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Résumé

Les lectines constituent un groupe de protéines ou glycoprotéines ubiquitaires et
polyvalentes d’origines non immunitaires, qui se lient de manic¢re non covalente spécifique et
réversible aux fractions glucidiques des hydrates de carbone complexe sans réagir
catalytiqguement avec eux, Lorsque ces glucides sont des composants des parois cellulaires, les
lectines provoquent I'agglutination des cellules qui les contiennent.

Le but de ce travail est de chercher la présence des lectines contenues dans 1’extrait brut de
la plante médicinale « Arachis hypogaea » par le test d’hémagglutination, et étudier les
différentes spécificités de ces lectines pour rendre compte de leur PHi, leurs thermo-stabilité
et leurs interactions et affinités avec les sucres.

L'isolement des lectines commence généralement par une extraction qui aété faite par broyage
et maceération dans une solution tampon suivi par une chromatographie sur colonne.

L’activité hémagglutinante d’Arachis hypogaea a été représentéel:8(256). Pour le test
d’ABO, les lectines de notre extrait agglutinent tous les types des groupes sanguins (été donné
une forte sélectivité avec tous les hématies A, B, AB, O). Un test d’inhibition a été réalisé par
la suite avec différents monosaccharides et qui a démontré que nos lectines présentent et
prouvent une grande affinité seulement pour le glucose, cellobiose et galactose par rapport
aux autres composés avec une concentration minimale d’inhibition de 1’ordre respectivement
6.25, 25 et 50 g/ml. Ainsi que I’activité hémagglutinante de lectines d’extrait d’Arachis
hypogaea été remarquablement stable dans la gamme du pH de 3-10. Pour Le traitement
thermique 1’extrait a réduit significativement leur activité hémagglutinante, jusqu’ a 120 °C,
mais elle n’a été pas suffisant pour inactiver totalement I’activité hémagglutinante
(thermorésistant). L’application de la chromatographie sur colonne de Séphadex G 50 sur
notre extrait été donné quatre pics mais un pic seulement correspond aux lectines.

Mots clés: Lectines, Extraction, Activité hémagglutinante, Plante médicinale, Saccharide,
Systeme ABO, Inhibition, Affinité, Hématies.



Abstract

Lectins are a group of ubiquitous and versatile proteins or glycoproteins of non-immune
origin, which bind non-covalently, specifically and reversibly to the carbohydrate fractions of
complex carbohydrates without reacting catalytically with them. When these carbohydrates
are components of cell walls, lectins cause agglutination of the cells containing them.

The aim of this work is to search for the presence of lectins contained in the crude extract
of a medicinal plant "Arachis hypogaea" by the hemagglutination test, and to study the
different specificities of these lectins to account for their PHi, their thermo-stability and their
interactions and affinities with sugars.

Isolation of lectins usually starts with an extraction which was done by grinding and
maceration in a buffer solution followed by column chromatography.

The hemagglutinating activity of Arachis hypogaea was represented 1:8(256). For the ABO
test, the lectins of our extract agglutinated all types of blood groups (was given a high
selectivity with all red blood cells A, B, AB, O). An inhibition test was then carried out with
different monosaccharaides and showed that our lectins present and prove a high affinity only
for glucose, cellobiose and galactose compared to the other compounds with a minimum
inhibition concentration of 6.25, 25 and 50 g/ml respectively. As well as the hemagglutinating
activity of lectins of Arachis hypogaea extract was remarkably stable in the PH range of 3-10.
Heat treatment of the extract significantly reduced their hemagglutinating activity, up to
120°C, but it was not sufficient to totally inactivate the hemagglutinating activity
(heat_resistant). The application of chromatography on column of Sephadex G 50 on our
extract was given four peaks but only one peak corresponds to lectins.

Keywords: Lectins, Extraction, Hemagglutinating activity, Medicinal plant, Saccharide, ABO
system, Inhibition, Affinity, Red blood cells.
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Introduction

Les lectines sont une classe de protéines, leur seul caractéristigue commun étant la capacité
de se lier spécifiquement avec les hydrates de carbone de maniére réversible, et d’agglutiner
les cellules (Sharon, 1993). Elles possédent plusieurs propriétes biologiques notamment:
I’agglutination des cellules, 1’activité mitogene, I’inhibition de la croissance des cellules
cancéreuses, les actions antivirales et les effets immunitaires. Ces diverses propriétés sont a la
base de I’utilisation des lectines dans le domaine biomédical (hématologie, immunologie,
cancérologie, biologie cellulaire et agronomie «defense des plantes contre les agents
pathogenes ». (Meite et al., 2006). Elles sont utilisées comme outil de détection et
d’isolement et de caractérisation des glycoconjugués présents dans les cellules vivants.

Les lectines comportent généralement plusieurs sites de liaisons, par conséquent, leur
interaction avec les glucides a la surface des érythrocytes cause I’agrégation d’un grand
nombre de ces cellules. Ce phénomeéne, qui est appelé hémagglutination. Il est possible
d’inhiber les réactions d’agglutination et de précipitation des lectines par les glucides
specifiques pour ces protéines. Les lectines sont présentes dans tous les organismes vivants.

Les lectines sont présentes en quantité plus importante chez les végétaux que les animaux,
pour cette raison 1’objectif principal de notre travail est de chercher la présence des lectines
dans une plante médicinale et 1’extraction de ces dernieres a partir de cette plante avec des
études biologiques.

L’objectif spécifique de notre travail est 1’évaluation de 1’activité agglutinante des lectines
extraites a partir d’une plante médicinale sur les hématies de lapin, étude de I’effet du
traitement thermique et du pH sur la stabilité de ces lectines, investiguer la spécificité de ces
lectines par le test d’inhibition avec les glucides et ensuite procéder la chromatographie sur
colonne sur le gel de Séphadex G50 afin d’amélioré 1’activité d’hémagglutination de 1’extrait
brute.

Notre travail sera répartit en quatre sections: la premiere section est une étude
bibliographique comprendre trois chapitres, Le premier chapitre est consacré a une revue sur
les lectine, en particulier une généralité, historique, spécificité, classification, distribution et
leur réle dans I’immunité. Nous avons ensuite abordé au second chapitre sur le systéme
sanguin humain ABO et la structure de leurs antigenes. Enfin dans un dernier chapitre, nous
avons présentes notre plante médicinale sur le quelle nous avons basée sur leur propriétés
médicinales.

La seconde section est sur le matériel et les méthodes, elle contient trois parties, dont la
premiére partie nous avons decrit le materiel et les méthodes utilisés lors du notre travail
experimental, la deuxiéme comprendre des tests biologiques, dans cette partie nous avons
récupéré des substances a partir d’une poudre des graines de notre plante a I’aide d’une
solution tampon, 1’extrait brut que nous avons obtenu est d’abord testé sur les hématies pour
la mise en évidence de leur activités hémagglutinante, puis nous avant effectuées des tests
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biologiques sur elles. Pour une troisiéme partie nous avons procédé la chromatographie sur

colonne en utilisent le gel Séphadex G50.

Concernant les deux derniéeres sections, elles abordent les résultats et la discussion
respectivement. Et enfin une conclusion permet de faire une synthése des résultats obtenus.
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Chapitre I: les lectines
1. Géneralité

Le mot lectine dénommeée par Boyd en 1954, sous le nom «lectine» dérivée du mot latin
«lectus» qui est le participe passé du verbe «légére» qui veut dire «sélectionner» ou «choisir»
(Liener et al., 1986), c’est un nom bien approprié pour cette tres importante classe de
protéines,appelées aussi hémagglutinines, ou phytoagglutinines, car elles ont été
trouvées a l'origine dans des extraits de plantes (Sharon et lis, 2004),ont définies les lectines
comme des glycoprotéines d'origine non immunes, ayant la capacité de se lier spécifiqguement
avec les hydrates de carbone de maniéreréversible, et agglutine des cellules et/ou précipite des
glycoconjugués. Les fonctions biologiques des lectines dépendent de leur capacité de liaison
spécifique avec leurs ligands, Au modeéle classique de complémentarité clé-serrure de
FISCHER par un réseau de liaisons hydrogene et d’interactions hydrophobes
(GoldsteinPoretz, 1986).Mais Ces protéines ne montrent aucune activité enzymatique vis-a-
vis de leur ligand (Lis et Sharon, 1998). Cette liaison entre une lectine et son polysaccharide
spécifique est comparable a une réaction anticorps-antigéne.

Les lectines sont des molécules ubiquitaires et polyvalents car sont présentes dans toutes
les branches du regne vivant. Chez les microorganismes (virus, bactéries), chez les plantes,
chez les insectes et les animaux, leurs masses moléculaires étant comprises entre 50 et 120
KD. Elles sont habituellement formées de deux (dimeres) ou quatre (tétraméres) sous-unités
identiques (Ghopkins et Evrard, 2003). Les lectines sont parfois des protéines membranaires
complétement incluses dans la membrane, 1’utilisation de détergent puissants est donc
nécessaire pour leur dissolution. D’autres lectines sont d’emblée des protéines solubles
(Kamoun, 2003).

Les interactions protéine/glucide sont impliquées dans de nombreux phénomeénes de
reconnaissance etd’adhésion cellulaires (par exemple, réponses immunitaires, infections..),
(Figure 01) donne une vue concernant I’interaction récepteur ligand. C’est grace a ces
propriétés que les lectines sont utilisées en biotechnologie et en diagnostic biomédical. Voici
quelques exemples d'applications utilisant des lectines (https://www.clinisciences.com).

o Hématologie : détermination des groupes sanguins par agglutination des érythrocytes
par les lectines.

« Neurologie : tracage antérograde des axones efférents par la lectine PHA-I.

e Virologie : Inhibition in vitro du VIH-1 par la lectine de banane.

e Biochimie et protéomique :étude des glycoprotéines (anticorps, cytokines,
hormones, etc.) Les lectines sont utilisées pour purifier et/ou détecter les
glycoprotéines avec lesquelles elles se lient (https://www.clinisciences.com).



https://www.clinisciences.com/
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Figure 01: Représentation schématique d’exemples d’interaction lectines-glucides (Sharon et
Lis, 1993).

2. Historique

En 1888, P. H Stillmarka découvert la premiére lectine qui décrivait dans sa thése de
doctorat Présentée a 1'université de Doprat (maintenant Tartu, Estonie) que des extraits de
graines de ricin (Ricinus communis) agglutinait des érythrocytes. (Sharon et Lis, 2004). A
partir de ce moment, d’autres substances d'origine végétale possédant une activité
hémagglutinante ont été découvertes. Ensuit P. Ethrlichea découvert la méme activité dans
I’extrais du pois rouge (Abrus precatorius).

En 1919, James B. Sumner, de I’'universite Cornell (Ithaca, New York), isola a partir du
poids (Canavalia ensiformis) la premiere hémagglutinine pure, la concanavaline A (Sumner,
1919). Il fallut patienter presque vingt ans et les travaux de Sumner et Howell en 1936 pour
que la spécificité de ces protéines pour les sucres soit mise en évidence avec 1’inhibition de
I’hemagglutination de la concanavaline A par des saccharoses (Sumner et Howell, 1936).

En 1954, Boyd et Sharpleigh ont démontré la propriété de ces protéines d’agglutiner
sélectivement des érythrocytaires humains d’un groupe sanguin donne (Boyd et Shapleigh,
1954). L’étape importante dans 1’histoire des hémagglutinines est la découverte que certaines
d’entre elles agglutinent les globules rouges appartenant uniquement a un groupe sanguin
donnée (systeme ABO) sans affecter les cellules sanguines des autres groupes (figure 02).
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3. La structure des lectines

Les lectines sont des protéines d'origine non immunitaire qui reconnaissent et se lient a
des épitopes structuraux de glucides spécifiques sans les modifier, ces glycoprotéines sont
relativement petites, leurs masses moléculaires étant comprises entre 50 et 120 KD. Elles sont
habituellement formées de deux (dimeres) ou quatre (tétraméres) sous-unités identiques
(Ghopkins et Evrard, 2003). Selon leur topologie, les lectines sont classées en trois grandes
classes:

3.1. Les lectines simples

Cette classe comprend pratiquement toutes les lectines végétales, les lectines bactériennes
solubles et les galectines (une famille de lectines animales spécifique pour le galactose)
(Lenka et al., 2006) (Figure 03).

Figure 03: Représentation graphique d’un monomeére de concanavaline A en complexe avec
le tri saccharide [Man (al - 3)] Man (al - 6) Man) (Lenka et al., 2006).

3.2. Les lectines mosaiques

Ce groupe contient diverses protéeines de plusieurs sources comme (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 (Lenka et al., 2006) (Figure 04).
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Figure 04: Représentation graphique d’un trimére d’hémagglutinine du virus Influenza en
complexe avec 1’acide sialique (Lenka et al., 2006).

3.3. Les assemblages macromoléculaires

Les lectines de ce type sont fréquemment trouvées chez les bactéries, ou elles forment des
structures filamenteuses de 3 a 7 nm de diamétre et jusqu’a 100 nm de longueur, appelées
fimbriae ou pili. La plus grande partie d’un filament fimbrial est formée par la polymérisation
d’une unité prédominante, qui ne joue qu’un role structural. Seul un type d’unités,
généralement une composante minoritaire, posséde le site de liaison pour les glucides. Est
responsable de la capacité d’adhésion du fimbria (Lenka, 2006) (Figure 05).

Figure 05 : Représentation schématique de différents fimbriae de la bactérie Escherichia coli.
(Lis et Sharon 1998).




Chapitre | Généralités sur les lectines

4. Les sites de reconnaissances

Les lectines possédent toutes des « domaines de reconnaissance des glucides » (CRD) qui
ont évolués a partir de génes ancestraux, souvent en conservant les caracteristiques
spécifiques de la séquence primaire d'acides aminés et de la structure tridimensionnelle,
malgreé ces ressemblances au niveau des séquences ou des structures a 1’intérieur d’une
famille de lectine, les structures de glycanes reconnus peuvent étre trés diverses. L’affinité
d’un seul site de liaison est faible (avec des valeurs de Kd de 1’ordre du milli molaire), bien
que certaines lectines reconnaissent certains glycanes avec une affinité beaucoup plus élevée
(avec des valeurs de Kd dans la gamme de la micromolaire). Pour les lectines avec une faible
affinité, les interactions multivalentes entre une protéine et plusieurs glycanes sont souvent
nécessaires pour produire des interactions de haute avidité (Imberty et VVarrot, 2008).

5. La specificité et ’affinité des lectines

La plupart des lectines sont des protéines multivalentes ce qui se traduit par une
interaction entre un ligand multivalent et un récepteur multivalent, Les bases fondamentales
deviennent plus beaucoup plus complexes que celles les interactions monovalentes. La
multivalence peut provenir de la répétition de type « tandem » de domaine lectines dans un
polypeptide et I’association de plusieurs monomeres ou de la présentation de plusieurs
lectines sur une surface cellulaire, ceci implique dans le phénomene de reconnaissance (Lee
et Lee, 1995), donc la multivalence est employée non seulement pour atteindre 1’affinité mais
aussi pour assurer la haute spécificité pour les interactions avec certains types de surfaces
cellulaires.

On peut identifier deux classes des glycoconjugués par rapport a la spécificité de ces
lectines multivalentes qui seront présentées a la surface cellulaires : les monosaccharides et
les oligosaccharides (Kumar et al., 2012). L’affinité des lectines pour les monosaccharides
est généralement assez faible (Kd de I’ordre de ImM) en comparaison avec leur affinité pour
les oligosaccharides (de 1’ordre du uM) (Dam et Brewer, 2002; Bianchet et al., 2009).Parmi
les monosaccharides le plus souvent reconnus par les lectines on retrouve le Mannose, le
fucose, le galactose/N-acetylgalactosamine (GalNACc) et la N-acetylglucosamine, 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. La combinaison de plusieurs techniques expérimentales permet d’élucider la
Spécificiteé des lectines.

Pour déterminer cette spécificité des lectines en utilisant les techniques de test ELLA
(Enzyme Linked Lectin Assay) et de test < Glycans array >.
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Tableau01:La Spécificité osidique de certaines plantes a lectines (Renato et coll, 1991).

Especes Spécificité
Abrus precatorius Gal
Adeniadigitata

Gal
Aleuriaaurantiaca L-Fuc
Canavalia brasilensis

Man >Glc
Canavalia ensiformis Man >Glc
Dolichosbiflorus GalNAc
Phaseolus vulgaris GalNAc
Vicia sativa Man
Ulex europaeus L Fuc
Momordicacharantia GalNAc
Cytissussessilifolia GlcNac>Fuc>Gal
Datura stramonium GIcNACc
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6. L’inhibition des lectines par des glucides

La spécificité osidique des lectines est définit en terme de concentration minimale de
monosaccharide nécessaire pour inhiber I’agglutination ou la réaction de précipitation induit
par ces molécules (Goldstein et Hayes, 1978 ; Goldstein et Poretz, 1986). Makela (1957)
suggere que les monosaccharides réagissant avec les lectines peuvent étre divisé en quatre
classes, cette classification est basée sur la structure stéréo-isomere des groupes hydroxyles en
C3 et C4 du cycle pyranose (figure 06). Les lectines qui se liant au L-fucose comme celle de
Ulex europeaus, Les lectine sui se liant au galactose et/ou N-acétylgalactosamine, telle celle
du soja, Les lectines telles la ConA ou la GNA, se liant au mannose et/ou glucose, Les
lectines qui se liant la L-xylose, iodos, gulose et L-glucose.
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Figure 06 : A ; classification des sucres selon Makela basée sur la position des groupements
hydroxyles en C-3et C-4 du cycle pyranose. B ; structures des sucres reconnus par les lectines
des cing principales classes.

7. Classification des lectines

Les lectines sont un groupe de protéines ayant une activité de reconnaissance des glucides,
les lectines sont classées dans de nombreuses familles en fonction de leurs différentes
localisations cellulaires ainsi que de leurs spécificités pour une variété de structures
glucidiques en raison des caractéristiques de leur glucide modules de domaine de
reconnaissance (CRD) (Liu Y, 2015).
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7.1. Chez les animaux

Les lectines de mammiferes ont été classées en plusieurs classes en fonction des
caractéristiques de leurs CRD, ainsi que de leur spécificité de reconnaissance des sucres et
leurs roles (Liu Y, 2015):

7.1.1. Extracellulaire

Les lectines et galectines de type C, de type R, de type | / siglecs, sont sécrétées dans le
milieu extracellulaire ou sont localisées sur la membrane plasmique et sont généralement
impliquées dans les activités d'adhésion cellulaire, de signalisation immunitaire et de
reconnaissance de formes pour I'héte et les interactions pathogenes (Chabrol et al., 2012).

7.1.2. Intracellulaire

Présentent a I’intérieur des cellules et localisées sur des organites cytoplasmiques telles
que la famille des calnexines, les lectines de type M, de type L et de type P, sont localisées
dans les compartiments lumineux de la voie de sécrétion et fonctionnent dans le trafic, le tri et
la maturation des glycoprotéines (Chabrol et al., 2012).

7.2. Chez les végétaux

Les lectines végétales représentent un groupe important et hétérogéne de protéines avec
des structures moléculaires tres diverses et des plis tridimensionnels de la séquence des motifs
de lectine (Damme, 2020).

7.2 .1. Les Mérolectines

Les mérolectines sont de petits peptides, formées d’une seule chaine polypeptidique et ne
possédant qu’un seul domaine de liaison aux glucides exemple: (héveine, protéines
d’Orchidées). Les mérolectines sont incapables de précipiter les glycoconjugués ou
d’agglutiner les cellules (Peumans et Van Damme, 1995).

7.2.2. Hololectines

Les hololectines contiennent au moins deux domaines (ou plus) de liaisons aux glucides
quasi- identiques, ou du moins trés homologues. Les hololectines peuvent précipiter les
glycoconjugués ou agglutiner les cellules. La majorité des lectines de plantes connues sont
des hololectines (Van Damme et al., 1998).

7.2.3. Les Chimérolectines

Les chimérolectines 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 (Van Damme et al., 1998).
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Selon le nombre de liaison aux glucides, les chimérolectines se conduisent comme des
mérolectines (exemple : chitinase classe 1) ou comme des hololectines (exemple : type 2-Rip
Ribosom Inactivating Proteine : Protéine Inactivant les Ribosomes comme la ricine)
(Peumans et Van Damme, 1995).

7.2.4. Les superlectines

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

Merolectins Hololectins

Chimerolectins  Superlectins

w’“ q’m—‘,-/

Figure 07: Classification des lectines végétales en fonction de leur diversité structurelle (Van
Damme et al., 1998).

» Le domaine de la lectine est représenté par une ellipse orange. Le carré bleu représente un
autre domaine protéique. Les différents sites de liaison aux glucides dans le domaine de la
lectine sont représentés par un hexagone ou un cercle (Damme, 2020).

8. Distribution des lectines dans le monde vivant

Initialement décrites dans le régne végétal ou elles sont particulierement abondantes,
notamment chez les légumineuses et les graminées, les molécules sont en fait des molécules
universelles. Elles sont en effet largement répandues dans le monde vivant puisque 1’on en
rencontre méme chez les virus et les bactéries. A titre d’exemple, le virus grippal présente des
spicules d’hémagglutinine qui permettent son ancrage a la surface des cellules épithéliales de
I’oropharynx. Des lectines sont également décrites chez les protozoaires tels que Entamoeba
histolytica et Entamoeba dispar, on en rencontre méme chez les animaux supérieurs,
notamment chez I’homme ou elles sont impliquées dans de nombreux processus
physiologiques (Bouchara et Trouchin, 2003).
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8.1. Les lectines de vertébrés

Les mammiferes produisent une grande variété de lectines classées en plusieurs familles,
en fonction d’acides aminés et de leurs propriétés biochimiques sont : les lectines toxines, les
tachylectines, les pentraxines, les | -lectines, les P-lectines, les S-lectines et les C-lectines. Les
S-lectines et les C-lectines sont les plus largement distribuées et bien qu'elles coexistent chez
les organismes supérieurs (Zelensky et Gready, 2005):

8.1.1. Les S-lectines (Galectines)

Encore appelées S-Lac lectines, sont des lectines cytosoliques sécrétées elles atteignent la
surface cellulaire via un mécanisme particulier c’est (exocytose). Sont constituées un groupe
homogeéne de lectines dont les deux caracteéristiques principales sont leur spécificité de
reconnaissance Vis a vis du lactose, des galactosides, le N-Acetylgalactosamine et 1 ‘existence
d'un domaine de reconnaissance des glycannes (CRD pour carbohydrate-recognition
domaine) fortement conservé (Leffler et al., 2004).

Leur structure est relativement simple. La premicre structure tridimensionnelle d’une
galectine humain a été obtenue dans sa forme native et complexée avec ces glycannes
(Leonidas et al., 1998).

8.1.2. Les C-lectines (Selectines)

A l'inverse des S-lectines (protéines solubles), les C-lectines sont des protéines
transmembranaires. Leurs sites de reconnaissance des glycannes en générale de type mannose
et galactose nécessite la présence d'ion du calcium (Drickamer, 1993), sont constituées d'un
peptide C-terminal extracellulaire contenant le domaine de reconnaissance des glycannes
(CRD) bien conservé. Elles sont un réle dans un certain nombre de processus importants, y
compris, le repérage des lymphocytes, I'immunité innée, la clairance des glycoprotéines
sériques et lI'organisation de la matrice extracellulaire (John R. Walker 8. B., 2004).

Un exemple de la structure 3D d’une lectine du type C en complexe avec le sialyl lewis X
(Somers et al., 2000)(figure 08).




Chapitre | Généralités sur les lectines
[ % - 9

Figure 08 : Représentation graphique de la structure de C- LECTINE en complexe avec le
sialyl lewis X (Somers et al .,2000), le calcium est représenté par une sphére bleue et le
ligand par des batonnets.

8.2. Les lectines d’invertébrés

La présence de lectines a été démontrée chez les invertébrés terrestres ou marins, ces
protéines font souvent partie d’un systéme d’immunité innée et présentent donc des
spécificités pour les glucides présents a la surface d’organismes pathogéne (Vasta, 1992)
Chez les invertébrés, les lectines sont distribuées dans toutes les classes et sous classes
étudiées. nous pouvons donner en exemple : les gastéropodes avec la lectine d’escargot de
Cepaea hortenis ( Gerlach et al ., 2002 ), et la structure de lectine extraite de 1’escargot helix
pomatia a permis de définir une nouvelle famille de lectine de type H (Sanchez et al ., 2006).

8.3. Les lectines des microorganismes

Les infections sont toujours initiées par I’attachement du microorganisme aux tissus de
I’hote. Ce phénomene implique la reconnaissance des cellules de 1’hote le microorganisme, et
nécessite la présence a la surface des deux protagonistes de molécules complémentaires de
type récepteur-ligand (Bouchara et Trouchin, 2003) Les microorganismes pathogénes, virus,
bactéries, champignons ou parasites eucaryotes, utilisent fréqguemment 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 1’appareil urogénital (Imberty et Varrot 2008; Sharon
1996) L’exemple le plus marquant de lectines de virus est I’hémagglutinine du virus de la
grippe (Influenza virus). Cette hemagglutinine interagit avec un récepteur de la surface des
cellules hotes, I'acide 5-N-acétylneuraminique (l'acide sialique). Sa structure 3-D a éte résolue
en complexe avec son récepteur naturel et avec 12 analogues de ligands (Weis et al,. 1990)
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Les bactéries qui s’attachent aux surfaces s’agglutinent dans une matrice polymere
hydrate qu’elles produisent, et donc forment un biofilm (Imberty, 2011) Les lectines
bactériennes connues peuvent étre classées en trois familles principales : les lectines fimbriaes
(pili et flagelles), les toxines et les lectines solubles (Imberty et al., 2005) Entamoe
bahistolitica est un parasite entérique qui peut tuer les cellules hotes Viau mécanisme
dépendant du contact. Cette assassinat implique la protéine de surface amibienne dénommé le
Gal / Gal Naclectine se lic au galactose et au Nacétyl galactosamine permettant I’adhérence
des amibes aux cellules hétes (Boettner et al., 2002) Les lectines des champignons ont
principalement des propriétés pharmacologiques intéressantes, par exemple la stimulation du
systéme immunitaire contre I’hypertension et contre I’hypercholestérolémie mais aussi
antivirales et anticancéreuses (She et al., 1998 ; Sze et al., 2004).

8.4. Les lectines des plantes

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

Figure 09 : Tétramére de la protéine ConM de Canavalia maritima complexée avec le
tréhalose (code PDB 2CY®6) (Delatorreet al., 2006) Les cations sont représentés par des
sphéres (Calcium en jaune et Manganese en vert) et les ligands par des batonnets.
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La famille des Monocotylédones présente des lectines spécifiques pour le mannose, la
premiére structure 3-D a été la Galanthusnivalisagglutinine (GNA) (Wright C.S. et
Hester, 1996). La famille de Moraceae est formee par les lectines qui fixent le galactose
telle que la jacaline isolée des graines de Artocarpus integrifolia (Sankaranarayananet
al., 1996). La famille Amaranthaceae contient la lectines ACA de Amaranthuscaudatusqui
a été cristallisée avec le Gall-3GalNAc (Transueet al., 1997).

Les lectines de plantes semblent étre impliquées dans la défense contre les pytto
pathogenes et les prédateurs, certaines ayant des activités insecticides (Chrispeels et
Raikhel, 1991 ; Rudiger et Gabius, 2001).

Fonction biologique des lectines

9.1 Chez les plantes

Depuis de nombreuses années, des études sont consacrées a la mise en évidence des

fonctions physiologiques des lectines végétales :

4+ La spécificité des lectines et les propriétés conférées par leurs sites multiples de valence

amenent certains auteurs a les comparer a des anticorps, et a proposer alors pour ces
molécules un réle d™anticorps"” chez les plantes (Pistole, 1981 ; Etzler, 1986).

les lectines peuvent jouer le rdle de molécules constitutives de défense contre des
parasites, des bactéries et des champignons pathogenes. De nombreuses études révelent
ainsi l'existence d'interactions entre des lectines et des microorganismes (Pistole, 1981 ;
Etzler, 1986).

protection contre les insectes prédateurs des semences ; I'addition de PHA limiterait la
pullulation des bruches en tuant leurs larves ; mais les opinions émises a ce sujet sont
contradictoires (Pistole, 1981 ; Etzler, 1986).

la symbiose entre les bactéries du genre Rhizobium et les Légumineuses est un processus
complexe qui s'établit en plusieurs étapes : adhésion de la bactérie aux racines,
internalisation et nodulation, elle confére aux Légumineuses la propriété de fixer I'azote
atmosphérique (Kaminski et Coll., 1987; Diaz et coll, 1989).

identification des pollens par les stigmates récepteurs ; des indices divers laissent
présumer que les interactions lectine-récepteur saccharidique interviennent dans le
langage de reconnaissance pollen-stigmate, notamment dans le rejet des auto-pollens ;
cependant, aucun mécanisme précis de I'intervention des lectines n'a encore été établi
(Etzler, 1986).

fonction dans I'élongation des parois cellulaires (Etzler, 1986 ; Kaminski et coll, 1987).
fonction de cofacteurs enzymatiques agissant avec des enzymes glycoprotéiques (Etzler,
1986 ; Kaminski et coll., 1987).

intervention dans le transport des glucides et dans leur mise en réserve dans les graines
(Etzler, 1986 ; Kaminski et coll, 1987).
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+ controle de la division cellulaire (mitogénicité) et de la germination (Etzler, 1986 ;
Kaminski et coll, 1987).

4 intervention dans les processus de reconnaissance de cellule a cellule (Etzler, 1986 ;
Kaminski et al., 1987).

9.2 Chez ’homme

+ les lectines immobilisés sur colonne peuvent étre utilisé pour ’identification et la
purification de glycoconjugueés par spécificité, amenent aussi a leur caractérisation
(Hirabayashi, 2004).

4 Certains lectines reconnaissent spécifiquement les antigénes des groupes sanguins
humains. (Boyd et Shapleigh, 1954).

4+ Des lectines purifiées a partir des graines de légumineuses tropicales ont des propriétés
anti-inflammatoires. (Alencar et al., 2005).

+ Lectine extraire a partir de S.littoralis a des activités anti microbiennes. (Seufiam et al.,
2012).

4 Certaines lectines purifiées a partir d’invertébrées terrestres ou marins sont employées
comme marqueurs histochimique dans des cas des maladies tel que le cancer que sont
associées a une modification des glycanes présents sur les cellules (Guillot et al., 2004) ;
c’est la cas de HPA est une protéine actuellement largement utilisée en histopathologie
comme marqueur spécifique de certains cancers (Dennis etal.,1999).

4+ Les CBAs (carbohydrate — binding agent) interagissent avec les glycanes portés sur
I’enveloppe virale de HIV et bloquer I’entré viral aux cellules targettes. Lectines d’algues
peuvent étre considérer comme CBAs avec la majorité des anti —HIV (Dana Het
Dominique S, 2012) ; comme un exemple I’OAA (Oscillatoria agardhii agglutinin) par il
a poids moléculaire de 13,9 KDa (Sato et al ., 2000; 2007).

10. Propriété des lectines

10.1. L’interaction lectine—glucide

Les lectines sont toutes constitué¢es d’au moins une cavité de reconnaissance glycanique
qui possede une plasticité et leur permet d’interagir plus spécifiquement avec certains
glycoconjugués que d’autres (Jain et al., 2001). Ces glycannes interagissent par des liaisons
non-covalentes avec les acides aminés formant la cavité de reconnaissance saccharidique de la
lectine (Jeyaprakashetal, 2003). La partie non glycanique des glycoconjugués peut
également interagir avec les acides aminés voisins de la cavité de reconnaissance
(Jeyaprakashetal, 2003).

10.2. L’agglutination des cellules

C’est la manifestation la plus visible de I’interaction des lectines avec les cellules, Elle ne
peut avoir lieu que si la lectine se lie par de multiples pontages aux cellules.
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C’est une réaction consiste primairement en un rassemblement, regroupement
ou agrégation de cellules en amas (www.em-consulte.com). 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 bactériennes, d’hématies (hémagglutination ), animales ou
de virus, Les lectines monovalentes a un seul site de reconnaissance ne provoquent pas
d’agglutination (Peuman et coll, 1995 ; Wang et coll, 1998).

En outre, on s’est apercu que les lectines agglutinent plus facilement les cellules malignes
par rapport a leurs homologues normales. Des attitudes préférentielles ont été observées
également entre cellules embryonnaires et cellules adultes, entre cellules en mitose et cellules
en interphase (Wang et coll, 1998).

anticorps antigene particulaire

Figure 10 : Représentation schématique de la formation d’un complexe agglutinat a partir
d’interaction des lectines avec les antigénes spécifiques des cellules (hemagglutination des
érythrocytes) (Santos et al., 2014).

> Cette caractéristique est typique des lectines elle est aussi classiqguement utilisée pour leur
détection et leur caractérisation, lorsque certains sucres sont ajoutés par ces protéines lors
de I’interaction, leur activité hemagglutinante est inhibée par un phénomene de
compétition ce qui permet de déterminer leur spectre de spécificité (karoline, 2008).



https://www.aquaportail.com/definition-11453-agregation.html
http://www.em-consulte.com/
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Figure 11: Inhibition des lectines par les sucres (Santos et al., 2014).

10.3. L’activité mitogéne

Une des propriétés les plus étonnantes des lectines réside dans leur pouvoir de
transformer les petits lymphocytes du sang en cellules blastiques. Cette transformation
lymphoblastiques résulte du pouvoir mitogeéne des lectines mais en général elle ne s’exerce
que sur les lymphocytes T (Babosa, 2001 ; Falasca, 1989 ; Nachbar et Oppenheim, 1980).
Depuis les études concernant les lectines végeétales, elles ont montré la capacité de certaines

d’elles a activer spécifiquement diverses sous-populations lymphocytaires indépendamment
de leur spécificite saccharidique (Wimer, 1996).

10.4. Effet mimétiques des hormones

Les lectines des graines d’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 (Greer et coll, 1985).

10.5. Inhibition de la croissance des cellules cancéreuse

Les travaux de Valentier et coll (2003) suggerent que les lectines alimentaires pourraient
inhiber la croissance cellulaire des cellules du cancer du sein de I’homme in vitro. Les lectines
peuvent étre injectées dans la circulation sanguine a des doses non toxiques pour I’organisme
afin d’induire spécifiquement la mort de cellules tumorales par apoptose,Autophagie ou en
activant les défenses immunes anticancéreuses (Poiroux, 2011). Egalement ils inhibent leur
migration (Banwell, 1983).

10.6. La propriété antivirale

Dans les infections virales les lectines sont impliquées dans la fixation et inhibition de la
réplication des virus (Xu et al., 2014). Elles sont aussi responsables a la détection des
molécules pathogénes (PAMPS) associées aux virus (Kawamura et al., 2014).
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Les lectines ont la capacité de bloqué I’infection du VIH-1 par I’inhibition de I’enzyme
rétro transcriptase du virus (Tanaka et al., 2009 ; Hamid et al., 2013).

10.7. La propriété antibactérienne

Les lectines sont des outils de régulation de la migration et 1’adhésion des cellules
bactériennes (Tanne et Neyrolles., 2010). Pour cette raison, plusieurs lectines ont une
activité antibactérienne, telle que ’EUL et le calnexin A qui a une action antibactérienne
contre Xanthomonas oryzae pv. Oryzae et P. syringae respectivement (Qiu et al., 2012 ;
Atalah et al., 2014).

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

10.8. Propriété immuno-modulatrice

Parmi la diversité des lectines, certaines ont un réle central dans le systeme immunitaire.
En effet, les lectines du systéme immunitaire sont des molécules de reconnaissance qui se
lient aux micro-organismes pour promouvoir la phagocytose ou I’activation du systéme du
complément. On peut classer ces lectines en plusieurs familles: les sélectines, les collectines
solubles.., permis eux il y’a ce qui joue un réle important dans la migration des cellule
lymphocytaires vers le foyer tissulaire ou il y’a I’inflammation pour effectuer une réponse
immunitaire se sont les lectines de type C:les selectines P et E (Newton et Dixit, 2012), ainsi
les collectines sont nécessaire pour la reconnaissance des structures glycosidiques
caratéristique de la surface des cellules du « non soi » (Fujita et al., 2004),une autre classe
c’est La MBL va permettre 1’activation du systéme du complément et faciliter la phagocytose
(Kawasaki, 1999).

10.9. Transduction du signal

De nombreuses lectines membranaires, activées par la liaison de leurs ligands activent des
tyrosine-kinases cellulaires ou des protéines G hétérotrimériques. Les lectines forment ainsi
une nouvelle classe de protéines traductrices du signal. Une des caractéristiques des lectines
membranaires est la diversité des réponses obtenues selon le type cellulaire et le tissu ou par
exemple cette diversite illustrée par le lectine NKR-P1 qui est une lectine de type C exprimée
entre autre sur les NK (Natural killer) et les monocytes du sang périphérique humain.

Dans les cellules NK humaines, I’activation du récepteur NKR-P1, provoque 1’activation
de protéines-tyrosines kinases et la phosphorylation transitoire de certaines tyrosines (Emoto
et Emoto, 2009).

j



Chapitre | Généralités sur les lectines

10.10. Autres propriétés

Les lectines expriment diverses activités biologiques telles que la précipitation des
glycoprotéines, I’activation de la voie alterne du complément et 1’agrégation des
immunoglobulines (Nachbar et coll, 1980), I’induction de la libération de 1’histamine a
partirdes cellules basophiles et des mastocytes (Gomes, 1994), chaperonnage de protéines
pour compléter leurs modifications de maturation au niveau de 1’appareil de golgi
(Trombetta et Helenius, 1998) et le trafic cellulaire. Les lectines sont des protéines
résistantes qui ne se décomposent pas facilement. lls sont résistants a l'acide gastrique et aux
enzymes digestives, Les lectines peuvent se lier a la paroi intestinale et endommager la
muqueuse intestinale et altérer la perméabilité intestinale et passer a travers l'intestin dans la
circulation générale. Les lectines peuvent provoquer des altérations de la fonction intestinale
qui peuvent étre liées a la colite, la maladie de Crohn, la sprue cceliaque, le syndrome du
cblon irritable (IBS) et la perméabilité intestinale.

3
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En 1960, la découverte de la
transformation
lymphoblastique du lectine de

phaseolus vulgaris.

1888 découverte de
I’activité
d’hémagglutination partir
de ricinus, abrus.

1948, une spécificité
vis-a-vis des groupes
sanguins, les lectines de

1974, Clearance des
asialoglycoprotéines,
Hépatocytes de lapin.

1964 ils ont découvert

Hémagglutinine lectinique d’origine

non végétale (anti-al), a partir de
Hémolymphe de saxidomus

1975, Activité lectinique de la
fibronectine, Fibroblastes
d’embryons de poulet.

1980, Reconnaissance des
terminaisons GAL et
GALNac, Foie humain.

1977, Participation a
I’agrégation plaquettaire,
Plaquette humaines.

vicia cracca. )
giganteus.

Ala méme année il été 1976, Séparation des
thymocytes matures et

immatures, Arachis hypogaea.

découvert l'activité
Agglutination de cellules
maligne, Triticum vulgare.

Figurel? : Représentation schématique de quelques étapes dans la découverte de l'activité
biologique des lectines (Renato et col, 1991).

11. Le role des lectines dans ’immunité

Les lectines sont utilisées en immunologie par Paul Ehrlich au début des années 1890,
comme antigene. Les changements morphologiques et biochimiques qui se produisent dans
les lymphocytes stimulé par les lectines in vitro ressemblent a la plupart des réactions
immunitaires provoqués par un antigéene qui se déroulent in vivo (Sharon, 1983).
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Dans les cellules animales les lectines jouent un role dans la défense dans le cadre d’une
réponse de I’immunité innée (De Hoff et al., 2009).

Le systeme du complément, son activation peut étre initiée par des complexes immuns
(voie classique), par des oligosaccharides microbiens (voie des lectines) ou par divers
composants de surface des pathogenes (voie alterne) (Cavaillon, 2005). La voie des lectines
est initiée par la fixation de diverses lectines, telles la MBL, sur des résidus glucidiques de
membranes microbiennes, cette interaction permet 1’activation des protéases MASPS (MBL-
Associated Serine Protéase) (Ayméric et Lefranc, 2009).

La lectine liant le mannose (mannose binding lectin, MBL) est une molécule de la
reconnaissance de la voie des lectines du complément qui joue un role dans I’immunité innée
(Roos et al, 2007).

Les invertébrés n’ont pas un systéme immunitaire adaptatif et les lectines jouent un role
important dans leurs systémes immunitaires innés en reconnaissant microbes ou agents
pathogenes (Kawsar et al, 2010). La phagocytose se produit lorsque les microorganismes
entrent en contact avec les membranes cellulaires des phagocytoses. La premiére étape
consiste en 1’adhésion des microorganismes a la membrane des phagocytoses grace a
I’existence de lectines de surface. Ces lectines reconnaissent des structures glucidiques
présentes sur les glycoprotéines ou des glycolipides des membranes externes notamment
bactériennes : récepteur de mannose — fucose, récepteur de galactose et récepteur de -
glucane (Guénard et al, 2001).

E
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Chapitre I1: Le systeme sanguin

1. Historique

Le sang a toujours fasciné les humains. La perte de sang accompagnant souvent la perte
de vie, on a, de tous temps, tenté de restituer sinon la vie du moins la vigueur avec du sang.
La notion de groupe sanguin est née de la découverte de 1’agglutination d’hématies par les
sérums. Il peut s’agir d’une allo-agglutination (Landsteiner, 1900) ou d’une hétéro
agglutination (Landsteiner et Alexander, 1940). Ce phénoméne d’agglutination est en réalité
le résultat d’une réaction antigéne-anticorps. En 1900, le médecin Autrichien Karl Landsteiner
(1868-1943) observe que le plasma de différents sujets agglutine les hématies de nombreux
autres sujets et, poursuivant ses études, il en déduisit 1’existence des groupes A, B et O. Un an
plus tard, De Castillo décrit un quatrieme groupe: AB (Boucher, 2008; Danic et Lefrére,
2011). En 1940 Landsteiner et son éléve Wiener, sont a I’origine de la découverte du systéme
rhésus. En injectant au lapin des hématies du singe Macacus rhésus, ils obtiennent des
anticorps qu’ils dénomment anti-rhésus. Ces anticorps agglutinent les hématies de 85 % des
humains dits rhésus positifs ou Rh+, les autres étant Rh- (Brooker, 2001).

2. Le systéeme des groupes sanguins

Un systéme de groupes sanguins est un ensemble d’allo-antigénes portés par la membrane
du globule regroupés en systemes génétiquement déterminés et indépendants les uns des
autres. Parmi les systémes de groupes sanguins connus chez I’homme, les systémes de
groupes sanguins érythrocytaires sont actuellement les mieux connus, les principaux sont : les
systemes ABO et RH.

2.1. Le systeme ABO

Le systéme de groupe sanguin ABO se définit a la fois par la présence d’antigene sur les
hématies et par la présence d’anticorps naturels réguliers dans le plasma. La présence sur les
globules rouges d’un antigéne exclut la présence dans le plasma de I’anticorps qui lui
correspond, exemple: si, dans le sang d’un individu, les hématies sont porteuses de 1’antigéne
A, le plasma ne peut pas posséder d’anticorps anti A. sinon la réaction antigene-anticorps
provoquerait une agglutination (Rame et Naccache, 2001).

Les antigenes A et B détectes par des anticorps spécifiques définissent quatre groupes
sanguins principaux : A, B, AB, O (Ramata, 2010) (Tableau:02).

E
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Tableau 02: Les 4 phénotypes courants du systeme ABO (Béziat et al., 1996).

Groupe ABO Antigene sur globules Anticorps dans le
rouges plasma

Groupe A (42%) Ag A Ac anti B

Groupe B (11%) Ag B Ac anti A

Groupe AB (4%) AgAetAgB Aucun

Groupe O (43%) Pas d’antigéne Ac anti A et Ac anti B

2.2. Facteur Rh

Les antigenes de systeme Rh sont aussi importants que ceux de systeme ABO. Le facteur
Rh (rhésus). Ainsi nommé parce qu’il a d’abord été étudié dans le sang du singe Rhésus. Est
un systéme composé principalement des antigénes C, D et E (Ganong, 2005). Les personnes
dans le sang desquelles cet antigéne est sont dites Rh+, tandis que les autres sont Rh-
(Boucher, 2008). (Figure:13).

groupe Rhésus D e O glveophorine C givecosy

groupe ABO
\
\‘\

.

Figure 13: Représentation schématique de la distribution de group ABO et Rhésus sur la
membrane d’une hématie (David Germanaud et al.,2003).
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2.3. Structure des antigénes de groupes sanguins du systeme ABO

Les antigenes du systéme ABO proviennent d’une famille de glycolipides présents a la
surface des globules rouges. Leur structure de base est constituée de lipide céramide auquel
est attaché un oligosaccharide composé d’un glucose (Glu), d’un galactose (Gal), d’une N-
acétyl-galactosamine (Gal Nac), d’un galactose (Gal) et d’une fucose (Fuc). Les sujets du
groupe O ne produisent que ce glycolipide. Les sujets du groupe A ont un enzyme qui ajoute
une molécule de N-acétyl-galactosamine a la chaine oligo sacchridique pour former 1’antigéne
A, alors que les sujets du groupe B ont une enzyme qui ajoute une molécule de galactose pour
former I’antigéne B. Les globules rouges des sujets du groupe AB expriment en plus la
structure de base dépourvue des glucides terminaux, ce qui explique pourquoi des allo
anticorps ne sont pas produits contre le groupe O (Parham, 2000). (Figure:14).

cell

‘N acetyl-galactosamine . Fucose
Legend ‘Red blood

Figurel4: Structure des antigénes de groupes sanguins du systeme ABO (Yazer Met al.,
2006).

2.4. Détermination du groupe sanguin
La détermination des groupes sanguins ABO se fait & I’aide de deux épreuves :
v L’épreuve globulaire dite de Beth-Vincent (consiste a détecter les antigénes présents sur
les globules rouges du patient grace a des anticorps de spécificité connue = sérum test).
v’ I’épreuve sérique dite de simonin (consiste a détecter les anticorps naturels présents dans

le plasma grace & des globules rouges de groupe connu (globules tests).

La détermination du groupe sanguin ABO d’un patient est systématiquement associée a la
recherche de I’antigéne D (Béziat et al, 1996).
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2.5. Lectines spécifiques des groupes sanguins

Le systeme sanguin

Plusieurs lectines agglutinent les hématies des fois avec une spécificité de groupe sanguin

(tableau:03).

Tableau 03: exemples des lectines spécifiques des groupes sanguins (Bird, 1974).

Origine de lectine Groupe spécifique Référence
Bandereira B

simplicifolia-I Richard, 1998
Sophora japonica A B

Vicia villosa A

Nelumbo vucifea B Goker et al., 2008

3
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Chapitre 111: Généralités sur la plante utilisée

1. Généralités sur les plantes médicinales

Toutes plantes qui contiennent une ou des substances pouvant étre utilisées a des fins
thérapeutiques ou qui sont des précurseurs dans la synthese de drogues utiles (Sofowora,
2010). Donc, une plante dite « médicinale » est une plante qui a des propriétés thérapeutiques
(Catier et Roux, 2007).

L’utilisation des plantes ou « simple » est trés ancienne, et pendant trés longtemps elle a
représenté pratiquement le seul moyen de soigner, basé sur I’empirisme. Actuellement gréace
aux progres scientifiques considérables enregistrés depuis la fin du XIXe siecle (essor de la
chimie, technique d’analyse et ’extraction etc.). La thérapeutique est a beaucoup évolué pour
arriver a sa forme actuelle qui utilise certains plantes comme matiéres premiéres (Catier et
Roux, 2007).

2. Arachis hypogaea

2.1.Généralité

Le genre Arachis est endémique d'’Amérique du Sud. L'arachide cultivée (Arachis
hypogaea) est issue d'une hybridation entre deux especes sauvages, probablement A.
duranensis et A. Ipaensis (Gillier et Silvestre, 1969). Les arachides également appelés
cacahuetes ou cacahoucte, pois de terre et pinotte. C’est une plante de la famille des
légumineuses (Fabaceae) au méme titre que les haricots, les lentilles, originaire du nord-ouest
de I'Argentine et du sud-est de la Bolivie. Sont des fruits a coque cultivé dans les régions
tropicales, subtropicales et tempérées ; ses graines oléagineuses sont extrémement riche en
graisses, contiennent aussi de grande quantité de protéines végétales, bien que ces derniéres
soient moins complétes que les protéines animales, riche en oligo-éléments et des minéraux
(fer, magnésium, sélénium, phosphore, cuivre...etc.); riche également en acides gras
insaturés, en fibres et en vitamines (B1, B3, B6 et E) et antioxydants, ce qui les rend
intéressante pour la santé.L’arachide est trés populaire a travers le monde, qu’elle soit nature,
rotie ou en tartinade. La cacahuéte, est consommeée sous forme grillée et salée. Elle est aussi
utilisée pour fabriquer du beurre et de I’huile, qui entrent dans la composition de nombreux
produits industriels (Gillier et Silvestre, 1969 ; Clavel et Gautreau, 1997 ; Schilling, 2003).

Les arachides sont caractérisées par une teneur élevée en calories (100 grammes de
cacahuétes (nature) représentent 623 calories et 631 calories pour la cacahuéte grillée et
salée.) En moyenne, les fruits a coque et graines oléagineuses apportent 517 calories aux 100
grammes. (https://sante.journaldesfemmes.fr).
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2.2. Carte d'identité de I'arachide

Famille : légumineuses

Origine : Amérique du Sud

Saison : septembre/octobre

Couleur : brune

Saveur : douce et grasse (https://www.passeportsante.net/fr).

2.3.Position systematique

Tableau 04 : classification d’Arachis hypogaea (Carl linnaeus et carl von linné, 1753).

Régne Plantae
Sous-régne Tracheobionta
Division Magnoliophyta
Classe Magnoliopsida
Sous-classe Rosidae

Ordre Fabales

Famille Fabaceae
Sous-famille Faboideae

Genre Arachis

Espéce Arachis hypogaea

Figure 15: Arachis hypogaea

2.4. Description botanique de la plante

L'arachide est une plante annuelle a fleurs jaunes de 20 a 90 cm de hauteur.
Les feuilles sont composées a deux ou trois paires de folioles membraneuses, ovales. Elles
sont munies a leur base de stipules engainantes et les fleurs sont presque sessiles et
apparaissent a 1’aisselle des feuilles (Gillier et Sylvestre, 1969 ; Schilling, 2003). La corolle
papilionacée est jaune orangee. Les étamines au nombre de neuf sont soudées en tube par leur
filet. L’ovaire est inséré sur un support particulier, le gynophore (Gillier et Silvestre, 1969).

Apres fécondation, 1’ovaire est porté en terre par le développement du gynophore qui
s’allonge en se courbant vers la terre par géotropisme positif. Ses fruits ont la caractéristique
singuliére d'étre enterrés par la plante et de mirir a une profondeur de 5 cm de la surface du
sol. lls se présentent sous la forme de gousses de 3 a 4 cm de long appelée coque sur le plan
commercial, qui renferment chacune deux graines d'arachides. Les graines ovoides sont
enveloppées dans un tégument secrouge (Wissuwa et Ae, 1999 ; Gillier et Sylvestre, 1969).
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2.5. L’utilisation médicinale

Les cacahuétes ont pleins de bienfaits pour la santé mais elles sont a consommer
modérément car elles sont extrémement riches en graisses. Ses graines oléagineuses posséde
de grandes vertus énergétiques et nutritives ce qui les rend intéressante pour les sportifs et les
enfants en période de croissance, elles sont également utiles en cas de fatigue physique ou du
stress ; les cacahuétes permettrait ainsi de lutter contre les cancers et protéger le systeme
cardiovasculaire puisqu'elle contient a la fois des bonnes graisses (mono et polyinsaturees,
cardioprotectrices) et prévenir certaines pathologies chroniques, a condition de ne pas en
manger plus de 30 grammes par semaine. Enfin permet également la réduction du risque de
diabete de type 2 et la prévention des calculs biliaires.(https://www.passeportsante.net/fr)

2.6. Les inconvénients de I’arachide pour santé

Comme tous les fruits oléagineux (dont on fait de I'huile), les cacahuétes ont une teneur en
graisses et donc en calories treés élevée. Deés lors qu'elles sont grillées ou torréfiées, elles
perdent une partie de leurs nombreuses qualités nutritionnelles (vitamines, antioxydants...).
L’ajout de sel les rend moins intéressantes pour le systeme cardio-vasculaire et I'ajout de
sucre augmente largement leur valeur calorique.(https://sante.journaldesfemmes.fr)

Si les cacahuetes ont des bienfaits sur la santé, elles sont déconseillé aux enfants raison du
risque d’étouffement qu’elles peuvent occasionner mais aussi du risque d’allergie, I’arachide
fait partie des 5 aliments responsables de 75% des allergies chez I’enfant avec les ceufs, le lait
de vache, le poisson, les noix car la cacahuete contient en effet des protéines au fort pouvoir
allergisant, 1’arachide est en effet la deuxiéme cause d’allergie alimentaire avant 3 ans et la
premiere au-dela (L'allergie se déclare le plus souvent vers I'adge de 2-3 ans, qui correspond a
la premiére exposition a 1’allergéne).

Les symptomes peuvent se conserver apres 1I’ingestion d’une cacahuéte, d’un produit
alimentaire en contenant comme les gateaux aperitifs ou les cacahuétes soufflées par exemple
ou apres un contact cutané, ils peuvent se traduire par un eczéma ou une poussée d’urticaire
mais aussi par un cedéme, un choc anaphylactique, une crise d’asthme et du trouble digestifs.
(https://sante.lefigaro.fr)
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Matériel et méthodes
. Matériel

I.1Le matériel vivant

Les hématies utilisées sont issues de :

» Le sang du lapin est collecte a partir des lapins provenant au niveau de I’animalerie de
L’Université de Constantinel.

» Le sang humain collecté a partir de laboratoire d’analyse médicale de polyclinique
Dr.benkadri Hocine située a Ali Mendjeli, Constantine.

I.2Le matériel végétal
Notre étude a été réalisée sur les graines d’une plante médicinale. Il s’agit de : Arachis

hypogaea. Les graines d’Arachis hypogaea ont été récoltées de la région d’Oued Souf au mois
d’octobre 2020(Photo 01).

Photo 01: les graines d’Arachis hypogaea

1. Méthodes

I1.1La préparation de la plante

+» On mesure le poids moléculaire des graines d’Arachis hypogaea avant et apres le séchage
(Photo02).
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Avant séchage Apres séchage

Photo 02 : Les mesures des graines d’Arachis hypogaea avant et aprés séchage.

«+ Séchage : Les graines d’Arachis hypogaea ont été séchées dans 1’étuve a température

ambiante 40°C pendant 24h (Photo 03).
\ !

b

\

Photo 03 : Les graines séches d’Arachis hypogaea.

7

s Broyage : Les graines ont été broyées dans un broyeur (mixeur) jusqu’a 1’obtention d’une
poudre, cette derniere a été conservé dans un emballage en verre fermé (Photo 04).
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A B C

Photo 04 : La poudre d’Arachis hypogaea ; A : les téguments secs rouges d’Arachis
hypogaea, B : les graines ovoides enveloppées dans un tégument sec rouge, C:les graines sans
ses téguments.

11.2L°étude biologique
11.2.1L°extraction des lectines par la solution tampon
Principe

Cette opération réalisée afin de récupérer des substances hydrosolubles a partir d’une
poudre de la plante (Arachis hypogaea) a I’aide d’une solution tampon phosphate di-sodique
(PBS).

La Technique d’extraction

36 ml du tampon PBS (0,1 M pH 7,4) (Annexe 01) a été ajouté a 2 g de poudre obtenues
a partir des téguments secs rouges d’Arachis hypogaea et 10 g de poudre des graines
d’Arachis hypogaea (sans et avec ses teguments secs rouges) ont été mises dans des flacons
contenant chaque *un une 30 ml solution tampon PBS (0,1 M pH 7,4), I’ensemble est agité, et
laissé pendant 24 h a 4°C, aprés la centrifugation de la suspension a 5000 tour /minute
pendant 15 minutes, le surnageant a été récupéré et conservé au frais. Ce surnageant formé,
représente 1’extrait brut, qui est d’abord été testé sur les hématies, puis passé dans la colonne
de chromatographie (Figure 16).
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sans téguments avec téguments  les téguments

/2 g poudre des\

10 g de poudre téguments

des graines secs rouges de
+30 _mI la plante + 36
solution tampon ml PBS

- J

Macération a froid
24 ha4°Cet
filtratinn I

Centrifugation a
5000 tour /min
pendant 15min

Culot { Le surnageant

L’extrait brut

Figure 16: Schéma d’extraction des lectines a partir des poudres d’Arachis hypogaea

I1.2.2 Le test d’hémagglutination

Le test d’hémagglutination a été effectuée pour la mise en évidence la présence des
lectines dans les extraits. Ce test est basé sur 1’observation de 1’agglutination, et donc de la
précipitation des érythrocytes en présence de lectine. Il a été porté sur les hématies du lapin.
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» Préparation des hématies a 3%

Les hématies du lapin sont collectées pour la mise en eévidence la présence des lectines
dans les extraits, et les hématies de groupe sanguins humains ABO pour tester la spécificité
des lectines des extraits au groupe sanguin ABO. Les hématies collectées ont été au préalable
soumises a un lavage, puis a une dilution.

a) Lavage des hématies

Une quantité de sang (environ 3 ml) a été posé dans un tube. Apres avoir bien bouché il a
été centrifuge a3000 tours/minute pendant 5 minutes, Le surnageant a été élimine (le plasma,
I’anticoagulant et la plupart des globules blancs) et remplacé par une solution physiologique ;
le chlorure de Sodium 0,9% (NaCl) (Annexe 02) qui a été ajouté au culot (hématies tassées au
fond du tube) jusqu’au trait limite de tube et a nouveau centrifugé. Cette opération de lavage a
¢été répété trois ou quatre fois jusque 1’obtention d’un surnageant claire et bien sir dans les
mémes conditions.

b) Dilution des hématies

Apres avoir terminé le lavage des globules rouges, elles sont diluées a 1’aide d’une
solution saline d’élution ; le chlorure de Sodium 0,9% (NacCl), sachant que 1,5 ml des
hématies dans un 48,5 ml d’eau physiologique (NaCl), et cela afin d’obtenir d’hématies a 3%.

> La technique d’hémagglutination

Dans chaque puits d’une microplaque 50ul des hématies 3% du lapin ont été ajouté a 50pl
d’extrait brut de notre plante. Aprés 1 h I’agglutination est observée par I’ceil nu et a I’aide
d’un microscope optique (Gx40).

11.2.3Le teste de limite d’hémagglutination
Ce test permet de déterminer le pouvoir agglutinante et en déduire le titre en lectine.
La technique

Dans une premiére étape, S0ul de tampon ont été¢ déposés dans chaque puits, ensuite, un
volume de 50ul d’extrait a été ajouté au premier puits, puis une gamme de concentration par
double dilution a été réalisée dans les puits suivants.

Un volume de 50ul des hématies a été ajouté aux 50ul d’extrait d’éluée dans chaque puits.
La lecture d’activité hémagglutinante a été réalisée apres 1h d’incubation & une température
ambiante.

11.2.4Le test d’agglutination sur les hématies humaines ABO

L’¢tude a été effectuée sur les antigénes des hématies humains appartenant au systeme
sanguin au groupe ABO. La spécificité de groupe sanguin de I’extrait a été établie a 1’aide des
érythrocytes des différents groupes du systeme ABO.
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% S’il y a une activité d’agglutination de la lectine avec les différents groupes sanguins:
lectine non spécifique.

% S’il y a une activité d’agglutination de la lectine avec un seul groupe sanguin: lectine
spécifique.

La technique

Dans une microplaque ,50 pl du tampon PBS a été déposé dans chaque puits ensuite, un
volume de 50ul d’extraits a été ajouté au premier puits de chaque ligne, puis une gamme de
concentration par double dilution a été réalisée dans les puits suivants, apres 50 pl des
hématies 3 % de chaque groupe qui se préparés au part avant par un lavage avec le NaCl a été
ajoutées dans chaque puits (chaque ligne correspond a un groupe sanguin). La lecture
d’agglutination des hématies humaines a été réalisée par 1’ceil nu et a I’aide d’un microscope
optique (Gx40) apres 1 heure d’incubation a température ambiante.

11.2.5 Le test de limite d’inhibition d’hémagglutination par les saccharides

Ce test a été effectué sur les extraits bruts ayant présentées une spécificité pour un ou
plusieurs saccharides qui inhibent leur activité d’hémagglutination. Il a été réalisé a fin de
déterminé la concentration minimale a laquelle a lieu I’inhibition de I’hémagglutination.

La technique

Dans les puits d’une microplaque, 25ul du tampon a été déposé dans chaque puits, puis un
volume de 25 ul de sucre (inhibiteur) a été ajouté au premier puits de chaque ligne (chaque
ligne correspond a un saccharide: glucose, Galactose, Maltose, lactose, arabinose, cellobiose,
glucosamine Hcl, mannose.)(Annexe 03), ensuite une gamme de concentration par double
dilution a été réalisée dans les puits suivants, apres 25 pl de 1’échantillon diluée par le tampon
PBS (Annexe 04) a été ajoutée dans chaque puits, le mélange est incubé minimalement 30
min a température ambiante, cela permettre de lectine de reconnaitre le sucre. Apres
I’incubation du mélange, 50 ul des hématies du lapin 3% ont été rajoutées, la lecture a été
effectuée apres 1 heure a I’ceil nu a température ambiante.

11.2.6 L’effet de pH sur ’hémagglutination

Ce test a été effectué afin de determiner le PH favorable pour 1’activité
d’hémagglutination. Dans 9 tubes a essai une petite quantité de notre plante estimée de 0.02g
a été mis dans un volume de 1ml de tampon a différents valeurs de PH (1,36. 2. 3.4. 8 ,11. 9.
10. 11 et 12), Apres 24 heures d’incubation a 4°C, une centrifugation a été réalisé (5000 tours
pendant 5 minutes) d’ou le surnageant a été récupéré, Apres un test d’hémagglutination a été
effectué sur le surnageant.

La technique

Dans une microplaque, 50 pl du tampon des PH variables sont déposés dans chaque puits,
ensuite un volume de 50 pl d’extrait (le surnageant) a été ajouté au premier puits, aprés une
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série de double dilution a été effectué dans les puits suivants de chaque ligne (chaque ligne
correspond a un PH donné), enfin 50 ul des érythrocytes de lapin a été ajouté au mélange. La
lecture a été réalisé a I’ceil nu apres 1 heure d’incubation a température ambiante.

11.2. 71 effet de température sur I’hémagglutination

Six tubes a essai, contenant chacun une aliquote de 1’extrait brut (200ul d’extrait) ont été
incubé a des degrés différents de température (20, 40, 60, 80, 100, 120 °C) dans un bain marie
pendant une heure de temps. Apres le temps requis, I’extrait brut chauffé a été refroidi a la
température ambiante (25°C), enfin le test d’hémagglutination a été fait.

11.3 L’extraction des lectines par chromatographie sur colonne de Sephadex G50

Cette étape a été réalisée pour éliminer les impuretés, et améliorer la pureté de notre
extrait.

11.3.1 La préparation de la colonne

49 de gel Sephadex G50 qui forme la phase fixée de la séparation, a été mis en suspension
dans la solution tampon (PBS en exces pH 7,4), le mélange a été incubé pendant 48 h a
température ambiante, afin d’obtenir un gel 4%.Puis il a été coulé dans une colonne placée sur
un support (jusqu’a la moitié de la colonne). La colonne doit étre homogéne est dépourvue
des bulles d’air.

11.3.2 La séparation des lectines

Apres la stabilisation de la colonne et le lavage avec le tampon PBS (0.1 M, pH 7.4), le
surnageant de 1’échantillon des pigments d’Arachis hypogaea ont été récupérés, puis une
quantité de 2 ml de I’extrait brut a été versé lentement dans la colonne de Sephadex G50,
ensuite il a été recueilli par 1’élution avec le tampon.

Dans 90 tubes secs placés respectivement dans un portoir, des fractions de séparation de 4
ml par tube ont été récupérées.

Les extraits ainsi récupérés ont été testés sur les hématies du lapin, pour assurer que
I’activité hémagglutinante est améliorée aprés la chromatographie sur colonne.

11.3.3 La spectrophotométrie a UV

L’absorbance des extraits récupéré a partir de la chromatographie sur colonne a été
mesurée dans le spectrophotomeétre a UV dont la longueur d’onde est de 280 nm pour
quantifier les lectines séparées par chromatographie sur colonne, Puis la courbe d’absorbance
a éte tracée en fonction des tubes.
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Résultats

I.Les résultats d’étude biologique

I.1 Le test d’hémagglutination

La plupart des lectines sont capables d’interagir avec des globules rouges. Si une solution
des hématies est placée dans un puits, la sédimentation naturelle conduit a un dépét 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 homogéne, ceci
correspond au phénomeéne d’hémagglutination, les résultats ont été présentés dans le

(tableau05).

Tableau 05: L’agglutination des hématies du lapin par 1’extrait brut d 'Arachis hypogaea

Plante

Tests d’agglutination

Arachis hypogaea

téguments secs rouges

+++

les graines avec ses
téguments

seulement les graines sans ses
téguments

+ + + : tres forte agglutination, - : absence d’agglutination

«+ Parmi les trois extraits de la plante utilisée, un seul extrait qui est fortement agglutiné les
hématies (1’extrait des téguments secs rouges d’Arachis hypogaea), les deux autres
extraits d ’Arachis hypogaea n’ont données aucune agglutination décelable, ni a I’ceil nu ni
au microscope optique. (Tableau:05), et (Photo 05) montre 1’observation microscopique
et a I’oeil nu de ’agglutination d’extrait qui nous a donné un test positif.

2

Observation microscopique (Gx40)

A P’ceil nu

Photo 05 : L’agglutination des hématies du lapin par I’extrait d 'Arachis hypogaea.

E



Résultats

-, T T T . e, T, N
1.2 Le teste de limite d’hémagglutination

La limite d’hémagglutination est exprimée en fonction du rapport de dilution pour lequel
on observe une hémagglutination. Les résultats ont été présentés dans le (tableau06)

Tableau 06 : L’activité hémagglutinante d’Arachis hypogaea.

Dilution

1:2 1:4 1:8 1:16 | 1:32 | 1:64  1:1 | 1:2 | 15| 1:10  1:20 14
Extrait 28 | 56 | 12 24 48 | 096
Arachis

hypogaea | +++ | +++ | +++ | +++ | +++ | +++ | ++ |+ - -

+++:Tres forte agglutination, ++:Forte agglutination, +: Faible agglutination, - : absence
d’agglutination

RS

% L’activité hémagglutinante d’extrait d’Arachis hypogaea a été 1:8(256) (Photo:06).

Puits agglutinées puits non agglutinées

T rrr

- il S

Photo 06 : La limite d’ hémagglutination d’4Arachis hypogaea.

1.3 Le test d’agglutination sur les hématies humaines ABO

Les résultats d’agglutination des hématies humaines (A, B, O, AB) par I’extrait brut de
notre plante ont été décrits dans le tableau suivant.

Tableau 07 : L’agglutination des hématies humaines (A, B, O, AB) par I’extrait brut

d’Arachis hypogaea.
Groupe sanguin
A B AB O
plante
Arachis hypogaea
+ + + +

+: présence d’agglutination - : absence d’agglutination
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+ Les résultats de tableau (07) montrent que la lectines d’Arachis hypogaea est donnée une
tres forte agglutination avec tous les hématies de systeme ABO.

Photo 07: L’agglutination des hématies humaines (A, B, O, AB) par I’extrait brut d’Arachis
hypogaea.

1.4 Le test de limite d’inhibition d’hémagglutination par les saccharides

A /Le test d’inhibition a été effectué avec certains saccharides, pour déterminer la spécificité
d’extrait aux glucides. L agglutination est absente dans le cas ou la lectine va fixer I’inhibiteur
plut6t que les hématies, les résultats obtenus ont été décrits dans le (tableau 08).

Tableau 08: test d’inhibition d’extrait d’4Arachis hypogaea par des sucres simples.

Sucre
Gluco | Cellobi | Galacto | Lactos | Glucosa | manno | malto | arabinose
se 0se se e mine hcl se se
Extrait
Arachis
hypoga | +++ ++ + - = - - -
ea

+: inhibition d’activité d’hémagglutination,- : absence d’inhibition (agglutination),

+++ : Inhibiteur fort, ++ : Inhibiteur moyen, + : inhibiteur faible

«» D’apres les résultats de tableau: le glucose, cellobiose, et galactose ont été influencé
I’agglutination des érythrocytes de lapin en présence des lectines provenant
d’Arachis hypogaea par une inhibition d’activité hémagglutinante.

+« Quant aux autres sucres comme le lactose, glucosamine hcl, mannose, maltose et
arabinose, ils n’ont pas été influencé 1’agglutination des érythrocytes de lapin en présence
des lectines provenant de la plante d’Arachis hypogaea.
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inhibition ot

Photo 08 :L’inhibition d’agglutination par différents saccharides.

B /Afin de déterminer la concentration minimale a laquelle I’inhibition de 1’agglutination
n’est plus observée et de déduire par cela avec quel sucre nos lectines présentent une plus
grande affinité, un test de la limite d’inhibition de I’hémagglutination par les saccharides
(glucose, cellobiose et galactose) a été réalisé, les résultats obtenus ont été représentés dans le

tableau suivant :

Tableau 09 : Les concentrations minimales en glucose, galactose et cellobiose, provocant
I’inhibition d’hémagglutination d’extrait d ’Arachis hypogaea.

Dilution 1:121:12:12:)2:(1:12:11212:]1: 1: 1: 1:
2|1 418 |16(32]|64]128| 256|512 | 1024|2048 | 4096

sucre
GLUCOSE - - - - - - + + + + 4 4

CELLOBIOSE| - | - | - | - [+ [+ | + | + | + | + [ + | +

GALACTOSE | - | - | - [+ |+ |+ |+ | + | + + + +

- inhibition, + : agglutination
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La double dilution

Photo 09:Le test de limite d’inhibition d’hémagglutination de 1’extrait d "Arachis hypogaea
avec trois monosaccharides : Glucose, Cellobiose, Galactose. () Fin d’inhibition.

+ La concentration minimale de galactose et cellobiose capable d’inhiber 1’activité
hémagglutinante de 1’extrait d ’Arachis hypogaea a été respectivement de 1’ordre 50g/ml
au niveau du 3éme puits et 25 g/ml dans le 4 éme puits.

% Alors que le Glucose présente une concentration minimale plus forte qu’elle a été
estimeée de6, 25 g /ml au niveau du 6 eme puits.

1.5 L’effet du pH sur ’hémagglutination

Tableau 10 : L’effet du pH sur I’activité hémagglutinante de 1’extrait d 'Arachis hypogaea.

Puits 1: 1:1 1: 1: 1: 1:] 1: 1: 1: 1: 1: 1:
2 4 8 16 32 | 64| 128 | 256 | 512 | 1024 | 2048 | 4096

PH

1’36 * * * * * * * * * * * *
2 * * * * * * * * * * * *
3 ++ [+ [+ |+ |+ |+ | 4+ O S S S
4 ++ [+ |+ |+ |+ |+ |+ + |+ | |+ |+

811 | ++ [++ | ++ | ++ | + | + / N T S
9 ++ [+ | |+ |+ / + |+ | |+ |+
10 ++ [+ [+ |+ |+ |+ | 4+ O S S S
11 ++ [+ |+ |+ |+ |+ |+ + - - - -
12 * * * * * * * * * * * *

++: Forte agglutination, +: faible agglutination, -: absence agglutination, *: hymolyse.
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Remarque :
/ : faute de manipulation in vitro

¢ Nos résultats ont montrées que I’extrait d ’Arachis hypogaea a une activité d’agglutination
forte dans les douze puits de I’ intervalle allant de [3 a 10],dans lequel 1’activité a été forte
dans les quatres premiers et derniers puits qui s’affaiblit par la suite dans le cinquiéme
puits jusqu’au huitieme .

% par contre dans le ph [11] I’agglutination de notre lectine persiste comme méme jusqu’au
huitieme puits qui disparait au niveau de neuvieme puits, ainsi que I’extrait a été
remarquablement hymolysés dans le ph [1, 2, 12].

Double dilution

Ph: 1,36

Ph: 2

Ph: 3

Ph: 4

Ph: 8,11

Ph: 9

Ph: 10

Ph: 11

Ph: 12

Photo 10 : Le test de limite d’inhibition d’hémagglutination de ’extrait d ’Arachis hypogaea,

([ 1): Présence d’agglutination, (,—) : Inhibition d’agglutination.
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1.6 L’effet de température sur I’hémagglutination

Les résultats obtenus aprés I’exposition de notre extrait a différent température ont été
présentés dans le (tableau 11).

Tableau 11: L’effet de la température sur I’activité hémagglutinante de 1’extrait d ’Arachis

hypogaea.
empérature
20°C 40°C 60°C 80°C 100°C 120°C
Extrait
Arachis
hypogaea +++ +++ +++ ++ ++ ++

+++ : Tres forte agglutination, ++ : Forte agglutination

0,

% Le traitement thermique d’extrait d’4rachis hypogaea, a réduit significativement leur
activité hemagglutinante, jusqu’ a 120 °C, mais elle n’a été pas suffisant pour inactiver
totalement ’activité hémagglutinante (Photo 11).

\ D e

80°C
SRR TR RO G ¥ 0
rﬂ'xiii\\«'v\--
Nt : e
»**Q * { ‘ \ \ “ N 120°C

Photo 11: L’effet de la température sur ’activité hémagglutinante de 1’extrait d’4rachis
hypogaea.
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I1. la séparation des lectines par chromatographie sur colonne de Séphadex
G 50

La chromatographie sur colonne de Séphadex G50 a été permise a fin de déterminer la
purification partielle de notre échantillon et extraire dans 90 tubes. Apres, les fractions ont été
mesurées a I’aide d’un spectrométre a 280nm, les résultats obtenus ont été décrits dans le
tableau suivant:

Tableau 12: Résultats de I’absorbance de 90 fractions obtenues apreés la purification partielle
des Protéines par chromatographie sur gel d’exclusion Séphadex G50.

fraction absorbance fraction absorbance fraction | absorbance

1 0,019 31 0,106 61 0,122
2 0,018 32 0,111 62 0,122
3 0,012 33 0,110 63 0,122
4 0,012 34 0,110 64 0,112
5 0,027 35 0,110 65 0,117
6 0,033 36 0,110 66 0,118
7 0,034 37 0,109 67 0,163
8 0,016 38 0,109 68 0,114
9 0,008 39 0,109 69 0,115
10 0,008 40 0,109 70 0,107
11 0,009 41 0,140 71 0,107
12 0,023 42 0,116 72 0,107
13 0,040 43 0,116 73 0,102
14 0,066 44 0,115 74 0,095
15 0,109 45 0,115 75 0,096
16 0,150 46 0,114 76 0,095
17 0,183 47 0,115 77 0,086
18 0,194 48 0,114 78 0,086
19 0,179 49 0,114 79 0,085
20 0,156 50 0,114 80 0,066
21 0,130 51 0,114 81 0,069
22 0,123 52 0,114 82 0,045
23 0,108 53 0,120 83 0,027
24 0,101 54 0,120 84 0,036
25 0,101 55 0,120 85 0,009
26 0,100 56 0,120 86 0,008
27 0,101 57 0,121 87 0,005
28 0,105 58 0,121 88 0,001
29 0,105 59 0,121 89 0,001
30 0,106 60 0,122 90 0.000
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% Afin d’obtention des résultats de 1’absorbance par le spectrophotométre a UV des
fractions séparées de 1’échantillon, la courbe a été tracée (Figure 17).

absorbance abs

0,25

0,2

0,15
== abs

0,1

0,05

1 4 7101316192225283134374043464952555861646770737679828588

Figure 17: La courbe d’Absorbance de ’extrait d ’Arachis hypogaea apres leur passage a
travers la colonne de Séphadex G50.

Eluant : Tampon PBS (0.1 M, PH 7,4).
Volume de fraction : 4 ml/tube.
Absorbance : 280 nm.

++ Laséparation par chromatographie sur colonne de Séphadex G50 d’extrait d’Arachis
hypogaea a donné quatre pics; un pic fort dans le 18eme et trois pics proches
correspondent le 41 eme, 67 éme et le 72 eme tube.

% D’apres ce qui a été indiqué dans le chromatogramme, un test d’hémagglutination a été
réalisé sur les tubes correspond aux pics formés pour identifier I’existence des lectines
dans les fractions obtenues.
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Tableau 13: résultats du test d’hémagglutination réalisé avec les fractions des pics
obtenues apres chromatographie

fractions 18 41 67 72

Absorbance 0,194 0,140 0,163 0,158

Test
d’hémagglutinatio
n

*
o

D’aprés le tableau, I’activité hémagglutinante a €té présentée dans le 19éme tube par
contre dans 41 éme, 67 eme et le 72 éme 1’activité a été absente.




DISCUSSION




Discussion
T S, W, R T . . T T e

Le travail que nous avons réalise, rentre dans le cadre de chercher la présence des lectines
et leur extraction et aussi 1’étude biologique de phytoagglutinines qui sont les lectines. Dans
un premier temps, nous avons testé I’existence de lectine au niveau des graines de notre plante
médicinale.

Nous avons utilisé les hématies de lapin incubé avec 1’extrait brut que nous avons
récupéré a partir des graines de notre plante a I’aide d’une solution tampon selon le schéma
que nous avons décrit (Figurel6). Une foie cette présence des lectines a été établie, nous
avons les testées biologiquement, ensuite on a procédé a la chromatographie sur colonne.

Les lectines ont été découvertes par leur capacité a agglutiner les érythrocytes, et reste
toujours la méthode la plus simple et la plus pratique pour détecter la présence des lectines
(Laija et al., 2010).

Nous avons testé 1’activité hémagglutinante de 1’extrait de notre plante médicinale.
L’extrait d 'Arachis hypogaea montre une trés forte agglutination vis-a-vis des hématies de
lapin, cette agglutination a été observée a la fois a I’ceil nu et au microscope ce qui prouve que
["Arachis hypogaea contient des lectines, L’interaction entre les lectines et les globules
rouges, se manifeste généralement lors du dépdt des lectines au niveau du puits contenant les
hématies, ces derniéres vont sédimenter au fond du puits des lors dép6t ; alors que les lectines
vont interagir avec elles, et former un amas homogeéne sous forme d’une phase gélatineuse ;
c’est le phénomene d’hémagglutination.

La lectine au niveau de la plante s'attache au récepteur sur la surface des hématies, et
parce qu'il est polyvalent, forme un réseau de globules rouges qui se déposent en couche fine,
rosée, ce résultat est observé au microscope: on parle d'hémagglutination positive. En absence
de lectine, les cellules roulent au fond du puits ou elles s’accumulent en un bouton rouge
dense: 'hémagglutination est négative. Le potentiel d’hémagglutination des lectines a été
étudié en utilisant des érythrocytes natifs de lapin ce qui a montré une bonne
hémagglutination. C’est résultats ont été similaires a ceux des lectines extraites a partir des
racines des plantes (Necib et al., 2014) ainsi qu’a ceux de Moringa G et Moringa M et qui
ont montré également de trés fortes agglutinations lors de I'addition de la suspension
d'érythrocytes de lapin (Necib et al, 2014).

Dans le but d’évaluer I’activité hémagglutinante de I’extrait d ’Arachis hypogaea nous
avons réalisé le test de limite d’hémagglutination. L’extrait d ’Arachis hypogaea a montré une
trés forte agglutination vis-a-vis des globules rouges lors de sa dilution au niveau des 1 er
jusqu’a 6 éme puits alors qu’elle diminue au niveau des 2 puits qui suivent (7 eme jusqu’a
8eme puits) et disparait complétement au niveau des puits suivants (9 eme jusqu’au 12 éme );
C’est résultats ont été similaires a ceux de Terfezia bouderei qui a montré une forte
agglutination allant jusqu’au 7éme puits (128 UH.ml-1) (Zitouni et al, 2014). Alors que
I’absence d’agglutination au niveau des autres puits est due a la dilution effectuee, donc les
fractions contenues sont des diluates de 1’extrait brit.
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Dans le but d’étudier la spécificité de notre extrait a des hématies humaines et de trouver
un extrait specifique a un seul groupe et par conséquent, leur utilisation comme nouveau
réactif, nous avons réalisé le test d’agglutination sur les hématies humaines (ABO).

L’extrait d’espéce Arachis hypogaea agglutine assez fortement tous les types de groupe
sanguins humain, cette poly agglutinabilité est due au faite que la lectine reconnait le méme
sucre sur la membrane globulaire des différent groupe sanguin, nous pouvons alors classer
notre lectine dans la catégorie des lectines « non spécifiques », cela indique que nous ne
pouvons pas utiliser la lectine d’Arachis hypogaea comme réactif de groupage. Ces résultats
ont été similaires a ceux des lectines purifiées a partir de Calycotome spinosa et Urtica didica
L qui ont été présentées une activité avec les groupes sanguins du systeme ABO (Necib et
al ., 2015).

L’effet inhibition sur ’activité hémagglutinante des lectines par les glucides est due de
leurs compétitions avec les érythrocytes sur les sites de liaisons de la molécule du lectine. Ce
qui interfére 1’attachement de ces derniéres sur la structure glucidique présente a la surface
des hématies (Daoudi et al., 2014).

Pour déterminer la spécificité de nos extraits vers une structure glucidique particuliere, on
a réalisé un test d’inhibition de I’hémagglutination par des saccharides. Sur 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 son purifications.

D’apres les résultats obtenus le glucose, cellobiose et galactose ont un effet inhibitrices
sur I’activité hémagglutinante ceci dit que ces derniers se sont attaches aux lectines et ont
occupés le/les sites actifs (domaines de reconnaissance) censes étre occupés par les sucres
présents sur la surface cellulaire des érythrocytes, sur ce nos lectines présentent une affinité
pour ces sucres. Notre extrait a la méme propriété de Bryopsis plumosapre qui reconnaisse
spéecifiquement le glucose et le galactose (Necib et al., 2015).

Quant aux autres sucres le lactose, glucosamine hcl, mannose, maltose et arabinose n’ont
pas influencé 1’agglutination des érythrocytes de lapin en présence des lectines, ceci veut dire
que ces dernieres n’ont aucune affinité pour ces saccharides.

Le test de limite d’inhibition d’hémagglutination permet d’évaluée la concentration
minimale de glucide induit I’inhibition de I’activité hémagglutinante (MIC), des deux
especes ayant présentes une spécificité pour les monosaccharides, pour cette raison des
doubles dilutions d’un ligand en présence d’une concentration constante d’extraits de plante et
des globules rouges ont été effectuées.

Dans le cas du glucose, on remargue une agglutination qui a lieu au niveau du septiéme
puits, donc la concentration minimale capable d’inhiber I’activité est (dilution 1/64) [glucose]
= 6,25 g/ml, ceci confirme nos résultats précédents qui montrent que le glucose présente une
bonne affinité vis-a-vis des sucres présents dans les érythrocytes, par rapport aux lectines
contenues dans notre extrait. Ceci indique que nos lectines ont une forte affinité avec le
glucose.
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Le cellobiose quant a lui présente une moindre affinité vis-a-vis des lectines par rapport a
le glucose, I’agglutination apparait au niveau du cinquieme puits, donc la MIC (dilution 1/16)
avec une concentration égale a : 25 g/ml.

Concernant le galactose, 1’agglutination a lieu dans le quatriéme puits donc la
concentration minimale capable d’inhiber 1’activité est plus faible que le glucose et cellobiose
(dilution 1/8)

[Galactose] = 50 g/ml, ceci indique que nos lectines ont une moindre affinité avec le
galactose.

La plupart des molécules protéiques ne conservent leur activité biologique ou leur
capacité fonctionnelle qu’a I’intérieur d’un intervalle étroite de pH et de température, La
température élevée rompre les interactions faibles qui stabilisent la forme repliée ou native
d’une protéine et déstabilisent les liaisons ioniques et hydrogenes. L’état dénaturé est
généralement défini soit par la perte de I’activité biologique ou biochimique de la protéine.
Cette dénaturation entraine la perte totale ou partielle de 1’activité biologique. Dans le cas
d’une lectine, la dénaturation détruit ces capacités d’agglutination.

Nos résultats ont montrées que 1’extrait d ’Arachis hypogaea a une activité d’agglutination
forte dans les douze puits de I’intervalle allant de [3 & 10], ce qui montrent que les degrés
variables de 3 a 10 de ph n’afféctent pas sur ’activité d’agglutination des lectines d’Arachis
hypogaea, par contre dans le ph [11] I’agglutination de notre lectine persiste comme méme
jusqu’au huitiéme puits qui disparait au niveau de neuviéme puits, ce qui montre que le ph
basique (11) influence sur I’activité hémagglutinant. Ainsi que 1’extrait a été
remarquablement hymolysés dans le ph [1, 2, 12] a cause des interactions entre les
groupements acides et basiques ce qui conduit a la rupture de membrane des érythrocyte et la
sortie d’hémoglobine.cela signifie que le ph favorable pourl’activité des d’Arachis
hypogaea est un ph moyen.Ces résultats ont été comparés a ceux de (Chaudhary et Sood,
2008) qui ont montré que la lectine de Ricinus communis est stable au pH [3-7]. Les résultats
obtenus sont presque similaires & ceux obtenus avec les lectines du champignon« Ganoderma
capense », ’activité hémagglutinante de ces lectines est stable dans I’intervalle de pH compris
entre 4 et 11(Patrick H.K Ngai, 2004).

Lors de I’exposition de notre extrait d 'Arachis hypogaea a différentes températures de
40°C jusqu’ a 120 °C pendant 1h, I’Arachis hypogaea garde toujours son activité
d’agglutination, alors ce traitement thermique n’a pas été suffisant pour inactiver totalement
I’activité hémagglutinante. D’autres especes ont dénaturées dans des températures plus
faibles, comme les lectines de Phaseolus vulgaris et Bryopsis plumose qui restent natives a
60°C et 50°C, avec une perte totale d’activité a 80 °C et 60°C respectivement (Andrew et al.,
2014 ; Han et al., 2010).Donc ce résultat indique que nos hemagglutinines sont tres résistants
a haute température, comme est le cas des lectines extraites a partir de 1’algue rouge
Pterocladiella capillacea qui pousse jusqu’a 100°C (Necib et al., 2015).
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Dans le but d’améliorer I’activité hémagglutinante des extraits, nous avons procédé a leur
purification par la chromatographie sur colonne. En effet, les extraits obtenus a la
chromatographie sur colonne ont une activité supérieure a celle des extraits initiaux. Ce
résultat pourrait insinuer que 1’extrait issu de la chromatographie sur colonne contient moins
d’impureté sans €tre un extrait pur de lectine.

Les résultats de separation sur colonne avec le gel Séphadex G50 montrent un bon
fractionnement d’échantillon qui a donnée 4 pics : la premiere correspond au dix-huitieme
tube (absorbance : 0,194), un deuxieme pic dans le tube quarante et un (absorbance : 0,140),
un troisieme pic dans le tube 67 (0,163) et un dernier pic dans le tube 72 (0,158). En se
référant sur notre chromatogramme un test d’hémagglutination qui a réalisé avec les fractions
des pics obtenue, d’apres ces résultats de tableau on remarque une activité hémagglutinante
apparait seulement dans le tube dix-huit, on en déduit que ce dernier contient les lectines
d’Arachis hypogaea, et les autres trois fractions obtenues sont veritablement des protéines
absorbent la lumiére a une longueur d’onde de (280 nm).
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Conclusion

Nous avons extrait des substances a partir des graines d’une plante médicinale, il s’agit
d’Arachis hypogaea, ces molécules ont une activité agglutinante sur les hématies, et donc ce
que signifier la présence des lectines.

Nos investigations ont présentés que 1’extrait d ’Arachis hypogaea a montré leur pouvoir a
agglutiner toutes les hématies des groupes sanguins du systeme ABO. Alors, les lectines
d’Arachishypogaea ne montrent aucune spécificité pour les hématies des groupes sanguins du
systeme ABO.

Les lectines d’Arachis hypogaea sont inhibés par le glucose, cellobiose et galactose,
I’affinité de ces lectines pour ces monosaccharides peut étre utilisée pour son purification.

D’autre part, I’extrait d ’Arachis hypogaea est thermorésistant, stable dans des pH neutre,
alcalin et acide.

Perspectives

Ce travail peut étre la premiére étape d’une naissance des nouveaux lectines. Les résultats
obtenus a partir de notre travail, encourageant la poursuivre des évaluations biologiques et les
études par :

v Des tests de I’activité antivirale, ’activité anticancéreuse et 1’activité
immunomodulatrices.

v" La purification des lectines par chromatographie d’affinité et HPLC.

v La détermination des poids moléculaire des lectines par électrophorése et leur séquencage.
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Annexe 01: Préparation du Tampon

Préparation de la solution tampon phosphate di-sodique PBS (0,1M ; pH 7, 4) Pour 1 litre
d’eau distillée.

Le produit chimique La concentration | La masse Quantite
molaire (mM) molaire (g/mol)

L’eau distillée - - 1Litre

Disodium phosphate dihydrate 8 177,99 1,423 g

(Na2HPO4.2H20)

Monopotassium phosphate 1,5 136,09 0,204 g

(KH2PO4)

Chlorure de sodium (NaCl) 137 58,44 8,006 g

Chlorure de potassium (KCI) 2,7 74,55 0,201 ¢

o,

% La quantité (g) = la concentration molaire (mol/l) x la masse molaire (g/mol) x le volume

(L).
Annexe 02: Préparation du Na CI (0,9%o)

Na CI Eau distillée

9g 1Litre

Annexe 03: Préparation des monosaccharides

Le sucre Concentration | Masse molaire | Volume (L) Quantite (g)
(mM) (g/mol)

Glucose 400 198,17 1 0,07926
Galactose 400 180,15 1 0,07206
Mannose 400 180,15 1 0,07206

Arabinose 400 150,13 1 0,06005
Glucosamine | 400 215,64 1 0,08625
Hcl
Cellobiose 400 342,32 1 0,13692
Maltose 400 360,32 1 0,14412
Lactose 400 360,32 1 0,14412




Annexe

REMARQUE :

Glucose monohydraté = Glucose + H2O —— 180,156 + 18,015 = 198,17 g/mol.

Maltose monohydtraté = Maltose + H20 —— 342 ,32 + 18 = 360,32 g/mol.

Lactose monohydraté

Lactose + H20 ——> 342 ,32 + 18 = 360,32 g/mol.

Annexe 04: Préparation d’extrait dilué par le tampon pour le test d’inhibition

Extrait (ul)

Tampon PBS (ul)

Volume totale (pl)

100

1500

1600
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THEME : Extraction des lectines a partir de la plante médicinale (Arachis hypogaea) avec des
tests biologiques
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Résumé

Les lectines constituent un groupe de protéines ou glycoprotéines ubiquitaires et polyvalentes
d’origines non immunitaires, qui se lient de maniére non covalente spécifique et réversible aux
fractions glucidiques des hydrates de carbone complexe sans réagir catalytiquement avec eux, Lorsque
ces glucides sont des composants des parois cellulaires, les lectines provoquent I'agglutination des
cellules qui les contiennent.

Le but de ce travail est de chercher la présence des lectines contenues dans I’extrait brut de la plante
médicinale « Arachis hypogaea » par le test d’hémagglutination, et étudier les différentes specificités
de ces lectines pour rendre compte de leur PHi, leurs thermo-stabilité et leurs interactions et affinités
avec les sucres.

L'isolement des lectines commence généralement par une extraction qui aété faite par broyage et
macération dans une solution tampon suivi par une chromatographie sur colonne.

L’activité hémagglutinante d’Arachis hypogaea a été représentéel:8(256). Pour le test d’ABO, les
lectines de notre extrait agglutinent tous les types des groupes sanguins (été donné une forte sélectivité
avec tous les hématies A, B, AB, O). Un test d’inhibition a été réalisé par la suite avec différents
monosaccharides et qui a démontré que nos lectines présentent et prouvent une grande affinité
seulement pour le glucose, cellobiose et galactose par rapport aux autres composés avec une
concentration minimale d’inhibition de 1’ordre respectivement 6.25, 25 et 50 g/ml. Ainsi que I’activité
hémagglutinante de lectines d’extrait d’Arachis hypogaea été remarquablement stable dans la gamme
du pH de 3-10. Pour Le traitement thermique I’extrait a réduit significativement leur activité
hémagglutinante, jusqu’ a 120 °C, mais elle n’a étépas suffisant pour inactiver totalement 1’activité
hémagglutinante (thermorésistant). L’application de la chromatographie sur colonne de Séphadex G
50 sur notre extrait été donné quatre pics mais un pic seulement correspond aux lectines.
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