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Résumé

Les lectines sont des protéines ubiquitaires, polyvalentes et d’origine non
immunitaire, qui se lient de maniére réversible et spécifiqguement aux hydrates
de carbone. Elles sont souvent multivalentes et possédent la capacité bien connue
d’agglutiner les érythrocytes.

Dans ce travail on a choisis les lentilles rouges pour faire 1’extraction des
lectines qui est faites par broyage et macération par un tampon PBS (0,01M, pH
7,34) pendant 24H. La détection et la quantification des lectines d’extrait est
réalisé par agglutination sur du sang de lapin (3%) et en doubles dilution dans
des microplaques.

L’activité agglutinante de 1’extrait de lentille rouge est 1/9 (512) et commence
a disparait au niveau de point de dilution 1/1024.

Les lectines de 1’extrait de lentilles rouge n’ont pas de la spécificité vis-a-vis
tous les groupes sanguins de systeme ABO (ont donné une forte sélectivité pour
les hématies du groupe O).

Le test d’inhibition pour différents glucides a donné une inhibition par le
maltose et une agglutination normal avec les autres saccharides.

Le traitement thermique de I’extrait de lentille rouge a stimulé I’activité
agglutinante de I’extrait a (T=40°C), puis elle a réduit significativement, Mais la
T=120°C a eté suffisante pour inactiver totalement I’activité hemagglutinante de
I’extrait.

La lectine de lentille rouge n’a aucune activité lectinique dans les milieux trés
acide et alcalin. Mais elle est maximale dans I’intervalle de pH compris entre 3
et 4.

L application de la chromatographie sur colonne de Séphadex G 50 sur I’extrait
de lentilles rouges a donné un seul pic d’activité qui il correspond aux protéines
de haut poids moléculaire.

Mots Clés : Lectines ; Extraction ; Saccharide ; Inhibition ; Systéme ABO ;
Affinité ; Agglutination.
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Abstract

Lectins are ubiquitous, polyvalent, non-immune proteins that bind reversibly
and specifically to carbohydrates. They are often multivalent and have the

well-known ability to clump erythrocytes.

In this work we chose the red lentils to extract the lectins which is done by
grinding and maceration with a PBS tampon (0.01M, pH 7.34) for 24 hours.
Detection and quantification of extract lectins is carried out by agglutination

on rabbit blood (3%) and in double dilution in microplates

The agglutinating activity of red lentil extract is 1/9 (512) and begins to
disappear at the 1/1024 dilution point level.

Lectins from red lentil extract lacked specificity for all ABO system blood

groups (gave strong selectivity for group O red blood cells).

The inhibition test for different carbohydrates gave inhibition by maltose and

normal agglutination with other saccharides

The heat treatment of the red lens extract stimulated the agglutinating activity
of the extract to (T = 40 ° C), then it significantly reduced, but the T = 120 °
C was sufficient to completely inactivate the hemagglutinating activity of the

extract.

red lentil lectin has no lectinic activity in highly acidic and alkaline media.
But it is highest in the pH range of 3-4.

The application of column chromatography of Sephadex G 50 on the extract
of red lentils gave a single activity peak which corresponds to the high

molecular weight proteins.

Keywords: Lectins; Extraction; Saccharide; Inhibition; ABO system;
Affinity; Agglutination.
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Introduction



Les lectines constituent un groupe de protéines ou de glycoprotéines d'origine non-
immunitaire, qui se lient de facon réversible aux hydrates de carbone et le plus souvent
agglutinent les cellules ou précipitent les polysaccharides et des glycoconjugués. (Goldstein

et al ,1980).

Les lectines ont été redéfinies par Peumans & Van Damme en 1995 tant que protéines
possédant au moins un domaine non catalytique, qui se lie de fagon réversible a un mono ou

oligosaccharide spécifique. Toutefois, selon Cummings (1997), des protéines a activité

enzymatique liés a des hydrates de carbone ne peuvent étre considérés comme des lectines.

En conséquence de leurs propriétés chimiques, ils sont devenus un outil dans

plusieursdomaines de la recherche biologique (immunologie, biologie cellulaire, structure

de la membrane, recherche sur le cancer et le génie génétique).

Les lectines sont présentent dans un large éventail d'organismes de la bactérie aux animaux,
¢tant présentes dans toutes les classes et les familles, mais pas dans tous les genres et espéces

(Lis et Sharon, 1994).

Le contenu de lectine varie selon 1’organisme d’origine, la recherche d’une lectine avec un
bon rendement protéeique facilite la production des masses des lectines (Lam, S.K.et Ng
T.B.,2011).

La présente étude a été réalisée afin d’étudier la présence des lectines dans les lentilles rouges.

Toutes les extractions des lectines sont réalisees en milieu aqueu (Tampon PBS) apres une

macération de 24heures.

Notre travail se répartie en :

= Une étude bibliographique sur les lectines.

= Le matériel et méthodes utilisés lors du travail expérimental.
= Les résultats et les discussions.

Dans cette étude nous avons fixés les objectifs suivants :

1



Etude de la présence des lectines par le test d’hémagglutination avec le sang de lapin.

Etude de I'effet de température et le pH sur l'activité de ces lectines.
Etude de I’affinité de ces lectines vers les glucides et les glycoprotéines par le test d’inhibition
d’une part et vers les globules rouges de 1’etre humain par le test ABO d’autre part.

Purification par chromatographie sur colonne.



CHAPITRE I

GENERALITE SUR LES LECTINES



1. Historique

A T’origine, le terme lectine dérivé du mot latin 1égére (qui veut dire « sélectionner »), faisait
référence a la propriété de certaines protéines d’agglutiner sélectivement les hématies humaines
(Boyd et Shapleigh 1954).

L’étude des lectines a été introduite par P.H. Stillmark en 1888. Celui-ci a dans un premier
temps mis en évidence I’existence de molécules ayant la capacité d’agglutiner les érythrocytes.
Ces molécules ont ainsi été nommées hémagglutinines ou phyto-agglutinines (Sharon N, Lis
H., 2004). La premiére de ces molécules a été extraite du ricin (Ricinus communis) et a été
appelée Ricine.

La méme activité a ensuite été découverte dans les extraits du pois rouge (Abrus precatorius)
par P. Ehrlich : cette molécule a été nommée Abrine. Par la suite, il a été constaté qu’en plus
de leur capacité hémagglutinante, ces deux molécules avaient une activité toxique. La
découverte de ces molécules végétales a permis de faire les premiéres observations concernant
la spécificité du systeme immunitaire. En effet, apres immunisation de souris par des injections
sous-cutanées répétées a des doses non létales de Ricine ou d’Abrine, P. Ehrlich a constaté que
le sérum issu de I’immunisation par la ricine protégeait les animaux contre les effets toxiques
d’injections de ricine mais pas d’abrine et vice-versa.

En 1919, J.B. Summer a purifié la concanavaline A ou ConA (Conavalia ensiformis) et a
mis en évidence, en 1936 avec S.F. Howell, que cette phytoagglutinine pouvait également
agglutiner d’autres types cellulaires que les érythrocytes (comme par exemple les levures) et
précipiter le glycogene en solution. Par la suite, il a été observé que I’hémagglutination induite
par la ConA peut étre inhibée par une solution de sucrose. Ces études ont permis d’introduire
la notion de spécificité de reconnaissance des sucres par les phytoagglutinines. En paralléle,
apres les avancées de K. Landsteiner concernant les différences d’activité des
phytoagglutinines selon les types cellulaires (Lefrere JJ et Berche P ,2010).

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).

En 1957, O. Makela a réalisé une étude sur des extraits de graines de 743 espéces de
legumineuses différentes (O M ,1957). Il a mis en évidence qu’un peu plus d’un tiers de ces
extraits possédent une activité hémagglutinante et qu’environ un dixieme d’entre eux révelent

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

3



Ces découvertes ont joue un role essentiel dans les études structurales des determinants
antigeniques de groupes sanguins. Au cours des vingt derniéres années, plusieurs centaines de
lectines principalement extraites de plantes ont été purifiées et caractérisées, elles sont utilisées
en tant que réactifs pour la purification et la caractérisation de glycoconjugués ou en tant que
mitogenes de classes spécifiques de lymphocytes. Actuellement, certaines lectines sont
utilisées dans des banques de sang pour le typage du sang, principalement en raison de
I’indisponibilité d’anticorps anti -O (H) naturels et en raison du fait que certaines d’entre elles

distinguent les sous-groupes Al et A2 (Liener, 1976).

Le nombre des lectines isolées a augmenté avec I’introduction des purifications sur
chromatographie d’affinité. Ainsi, environ 300 lectines de plantes ont été isolées et
caractérisées (Van Damme et all, 1998). L’intérét de purifier un tres grand nombre de lectines
est d0 a leur utilisation comme outil de détection, d’isolement et de caractérisation des
glycoconjugués présents dans les cellules vivantes (Peumans et Van Damme, 1998). Le

Tableau 01 présente historique de la découverte des lectines.



Tableau 01 : Historique de la découverte des lectines (renato et col, 1991)

Année

Auteur

Découvertes

1884

1886

1888

1890

1891

1897

1902

1902

1907

1909

Warden & Waddel

Bruyllant &Venneman

DixAlerte de sécuritéson

Stillmark

Erlich

Hellin

Elfstrand

Landsteiner

Kauss

Landsteiner
&
Raubitschek

Landsteiner

Toxicité de la graine d’ Abrus precatorius

Toxicité de la graine de Ricinus communis
Activité hémagglutinante de la graine de Ricinus

communis Toxicité de la graine de Croton triglium

Utilisation de 1’abrine et la ricine dans les

recherches immunologiques

Activité hémagglutinante de la graine de Abrus

Precatorius

Introduction du terme d’’hémagglutinine

La réversibilité de I'némagglutination par laChaleur

L'inhibition de [l'activité hémagglutinante par le

sérum non immunitaire

Activité Hémagglutinante dans les plantes non

Toxiques

L'inhibition de l'activite hémagglutinante par un

traitement thermique de sérum




1919

1926-7

1947-9

1949

1949

1952

1954

1960

1965

1966

1981

1990

Sumner

MarcussonBegun/Siever

Boyd &
/Renkonen
Liener

Jaffe

Watkins &Morgan

Boyd & Sharpleigh

Nowell

Agrawal &Golstein

Boyd

Reinsner et al.

Yamauchi &

Minamikawa

Reguera

Isolement et cristallisation de la Concanavalina A
(Con A)

Application des léctines sur les groupes sanguins

Spécificité groupe de sang des plantes a

Hémagglutinines

Inactivation Thermique des hemagglutinines de

Phaseolus vulgaris

Inactivation Thermique des hémagglutinines de

Phaseolusvulgaris

L'inhibition de lectines par les sucres simples
Démonstration avec l'aide de lectines que les sucres

sont des déterminants de groupe sanguin

Introduction du terme de lectine

La stimulation mitogenique des lymphocytes par la

lectine de Phaseolus vulgaris

Chromatographie d'affinité pour la purificationdes

lectines

Lectines dans les algues

L'utilisation de lectines dans les greffes de moelle

Osseuse
Expression de Con A dans les cellules

d’Escherichia coli



2. Définition des lectines

Les lectines sont des protéines hydrosolubles retrouvées surtout dans les graines des

légumineuses (Etzer, 1994), elles sont ubiquitaires d’origine non immunitaire capables de

reconnaitre des glucides complexes de maniére spécifique et réversible.

L'expression «d'origine non immunitaire » peut étre discutée, puisque certaines lectines sont
impliquées dans la défense immunitaire innée. Cette expression sert principalement a souligner
la différence entre les lectines et les anticorps du systéme immunitaire acquis. Les lectines sont
aussi identifiées chez les bactéries et les étres vivants primitifs qui ne possedent pas de systeme

immunitaire (Karoline Saboia Aragéo,2008).

Les lectines ne montrent aucune activité enzymatique vis-a-vis de leur ligand (Lis and
Sharon, 1998), elles sont relativement petites, leurs masses moléculaires étant comprises entre
50 et 120 KD. Et habituellement formées de deux (dimeres) ou quatre (tétrameres) sous- unitéss

identiques (Ghopkins et Evrard, 2003). On les trouve dans la plupart des tissus, et en

particulier dans les graines ou elles peuvent représenter une grande proportion des protéines

totales (5% du poids sec des haricots et 6,5% de celui des graines de soja).

Le fait que celles-ci soient retrouvées dans I’alimentation commune (tomates, lentilles,
haricots, ...) indique qu’a des doses raisonnables la majorité des lectines ne sont pas toxiques
pour I’organisme (Ryder SD et al,1998). Ceci leur donne la capacité de pénétrer dans la
circulation sanguine en conservant leur activité biologique (Woodley JF ,20001& Wang Q et

al, 1998).

Les lectines sont aussi appelées agglutinines car elles sont capables d'agglutiner les

cellules (comme les érythrocytes) et les glycoconjugues Cette caractéristique trés importante
des lectines est due au fait que ces proteines sont généeralement multivalentes , car elles

possedent au moins deux sites de reconnaissances par molécule, ce qui permet d'expliquer
pourquoi elles vont précipiter des polysaccharides, des glycoprotéines ou des glycolipides et

induire I'agglutination de cellules diverses( Liener et al., 1986).
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Des études ont montré que la concentration en lectine peut augmenter en réponse a une
infection par des pathogenes (Babosha AV ,2008) et que certaines d’entre elles sont
détectables dans le noyau et le cytoplasme uniguement en réponse a un stress (Van Damme
EJ et al ,2004), ce qui peux provoquer 1’hypertrophie de I’intestin gré le et du pancréas et
I’atrophie de la rate et de thymus. Ces effets néfastes des lectines sont inactivés
(principalement) par leur traitement thermique dont 1’efficacité est fonction de la température
et de la durée de traitement (Meite et al., 2006), parce qu’elles sont des substances
thermolabiles, responsables de la toxicité de certaines plantes : ricin, jéquirity, haricot ...

(Bruneton, 1993) Bien qu’il existe des lectines thermorésistants (Guillaume, 1993).

Bacterium

Figure 01 : Représentation schématique d’exemples d’interaction lectines-

glucides (Sharonet Lis, 1993)

- Quelques lectines importantes sont énumérées dans le tableau 02:



Tableau 02 : Les lectines et leurs applications (Bothan et Weil, 2011)

Lectines Exemples Commentaire
Lectine de légumes & ConcanavalineA, lectine de pois
Agglutinine degerme W Fréquemment utilisée dans I’étude dessurfaces
de blé ST @ ou membranaires de cellules normales ou
cancéreuses

Glycoprotéines cytotoxiques provenant des

graines de racine

Racine

Toxines bactériennes Entérotoxine thermolabile d’E. coli et toxine

ducholéra

Hémagglutinine de Responsable de I’attachement a la cellule

vir la gri i i
us de la grippe hote et de la fusion membranaire

Lectine de type S Lectines animales se lient le B-galactose, elles
ont des ro les dans les interactions cellule-cellule

et cellule-matrice extracellulaire.
\

3. La structure des lectines

Il existe une grande variété de lectines avec une trés grande diversité structurale. La
premiere structure cristalline d’une lectine a étre déterminée par diffraction des rayons X fut
sur la concanavaline A (Edelman 1972 ; Hardman 1972). Les lectines se subdivisent en 3

classes. Selon la base de leurs structures :



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), Ces
lectines sont formées de plusieurs monomeres (pas forcement identiques), dont la masse

moléculaire généralement ne dépasse pas 40KDa. (Lenka,2006) (Figure 02).

Figure 02 : Représentation graphique d’un monomére de concanavaline A de

canavalia ensiformis en complexe avec le trimannosoide (Lenka, 2006)

= La protéine est représenté par :
- Un ruban rouge pour les hélices a.

- Un ruban bleu pour les brins B et un fil pour les autres zones.

= Lesucre est représenté sous forme de baton et les cations en boule (Lenka, 2006).

3.2. Les lectines en mosaiques

Il s’agit de molécules complexe composée de plusieurs types de domaines ou modules, dont
un seul possede le site de liaison (Lenka et al, 2006). (Figure 03), cette classe regroupe diverses

lectines de différentes sources (animale, virus).
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Figure 03 : Représentation graphique d’un trimére d’hémagglutinine de virus

influenza en Complexe avec de I’acide sialique (Lenka et al, 2006)

3.3. Les assemblages macromoléculaires

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

la capacité d’adhésion du fimbriae (Lenka, 2006) (Figure 04).

Figure 04 : Schéma Représentative de différents fimbriae de la bactérie

d’Escherichia Coli (Lenka, 2006)
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4. La structure 3D des lectines et classification des lectines

4.1. Structure 3D des lectines

La banque de données concernant les lectines comprend ainsi plusieurs familles structurales
différentes, on connait aujourd’hui la structure tridimensionnelle d’environ 770 lectines. ( Zul
FuJimoTo, 2014).

La structure tridimensionnelle des lectines est constituee de feuilles B reliés par un nceud et
formant des chaines antiparalléles avec des hélices a, la stabilité des dimeres est assurée par
des interactions hydrophobiques et hydrogenes (Sharon & Lis, 1990).

Les progrés récents de la biologie structurale ont elucidé les structures tridimensionnelles et
les mécanismes de liaison aux glucides de la plupart des familles de lectines Qui sont classées
en 48 familles dans une banque de lectines en fonction de leurs structures tridimensionnelles
dont 6 d’origine végétale, 10 d’origine bactérienne, 18 d’origine animale, 5 familles d’origine

virale, 8 d’origine fongique et 1 famille d’algue.

4.2. La classification des lectines

La banque de données concernant les lectines comprend ainsi plusieurs familles structurales
différentes, car le nombre de structures cristallographiques de lectines est toujours en

croissance.
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Tableau 03 : Récapitulatif des structures tridimensionnelles des lectines

(Caroline S.A, 2008)

Plantes ConA
Ricine
Bactéries PA-IL de Pseudomonas

Toxine de cholera

Animaux E-selectin

Helix pomatia agglutinin

Virus Hemagglutinin de virus

Capside de rotavirus

Champignon L ectine de mousseron

Algue Griffithsin

Total

13

106

37

80

43

17

285

201

79

152

25

23

487

307

116

232

68

40

772



5. Les sites de reconnaissance des lectines

Toutes les informations disponibles sur les modes de reconnaissance ont été établies sur la

base de I’analyse cristallographique des complexes lectine-sucre.

Dans les lectines spécifiques pour les monosaccharides : les sites de liaison sont
généralement des dépressions peu profondes sur la surface de la protéine.

Par contre ;

Dans les lectines spécifiques pour les oligosaccharides les sites de liaison sont plus

profonds et montrent une excellente complémentarité pour le ligand qui ressemble a

I’interaction enzyme-substrat (Gianluca, 2006).

Les liaisons hydrogenes entre la lectine et le ligand sont des interactions fortes et trés

directionnelles, ce qui permet d’atteindre une bonne affinité et spécificité (Gianluca,

2006 ; Dam et Brewer, 2002).

Dans les lectine de type C un atome de calcium est coordonné par les chaines latérales

des acides aminés dans les sites de liaison est par deux des hydroxyles 2-OH, 3-OH et

4-OH du sucre, qui est généralement un fucose, un mannose, ou moins fréqguemment
un galactose (Drickamer 1996). La lectine PA-IL de Pseudomonas aeruginosa adopte
un repliement protéique différent des lectines de type C mais elle reconnait le galactose
par une interaction trés similaire. Une nouvelle classe de protéines présentant une
grande affinité pour le fucose/mannose a été trouvée chez certaines bactéries
opportunistes comme Pseudomonas aeruginosa, Chromobacterium violaceum et
Ralstonia solanacearum. Ces lectines montrent la présence exceptionnelle de deux

atomes de calcium dans le site de liaison.
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Figure 05 : Structure du complexe PA-IIL-fucose avec représentation
enbatonnet des ions fucose et calcium comme modeles de remplissage
Lamblin et al, (2001)

e A gauche : Monomeére avec numérotation des brins R en accord avec le motif grec-
clé(1ab)

e Adroite : Le tétramére constituant l'unité asymétrique.

Figure 06 : Interactions de PA-IIL avec les ions calcium et le fucose.
(N.Garber et al, (1987)
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(a) : Représentation en batonnet des acides amines impliqués dans la liaison.
1) Les liaisons de coordination Ca2 + sont représentées par des lignes orange pleines.

2) Lsons hydrogene sous forme de lignes vertes en pointillés.

e Code couleur :

-Rouge : oxygeéne
4 - : azote

-Noir : Carbone

-Rose : Ca2 +.
(b) : Représentation de surface électrostatique du site de liaison PA-IIL avec Ca2 + comme de

« grandes spheres roses » et du fucose comme un modeéle de « baton ».

6. La spécificité et ’affinité des lectines

Les lectines reconnaissent de maniére spécifique des mono et oligosaccharides. Les protéines
spécifiques pour des monosaccharides sont classifiées en cing groupes, selon le sucre pour lequel
la lectine présente la plus forte affinité : le mannose (Man), le galactose (Gal)/N-
acétylgalactosamine (GalNAc), le N-acétylglucosamine (GlcNAc), le fucose (Fuc) et ’acide
sialique (NeuAc, acide N-acétylneuraminique) (Lis and Sharon 1998). Cette reconnaissance est

souvent désignée comme « la spécificité primaire » des lectines
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Tableau 04 : Lectines spécifiques pour les monosaccharides (Sharon 2003)

Monosaccharide Lectine

Man Allium sativum ; Canavalia ensiformis ; Crocus sativus ;Dioclea grandiflora; E.Coli type 1 fimbriac ;

ERGIC-53 ; Galanthus nivalis ; MBLs of animals ; Pisum sativum ; Vicia faba

Fuc Aleuria aurantia ; Anguilla anguilla; Lotus tetragonolobus ; Pseudomonas aeruginosa lectin 11; Ulex
europaeus lectin | ; Ulva lactuca ; Chromobacterim violaceum lectin
Gal/GalNAc Arachis hypogaea ; Coprinus cinereus ; Entamoeba histolytica ; Erythina corallodendron ; Dolichos

biflorus ; Glycine max ; Griffonia simplicifoglia lectin | ; helix pomatia ; Hygrophorus hypothejus ; Phaseolus
limensis ; Moluccella laevis; Polyandrocarpa misakiensis ; Ptilota filicina; Ricinus communis ;

Pseudomonas aeruginosa lectin |

GleNAc Conglutinin ; Griffonia simplicifoglia lectin 11 ; Tachylectin-2 ; Triticum aestivum ; Ulex europaeus lectin 11 ;
Psathyrella veluting
NeuNAc Achatina fulica ; Cancer antennarius ; Hericium arinaceum ; Homarus americanus lectin | ; Limax flavus ;

Secylla serrata ; Triticum aestivum ; Psathyrella velutina

Les similarités structurales entre monosaccharides sont déterminantes pour la spécificité
deslectines. Par exemple, la plupart des lectines qui reconnaissent le Gal se lient aussi au
GalNAc.Certaines lectines peuvent reconnaitre le mannose et le fucose telles que DC-
SIGN de mammifere (van Liempt, et al. 2006), Ce phénomeéne est di a la présence dans
ces monosaccharides des trois fonctions hydroxyles qui ont une topologie tres similaire.
Certaineslectines présentent une spécificité anomérigque et peuvent distinguer la
configuration en C1 demonosaccharides tels que 1’amethyl-galactoside et le B-methyl-
galactoside.

La combinaison de plusieurs techniques expérimentales permet d’élucider la spécificité
deslectines (Park, et al. 2008). Par exemple, en utilisant les techniques de test ELLA
(EnzymeLinked Lectin Assay) et de test « Glycans array » (glycochips avec
différents mono etoligosaccharides) la spécificité d’une lectine peut étre déterminée.
Ces techniques sont simples, rapides et requierent de quantités réduites de matériel. Deux
exemples d’interactionsnon-spécificiques sont la lectine bactérienne de
Chromobacterium violaceum (spécificité:fucose/mannose) etla lectine de champignon
Psathyrellvelutin ( spécificité:GIcNAc/NeuNAc) (Gianluca Cioci,2006).
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Figure 07 : Similarités structurales entre monosaccharides

7. Les bio-ressources des lectines

Initialement décrites dans le régne végétal ou elles sont particulierement abondantes,
notamment chez les légumineuses et les graminées. Elles sont en effet tres répandues dans le
monde vivant puisque 1’on en rencontre mé me chez les vértébreés, les racines.Les virus et les
bactéries... Des lectines sont également décrites chez les protozoaires tels que Entamoeba
histolytica et Entamoeba dispar, on en rencontre mé me chez les animaux supérieurs,
notamment chez I’homme ou elles sont impliquées dans de nombreux processus

physiologiques (Bouchara et Trouchin, 2003).

Les lectines existent en faible quantité dans les organes jeunes. Leur présence est
généralement limitée aux premieres stades de développement de la plantule (Miege J., 2016).
Elles comportent plusieurs structures, origines et des sites de reconnaissance tres diversifiés.
Cette large répartition ne peut étre fortuite mais laisse présager qu’elles ont des roles importants

dans la physiologie des organismes.
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Tableau 05 : Origine et distribution de quelques lectines et leurs propriétés

Origine

Concanavaline A

(Con A)

de Canavalia

ensiformis
Phaseolus
vulgaris (PHA)
Psophocarpu

spalustris

Phaseolus
acutifolius

Escargot Helix
pomatia
«Agglutinin »
(HPA)
Cinachyrell
aapion
Amibe
Dictyosteliu

mdiscoideum

Saccharomyce

suvarum

Distribution

Feve

d’haricot

Graines

Graines

Graines

le systéme

reproducteur

I'éponge

marine

Surface

Cellulaire

associée a la
paroi

cellulaire.

biologiques

Stucture

Végétale

Homotétramere
(ss unité 23.5KDa)

Homodimeére
(ssunité 30KDa)

Hétérodimere (ss

unités 4,5KDa et

Inhibition par les sucres

D-mannose et au

D-glucose.

Glucosamine

D-mannose,Dgalactose

2,7KDa)
Monomére
(28 ou 31KDa) N-glycane
Animale
Trimére O-GalNAc
(ss-unité 13 KDa)
Octamére del24 lactose
kDa(ssunité15,5KDa)
28.258 (Discl) Gal/GalNAc
28.575 (Discll)
Microbienne
D-Mannose-6

40 kDa
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7.1. Les lectines de plantes

Chez les plantes, les lectines ont été détectéees dans les moisissures, les lichens, les
champignons et les spermaphytes mais plus fréquemment dans les Iégumineuses et les
Euphorbiacées (Grant, 1991 ; Renkonen, 1948), Les lectines de plantes semblent é tre
impliquées dans la défense contre les pytopathogénes et les prédateurs, certaines ayant des

activités insecticides (Chrispeels et Raikhel 1991, Rudiger et Gabius ,2001).

La classification de Peumans et Van Damme (1995), trois types majeurs de lectines sont

présents chez les plantes :

a) Les mérolectines :

= Petits peptides.

= Formées d’une seule chaine polypeptidique.

= Ne possedant qu’un seul domaine de liaison aux glucides.

= Incapables de précipiter les glycoconjugués ou d’agglutiner les cellules.

b) Les hololectines :

= Possede deux domaines (ou plus) de liaisons aux glucides quasi- identiques ou du moins
trés homologues.

= Peuvent précipiter les glycoconjugués ou agglutiner les cellules.

= Représente La majorité des lectines de plantes connues.

c) Leschimérolectines :

= Possédent un ou plusieurs domaines de liaison aux glucides ainsi qu’un domaine
ayant une activité catalytique bien définie.
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Figure 08 :

issant indépendamment du site de liaison.

re de liaison aux glucides, les chimérolectines se conduisent comme :

rolectines (exemple : chitinase classe I).

ololectines (exemple : type 2-Rip Ribosom Inactivating Proteine :

des« superlectines » qui possede également au moins deux domaines de

aux glucides, mais different des hololectines par le fait que leurs

MEROLECTINE HOLOLECTINE CHIMEROLECTINE
@ = == 9@ (== =1 ¢ |
Classe 1-chitinase
- (= -le
- - (= == ®
type 2-RIP

lomaine de liaison aux glucides @ 8=  4omaine d'inactivation des ribosomes — ()
lomaine catalytique =]

D'aprés PEUMANS W.J. et V, DAMME J.M., 1995.
-Lectins as plant defense proteins. Plant Physiology, 109, pp 347-352.

Les classes de lectines selon le nombre de chaine polypeptidiques

Les mérolectines | Les hololectines | les chimérolectines | les superlectines

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

Figure 09
al. 1998)

. Classification structurale des lectines des plantes (Van Damme et
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Les lectines végétales d’une méme famille taxonomique (e.g., les lectines de
Iégumineuse, de céréales, etc.) présentent des homologies de séquence et des
similarités structurales. Certains lectines de cette catégrie ayant des activités
insecticides et impliquées dans la défense contre les phytopathogénes et les
prédateurs, (Chrispeels and Raikhel, 1991 ; Rudiger and Gabius
, 2001). (Tableau 06).

Historiquement, les lectines de Iégumineuses telle que la concanavaline A (ConA)
ont été les premieres a € tre caractérisées. La premiére structure cristallographique
d’une lectine de Iégumineuses (la ConA) a été déterminée en 1972 (Edelman et al,

1972 ; Hardman and Ainsworth, 1972) (Figure 10).

Figure 10 : Tétramére de la protéine ConM de Canavalia maritima
complexéeavec le tréhalose (code PDB 2CY6) (Delatorre, et

al., 2006)

1 Les cations sont représentés par des spheres.
I Le Calcium en jaune.
I Le Manganese en vert.

I Les ligands par des batonnets.
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Tableau 06 : Exemples d’activités biologiques décrites pour les

lectines extraites de Iégumineuses

Lectine Role Référence
Dgui (Dioclea guianensis) Activité antifongique Araujo-Filho et
al., 2010
ConBr (Canavalia brasiliensis
( ) Effet toxique sur les Santos et al,
CFL (Cratyla floribunada),
(Craty Ibunada) mollusques. 2010
Dgui, DGL (D.grandiflora),
Dvir (D.virgata)
CGL (Canavalia gladiata) Activité anti-inflammatoire Nunes et al.,
et analgésique. 2009
ConBol (Canavalia boliavana) Activité antiociceptive. Figueiredo et
al., 2009
Effet vasodilateur. .
ConBr, CGL, ConM (Canavalia Assreuy et al,
2009
maritima)
ConM Relaxation de D’aorte et Gadelha et al.,,
libération d’oxyde nitrique. 2005
. Activation des lymphocytes. Barb t al.,
ConBr, DGL, DVL (Dioclea YMPHOCY arbosa €t a
2001

violacea)
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Le lectine est présent dans :

La famille des Monocotylédones : comprend des lectines spécifiques pour

le mannose (Wright, C.S.and Hester ,1996).

La famille de Moraceae : formée par les lectines qui fixent le
galactose telle que la jacaline isolée des graines de Artocarpus
integrifolia (Sankaranarayanan, et al. 1996).

La famille Amaranthaceae : contient la lectine ACA de

Amaranthus caudatus qui a été cristallisée -3GalNAc (Transue

etal., 1997).

La spécificité osidique :

Selon La classification de Goldstein et Poretz basée sur la spécificité de reconnaissance, les

lectines végétales sont classées en 6 groupes :

Lectines spécifiques au :

o D-mannose/D-glucose.
o N-acétylglucosamine.
o Galactose.

o N-acétylgalactosamine.

o L-fucose et enfin a I’acide sialique (Wu, 1988).

Cette classification permet de définir les propriétés des lectines, mais elle ne fournit aucun

renseignement sur leur structure moléculaire
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Tableau 07 : La spécificité osidique de certaines plantes a lectines (Renato et
coll., 1991)

Espéces Spécificité
Abrus precatorius Gal
Adeniadigitata Gal
Aleuriaaurantiaca L-Fuc
Canavaliabrasilensis Man >Glc
Canavaliaensiformis Man >Glc
Dolichosbiflorus GalNAc
Phaseolusvulgaris GalNAc
Vicia sativa Man
Ulexeuropaeus I L-Fuc
Momordicacharantia GalNAc

Cytissussessilifolia

Datura stramonium

GlcNac>Fuc>Gal

GalNAc

7.2. Les lectines des microorganismes

Pour la reconnaissance des sucres présents sur la surface des cellules hotes. Les
microorganismes pathogenes, virus, bactéries, champignons ou parasites eucaryotes, utilisent

fréquemment des lectines.

Ces interactions lectines-sucres jouent également un réle dans I’adhésion sur les tissus
richement glycosylés présents dans les voies respiratoires, digestives ou dans I’appareil
urogénital (Imberty and Varrot, 2008 ; Sharon, 1996). L’exemple le plus marquant de lectine
de virus est I’hémagglutinine du virus de la grippe (Influenza virus). Cette hémagglutinine

interagit avec un récepteur de la surface des cellules hotes.
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Les bactéries qui s’attachent aux surfaces s’agglutinent dans une matrice polymeére hydrate
qu’elles produisent, et donc forment un biofilm (Imberty, 2011). Les lectines bactériennes
connues peuvent € tre classées en trois familles principales : les lectines fimbriaes (pili et
flagelles), les toxines et les lectines solubles (Imberty et al., 2005) Entamoeba histoliticaest

un parasite entérique qui peut tuer les cellules ho tes via un mécanisme dépendant du contact.

e Les andésines

Les bactéries sont armées d’organelles de surface appelés les fimbriales, qui présentent
différentes fonctions, tels que 1’adhésion sur plusieurs surfaces et en particulier sur les
cellules des organismes eucaryotes et la reconnaissance des glycannes de I’hdte. Ces

derniers sont liés a la surface des cellules bactériennes.

Il existe trois différentes types d’adhésine (Type 1, type P et le type 1V), ont une

organisation structurale semblable (Soto and Hultgren,1999).

Les fimbriales ont des structures cristallines appartiennent aux pili de type 1 et de type
P.Les lectines de cette famille a une structure allongée de type B-Sandwich et un
repliementsimilaire. Le site de liaison pour le ligand est généralement une dépression peu

profonde localisée sur un coté du domaine lectine. (Figure 11).

Figure 11 : Récepteur PAPG en complexe avec le tetrasaccharide GBO4 gauche PDB
1J8R).et une lectine fimbriale F17-AG en complexe avec le GIcNAc (droite PDB 109W)
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(a) Récepteur PAPG en complexe avec le tetrasaccharide GBO4 (PDB 1J8R).

(b) FimH complexé avec butyl-a-D-mannopyranoside (PDB 1UWF).
(c) une lectine fimbriale F17-AG en complexe avec le GIcNAc (PDB 109W).

e Les lectines solubles

Elles regroupent toutes les protéines solubles exprimées par des bactéries qui ont une

affinité pour les sucres et ne montrant pas d’activité enzymatique (Kostlanova, 2005)

Tableau 08 : Lectines bactériennes solubles

Nom

Pseudomonas aeruginosa PAIL

Pseudomonas aeruginosa PAIL

Cromobacteriumviolaceum CVIIL

Burkolderiacenocepacia BCLx

Ralstoniasolanacearum RS-11L

Ralsoniasolanacearum RSL

Type

Pathogene humain

Pathogene humain

Pathogene humain

Pathogene humain

Pathogéne Végétal

Pathogéne Végétal
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Spécificiteé

Galactose

Fructose/Mannose

Fructose/Mannose

fucose/mannose

mannose/fucose

Fucose

Caracteristique

Lectine cytotoxique

Treés haute affinité

vers le fucose

Tres haute
homologie avec PAIIL
Geénes identifiés

homologues a PAIIL

Tres haute

homologie avec PAIIL

Similaire a «
Aleuriaaurantialectin
», une lectine de

champignon




8. Les propriétés des lectines

Elles sont multiples et variées : (voir Tableau 09 : Propriétés des lectines)

Propriéte biologique

Propriété médicinale

Interaction lectine-glucide :

Elle est spéecifique et propre a chaque lectine de

sorte que la connaissance du sucre spécifique
conditionne la mise en évidence de 1’activité de
la lectine (Murdock, L. L. and Shade, 2002).
(Myoshimet al., 1982). (Figure 15).
Sont toutes constituées d’au moins une cavité de
reconnaissance glycanique (Jain et al, 2001), ces
glycanes interagissent par des liaisons non-
covalentes avec les acides aminés formant la
cavité de reconnaissance saccharidique de la
lectines (Jeyaprakashet al, 2003).

L’inhibition de la croissance des cellules
cancéreuse :

Les lectines alimentaires pourraient freiner la
croissance cellulaire des cellules cancéreuses de
I’homme in vitro (Valentier et coll. 2003).

A des doses non toxiques pour 1’organisme,
peuvent injecter dans la circulation sanguine pour
faire la mort des cellules tumorales soit par
apoptose, soit par l’autophagie ou bien par
défenses immunes

I’activation des

anticancéreuses (Poiroux, 2011).

Activité mitogene :

Une des effets les plus étonnantes des lectines.

Permet de transformer le petit lymphocyte du
sang en cellule blastique, cette transformation
lymphoblastique résulte du pouvoir mitogene des
lectines mais en général, Elle n’exerce que sur les
lymphocyte T (Nachbar et Oppenheim, 1980.
Babosa, 2001 ; Falasca, 1989).

Elle possede la capacité d’activer diverse

lymphocyte (Widmer, 1996).

Propriété antibactérienne :

Les lectines sont des régulateurs d’adhésion et
de la migration des cellules bactériennes d’ou
leurs activités anti
Neyrolle, 2010).

Les lectines réceptrices des kinases (LecRKSs)

bactérienne (Tanne et

sont des lectines animale impliquées dans la
résistance aux bactéries (Singh et al.,2012).
Concernent les lectines humain de type L
(LTLs) qui ont la capacité d’agglutinées les
différentes bactéries par une manier calcium
dépendent ou par leurs opsonisation en fixent sur
les glycoconjugués de micro-organismes (Zhang
etal., 2012 ; Huangetal., 2014 ; Xu et al.,2014).

L’agglutination cellulaire :

Propriété anti fongique :
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de

P’interaction des lectines avec les cellules. Les

C’est I’affirmation la plus visible

lectines monovalentes a un seul site de
reconnaissance ne provoquent pas
d’agglutination (Peumans and

Vandamme,1995 ; Wangh and NG, 1998).

Elle signifie d’un point opérationnel que la
lectines est au moins divalente (au moins 2sites
de fixations) cette propriété est utilisée pour la
détection et la quantification de I’activité des
lectines (makila, 1957 ; krupe, 1956). (Wright,
C. S, 1980). (Figure 12).

Les lectine de Phaselousvulgaris cv ont une
activité fongicide contre Valsa mali (Lam et Ng,
2010). La méme propriété est présentée par les
lectines de Tinosporatomentosa qui inhibes la
croissance du champignon Aspergillus niger
(Reponet al., 2014).

L’activit¢ anti  fongicide est présentée
seulement par quelques lectines qui possedent un
domaine catalytique. Ces lectines appartiennent
généralement a la classe | des chitinases

(Andrew et al, 2014).

Propriété immuno-modulatrice :

Lors de premiere interaction avec les glycanes
présentent a la surface des cellules immunitaires,
nombreuses lectines exercent une activité

immuno-modulatrice (Abdeljalil et al, 2014).

Propriété antivirale :

Les lectines sont impliquées dans la détection
des molécules pathogenes (PAMPS) associées au
virus (Kawamura et al, 2014).

Elles sont responsables au blocage del’infection
du VIH-1 par inhibition de 1’enzyme : rétro-
transcriptase du virus (Tanaka et al ,20009.
Hamid et al ,2013).
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9. Les fonctions biologiques des lectines

Les fonctions cellulaires des lectines sont associes directement a leur interaction avec les

glycanes. En effet, tous les lectines comportent d’au moins une cavité de reconnaissance

glycanique qui possédent une plasticité, permet de faire une interaction plus spécifique avec

quelques glyco-conjugués que d’autre (Jain D et al.,2001).

9.1. Chez I’étre humain

Parmis les fonctions des lectines chez 1’étre humain on a :
e La Distinction de type du sang (A, B, O).
e Agent coagulant ou agglutinant (figure13).
e L’Inhibition de la croissance des cellules cancéreuse.
e Le traitement du cancer (Voet et Voet, 2005).
e Fonction Anti inflammatoire (Alencar et al, 2005 ; Gomes et al, 2012).
e Le Transport des protéines, des peptides et des médicaments natifs (Sutapa et

Gopa, 2013) en contrdlant les niveaux des protéines dans le sang.

e [’identification, la purification de glycoconjugués aussi bien que pour leur

caractérisation (Hirabayashi, 2004).

e Les lectines immobilisées sur colonne peuvent étre utilisées pour La
reconnaissance spécifique des antigenes des groupes sanguins humains (Boyd
and Shapleigh, 1954) et sont utilisées pour leur identification dans des banques
de sang.

e Assure I’adhésion de certaines bactéries pathogenes aux cellules de 1’hote (Sharon
and Ofek, 2000)
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Figure 12 : Test d’agglutination pour la détection de lectine (A) et
I’inhibition d’agglutination provoquée par la présence de lectine et leur
spécificité avec les glucides (B) (Santos A. F. S. et al.,2014)

9.2. Chez les vegétaux

Les lectines sont retrouvées dans la majorité des tissus, et en particulier dans les grains ou elles
peuvent représenter une grande proportion des protéines totales ; ces lectines ont la capacité de
. (Etzler, 1986 ; Kaminski et all.,1987).

e Controler la division cellulaire (mitogénicité) et de la germination.

Intervention dans les processus de reconnaissance de cellule-cellule.

e Intervention dans le transport des glucides et dans leur mise en réserve dans les graines.
e Une fonction de cofacteurs enzymatiques agissant avec es enzymes glycoprotéiques.

e Etdans I’élongation des parois cellulaires.

e Le mécanisme de défense contre les phyto-pathogenes (Peumans WJ, van Damme
EJ, 1995) (Sharon N., 2008).

10. Les domaines d’application des lectines

Les lectines peuvent étre utilisées pour dans divers domaines. A titre d’exemples certaines

applications sont répertoriées dans le tableau suivant :
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Domaine

Tableau 10 : Domaines d’application des lectine

Application Réference

Agronomique

Biochimique

Protéomique

Biomédicale

La lutte contre les agents pathogenes (nuisibles) des plantes = (Murdock et
telles que les insectes, les nématodes du sol, les versparasites | Shade,2002).
qui commettent d’importants dégats dans les
cultures.

Etudier la nature des structures et la dynamique des | Alencar et

membranes cellulaires possédant des résidussaccharidiques. al.,2005).

Marqueurs tumoraux. Pillai K.R.et
Enquétes épidémiologique. al., 19% ;
Schaller

W.D.etal., (2012)
Hématologie :
Identification des groupes sanguins, Séparation des  Miége J..2016
leucocytes, Isolement des macromolécules contenant des _
o o o ] Guillotetal.,2004
résidus saccharidiques (Antigene des groupes sanguins).

Kenoth et al
Cancérologie : ,2001

Marqueurs histochimiques puisque quelques maladies telque

. L Teixeira C.R
le cancer sont associées a une modification des glycannes
) et al.,2006 ;
présentes sur les cellules.
o ) ColtriK.C et
Transporteurs pour diriger drogues et produits
] al.,2008 ;
pharmaceutiques vers les cellules cancéreuses. ] )
Stojanovic
_ M.M et
Immunologie :
L _ _ ) al.,(2009).
Activités immuno-modulatrice par leur interaction avec les
glycannes, tel que la transduction de signal, les réponses contre
Jaffe., 1980

les tumeurs ou les infections microbiennes.

Juger des effets de diverses  manipulations
immunosuppressive et immuno-thérapeutiques, étudier les
sensibilités dues aux maladies infectieuses et Reconnaitre les

déficiences immunologiques congénitales ou acquises.
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11. Le role des lectines dans I’organisme vivant

Les lectines sont des récepteurs spécifiques pour les interactions proteines-glucides qui

jouent des rb6les clés dans plusieurs processus de signalisation cellulaire et de la

reconnaissance moléculaire (Wiley and Skehel, 1987).

= Exemple :

L’hémagglutinine du virus de la grippe reconnait et se lie aux oligosaccharides terminés
par un acide sialique qui sont situés sur la surface des cellules épithéliales des voies
aeriennes supérieures (Wiley and Skehel, 1987). De la méme facon, les lectines situées sur

la surface des bactéries, des virus ou des parasites intestinaux reconnaissent les

glycoconjugués présents sur la surface des cellules épithéli

processus de colonisation et d’infection (Figure 14).
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Figure 13 : Réle des lectines chez les microorganismes pathogénes pour

reconnaitre et adhérer aux glycoconjugues de la cellule héte (Imberty and

Varrot, 2008)

Le tableau ci-dessous résume les différents roles des lectines che

lestoxines et les plantes
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Tableau 11 : Classification et roles physiologiques des lectines dans les

organismes vivants (Cioci et al., 2006)

Lectines Types Roles
Bactéries Lectines fimbriales Adhésion, infection
Lectines solubles Adhésion, infection,

formation de biofilm

Toxines Adhesion, infection

Virus Influenza hémagglutinine Adhésion, infection

Amoeba Lectines de surface Adhésion

Plante Légumineuses Defense, symbioses avec les

bactéries fixant 1’azote

Autres Défense
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Animaux Calnexine

M-type

L-type

P-type

C-type

Galectine

I-type

R-type
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Contréle de la biosynthése des

glycoprotéines.

Dégradation des protéines
dans le RE.

Contrble de la biosynthése

des glycoprotéines

Régulation de la croissance
cellulaire et de 1’apoptose,
régulation du cycle cellulaire,
modulation des interactions
cellule-cellule et cellule-
substrat.

Adhésion cellulaire
(selectines), Clairance des
glycoprotéines, Reéponse

immunitaire (collectines).

Reconnaissance des
glycannes dans la matrice

extracellulaire.

Adhésion cellulaire dans le
CNS (siglecs).

Ciblage des enzymes,
régulation du turnover des

Hormones



CHAPITRE II
LE SYSTEME SANGUIN



1. Historique

En 1901,Autrichien Karl Landsteiner démontre que les sangs humains ne sont pas tous
semblables ni tous compatibles entre eux. Il découvrit le systeme ABO, suivantlequel le sang se
partage en trois groupes sanguins qu’il nomme A, B et C (qui deviendront A,B et O a I’avenir).
Selon les antigénes que 1’on trouve associés aux globules rouges des personnes (Boucher, 2008,
Danic et Lefrére , 2011).

En 1902, un quatriéme groupe sanguin, le groupe AB, est découvert par A. Decastrello

et A.Sturli.

En 1924, Bemstein montre que les groupes constituent des caracteres
héréditaires transmisselon les lois de Mendel.
En 1939, les travaux de Philip Levine pour mettre en évidence une

incompatibilité entredonneur et receveur de méme groupe sanguin.

2. Définition du groupe ABO

Les groupes sanguins ABO sont des groupes d’antigeénes, Situés sur la
membrane cellulaire,Codés par des alléles a différents locus sur les molécules
chromosomiques et classes dans desgroupes sanguins, A, B, O, qui dépend de deux
antigene (A et B antigénes) (Pramanik T. et Pramanik S., 2000). Les individus
du groupe O expriment I’antigéne H, I’ABO, par conséquent, est le type de sang,
alors que A, B, H, se référent aux antigenes. (Reid M.E. Lomas-Francis C. et
Olsson M.L.,2012).

Se définit a la fois par la présence d’antigene sur les hématies et par la présence
d’anticorpsnaturels réguliers dans le plasma. La présence sur les globules rouges
d’un antigéne exclut la présence dans le plasma de 1’anticorps qui lui correspond,
exemple : si, dans le sang d’un individu, les hématies sont porteuses de I’antigéne
A, le plasma ne peut pas posséder d’anticorps anti A. sinon la réaction antigéne-

anticorps provoquerait une agglutination (Rameet Naccache, 2001).

Les antigénes A et B détectes par des anticorps spécifiques définissent quatre

groupes sanguins principaux : (Ramata, 2010).
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e Groupe A (la présence de I’antigéne A et I’anticorps anti B) : 42% de la

population francaise.

e Groupe B (I’antigéne B présent et I’anticorps anti A présent) : 11% de la
population francaise.

e Groupe AB (la présence d’antigene A et antigéne B et 1’absence
d’anticorps) : 4% dela population francaise.

e Groupe O (I’antigene A et I’antigéne B absents et I’anticorps anti A et anti B présents)

: 43% de la population francaise (Béziat et al., 1996).

Tableau 12 : Difféerentes groupes sanguins du systeme A, B, O
(Bailly P.etal.,2015)

Groupe A Groupe B Groupe AB Groupe O
Globule

rouge ~

)Q”’?“ );'I;L ,\;Il;'_ ,‘;II;L

Anticorps Y % o A8 Aucun S-S
Anti-B Anti-A Anti-A et Anti-B

Antigene ? 1' I ’? |
Pas d” Antigene
Antigéne A Antigéne B | Antigene A et
B
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CHAPITRE III
GENERALITE SUR L’ESPECE



1. La présentation de lentille rouge
1.1. L’étymologie

Lens culinaris ou Lens esculenta plante annuelle, de 45 cm de hauteur, porte des feuilles
composeées de six paire de folioles oblongues, les folioles supérieures étant transformées
en vrilles, ses fleurs de pois bleu péle sont suivies de gousses renflées contenant deux graines.

Ce genre compte six espéces de légumineuses annuelles, originaires de la méditerranée,
de 'ouest de I'Inde et d’Afrique (Geoff Burnie et al., 2006).

La lentille est I’'une de nos plus anciennes plantes alimentaires cultivées. Ses
feuilles, a stipules lancéolées, terminées par une longue vrille simple, présentent 5
a 7 paires de folioles. Les fleurs, petites et de couleur bleuatre, sont groupées par 2
ou 3 al’aisselle des feuilles. Lesgousses, courtes, planes et tronquees, contiennent
2 graines aplaties riches en protéines (25% de matiére fraiche) illustré en Figure
14 (Mazoyar, 2002).

Figure 14 : Les parties de la plante de Lentille (graine,
fleur et fruit) (BabaAissa, 2000)

Parmis les types des lentilles qui sont classifiés selon la couleur on va étudié la
lentille rougeou « la lentille corail », qui est un aliment riche en couleur et en go(t,
cette lentille cassée de couleur orange foncé (Figure 15), aussi appelée lentille
égyptienne ou masoor dahal est la variété la plus répandue. Bien que la lentille soit
assez dire méme lorsqu’elle est fraiche, contrairement aux autres légumes secs
(FAO, 2016).
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Figure 15 : Lentille rouge
1.2. La systématique : (Medik,1787)

Tableau 13 : Systématique de lentille

Regne : Plantea

Sous Regne : Tracheobionta
Division : Magnoliophyta
Classe : Magnoliopsida
Sous Classe : Rosidea

Ordre : Fabales
Famille : Fabaceae
Genre : Lens

Espece : Lens culinaris

1.3. L’usage de lentille rouge

Meilleur controle du diabéte.

e Limiter le risque de cancer du cdlon.

e Sensation de satiété rapide et donc un bon allié minceur.

e Riche en minéraux : fer, le phosphore, le potassium, le magnésium et les vitamines B.
e Riche en anti-oxydants (lutter contre le vieillissement des cellules).

e Abaisse taux de cholestérol et le risque d’accident cardio-vasculaire.

e Facile a digérer.
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CHAPITRE VI

MATERIEL ET METHODES



1. Le matériel et méthodes des tests phytochimiques

1.1. Le matériel

a) Le materiel végetal :

Notre étude a été réalisée sur les lentilles rouges. Ont été achetés a partir de zone
CHELGHOUM LAID, Mila.

e Lentille rouge :

Figure 16 : Photographie de lentille rouge

b) Le matériel biologique :

Notre étude a porté sur les hématies humains prélevées chez des donneurs de sang et sur

les hématies animales prélevées du lapin.

1.2. Méthodes :

a) La préparation du poudre :

e Broyage : les grains ont été broyés dans un broyeur jusqu'a I’obtention d’une poudre

e

Figure 17 : Poudre de lentille rouge aprés le broyage
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b) Le principe et technique d’extraction
e Leprincipe:

C’est une opération vise a faire une macération pour récupérer des substances hydrosolubles

a partir de la poudre de plantes a I’aide d’une solution tampon PBS (0,1M pH 7,34).

e Latechnique d’extraction :

Lentille rouge

Broyage

3g de poudre obtenue a partir de
lentille rouge a été mise dans un tube &
fond conique contenant chaqu‘un 10ml
du solution tampon PBS

(0,2M; pH=7,34) pendant 24h.

Surnageant

Culot

Centrifugation a 5000 tr /min (10 min) L’extrait brut

Figure 18 : Schéma d’extraction de lectine a partir de lentille rouge
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2. L’activité hémagglutinante de I’extrait

2.1. La preparation de suspension d’hématies a 3%

e Le lavage des hématies : Le tube contenant une quantité de sang (1,5ml) a été
centrifugé a 3000tr/min pendant 5min. Le surnageant résultant est versé et une solution
de NaCl 0.9% est ajouté au culot. Aprés avoir bien mélangé, le tube est soumis a
nouveau a unecentrifugation(1’opération a été répété 3fois ou plus jusqu’a 1’obtention

d’un surnageant clair).

e Ladilution des hématies : Aprés avoir terminé le lavage le culot contenant les globules
rouges est dilué par une solution saline d’eau physiologique sachant que 1,5ml des

hématies dans 48,5ml de NaCl 0.9% afin d’obtenir des hématies a 3%.

2.2. Le test d’hémagglutination

Ce test a été porté sur les hématies du lapin et permet d’affirmer la présence des lectines dans
Iextrait. Il se repose sur la capacité des lectines a former un réseau (visible a I’ceil nu) avec des

érythrocytes par interaction avec leurs glycoconjugués de surface. En absence d’activité

hémagglutinine, les hématies sédimentent par gravité au fond des puits dans chaque puit

d’une microplaque.

a) La technique d’hémagglutination :
Dans chaque puit d’une microplaque, 50ul d’extrait brut de lentille rouge a été déposestout
en ajoutant 50ul des hématies du lapin. Aprés 1h, I’agglutination est observée a I’ceil nu.
b) Le test de la limite d’hémagglutination :
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e A I’aide d’une micropipette réglée a 50pl, on a déposé un volume de 50ul du tampon
phosphate dans chaque puit suivis de 50ul de I’extrait brute qui lui est placé uniquement
au niveau du premier puit.

e Le commencement d’une double dilution sérielle (chaque dilution en série réduit la

concentration de 1’extrait de moitié).

e L’ajout de 50ul des hématies du sang de lapin & 3 % dans tous les puits.

L’observation d’activité hémagglutinante des lectines est déterminée apres I’estimation
visuelle de 1’hémagglutination aprés 30 a 45min d’incubation a une température

ambiante(25C°).

3. L’étude des caractéristiques de I’extrait de lectine

3.1. L’éffet de la température sur Pactivité agglutinante

a) Le principe:

Dans 5 tubes a essai, contenant chacun une aliquote de 100ul de I’extrait brut de lectines ont
été incubés a des températures différentes (40,60,80,90,120°C) dans un bain marie pendantZlh.
Apres le temps requis, 1’extrait brut chauffé a été refroidi a la température ambiante, enfin

le test d’hémagglutination a été fait sur les extraits soumis aux différentes températures pour

évaluer ’état de 1’activité de lectines traités.

b) L’effet de la température sur la limite d’hémagglutination

On implique la méthode de double dilution pour un volume de 50ul du tampon PBS (0,1M
pH :7,34)puis 50ul de I’extrait soumis au bain marie et enfin on ajoute 50ul de sang du lapin
dans chaque puit.
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La lecture est effectuée aprés 1h d’incubation a température ambiante.

3.2. L’effet du pH sur I’activité agglutinante

a) Le principe :

Dans 9 tubes a essai on verse 0.25g de poudre de lentille corail avec 1ml de tampon PBS a
différentes valeurs de pH en allant de (1,36 ; 2 ; 3 ;4 ;8,11 ;9 ;10 ;11 ;12) avec une macération
pendant 24h puis agitation par un vortex, les tubes sont soumis a une centrifugation de
5000tours/min pendant 5min.

b)L’effet de pH sur la limite d’hémagglutination :

Le test est réalisé selon les étapes suivantes :

e Le dépdt d’un volume de 50ul de tampon PBS (0,1M. avec différentes valeurs de ph de

PBS) dans tous les puits de la microplaque et pas uniquement au premier.

e [’ajout de 50ul du mélange dans chaque premier puit de la microplaque. Puis, une
cascade de double dilution sont effectuées dans les puits suivants (ont respectant les

mémes volumes).
e Enfin, 50ul d’hématies du lapin sont rajoutées a tous les puits.

e La lecture a été effectuée a I’ceil nu aprés 1h d’incubation.

4. L’inhibition d’agglutination par des saccharides

4.1. Le test d’agglutination

Le test d’inhibition de I’hémagglutination (Goldstein and Poretz, 1986) est un test rapide et
simple. Sert a démontrer la capacité de la lectine d’extrait brut des lentilles a se lier aux

differents sucres qui ont la capacité d’inhiber I’agglutination des hématies du lapin.
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Pour ce test nous avons utilisé un tampon PBS & pH =7.34 et 8 sucres préparés dans le méme

tampon (5 monosaccharides : Glucose. Galactose. Mannose. Arabinose. Glucosamine HCL

et 3 disaccharides : Maltose. Lactose. Cellebiose).

Chaqgue ligne de microplaque contienne un sucre dont le premier puit contient 25ul de
solution de saccharides (0,1g/Aml de NaCl 0,9%) (Annexe01) (I’étiquetage est
nécessaire avant de commencer le travail).

Faire une cascade de double dilution (on a jeté 25ul de dernier puit pour garder la méme
concentration).

L’addition d’un volume de 25ul d’extrait dans tous les puits.

Une incubation pendant 30min (ce temps permet au lectine de reconnaitre le sucre) puis

I’ajout de 50ul des hématies du lapin a 3%.

La lecture d’inhibition de I’hémagglutination est lue aprés 1h du temps a I’ceil nu.

Notre témoin négatif été réalisé comme suit : 25ul de PBS +25ul de sucre + 25ul de sangdu

lapin a 3%.

4.2. Le test de la limite d’inhibition d’hémagglutination par Les glucides

Ce test permet de connaitre le facteur de dilution qui correspond au sucre. Il a été réalisé

afin de déterminer la concentration minimale a laquelle a lieu I’inhibition de 1’agglutination.

Notre fraction active est diluée dans du tampon phosphate de fagon a obtenir la
concentration minimale inhibitrice qui correspondant au sucre.

Les solutions saccharides ont été préparés a une concentration initiale de 400mM et
delmg/ml respectivement dans le tampon PBS.

25ul des inhibiteurs sont rajoutés aux premiers puits seulement, puis une gamme
des concentrations est réalisée par dilutions.

Ensuite. Un volume de 25ul de la fraction active est déposé dans chaque puits de la
microplaque. Le mélange est incubé pendant une demi-heure a température ambiante.
Finalement, 50ul d’une suspension d’érythrocytes du lapin a 3% sont ajoutés a chaque

puits.

L’observation est faite apres une heure a I’ceil nu.
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5.Le test d’agglutination sur les hématies humains ABO

L’étude a été effectuée sur les antigenes des hématies humains appartenant au
systeme dugroupes sanguins ABO pour déduire la spécificité de I’extraits aux

groupes sanguin.

a) Le mode opératoire :

Avant de commencé le test on a étiqueté chaque ligne de microplaque par le

groupementqui lui a correspond puis on a:

e Déposer 50ul de tampon phosphate dans chaque puits suivis de 50ul de
I’extrait brut(lentille rouge) qui lui est placé uniquement au niveau du premier
puit.

e Commencer une double dilution sérielle a I’aide d’une micropipette réglée

a 50ul(chaque dilution en série réduit la concentration de I’extrait de moitié).

e L’ajout de 50ul des hématies de premier groupe du sang humain préparés au part avant.

Apreés on continue par le méme processus de travail les autres groupes sanguins

et apréslh on fait I’observation a I’ceil nu.

6.La chromatographie sur gel d’exclusion Sephadex G50

6.1.La préparation de la colonne de Sephadex G50 :

e Onmet4g de Sephadex en suspension dans un volume bien définie de tampon
phosphate (0.1M pH=7.34).
e Le mélange est laissé pendant 48h a température ambiante pour se gonfler, puis

il a été coulé dans une colonne.

e Un lavage de gel avec un tampon pH=7.34. Ensuite, 1.5ml du surnageant
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d’extrait brut de notre plante a été versé lentement dans la colonne Sephadex
G50.

e Les fractions ont été recueilles dans des tubes en verre (4ml dans chaque tube).

e Les fractions ont été lues avec un spectrometre a UV afin de mesurer
I’absorbance a280nm. Puis on a tracé la courbe d’absorbance en fonction des

tubes.

e [’extrait récupéré a été testé sur les hématies du lapin pour s’assurer de la

présence del’activité hémagglutinante.

6.2.Le test d’hémagglutination apres chromatographie :

Ce test est réalisé pour la mise en évidence de la présence des lectines dans les
tubes choisisen raison de la présence des protéines.

Le test est fait comme ca :

Les deux puits de la microplague contients respectivement 50ul d’extrait de

lafraction (du 7°™ tube puis du 5°™ tube) avec 50pl du sang fixé.

La lecture a été effectuée aprés une heure d’incubation & température ambiante.
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CHAPITRE V
RESULTATS ET DISCUSSION



1. L’étude phytochimique

1.1. 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 puit, la sédimentation naturelle conduit a un dépot des hématies au
fond du puit. L ajout d’une lectine permet la formation d’un réseau entre les héematies et les
lectines, ces interactions forment une suspension gélatineuse homogene, ceci correspond au

phénomene d’hémagglutination.

Afin de tester I’activite lectinique de lentille rouge, une activité d’hémagglutination sur des

¢rythrocytes du lapin ont été réalisces.

Tableau 14 : Résultats du test d’hémagglutination de I’extrait brut

Extrait brut T(-)

IO L

Lecture ++++

(+++) : Tres forte agglutination
T (-) : Témoin négatif

La lettre D marqué le début de la microplaque de titration.

Les résultats obtenus montrent clairement la présence des lectines glycosylées ayant une

activité hémagglutinante sur les hématies du lapin dans I’extrait brut soumis au test.

Au vu de la présence de lectine dans I’extrait brut de lentille rouge, nous allons tester la limite

agglutinante pour continuer la suite du travail.
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1.2. La limite agglutinante de I’extrait brut de lentille rouge

1/4096 | 1/2048 | 1/1024 | 1/512 | 1/256 | 1/128 | 1/64 | 1/32 | 1/16 | 1/8 |1/, |14

SESsSS S STes o e
\Qcﬁ'..f-éove

Figure 19 : Limite d’agglutination de I’extrait brut de lentille rouge

Le test de la limite d’hémagglutination a prouvé que I’extrait brut de lentille rouge possede
une activité agglutinante performante et assez importante car son limite d’agglutination est a
la dilution 1/1024, I’activité¢ hémagglutinante disparait au niveau du 10eme puits a cause des

dilutions effectuées sur I’extrait brut qui a fait ’absence des lectines dans le diluat.

Conclusion : les lentilles rouges possédent une forte et stable activié lectinique avec les
érythrocytes.
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2. L’étude des caracteristiques de I’extrait de lectine

2.1. L’effet de la température

Les lectines de lentille rouge ont été subit a un traitement thermique de 40°C a 120°C
pendant 1h.

Lectur

coood OO W ~
c 000000000 -
‘0900.‘.‘080°

L U B B B B B B W

100°

s » & N
s & » 5N

B E B EEIEEE I B R

Témoin négatif

LR B

Figure 20 : Limite agglutinante des lectines d’extrait brut des lentilles rouges

chauffés a différentes températures pendant 60min

La lectine de lentille rouge stimulé par la température (40°C) atteint une activité maximale

d’hémagglutination (Figure 20). Elle se maintien jusqu’au neuviéme puit. A partir de 60°C

Jusqu’a 100°C la température augmente et I’agglutination diminue (commencement de la perte
de P’activité hémagglutinante). Au-dela de 100°C la précipitation totale et donc I’absence

d’activité hémagglutinante dans I’extrait brut de lentille rouge. (Tableau 15 et Figure 20).
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Tableau 15 : Tableau représentatif de I’effet de la température sur I’activité

agglutinante

Température °C 40 60 80 100 | 120

Activité agglutinante | ++++ | +++ | ++ |+

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

++ : Faible agglutination

+: Tres faible agglutination

- . Précipitation totale

Par une micropipette, on a déposé 3gouttes du mélange de méme puit (du T40°C) sur une

lamelle. Le résultat est comme suivant :

Figure 21 : Présentation microscopique d’activite agglutinante a T (40°C)

Conclusion : la température 40°C est la température optimale pour que la lectine de lentille
rouge atteint son activité maximale. La température 120°C inactive totalement I’activité
agglutinante des lectines de lentille. Les lectines sont thermorésistants car la T100°C n’a été

pas capable d’inactivite totalement leur activité agglutinante.
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2.2. L’effet du pH sur I’agglutination

Tableau 16 : Effet du pH sur la limite d’hémagglutination d’extrait des
lentilles rouges

1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1

pH=1.36

pH=2

pH=3

pH=4

pH=8.11

pH=9

pH=10

pH=11

pH=12

Tableau 17 : Effet du pH sur les résultats d’agglutination d’extrait des
lentilles rouges

Ph 1.36 |2 3 4 811 | 9 10 11 12
Activité

4+ |+ | | A | A | -

hémagglutinante
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(-) : Absence totale d’agglutination.
(++++) : Trés forte activité.

(+++) : Forte activité.

(++) : Faible agglutination.

Résultats : La lectine des lentilles rouges révéle une activité lectinique maximale dans
I’intervalle [3-4]. Une faible activité apparait a partir du sixieme puits (dilution :1/64)
jusqu’auneuviéme puits (dilution :1/512) du pH [8.11-11]. Elle diminue au niveau des puits
suivants. Alors que dans les pH acide 1,36 ;2 et le pH alcalin 12 elle a perdu leur totale
activité (Dans les 12 puits).

Conclusion : ce lectine n’a aucune activité lectinique dans les milieux tresacide et

alcalin. Mais elle est forte dans I’intervalle de pH compris entre 3 et 4.

3. L’effet d’inhibition de I’activité agglutinante

Tableau 18 : Test d’inhibition d’extrait des lentilles rouges par différentsglucides

Sucre Résultat Lecture
Mannose : h )\‘ y
Gal 1“ oG -
alactose . v
L L)X :
Cellebiose U~ ,._r,. K £
Arabinose l {X ' -
Lactose 4 ' x\ > X " :( : -
" -‘- - q"
Maltose x i (
“t - - -\\ -
\ .
Glucosamine { _ \ (
HCL -
Glucose i
- . Absence d’inhibition d’agglutination + : Inhibition d’agglutinantion
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3.1. Les résultats du test d’inhibition par les saccharides

Le résultat de ce test montre que I’hémagglutination est inhiber uniquement avec les
disaccharides, plus particulierement par le maltose. Ceci veut dire que ce dernier est attaché
aux lectines puis occupé le site actif cense étre occupé par le sucre présent sur la surface
cellulairedes erythrocytes, donc ces lectines présentent une affinité pour ce dernier sucre.

L’extrait de lentille rouge ne montre aucune inhibition avec les autres saccharides testes
(Tableau 18), dans ce cas la lectine va fixer I’hématie plutot que les I’inhibiteur, donc le

résultat est une agglutination (+).

L’inhibition de I’activité agglutinante d’une lectine par les saccharides est due a I’occupation
du site ou des sites actifs ou encore appelé domaine de reconnaissance des glucides par un

ou plus de ces saccharides.

3.2. Les résultats du test de la limite d’inhibition par le maltose

1 1 1 1 1 1 1 1 1 1

8 16 32 64 128 256 512 1024 2048 4096

Figure 22 : Limite inhibitrice d’agglutination par le maltose sur 1’extrait

deslentilles rouges
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Tableau 19 : Limite inhibitrice d’agglutination par le maltose sur I’extrait des
lentilles rouges

Dilution 111 |1 1 1 1 1 1 1 1 1 1

2

|
(o]
—_
@)
w
N
@)
S

128 | 256 | 512 | 1024 | 2048 | 4096

Limite inhibitrice + | +

d’agglutination

- - Absence d’inhibition + : Inhibition
Les résultats de la limite inhibitrice d’agglutination par le maltose indiquent que I’activité

s’arréte dans le 2éme puit (la dilution de %A).

4. Le test d’agglutination sur les hematies humains ABO

Ce test montre une agglutination avec tous les groupes sanguins mais les hématies du groupe
O manifestent la plus forte activité par rapport aux autres groupements.

Tableau 20 : Test d’agglutination avec les érythrocytes humains

Groupe sanguin | A @) B AB

Activité

agglutinante . .’ , "

Conclusion : la lectine de lentille rouge possede une activité agglutinante non specifique vis-
a-vis tous les groupe sanguins (A, B, AB, O).
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5. Les résultats d’extraction des lectines par chromatographie sur

colonne de sephadex G50

Tableau 21 : Résultats d’extraction de 80fractions des lentilles rouges obtenusapres

chromatographie sur colonne de G50

F : Fraction V : Volume Abs : absorbance

F V Abs F \ Abs F \% Abs F \% Abs

1 4ml | 0.076 21 4ml 0.126 41 4ml  10.063 61 4ml 0.057
2 4ml | 0.083 22 4ml 0.077 42 4ml  |0.052 62 4ml 0.057
3 4ml | 0.057 23 4ml 0.076 43 4ml  |0.052 63 4ml 0.057
4 4ml | 0.036 24 4ml 0.088 44 4ml  |0.052 64 4ml 0.062
5 4ml | 0.203 25 4ml 0.063 45 4ml  |0.051 65 4ml 0.055
6 4ml | 0.204 26 4ml 0.062 46 4ml  |0.051 66 4ml 0.049

7 4ml | 0.978 27 4ml 0.055 47 4ml  ]0.050 67 4ml 0.056

8 4ml | 0.203 28 4ml 0.055 48 4ml  |0.050 68 4ml | 0.056

9 4ml | 0.113 29 4ml 0.054 49 4ml  ]0.050 69 4ml 0.056
10 | 4ml | 0.112 30 4ml 0.067 50 4ml  |0.049 70 4ml 0.050

11 | 4ml | 0.079 31 4ml 0.048 51 4ml  |0.067 71 4ml 0.072

12 | 4ml | 0.072 32 4ml 0.058 52 4ml  10.052 72 4ml 0.048

13 | 4ml | 0.072 33 4ml 0.052 53 4ml  |0.051 73 4ml 0.058

14 | 4ml | 0.110 34 4ml 0.053 54 4ml  |0.056 74 4ml 0.058

15 | 4ml | 0.121 35 4ml 0.069 55 4ml  ]0.048 75 4ml 0.057

16 | 4ml | 0.150 36 4ml 0.056 56 4ml  |0.057 76 4ml 0.109

17 | 4ml | 0.201 37 4ml 0.063 57 4ml  |0.056 77 4ml 0.050

18 | 4ml | 0.191 38 4ml 0.062 58 4ml  |0.057 78 4ml 0.059

19 | 4ml 0.169 39 4ml 0.053 59 4ml  10.050 79 4ml 0.078

20 | 4ml | 0.143 40 4ml 0.063 60 4ml  |0.056 80 4ml 0.080

56




Afin de pouvoir interpréter les résultats, on a tracé la courbe représentant le profil

d’élution : absorbance a 280nm en fonction du volume d’¢élution.

1,2

0,8 M

0,4

Absorbonce
=
(o)}

1

e N N

0
0 10 20 30 40 50 60 70 80

N° des tubes

Figure 23 : Courbe représentant le profil d’¢lution de I’absorbance en

fonction du volume d’¢lution des différentes fractions protéeiques

Eluant était : PBS
(pH=7, 34)
Absorbance a
280nm

Le volume de rétention : 4ml

L’extraction des lectines a partir d’extrait des lentilles corails est réalisée
selon 1’absorbance a 280 nm, un seul pic a été observé qui il correspond
aux proteines de hautpoids moléculaire.

Afin de confirmer la présence des lectines au niveau de 5éme fraction. Un
test d’hémagglutination a été effectué avec les hématies de lapin selon le
protocole décrit dans lechapitre précédent. Les résultats obtenus par la
suite ont réellement confirmé la présence des lectines avec une forte

hémagglutination.
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5.1. Le tes

A\

Début du t

=

t d’hémagglutination apres chromatographie :

D’apres la figure 24, nous avons observés une precipitation (résultat
négatif) au niveau de la septieme fraction (Abs=0.978) ceci explique
la présence des protéines a des fortes concentrations. Dans la
cinquiéme fraction (Abs=0.203) on remarque une légére agglutination
des fractions avec les hématies de lapin, donc sont des lectines mais a
faible concentration.

(Voir Figure 24)

~N S
' ' / ;
Apres le temps d’incubation A S

est 7émé fraction \

5éme fraction

Figure 24 : Résultats du test d’hémagglutination réalisé avec les 80

fractions obtenues apres purification des protéines
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Conclusion

Et

Perspectives



Conclusion :

Nous avons extrait des substances a partir des graines de légumineuses Lentille

rouge, ces molécules ont une activité agglutinante sur les hématies humaines et les

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

Les extraits bruts de la lentille rouge affiche une activité hémagglutinine forte et stable.

Les lectines isolées de lentille rouge montre une agglutination avec tous les types
de groupessanguins mais avec une forte sélectivité avec les érythrocytes du groupe
0.

Notre extrait ne présent aucune spécificité pour les saccharides testés, sauf avec
le maltose donc il y a une grande affinité entre le maltose et la glycoprotéine de

I’extrait.

Les lectines de notre plante sont thermorésistants et & la tempeérature 120°C ils
perdent totalement leurs activité hémagglutinante.

On déduit que la structure des lectines peut étre affectée par le changement de pH

dont I’activité agglutinante est optimale a pH 3 et a pH 4.

La purification par chromatographie sur colonne de Sephadex G50 a montré

un seul picpour I’extrait des lentilles corail.

Perspectives :

Les travaux que nous avons effectués sont une initiation a de nombreuses autres
perspectives,la poursuite des recherches sur ces lectines impliquerait au préalable
I’utilisation de plusieurs autres techniques d’analyse biochimique et méthodes

permettant de fournir une trés bonne caractérisation et purification de ces protéines
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Plusieurs axes doivent étre menés :

e Purifier la lectine par chromatographie d’affinité, HPLC, et
vérifié sa pureté par SDS-PAGE.

e Faire une spectrophotométrie de masse pour déterminer la
masse moléculaire et la structure de la lectine, la séquence
glucidique pour expliquer les propriétés biologiquesde la
lectine.

o Etude des propriétés biologiques des lectines in vivo et in vitro :

» L’activité antioxydant.
» L’activité immunologique.
» L’activité anticancéreuse.

» L’activité antidiabétique...

Cependant, malgré I’intérét montré dans ces derniéres années qui a conduit a 1’isolation de

nombreuses lectines ,la connaissance de ces protéines reste encore trés limitée.
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Annexe



Annexe01 : Préparation du Tampon, Saccharides et I’Nacl

e Préparation de 1000ml du Phosphate Buffered Saline (PBS) (0.1M,

pH=7.34) pour I’extraction des lectines :

Réactifs Concentration Quantité
Phosphate disodique 8Mm 1.423¢g
(NazHPO,)
Phosphate de 1.5mM 0.204g

monopotassium (KH,;PO,)

Chlorure de sodium 137mM 8.006g
(Na Cl)

Chlorure de Potassium 2.7mM 0.201g
(KCl)

Eau distillée / 1L

e Lessolutions de la titration :

HCI (0.1 M)
NaOH (0.1 M)

. Préparation du NaCl 4 0.9% :

Chlorure de Sodium (NaCl) 18¢g
Eau distillée 2L

e  Préparation des saccharides (400mM) :



Sucre Concentration
Glucose 0.07206
Galactose 0.07206
Glucosamine HCI 0.08625
Arabinose 0.06005
Mannose 0.07206
Cellebiose 0.13692
Maltose 0.144128

Annexe02 : Préparation du gel pour la chromatographie sur colonne

Sephadex G50 49
PBS 100ml

Annexe03 : Résultats de mesure apres absorbance a 280nm des

lentilles rouges

Fraction Absorbance a 280nm
0.076
0.083
0.057
0.036
0.203
0.204
0.978
0.203
0.113
0.112
0.079
0.072
0.072
0.110
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15 0.121
16 0.150
17 0.201
18 0.191
19 0.169
20 0.143
21 0.126
22 0.077
23 0.076
24 0.088
25 0.063
26 0.062
27 0.055
28 0.055
29 0.054
30 0.067
31 0.048
32 0.058
33 0.052
34 0.053
35 0.069
36 0.056
37 0.063
38 0.062
39 0.053
40 0.063
41 0.063
42 0.052
43 0.052
44 0.052
45 0.051
46 0.051
47 0.050




48 0.050
49 0.050
50 0.049
51 0.067
52 0.052
53 0.051
54 0.056
55 0.048
56 0.057
57 0.056
58 0.057
59 0.050
60 0.056
61 0.057
62 0.057
63 0.057
64 0.062
65 0.055
66 0.049
67 0.056
68 0.056
69 0.056
70 0.050
71 0.072
72 0.048
73 0.058
74 0.058
75 0.057
76 0.109
77 0.050
78 0.059
79 0.078
80 0.060




Matériels techniques et produits chimiques utilisés :

e Matériels de laboratoires :

* Bécher

* Cuve

* Eprouvette gradué

* Entonnoir

* Etiquettes

* Embouts (jaune + bleu)
* Erlenmeyer

* L’ente-goutte

e Appareillage :

* Bain marie
* Agitateur
* Centrifugeuse

* Spectromeétre

e Produits chimique :

* [’eau distillée stérile

* Lame et lamelle

* Micropipettes

* Microplaques

* Tubes a essali

* Tubes a fond conique
* Tubes en verre

* Portoirs

* Pissette en plastique

* pH métre
* Réfrigérateur
*Vortex

*Microscope



