytopathogenes et
les prédateurs, certaines ayant des activités insecticides (Chrispeels and Raikhel, 1991,
Rudiger and Gabius ,2001 ; Van Damme et coll., 1997)

Sur la base de leur structure générale, les lectines sont globalement classées en trois catégories
(Benhamou, 2009) :

10.7.1 Les Mérolectines :
Les Mérolectines sont des protéines qui n’ont qu’un seul domaine de liaison avec un sucre. Ce
sont des protéines de faible poids moléculaire qui, en raison de leur nature monovalente, ne sont

pas capable de précipiter des glycoconjugués ou d’agglutiner des cellules.

10.7.2 Les hololectines :
Les hololectines sont pourvues d’au moins deux domaines de liaison identiques ou, au moins,
homologues. Ce groupe comprend toutes les lectines qui sont capable d’agglutiner des cellules

comme les hématies.
La grande majorité des lectines de plante appartient au groupe des hololectines en raison de

leurs propriétés agglutinantes.

10.7.3 Les Chimérolectines :
Les Chimérolectines quant a elles, sont des protéines de fusion possedent un domaine de liaison

a un sucre et un autre domaine complétement différent.

Leur caractéristique essentielle par rapport aux deux groupes est d’exercer une activité

catalytique ou une autre fonction biologique. Certaines chitinase font partie de ce groupe.
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Il.  Généralités sur la plante :

1. Petite histoire de Helianthus tuberosus :

Le nom latin Helianthus tuberosus vient du grec « helios » signifiant soleil et « anthos »

qui veut dire fleur.

C’est une plante originaire d’/Amérique du Nord ou elle porte le nom « d'artichaut de
Jérusalem » en raison de la saveur de leurs racines noueuses, « truffe du Canada », « artichaut
d’hiver » pour son gotit trés ressemblant avec celui de I’artichaut (mais consommé en hiver) «
soleil vivace » ou Topinambour. Le nom populaire de Topinambour provient d'une tribu
amérindienne, les "Topinambous' qui cultivaient ce lIégume et I'ont fait découvrir aux premiers
colons. 1l a été introduit en Europe, par le francais Samuel de Champlain qui rapporta les
précieux tubercules via le Québec, a la cour du roi Henri IV. Ses tubercules noueux au go(t
agréable sont trés vite adoptés puis délaissés au profit de la pomme de terre importée par
Parmentier a la fin du 18e siécle. Ce nouveau légume tubéreux est plus facile a préparer et plus

nourrissant.

Ce tubercule appartient aux « légumes oubliés » : il a été éloigné pendant plusieurs décennies
de nos assiettes, servant alors a nourrir le bétail. Il est revenu durant la Seconde Guerre
Mondiale pour pallier ’absence de pomme de terre, avant d'étre a nouveau « oublié ».
(Bonjean, 2018)

2. Classification scientifique :

Régne : Plantae
Sous-régne : Tracheobionta
Division : Magnoliophyta
Classe : Magnoliopsida
Sous-classe : Asteridae

Ordre : Asterales

Famille : Asteraceae figure 4 : Helianthus tuberosus
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Genre : Helianthus

Espece : Helianthus tuerosus

3. Description de la plante :

C'est une plante vivace trés rustique qui appartient a la méme famille que celle du tournesol,

« les astéracées ». (Brackel, 2019)

v
v

Les tubercules: Le topinambour est une plante dont on ne consomme que les
tubercules. Ils sont de forme irréguliere et de couleur rose pale et leur chair oscille entre
le blanc et le jaune pale, ils ressemblent a un croisement entre la racine de gingembre et
la pomme de terre, leur saveur est légérement sucrée

Les tiges : épaisses, rigides et poilues, peuvent atteindre 3 metres de haut. Ramifiées
sur la partie haute.

Les feuilles : larges feuilles ovales, réches, non lobées, rugueuses et pubescentes.

Les fleurs : c’est une jolie plante potagére a fleurs jaunes en forme de soleil comme le
tournesol, de taille moyenne, réunis en grappes laches. lls n‘apparaissent qu'a la fin de
I'été. C'est une excellente source de nectar pour les abeilles.

Diversités de topinambour :

Il n’existe pas énormément de variétés de topinambour.

Celles qu'on rencontre sont au nombre de 4 : (Melkonian, 2018)

Patate : bulbes arrondis faciles a éplucher, peau rougeatre, chair blanche, d’une finesse
remarquable, trés productif.

Violet de Rennes : tubercules en forme de massue a peau violet clair, ancienne variété
francaise de bonne qualité culinaire.

Sakhalinski rouge : tubercules en forme de massue, violet clair.

Rouge du Limousin, ou Fuseau : plus petits tubercules allongés rosés et sucrés.

Caractéristiques : Helianthus tuberosus

Tableau 3 : caractéristique de la plante
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Nom Francais, usuel ou
vernaculaire

Famille

Catégorie botanique
Origine géographique
Hauteur adulte

Forme adulte

Croissance des plantes &
arbustes

Nature du sol - Convient pour ...

Exposition
Besoin en eau des plantes &

arbustes

Utilisation de plantation

Couleur de floraison
Saison de floraison

Détail de floraison

Persistance du feuillage

Couleur du feuillage
Détail du feuillage
Couleur des fruits

Nature des rameaux et des tiges

Période de plantation

Topinambour blanc | Artichaut de Jérusalem | Truffe du
Canada

Asteracées

Plants potagers

Amérique du Nord

1.50ma2m

Touffe herbacée

Croissance RAPIDE, estimée en conditions optimales
de culture de 40 cm a plus de 50 cm par an a partir de la
deuxiéme année de plantation.

Bonne terre de jardin, Terre riche et fertile (Humifére),
Terre Iégére (Drainante), Terre acide

Plein Soleil

Besoin en eau reégulier (Du printemps a I'automne)

en Bac, en Pot, en Jardiniére, au Jardin potager

Fleurs jaunes
Eté
Fleur simple, Nectarifere (Attire les papillons et les

insectes butineurs), Mellifere (Attire les abeilles)

Caduc (Perd ses feuilles en hiver)

Feuilles vertes
Pubescent (Duveteux), Denté
Fruit Brun

Tiges vertes

Toute I'année, Au printemps, A l'automne
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6. Différences avec les aliments proches :

Le topinambour a une apparence qui se rapproche de celle de la racine de gingembre et la
pomme de terre. C'est un tubercule comme ces deux autres plantes mais il est beaucoup plus

difficile a éplucher.

On a tendance a penser que le topinambour est un type de pomme de terre. Bien que leur chair
se ressemble, ces deux légumes n’appartiennent pas a la méme famille. La pomme de terre fait
partie des solanacées, et le topinambour des astéracées, comme I’artichaut, la laitue et la

chicorée. (Melkonian, 2018)
7. Valeur nutritionnelle :

Tableau 4 : valeur nutritionnelle pour 100g de topinambour cru (Brackel, 2019)

Nutriments

Quantités

Calories 81.9 kcal
Protéines 18¢
Lipides 0.7¢9
Glucides 16 ¢
Eau 78.01¢g
Fibres 229
Vitamine C 4 mg
Calcium 14 mg
Magnésium 17 mg
Potassium 429 mg
Fer 3.4 mg
Phosphore 78 mg

8. Mot du nutritionniste :

Le topinambour est plus digeste lorsqu'il est consommé quelques jours aprés la récolte.
Lorsqu'il vient d'étre récolter, il risque de causer des maux de ventre et des ballonnements. Sa
richesse en fibres stimule le transit intestinal. (Melkonian, 2018)

23



Chapitre 2 : Généralités sur la plante Etude bibliographique

9. Les vertus santé du topinambour :
Le topinambour (Helianthus tuberosus) est un tubercule de couleur rosée ou jaune péle,

intéressant pour la santé digestive et la prévention de certaines maladies chroniques.

Riche en fibres et minéraux, ce précieux tubercule fait pourtant partie des légumes longtemps

oubliés mais dont on redécouvre aujourd'hui toutes les vertus sante.

Il renferme des glucides qui favorisent le bon fonctionnement du transit, contribuant ainsi a une
bonne santé intestinale. Ces sucres pourraient également jouer un role dans la prévention de
certains cancers et la lutte contre le diabéte. Le topinambour posséde plusieurs propriétés
potentiellement bénéfiques pour notre santé. (Belkour, 2018)

9.1 Allié minceur :
Avec une faible densité calorique par rapport a la pomme de terre (76 kcal/100g), un index
glycémique modéré et un pouvoir satiétogene élevé, le topinambour est un aliment trés utile

pour un régime minceur.

9.2 Santé intestinale :
Le topinambour contient beaucoup d'inuline, une fibre alimentaire soluble, qui appartient a une
famille appelée fructanes. Celles-ci sont composées de molécules glucidiques complexes, non
digestibles par l'organisme, qui favorisent le bon fonctionnement du transit intestinal en
stimulant la motilité de I’intestin. Grace a leur contenu en inuline, les fructanes du topinambour
favoriseraient le développement de bactéries bénéfiques a I’intestin, comme les bifidobactéries
(Lactobacillus/Enterococcus). A ce titre, les fructanes sont considérés comme un prébiotique
participant a I'équilibre de la flore intestinale. C’est une bonne microflore intestinale prévient

I’hypertension. Ces fructanes peuvent réduire ainsi la constipation.

9.3 Prévention du diabéte :
Le topinambour, qui s’apparente & la pomme de terre, ne contient pas d’amidon comme
substance de réserve mais bien de I’inuline, un glucide spécifique non assimilable (il ne passe
pas dans le sang). Ces fructanes sont potentiellement utiles chez les diabétiques car ce type de
glucides n’influence pas la glycémie. L'inuline pourrait également avoir des effets positifs sur
le diabéte en réduisant les lipides sanguins. De fait, il a été démontré que la consommation
d'inuline permet de diminuer sensiblement les triglycérides sanguins chez des sujets légérement
hypertriglycéridéemiques. Aussi, chez des sujets diabétiques, I'ingestion de fructanes permet la

réduction du cholestérol total et du mauvais cholestérol.

24



Chapitre 2 : Généralités sur la plante Etude bibliographique

9.4 Prévention du cancer :
Source de fructanes et d'inuline, le topinambour assurerait un role protecteur contre le cancer
colo-rectal selon plusieurs études scientifiques. De fait, certains fructanes, dont 1’inuline et

1’Oligo fructose,

Ont montré des resultats prometteurs dans la prévention du cancer du célon et du cancer du
sein. Ces composés provoqueraient un changement bénéfique dans la composition de la flore

intestinale qui aménerait une protection efficace contre certains pathogenes.

9.5 Riche en minéraux et vitamines :
Le topinambour constitue une excellente source de vitamines du groupe B, minéraux

(potassium, phosphore, magnésium) et oligo-éléments (fer, cuivre, zinc...).

Helianthus tuberosus est riche en potassium. Leur concentration est essentiel pour la santé en

général et peut aider a réduire les maladies cardiaques.

Une racine de topinambour fournit 1/4 de la dose de fer quotidienne nécessaire a I'immunité du
corps humain. Il faudrait manger 100 grammes de viande rouge pour obtenir la méme quantité
de fer. C'est un bon moyen d'augmenter la teneur en fer de I'organisme sans apport de graisses

et avec seulement une centaine de calories.

9.6 Protection du systeme nerveux :
La vitamine B1 présente dans le topinambour aide & maintenir notre systeme nerveux en bonne

santé ; elle joue notamment un role trés important dans la transmission de I'influx nerveux.

9.7 Biodisponibilité des minéraux
Des études scientifiques ont démontré que l'inuline et I'Oligo fructose du topinambour
pouvaient augmenter de facon significative I'absorption du calcium et du magnésium au niveau
de I'intestin. lls agissent donc sur le plan de la minéralisation et de la densité osseuse pour une

meilleure santé des os. Ce légume est donc précieux pour prévenir I'ostéoporose et le rachitisme.

Le topinambour est un légume racine qui aide notamment a la digestion, ’absorption, et
également la perte de poids. Son rdle potentiel dans la lutte contre certains cancers et la gestion

du diabete justifie que 1’on gagnerait a mieux le connaitre.

Les racines de I'Helianthus tuberosus sont également trés riches en protéines. On y retrouve une

forte concentration en acides aminés soufrés : la taurine, la méthionine, I'homocystéine et la
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cystéine. lls sont essentiels au maintien de la souplesse du tissu conjonctif ainsi qu’a la

désintoxication du foie.

10. Effets secondaires :
Quelques rares cas d’allergie a 1’inuline ont été rapportés. Cette substance est naturellement

présente dans les topinambours, mais aussi dans les salsifis, les artichauts et la chicorée.

La réaction allergique se traduit par de I’urticaire, de I’cedéme, voire des troubles respiratoires.
Si vous présentez 1’un de ces symptomes suite a la consommation des légumes cités, consultez

un allergologue.
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I1l. Matériels et méthodes
1. Matériels :

1.1 Matériel végétal :

Nos travaux ont été realisés sur les tubercules d’une plante médicinale :

+ Helianthus tuberosus

Figure 5 : tubercules de I’Helianthus tuberosus

1.1.1 Récolte de la plante :
Les tubercules d’Helianthus tuberosus ont été récoltés a Ain defla au mois de février 2020.

2. Meéthodes :
2.1 Préparations de la plante :

0,

<+ Lavage : les tubercules ont été bien rincés avec 1’eau pour les débarrassés de toute
impureté et puis ils ont été coupés.

Figure 6 : Tubercules de la plante coupés
+«» Séchage : les tubercules de la plante ont été séchés a température ambiante pendant 7

jours.
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++» Broyage : les tubercules séches ont été broyés a 1’aide d’un broyeur jusqu’a 1I’obtention

d’une poudre.

2.2 L’extraction des lectines par la solution tampon :
2.2.1  Principe:
Le but de cette opération est de récupérer er des substances hydrosolubles a partir d’une poudre

des tubercules a 1’aide d’une solution tampon phosphate disodique (PBS).

2.2.2  Technique :
29 g de poudre des tubercules sont dissous dans 190 ml du tampon PBS (0,1 M pH 7,2)(annexe
1) , ’ensemble est agité, et laiss¢ pendant 24 h a 4 °C. Les suspensions obtenues sont ensuite
centrifugées a 4500 tours/minute pendant 30 minutes. Le surnageant a été récupéré. Ce dernier

représente 1’extrait brut, qui est été testé sur les hématies.

29 g de poudre de tubercules +190
ml de solution tampon (PBS)

Incubation 24 h a 4°c

Centrifugation a 4500
tours/min pendant 30 min

L’extrait brut

Culot Surnageant
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Figure 7 : Le schéma d’extraction des lectines a partir de la poudre des tubercules de la
plante.

2.3 Le test d’hémagglutination :
Le test d’hémagglutination a été porté sur les hématies du lapin 3%. Il permet d’affirmer la
présence de lectines dans 1’extrait. Ce test est basé sur I’observation de I’agglutination, et donc

de la précipitation des érythrocytes en présence de lectine.

2.3.1 Préparation des hématies a 3% :
Les hématies humaines (ABO) et celles du lapin collecté ont été au préalable soumises a un

lavage, puis a une dilution.
a) Lavage des hématies

Une quantité de sang (environ 3 ml) a été posé dans un tube. Apres avoir bien bouché il a été
centrifugé a 4000 tours/minute pendant 15 minutes. Le surnageant a été versé ensuite une
solution physiologique (sérum saline 0,9%) a été ajoute au culot (hématies tassées au fond du
tube) jusqu’au trait limite de tube. Cette opération de lavage a été reprise quatre fois dans les

mémes conditions.
b) Dilution des hématies

Apres le quatrieme lavage des globules rouges, elles sont diluées avec le chlorure de Sodium

0,9% (NaCl), sachant que 1,5 ml des hématies dans un 48,5 ml afin d’obtenir d’hématies a 3%.

2.3.2  Technique d’hémagglutination
Dans chaque puits d’une microplaque 50 pl d’extrait brut de la plante ont été déposés tout en
ajoutant 50 pl des hématies du lapin 3%. Le test d'agglutination a été examiné visuellement
apres incubation pendant 1 h a température ambiante et a 1’aide d’un microscope optique
(Gx40).

2.4 Le test de limite d’hémagglutination :
Dans chaque puits, 50 pl de tampon ont été déposés suivis de 50 pl 1’extrait brute qui lui, est
placé uniquement au niveau du premier puits. Puis une gamme de concentration par double

dilution a été réalisée dans les puits suivants.
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Un volume de 50 pl des hématies a été ajouté aux extraits dilués dans chaque puits.
L’observation de I’activité hémagglutinante a été effectuée a I’ceil nu aprés 1 h d’incubation a

une température ambiante.

2.5 Le test d’inhibition d’hémagglutination par les saccharides :
La spécificité des lectines aux glucides a été étudiée par la capacité d’une série des saccharides

a inhiber ’agglutination des hématies du lapin.
Technique

Dans un puits d’une microplaque, 50 ul de solution de saccharides (100 mg/ml) (glucose,
galactose, mannose, maltose) et glycoprotéine (BSA) sont ajoutées a 50 pul d’extrait. Le mélange
a été incubé 1h a température ambiante, 50 pl des hématies du lapin 3% ont été rajoutées, la

lecture a été effectuée apres 1 h a I’ceil nu et I’aide d’un microscope optique (Gx40).

2.6 Le test de limite d’inhibition d’hémagglutination par les saccharides :
Ce test a été effectué sur les extrait brutes ayant présentées une spécificité pour un ou plusieurs
saccharides qui inhibent leur activité d’hémagglutination. Il a été réalisé afin de déterminer la

concentration minimale a laquelle a lieu I’inhibition de ’hémagglutination.
Technique

50 pl du tampon ont été déposés dans chaque puits d’une microplaque, puis 50 pl de solution
de saccharide (100 mg/ml) sont ajoutées au premier puits, ensuit une gamme de concentration
par double dilution a été réalisée dans les puits suivants. Un volume de 50 ul a été ajouté dans
chaque puits, et le mélange est incubé pendant 1heure a température ambiante. Enfin un volume
de 50 pl des hématies 3 % a été ajouté dans chaque puits. Apres lheure a température ambiante

la lecture a été faite a 1’ceil nu et par 1’observation microscopique (Gx40).
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IV. Résultats

1. 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 & un dép6t des hématies
au fond du puits. L’ajout d’une lectine permet la formation d’un réseau entre les hématies et les
lectines, ces interactions forment une suspension gélatineuse homogene, ceci correspond au

phénoméne d’hémagglutination.

Tableau 5 : ’agglutination des hématies de lapin avec I’extrait d’Helianthus tuberosus

Plante Test d’agglutination

Helianthus tuberosus ++

++ : forte agglutination

Observation microscopique (G x40)  observation a I’ceil nu
Photo 8 : L’agglutination des hématies du lapin par I’extrait d’Helianthus tuberosus
2. Le test de limite d’hémagglutination :
La limite d’agglutination est exprimée en fonction du rapport de dilution pour lequel on observe

une agglutination. Le tableau ci-dessous montre les résultats obtenus lors du test de limite

d’agglutination.
Tableau 6 : I’activité hémagglutinante de 1’extrait d’Helianthus tuberosus

Y Y 1/8 1/i6 1/32 1/64 1/128 1/256 1/512 1/102 1/204 1/40
4 8 96

Helianthus ++ + + - - - - - - - - -

tuberosus
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+ + : forte agglutination
+ : faible agglutination
- : absence d’agglutination

« L’activité hémagglutinante de ’extrait d’Helianthus tuberosus est visible jusqu’a la

troisieme dilution (1/8).

v

0,0,0,0,0098 8

~ - gy |

Figure 9 : la limite d’hémagglutination d’Helianthus tuberosus.

3. Le test d’inhibition d’hémagglutination par les saccharides et glycoprotéine :
Le test d’inhibition a été réalisé afin de déterminer la spécificité des lectines présents au niveau

de I’Helianthus tuberosus en utilisant des glucides et des glycoprotéines.

L’agglutination ne se fait pas dans le cas ou la lectine va fixer I’inhibiteur plutdt que les

hématies, les résultats obtenus ont été décrit dans le tableau suivant :

Tableau 7 : Le test d’inhibition des extraits bruts avec le glucose, galactose, mannose, maltose,
BSA

Sucre Galactose Mannose Maltose Glucose BSA
Extrait
Helianthus - - - - -

tuberosus

- : Pas d’inhibition

L’extrait d’Helianthus tuberosus n’a pas été inhibé par les saccharides et la glycoprotéine testés.
- c
' . !’h“ & V/K r"

Gal Man | Mal | Glu BSA

Figure 10 : L’inhibition d’hémagglutination par les saccharides et glycoprotéine d’Helianthus

tuberosus.
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4. Le test de limite d’inhibition d’hémagglutination par les saccharides et glycoprotéine

% % 1/8 1/16 1/32 1/64 1/128 1/256 1/512 1/102 1/204 1/40

4 8 96

++  + + + + + + + + + + +
Glucose + + + ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++
Maltose + + + + ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++
Mannose + + + + + + + + ++ ++ ++ ++
Galactose + + + + + + + ++ ++ ++ ++ ++

+ : Agglutination , ++ : Forte agglutionation

o Les concentrations des saccharides et glycoproténie utilisées ne provogent pas 1’inhibition

d’hémagglutination d’extrait d’Helianthus tuberosus.

la double dilution

v

0
v -

. - '*g* o

Figure 11 : la limite d’inhibition par les saccharides et glycoprotéine
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Nos travaux ont été réalisés afin de mettre en évidence la présence des lectines dans I’extrait de

I’Helianthus tuberosus.

Un test d’hémagglutination a été réalisé en utilisant les érythrocytes de lapin incubé avec
I’extrait brut que nous avons récupéré a partir des tubercules de la plante a 1’aide d’une solution
tampon.la mesure d’activité¢ hémagglutinante est le test le plus simple et le plus largement utilisé

pour la détection des lectines et leur caractérisation.

Ce test repose sur 1’observation de I’agglutination (ou agrégation) des érythrocytes parles
lectines visibles a 1’ceil nu sous forme d’une phase gélatineuse et sur la détermination de

I’activité hémagglutinante.

Nous avons testé ’activité hémagglutinante de 1’extrait de la plante : Helianthus tuberosus.
Dont elle a donné un résultat positif. Ce résultat indique qu’elle contient effectivement des
substances a activité agglutinante sur les hématies. Des études sur les lectines ont été effectuée
sur des especes de la famille de Brassicacae dans les mémes conditions qu’on a travaillées avec,
ont montrées que le teste d’hémagglutination sur les grains de 1’espéce Brassica napus L a

donné un résultat positif. (Deeksha et al., 2015).

Dans le but d’évaluer I’activité hémagglutinante de 1’extraits de la plante nous avons réalisé le

test de limite d’hémagglutination.

L’extrait d’Helianthus tuberosus a montré une forte agglutination vis-a-vis les globules rouges
lors de sa dilution au niveau du 1" puits, alors qu’elle diminue au niveau du 2™ et 3°™ puits,
et disparait complétement au niveau des puits suivants (4 —12). Ces résultats sont comparables
avec ceux de Terfezia bouderei (Zitouni et al.2015).

L’absence d’agglutination au niveau des autres puits est due a la dilution effectuée donc les

fractions contenues sont des diluates de 1’extrait brut.

L’effet inhibition sur I’activité d’hémagglutinante des lectines par les glucides est due de leurs
compétition avec les érythrocytes sur les sites de laissons de la molécule de la lectine. Ce qui
interfere I’attachement de ces dernieres sur la structure glucidique présente a la surface des

hématies (Daoudi et al., 2014).

Pour déterminer la spécificité de notre extrait vers une structure glucidique particuliére et

glycoprotéine, on a réalisé un test d’inhibition de I’hémagglutination par des saccharides. Sur
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le plan qualitatif ce teste a permis d’évaluée la spécificité de ces lectines aux glucides et aussi

pour identifier le saccharide qu’on peut utiliser pour sa purification.

L’extrait d’Helianthus tuberosus ne présente aucune spécificité pour les saccharides et
glycoprotéine testes, ce qui résulte par la suite leur agglutination aux hématies. C’est le cas des

lectines purifiées a partir des graines de Phaseolus acutifolius (Valadez et al., 2011).

Le test de limite d’inhibition d’hémagglutination permet d’évaluée la concentration minimale

de glucide induit I’inhibition de 1’activité hémagglutinante.

Nos résultats n’ont pas montré aucune inhibition d’hémagglutination d’extrait d’Helianthus

tuberosus par les concentrations des saccharides et glycoprotéine utilisés.

38



Conclusion et
perspective

39




Conclusion et perspective

Conclusion :

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

Helianthus tuberosus.

Une étude d’extraction de nouvelles lectines des tubercules d’Helianthus tuberosus a €té
réalisée. La recherche des lectines a partir de notre plante a conduit a une

activité d’agglutination.

Les lectines de [’Helianthus tuberosus n’ont pas été inhibées par les saccharides et

glycoprotéine testés.

Perspectives :

Ce travail peut étre la premicre étape d’une naissance des nouvelles lectines a partir d’une plante
qui n’été jamais étudi¢es en Algérie.

Pour bien approfondir cette étude, il sera préférable d’élargir le spectre de recherche :

» Faire une étude sur les hématies humaines ABO.

» La Purification des lectines par chromatographie sur colonne, d’affinité et HPLC.

> Faire des tests de [Iactivité antiviral, P’activité anticancéreuse, 1’activité
immunomodulatrice.

» La détermination des poids moléculaire des lectines par électrophorése et leur

séguencage.
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Annexe

Annexe 1 : Préparation du tampon phosphate disodique (PBS) (0,1 M pH 7,2)

L’eau distillée 2 litres
Disodium phosphate (Na2HPo4) 2,27 g
Chlorure de sodium (Na CI) 16,01 g
Ethylénediaminetétraacétique 1,16 ¢
(EDTA)

Chlorure de potassium (KCL) 0,409
Monosodium phosphate 0,40¢
(KH2PO4)
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