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Résumeé

Les lectines sont une classe particuliere de protéines largement distribuées dans la
nature, qui reconnaissent sélectivement et se lient de maniere réversible aux glucides et aux
glycoconjugués par l'intermédiaire de leurs sites de liaison. Ces protéines, qui peuvent étre
détectées par des tests d’hémagglutination, interagissent avec différents glucides présents a la
surface des cellules. Le but de ce travail est d’isoler et de caractériser la lectine de bactéries
d’origine végétale et de cribler sa capacité en tant qu’agent antibactérien, antibiofilm et
antiprolifératif. Les sources d’origines végétales ont été examinées pour I’isolement
d’organismes ayant une activité lectine. Pour trouver une source bactérienne pour la lectine.
Sept isolats bactériens ont montré une activité lectine. La souche AB119 de A. baummnaii
s’est avérée produire une hémagglutination abondante et bien qu’elle ait été sélectionnée pour
la récolte de la lectine et a été retenues Pour mettre en évidence la production des lectines, de
les purifier, de les caractériser et d’étudier leurs activités biologiques. La Précipitation
maximale a été obtenue par la méthode du sulfate d’ammonium a une concentration de 80 %
et La purification a été réalisée par des chromatographies d’échange d’ions et d’affinité. La
lectine a été identifiée a partir d’une nouvelle espéce bactérienne non signalée auparavant et
purifiée a partir d’une souche Acientobacter baumannii AB119, isolée d’une origine végétale.
La lectine est considérée comme le composant le plus virulent de A.Baumannii lié a des
saccharides particuliers et contribue fondamentalement aux Micro-organismes a se fixer a
différentes surfaces. Le Sulfate de sodium-polyacrylamide (SDS-PAGE) a montré que la
masse moléculaire de la lectine était de 30 000 daltons. La lectine montre une activité anti-
biofilm et inhibitrice de croissance contre les bactéries Gram-positives (E. Fecalis) et Gram-
négatives (K. pneumoniae & P. aeuroginosa). Cette lectine a montré aussi une bonne
efficacité dans I’inhibition de la prolifération quand elle a été testée pour son activité
antiproliférative sur des cellules HeLa avec un taux d’alcoolémie de 1,5 % avec une IC50 de
10.0 uM trouvée in vitro.

Mots clés : Acétobacter baumannii, lectines, glycoconjugues, hémagglutination, purification,

Activité antimicrobienne, activité antiproliférative, activité anti-biofilm



Abstract

Lectins are a particular class of proteins widely distributed in nature, which selectively
recognize and reversibly bind to carbohydrates and glycoconjugates via their binding sites.
These proteins, which can be detected by hemagglutination assays, interact with various
carbohydrates present on the cell surface. The aim of this work is to isolate and characterize
lectin from plant-derived bacteria and to screen its capacity as an antibacterial, antibiofilm
and antiproliferative agent. Sources of plant origin were examined for isolation of organisms
with lectin activity. To find a bacterial source for lectin. Seven bacterial isolates showed
lectin activity. The strain AB119 of A. baummnaii was found to produce abundant
hemagglutination and although it was selected for lectin harvesting and was retained To
highlight the production of lectins, purify them, characterize them and study their biological
activities. The maximum precipitation was obtained by the ammonium sulfate method at a
concentration of 80% and the purification was carried out by ion exchange and affinity
chromatography. The lectin was identified from a new and previously unreported bacterial
species and purified from an Acientobacter baumannii AB119 strain, isolated from a plant
origin. Lectin is considered the most virulent component of A.Baumannii bound to particular
saccharides and basically contributes to the Micro-organisms to attach to different surfaces.
Sodium sulfate-polyacrylamide (SDS-PAGE) showed that the molecular weight of lectin was
30,000 dalton The lectin shows anti-biofilm and growth inhibitory activity against Gram-
positive (E. Fecalis) and Gram-negative bacteria (K. pneumoniae & P. aeuroginosa). This
lectin also showed good efficacy in inhibiting proliferation when tested for its
antiproliferative activity on HeLa cells with a BAC of 1.5% with an 1C50 of 10.0 uM found
in vitro.

Keywords Acientobacter baumannii , lectins, glycoconjugates, hemagglutination,
purification, antimicrobial activity, antiproliferative activity, anti-biofilm activitys .
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Introduction

Introduction

Les lectines sont des protéines qui se lient aux mono- et oligosaccharides de maniere
spécifique et réversibles, mais sont dépourvues d'activité catalytique (ce ne sont pas des
enzymes).et contrairement aux anticorps, ne sont pas le produit d'une réponse immunitaire.

Les lectines contiennent généralement deux ou plusieurs sites de combinaison des hydrates
de carbone par molécule, c'est-a-dire qu'elles sont divalentes ou polyvalents, bien qu'il existe
des exceptions. Par conséquent, la liaison d'une lectine aux sucres présents a la surface des
cellules, par exemple les érythrocytes, est un facteur important peut provoquer la réticulation
des cellules et leur précipitation. Un phénoméne appelé agglutination cellulaire. L'érythrocyte
agglutinant, ou hémagglutination des lectines est un attribut majeur de ces protéines et sert

systématiquement a leur détection et leur caractérisation. (Sharon et al., 2002).

C'est d'ailleurs cette activité par laquelle les lectines ont été détectées pour la premiére
fois, au début du siecle, dans des extraits de graines de plantes. Pendant longtemps , ces
protéines hémagglutinantes ont été communément appelées "phytohémagglutinines”, parce
qu'elles étaient car elles se trouvaient presque exclusivement dans les plantes. Un tournant
dans la recherche sur les lectines a été marqué en 1936 par les travaux de James B. Sumner
sur la lectine du haricot. Sumner sur la lectine du haricot, la concanavaline A, qui reste la
protéine la mieux caractérisée de cette famille. Il a rapporté que concanavaline A précipite
également les polysaccharides et les glycoprotéines et que les activités d’hémagglutination et
de précipitation sont inhibées par le mannose et le glucose (les sucres sont de configuration d,
sauf le fucose qui est de configuration ). Avec beaucoup de clairvoyance, Sumner a suggéré
gue ces activités pourraient étre la conséquence d'une réaction de la lectine avec les hydrates
de carbone a la surface des érythrocytes. En effet, en testant I'inhibition de I'hémagglutination
ou de la précipitation des polysaccharides par un panel de sucres reste le moyen le plus simple

d'établir la spécificité des lectines. (Sharon et al., 2002).

La fin des années 1980. On peut facilement les obtenir sous forme purifiée,
principalement par chromatographie d‘affinité sur des sucres immobilisés, une méthode mise
au point par Irwin J. Goldstein en 1965, et plus récemment par des techniques d’ADN

recombinant.

Les lectines constituent un groupe hétérogéne de protéines que I'on peut retrouver des

organismes les plus simples, tels que les virus, aux animaux et aux plantes. Au cours de
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I'évolution, ces protéines ont conservé une caractéristique commune : la capacité de
reconnaitre et de se lier de maniére réversible a des hydrates de carbone spécifiques sans que
leur structure soit modifiée. réversible a des hydrates de carbone spécifiques sans altérer la

structure de I'hydrate de carbone. (Cavada et al., 2018).

Ces protéines sont connues pour posséder des propriétés inflammatoires, nociceptives,
vasoactives, antiprolifératives, antimicrobiennes, immunomodulatrices et antidépressives,
entre autres. La plupart de ces activités biologiques sont directement liées a la capacité de ces
protéines a interagir avec les hydrates de carbone via le domaine de reconnaissance des
glucides (CRD) . (Marques et al., 2017).

Actuellement, les lectines font I'objet d'une attention particuliere en raison de la prise
de conscience qu'elles agissent comme des déterminants de la reconnaissance dans divers
processus biologiques. Ces processus comprennent la clairance des glycoprotéines du systeme
circulatoire, le contréle du trafic intracellulaire des glycoprotéines, I'adhésion des agents
I'adhésion des agents infectieux aux cellules hotes, le recrutement des leucocytes a l'intérieur
des cellules. Inflammatoires, ainsi que les interactions cellulaires dans le systéeme
immunitaire, dans la malignité et les métastases. La base de cette reconnaissance est
I'ajustement moléculaire entre des paires de structures complémentaires, dans ce cas le site de
combinaison d'une lectine et d'un hydrate de carbone (souvent désigné comme le ligand de la
lectine), sur les surfaces de cellules en interaction ou entre celles d'une cellule et d'une
molécule en solution. Elle est analogue a celle qui existe entre une enzyme et son substrat (ou
inhibiteur) et entre un anticorps et un antigene, et peut étre bloqué par des sucres appropries,
non seulement in vitro mais aussi in vivo. Cette inhibition est & la base des tentatives actuelles

de développer de nouvelles

Les bactéries pathogenes se fixent sur les cellules des organes cibles grace a des
lectines, protéines qui se lient aux sucres complexes arborées par les membranes cellulaires.
Une fois fixées, elles vont former des colonies, puis des biofilms, a 1’origine des infections
bactériennes. Et parmi ces bactéries pathogenes Acinetobacter baumannii , dont les lectines

ont fait 1’objet de nombreuses études .

Notre travail sera divisée en Trois sections: la premiere section est une étude
bibliographique comprendre deux chapitres, dont le premier chapitre est consacré a une revue

sur les lectines, en particulier une généralité, historique, structure , spécificité et affinité ,
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distribution, les activités biologiques et leur application dans différente domaines. Nous
avons ensuite dans un deuxieme chapitre, nous avons présentés la bactérie Acinetobacter
baumannii bactérie pathogéne sur le quelle nous avons basée sur leur morphologie et
structure, caracteres culturaux et biochimiques et leurs facteurs de virulence.

La seconde section est sur le matériel et les méthodes, c’est un traitement de 1’article
scientifique « Isolement et caractérisation d'une lectine ayant des activités antibactériennes,
anti-film et antiprolifératives a partir d'’Acinetobacter baumannii d'origine environnementale »
(Alyousef et al., 2018) elle contient trois parties, dont la premiére partie nous avons décrit le
matériel et les méthodes utilisés lors du travail , la deuxiéme est sur 1’étude biologique qui se
manifeste dans plusieurs tests; détection phénotypique et moléculaire , fermentation,
extraction des lectines ,Purification Par Chromatographie échangeuse d’ions CM-Sepharose
Hromatographie et Chromatographie sur gel filtration Sephadex75 afin de Mettre en évidence
de les activités biologique de cette bactérie ( antibiofilm, antibactérienne et antiproliférative ).

Concernant la troisiéme section, elles abordent les resultats et la discussion

respectivement.
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1. Les lectines

1.1. Généralités

Les lectines sont des protéines d'origine non immunitaire, largement distribué dans la
nature, qui reconnaissent et se lient de maniére spécifique et réversible aux glucides (mono et
oligosaccharide) et aux glycoconjugués, elles sont libres ou liées aux surfaces cellulaires par
des sites de liaison spécifiques, généralement deux ou plusieurs sites de combinaison des
hydrates de carbone par molécule, c'est-a-dire qu'elles sont divalents ou polyvalents, bien qu'il
existe des exceptions (Santos et al., 2014). En plus de leur spécificités élevée, les lectines
présentent différents architectures et modes de multivalence attaché a leur fonctions.
Certaines lectines présentent une "multivalence architecturale”, consistant en une structure
macromoléculaire avec plusieurs domaines de reconnaissance des glucides équivalents.
D'autres lectines, comme les adhésines, sont attachées aux membranes et ne comprennent
qu'un seul domaine de reconnaissance des glucides, attachées a des fimbriae ou des flagelles
fixés a la surface de la cellule. Divers structures fimbriales regroupées a la surface de la
cellule permettent également une présentation multivalente des lectines dans I'environnement
extracellulaire. Tous ces processus de reconnaissance jouent un réle primordial dans la
fécondation, I'embryogenese, l'inflammation, les métastases et la reconnaissance parasite-
symbiote chez les microbes, les invertébrés, les plantes et les vertébrés. La liaison entre une
lectine et son polysaccharide spécifique est comparable a une réaction anticorps-antigene.
L’agglutination des hématies est le test principal permettant de détecter ces molécules
(Hirabayashi, 2020). Elles ont une masse moléculaire comprise entre 50 et 120Kda
(Kokourek et Horejsi, 1981).

La capacité d'agglutination des cellules distingue ces protéines des autres
macromolécules capables de se lier aux glucides. En outre, leur origine non immunitaire les
différencie des immunoglobulines anti-glucides qui agglutinent les cellules. Alors que les
anticorps sont structurellement similaires, les lectines different par leurs acides aminés,
Peptides et protéines, composition, implication des métaux, structure tridimensionnelle et

poids moléculaire (Lis et Sharon, 1989).
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1.2. Historique

Un apercu de [I'histoire des lectines est intéressant car il donne un apercu du
développement d'un domaine de recherche qui a de larges implications et qui est de plus en
plus important. il sert également d'introduction appropriée a la discussion de certaines
propriétés exceptionnelles de ces protéines. Comme [I'histoire de nombreux domaines de
recherche, celle-ci est également riche en exemples de hasard et de sérendipité.

Les lectines ont d'abord été designées sous le nom d"hémagglutinines”, ou plus
communément de “"phytohémagglutinines”(Aragao, 2009 ; Poiroux, 2011), car elles se
trouvent presque exclusivement dans les plantes. Le site premier rapport sur la présence dans
les plantes de protéines qui agglutinent les érythrocytes humains ou animaux est apparu en
1888 dans la thése de doctorat de Hermann Stillmark, étudiant de Robert Kobert & l'université
de Dorpat, en Estonie (aujourd'hui Tartu en URSS)., I'une des plus anciennes universités de la

Russie tsariste.

En 1919, J. B. Summer a réalise la purification et la caractérisation de la
concanavaline A ou Con A (Concavaliaensiformis), cette phytoagglutinine pouvait également
précipiter le glycogéne en solution et agglutiner d’autres types cellulaires que les érythrocytes

(par exemple comme les levures et les bactéries) (Liener et al., 1986).

Aujourd’hui sont appelées lectines toutes protéines d’origine non immunitaire
capables de reconnaitre et de se fixer spécifiquement sur des structures oligosaccharidiques
de maniere non covalente, réversible et sans les modifier (Sharon and Lis, 2004).
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Le Tableau 1 : I’historique de découverte des lectines.(Ramata, 2010)

Année Auteurs Découverts
1884 Warden et addel/Bruyllant etVenneman | Toxicité de la graine d’Abrus
precatorius
) Toxicité de la graine de
1886 Dixson o )
Ricinuscommunis
Activité hémagglutinante de la
1888 Stillmark graine de Ricinuscommunis
Toxicité de la graine de Croton
triglium
Utilisation de I’abrine et le
1890 Erlich ricin dans les recherches
immunologiques
_ Activité hémagglutinante de la
1891 Hellin ' _
graine d’Abrus precatorius
L'inhibition de Il'activité
hémagglutinante par le sérum
1902 Kauss ] o
non immunitaire
L'inhibition de Il'activité
_ hémagglutinante par un
1909 Landsteiner ) ) .
traitement thermique de sérum
Isolement et cristallisation de la
Concanavaline A (Con A)
1919 Sumner
_ Application des lectines sur les
Marcusson-Begun/Siever )
1926 groupes sanguins
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1949

Jaffé

Inactivation Thermique des
hémagglutinines de

Phaseolusvulgaris

1952

Watkins &Morgan

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

groupe sanguin

1960

Nowell

La stimulation mitogénique des
lymphocytes par la lectine de

Phaseolusvulgaris

1965

Agrawal &Golstein

Chromatographie d'affinité

pour la purification des lectines

1990

Yamauchi&Minamikawa

Expression de Con A dans les

cellules d’Escherichia coli

1.3. Structure des lecines

Les lectines sont classés en quatre grandes catégories.

1.3.1. Lectines simples

Ces lectines sont composer de hombreux monomeéres, ils peuvent étre identiques ou

non, généralement leur masse moléculaire ne dépasse pas 40KDa. Cette classe regroupe

toutes les lectines végétales, bactériennes solubles et galectine (Famille des lectines animales

spéecifique pour le galactose) (Lenka, 2006). (Figure 1)
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Figure 01: représentation graphique d’un monomére de concanavaline A de

canavaliaensiformis en complexe avec le trimannosoide (Lenka, 2006).

La protéine est représenté par un ruban rouge pour les hélices o, un ruban bleu pour les
brins B et un fil pour les autres zones. Le sucre est représenté sous forme de baton et les

cations en boule (Lenka, 2006).

1.3.2. Lectines en mosaiques

Dans cette classe, on trouve différentes lectines de divers sources (animal, virus...). Il
s’agit d’un complexe composé de plusieurs types, dont un seul posséde le site de liaison
(Lenka et al., 2006). (Figure 02)

Figure 02 : représentation graphique d’un trimére d’hémagglutinine de virus influenza
en complexe avec de I’acide sialique (Lenka et al., 2006).
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1.3.3. Les assemblages macromoléculaires

Trouvé fréquemment chez les bactéries, ou elles construisent des structures
filamenteuses de 3 a 7 nm de diameétre Jusqu’a 100 Nm de longueur, dites fimbriae ou pili.
La plus longue partie d’un filament fimbrial est construit par la polymérisation d’une unité
prédominante qui ne joue aucun réle structural. Seul un type d’unité, 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 3)

Figure 03 : représentation schématique de différents fimbriae de la bactérie
d’Escherichia Coli (Lenka, 2006).

1.3.4. Structure tridimensionnelle

La structure tridimensionnelle des lectines est composé des feuilles § contactées par un
nceud forment des chaines antiparalleles avec des hélices a, la stabilité des diméres est assurée

par des interactions hydrophobiques et hydrogénes (Sharon et Lis, 1990).
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1.4. Spécificite et affinité

Sharon et Lis a base de lectine en mannose (Man), galactose (Gal) ou N-
acétylgalactosamine (GalNAc), fucose (fuc) ou acide sialique (NeuAc, acide
N_acétylneuraminique) (Lis et Sharon, 1998). Ces monosaccharides et leurs dérivés sont des
unités typiques de la structure oligosaccharidique de la surface cellulaire, et d’autres sont
rares. La lectine reconnait également spécifiquement les oligosaccharides. Comparée a leur
affinité pour les oligosaccharides, 1’affinité des lectines pour les monosaccharides. (Dam et
Brewer, 2002).

L’affinité est généralement régulée par la présence de substituant sur le carbone
anomérique des monosaccharides, de sorte que ces lectines reconnaissent eégalement les
disaccharides ou les trisaccharides. La similitude topologique entre certains monosaccharides
est critique pour la spécificité : par exemple, la plupart des lectines qui reconnaissent Gal se
lient également a GalNAc. Certaines lectines présent une affinité pour les monosaccharides,
qui ne semblent pas étre structurellement apparentés, comme le Fuc, ’homme et le Fru
(fructose). Cependant, les trois fonctions hydroxyles sur lesquelles le sucre se lie a la lectine
ont des structures topologiques tres proches, ces trois ligands sont donc connectés a la lectine
A2L de Pseudomonas aeruginosa. (Loris et al., 2003) .

La combinaison de plusieurs techniques expérimentales permet de préciser la
spécificité des lectines (Park et al., 2008). La spécificité des lectines peut étre déterminée en
utilisant la technologie de test ELLA (enzyme-linkedlectinassay) et glycanarray (puces de
glycane avec différents monosaccharides et oligosaccharides). ces techniques sont simples,
rapides et nécessitent peu de matériel.

La plupart des lectines sont des protéines multivalentes. lls peuvent se lier a plusieurs
molécules glucidiques. La multivalence peut étre causée par des répétitions « en tandem » de
lectines dans le polypeptide, la combinaison de plusieurs monomeres ou la présentation de

plusieurs lectines a la surface cellulaire.

D’une part, les lectines multivalentes et d’autres part des glycoconjugués, qui

participent au processus de reconnaissance (Lee et Lee, 1995). Dans la plupart des cas, les

10
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systemes biologiques utilisent des interactions faibles mais multivalentes plutdt que des
interactions fortes uniques. Par conséquent, ils peuvent assurer un degré élevé de spécificité et

d’affinité entre ces récepteurs et la surface cellulaire des systémes biologiques.

1.5. Les activités biologiques des lectines

Comme toutes protéines les lectines sont des molécules aux propriétés biologiques

multiples

1.5.1. Interaction lectine-hydrates de carbone

Toutes les lectines sont composée d’au moins une cavité de reconnaissance des
glycanes, qui présentent une plasticité et leur permet d’interagir plus spécifiquement avec
certains glycoconjugués qu’avec d’autres composés (Jain et al., 2001 ; Jeyaprakash et al.,
2003), ces glycannes interagissent par des liaisons non-covalentes avec les acides aminés
formant la cavité de reconnaissance saccharidique de la lectine . La partie non glycanique des
glycoconjugués a la capacité d’interagir avec les acides aminés a proximité de la cavité de

reconnaissance (Jeyaprakash et al., 2003).

1.5.2. Agglutination cellulaire

L'agglutination est la manifestation la plus visible de I'interaction d'une lectine avec les
cellules, résultant de la création des liaisons transversales entre les cellules en suspension. La
liaison d'une lectine aux cellules est indispensable, mais non suffisante pour que
I'agglutination se réalise. La raison en est que I'agglutination et simple en apparence mais en
réel est un processus compliqué qui est affecté par de nombreux facteurs, tels que les
propriétés moléculaires de la lectine (par exemple, la taille moléculaire et le nombre de sites
de liaison des saccharides), les propriétés de la surface cellulaire (par exemple, le nombre et
I'accessibilité des sites de liaison de la lectine, la fluidité de la membrane) et I'état métabolique
des cellules. L'agglutination est aussi affectée par des conditions externes tels que la
croissance, le développement ou la transformation maligne (Sharon et lis, 1998). De plus, il a
été découvert que les lectines agglutinaient les cellules malignes plus facilement que leur

homologue normal (Wright, 1980).

11
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1.5.3. Activité mitogene

L’activité mitogeéne est une proprié¢té commune a de nombreuses lectines, elle se
distingue par son pouvoir de transformer les petits lymphocytes du sang en cellules blastiques.
Cette transformation lymphoblastique résulte du pouvoir mitogene des lectines mais en
général elle ne s’exerce que sur les lymphocytes T (Brabosa, 2001 ; Falasca, 1989 ;
Nachbar et Oppenheim, 1980).

1.5.4. Lectines contre les micro-organismes

Les lectines, en particulier celles qui sont spécifiques au mannose ou au N-acétyl-
glucosamine, ont une remarquable activité anti-VIH (virus de I’immunodéficience humaine),
comme 1’ont montré des essais sur culture cellulaire (Molchanova et al., 2007) non
seulement en inhibant I’infection des cellules mais aussi en empéchant la propagation de
I’infection virale des cellules infectées aux lymphocytes T non infectés (Balzarini, 2006).
Quelques lectines peuvent également agir en inhibant 1’activité de la transcriptase inverse du
VIH-1. Plusieurs lectines ont montré une activité contre les bactéries, les protozoaires, les
champignons et les nématodes, ce qui prouve que ces protéines peuvent étre utiles dans de

futurs traitements cliniques.

Les protéines antimicrobiennes suscitent I’intérét de nombreux chercheurs en raison de
leur potentiel en tant qu’outils de lutte contre les infections fongiques et bactériennes dans les
pathologies végétales ou humaines. De telles protéines, une fois incorporées dans des plantes
transgéniques favorisent la résistance aux pathogénes ; de plus, les lectines peuvent servir de
principes actifs d’usage clinique antifongique ou antibactérien. Les protéines ou les peptides
antibactériens que 1’on retrouve dans différents organismes agissent comme des enzymes ou
représentent de nombreux groupes de protéines, comme les lectines de type C présentes dans

les crevettes et les coquilles Saint-Jacques et les lectines végétales.

L’évaluation de I’effet des lectines contre les bactéries d’importance médicale suscite
un intérét croissant. Ces lectines sont capables d’interagir et d’inhiber le développement des
cellules microbiennes car les lectines reconnaissent les glucides ou les glycoconjugués a la
surface des cellules, en fonction de leur spécificité. Les lectines provenant de différentes
sources peuvent agir comme agents antibactériens contre les bactéries Gram-positives et
Gram-négatives, telles que la lectine de 1’espéce marine Holothuriascabra, la lectine des

graines d’Araucaria angustifolia et les lectines de type C provenant d’ceufs de poule et d’ceuf

12
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et d’oie (toutes deux actives contre B. subtilis, S. aureus et P. aeruginosa) (Santos et al.,
2014).

1.5.5. Activité antiproliférative

Les lectines présentent une activité antiproliférative dans les cellules cancéreuses
humaines, telles que la leucémie, le cancer de la prostate, le cancer du poumon, les cellules

d’hépatome (Hep G2) et le cancer du sein (Santos et al., 2014).
1.5.6. Activité cytotoxique

La lectine de Bauhinia forficata provenant des graines présente un effet cytotoxique

sélectif et une inhibition de I’adhésion dans les cellules cancéreuses du sein MCF7.

Parmi les lectines commerciales qui ont une action cytotoxique sur les cellules de
mammiféres : la ricine et I’abrine et a un degré moins intense la concanavaline A, et

I’agglutinine de germe de blé¢ (WGA).

L’effet toxique des lectines sur les cellules est généralement sélectif. Elles sont
beaucoup plus actives dans les cellules transformées, qui sont plus sensibles aux effets des
lectines que les cellules normales on peut citer comme exemple 1’apoptose dans les cellules

HelLa du cancer du col de ’utérus humain.

Une lectine se liant au mannose provenant de Sophora flavescensa est un agent
antitumoral puissant avec des propriétés cytotoxiques et apoptotiques sur les cellules HelLa
(Santos et al., 2014).

1.6. Distribution des lectines dans le monde de vivant

Les lectines sont des molécules ubiquitaires, car elles se trouvent dans tous les classes
d’organismes, chez les microorganismes (virus, bactéries), chez les plants, les insectes et les
animaux (Van Damme et al., 1998). Il existe une grande variété de lectines qui présentent
une trés grande diversité structurale. Le nombre de structures cristallographiques de lectines
est toujours en croissance et on connait aujourd’hui la structure tridimensionnelle d’environ

770 lectines (Aragao, 2009).
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1.6.1. Les lectines animales

La présence de lectines chez les animaux invertébrésse produit dans presque tous les
phyla dans I'hémolymphe et le liquide ccelomique. De nombreuses lectines ont été isolées
d'invertébrés, tels que les protozoaires, les insectes, les mollusques, les crustacés les

concombres de mer, les polychétes et les éponges de mer. (Moura et al., 2006)

Chez les vertébrés, les lectines ont été isolées et caractérisées chez des poissons
(,serpents et d'autres animaux. Chez I'nomme en particulier I'hnomme en particulier, il existe de
nombreuses lectines bien caractérisées dans différents tissus et cellules, tels que les poumons

, le sérum et les dendrites .(Kanazawa et al., 2004)

Chez les vertébres, il existe deux classes de lectines, en fonction de leur localisation :
les lectines intégrales des membranes et les lectines solubles présentes dans les fluides intra et
et intercellulaires. Les lectines intégrales sont celles qui sont situées dans les membranes en
tant que membranes en tant que composants structuraux, et different par leur spécificité aux
hydrates de carbone ainsi que par leurs propriétés physiques et chimiques. Les lectines
solubles peuvent se déplacer librement dans les environnements intra- et intercellulaires.
(Barondes, 2004 )

Les lectines animale sont divisées dans des familles trés différentes. Les trois

famillesles plus étudiées sont :

* Les lectines de type C, elles sont soit circulants dans le plasma, ou attachées aux
surfaces cellulaires par la présence d’un segment transmembranaire (Somers et al., 2000),
dont [D’interaction glucide-protéine se fait par I’intermédiaire d’un atome de calcium

(Drickamer, 1999).

* La famille des galectines, elle regroupe des lectines solubles qui reconnaissent le 3-
Gal, et sont caractérisées par la présence d’un domaine bien conservé appelé S-type

carbohydrate recognition domain(S-CRD) (Leffler et al., 2004).

* Les Siglecs, ou lectines de type I, constituent une famille de lectines qui
reconnaissent I’acide sialique et leur CRD adopte un repliement de type immunoglobuline
(Crocker, 2002).
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La plupart des lectines des vertébrés ont une localisation extracellulaire et sont
capables de détecter les modifications de glycosylation sur les cellules environnantes. Elles
jouentdonc un réle dans la vie sociale des cellules et sont impliquées dans des processus tels
que la fécondation, la migration et le développement cellulaire (Aragao, 2009).

1.6.2. Les lectines des plantes

Les plantes constituent une source riche en lectines et servent de principale source
pour l'isolement et I'analyse de ces molécules. Les lectines sont présentes dans divers tissus
végétaux et ont des propriétés biologiques différentes (tableau2). La principale source de
lectines est souvent les graines ; les graines qui escentes de Iégumineuses sont

particulierement riches en ces protéines. (Santos et al., 2014)

Des lectines végétales ont été purifiées a partir d’écorces, du bois de cceur, des feuilles
et des fruits. D'autres sources de lectines sont les racines, les tubercules, les bulbes, les

rhizomes, les coléoptiles , les cotylédons et I'exsudat du phloeme .(Santos et al., 2014)

Les lectines végétales ont été classées en sept familles de protéines qui sont liées
structurellement et évolution. Ce sont les lectines du phloeme des Cucurbitaceae , des lectines
se liant a la chitine contenant des domaines de I'héveéine, les lectines des légumineuses, la
protéine d'activation des ribosomes type 2 , des lectines se liant au mannose lectines de
monocotylédones, lectines liées a la jacaline et la famille des amarantins. (Santos et al.,
2014).

La famille des légumineuses offre le plus grand nombre d’espéces contenant des
lectines végetales, telle que la ConA se retrouvent dans de nombreux tissus mais sont tres
abondantes dans les parties de la plante susceptibles de subir une attaque par des organismes

étrangers (Nachbar et Oppenheim, 1980).
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Tableau 2 : Lectines dans différents tissus végétaux avec des activités biologiques

distincts (Santos et al., 2014).

Tissues Activités biologiques
Propriétés agrég antes anticoagulantes et
) antiplaquettaires ; coagulant, activités
Les graines o _ o _ ]
mitogenes, antibactériennes, antifongiques et
anti tumorales
) Activités antifongiques et insecticides
| ' écorce

Bois de coeur

Activité termiticide

Tige Activités antivirales et inductrices d'apoptose
) Activités antivirales, antibactériennes et
Feuilles . :
antifongiques
_ Activités mitogenes et antivirales
Fruits
Racines Activités antifongiques et termiticides
Activités insecticides et antitumorales
Tubercules
Activité protéolytique
Ampoules
Antiprolifératif, immunostimulant, antiviral,
) antifongique, activités antitumorales et
Rhizomes

induisant I'apoptose
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1.6.3. Les lectines des microorganismes

Les microorganismes pathogenes, virus, bactéries, champignons ou parasite
eucaryotes, utilisent frequemment des lectines pour reconnaitre les glycannes présents sur la

surface des cellules hote.

1.6.3.1. Les lectines bactériennes

Les lectines bactériennes sont généralement situées sur la surface de la bactérie ou
localisées dans le cytosol, elles jouent des rdles importants dans la reconnaissance des
glycoconjugués présents a la surface des cellules hétes (Sharon, 1996). Les lectines
bactériennes connues peuvent étre classeées en trois familles: les lectines fimbriales, les
toxines et les autres lectines solubles (Imbertyet al., 2005).

Les lectines fimbriaes sont trouvées dans des organelles de surface des bactéries (pili
et flagelles) qui présentent diverses fonctions telles que la reconnaissance des glycannes de
I’hote et 1’adhésion sur les surfaces de cellules cibles. 11 existe trois types de pili : les types
IV, les types | et les types P. Par exemple, la PapG est une adhésine du pili de type P trouvée
chez les souches uropathogénes de la bactérie Escherichia coli. PapG présente une grande
importance dans la phase d’adhésion sur les globoside (GbO4) des cellules humaines du rein
lors des infections urinaires et la structure en complexe avec la partie tétra-saccharide du
GbO4 a été résolue ( Dodson et al., 2001). Les lectines de cette famille sur une structure
allongée avec un repliement de type b-sandwich.

La famille des toxines est constituée par des protéines secrétées par les bactéries et qui
exercent une activité toxique sur les cellules de 1I’hote. Les toxines du type ABS sont secrétées
par différentes bactéries comme Shigella dysenteriae, Borderella pertussis et Vibrio cholerae.
Le domaine lectine de la toxine sécrétée par le Vibrio cholerae est un b-pentamére et sa
structure a été résolue complexée avec le penta-saccharide GM1 qui est un ganglioside
présent sur les epithelia (Miyishi et al., 1982).

La famille de lectines solubles comprend des protéines cytoplasmiques telles que
PAIL et PA-IIL de Pseudomonas aeroginosa respectivement spécifiques pour le a-D-

galactose et le a-L-fucose. Elles présentent des structures tétramériques ou un ou deux ions
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calciums respectivement sont impliqués dans le site de reconnaissance du sucre (Kairies et
al., 2001).

1.6.3.2. Les lectines viral

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 hétes, qui est lI'acide 5-N-acétylneuraminique (I'acide sialique) (Weiset al., 1990).

1.6.3.3. Les lectines des champignons

L’abondance des lectines dans les champignons est tout a fait remarquable. Elles ont
principalement des propriétés pharmacologiques intéressantes, par exemple la stimulation du
systétme immunitaire contre [’hypertension et contre I’hypercholestérolémiec mais aussi

antivirales et anticancéreuses (She et al., 1998 ; Sze et al., 2004).

1.7. Intérét des lectine pour I'hnomme

Les lectines peuvent interagir avec les systemes biologiques et produire divers
événements et fonctions dans 1’organisme vivant. Elles présentent aussi plusieurs avantages,
particulierement la disponibilité de divers lectines avec des spécificités spéciales ainsi qu’une

vaste stabilité.

De nos jours les lectines sont largement utilisées dans le secteur biomédical et la

recherche scientifique ainsi que dans le domaine agronomique (Lis et Sharon, 1998).
e Dans le domaine biomédical
Hématologie

Certains lectines ont une reconnaissance spécifique d’antigénes des groupes sanguins
humains elles possédent aussi un pouvoir précipitant spécifique pour ces derniers (Boyd et

Shapleigh, 1954) et sont utilisés pour leur identification dans des banques de sang.

Immunologie
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De par leur spécificité, on peut utiliser les lectines immobilisées sur colonne afin
d'identifier, de purifier et de caractériser les glycoconjugués (Hirabayashi, 2004).1l y en a
aussi des lectines mitogene qui sont utilisées pour détecter les allergies médicamenteuses,
Identifier les immunodéficiences congénitales ou acquises, étudier la sensibilisation causée
par les maladies infectieuses et juger de [D’impact de plusieurs utilisations

d’immunosuppression et d’immunothérapie (kenoth et al., 2001).
Biologie cellulaire

Dans des conditions normales et pathologique, on peut effectuer I’étude de la nature,

la structures et la dynamique des membranes cellulaires par les lectines (kenoth et al., 2001).

La lectine des graines de Lonchocarpus sericeus inhibe la réponse inflammatoire et la
colonisation bactérienne de la péritonite infectieuse chez le rat et de cela, nous concluons que
certaines lectine purifiées a partir des graines de légumineuses tropicales présentent des

propriétés anti-inflammatoires (Alencar et al., 2005).
En biochimie et protéomique

Les lectines fournissent des outils pour étudier les glycoprotéines (anticorps, cytokines,
hormones, facteurs de croissance, enzymes, récepteurs et méme toxines et virus) pour les
purifier (par affinité, lorsqu’elles sont couplées a des supports chromatographiques) ; pour les
détecter (par fluorescence). Ou enzymatique, immunoblot, immunoprécipitation...). Il est
donc possible de caractériser quantitativement les glycoprotéines, éventuellement apres

clivage enzymatique (structure et interaction du complexe). (Dole.A et Lindeberg.S, 2005).
e Dans le domaine agronomique

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

d’importants dégats dans des cultures (Murdock et Shade, 2002).
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2. Acinetobacter baumannii

Acinetobacter baumannii est une bactérie ubiquitaire isolée de 1’environnement mais
aussi de la flore cutanée humaine (Bouvet et Joly-Guillou,2007). Elle existe dans le sol,
I’eau, les égouts et de plusieurs environnements de soins de santé. Acinetobacter baumannii
est également un micro-organisme commensal existant sur la peau et les muqueuses humaines
et peut provoquer des infections opportunistes, en particulier chez les immunodéprimées,
notamment la pneumonie, la méningite, la septicémie et les infections des voies urinaires
(Perez et al., 2007 ; Peleg et al., 2008).

Un mystére demeure quant a I’habitat primaire d’Acinetobacter baumannii. Bien que
l'idée soit répandue que son habitat principal est I’hopital, Il s’agit bien entendu de son habitat
secondaire. Jusqu’a Ce jour, aucune ¢étude n’a pu démontrer la véritable origine de cette

espéce (Bouvet et Joly-Guillou, 2007).

Etymologiquement, Acinetobacter est un mot composé issu du grec scientifique [a +

kiviro + Poxtnp(io)], signifiant tige non mobile.

Le mot baumannii, de Baumann, nommé en I'honneur de Paul et Linda Baumann

(http://www.bacterio.net/Acinetobacter.html).

Acinetobacter baumannii est I’espéce type du genre Acinetobacter qui est composé de
43 autre membres (Perez et bonomo, 2017). La taxonomie d’Acinetobacter baumannii est

représentée dans le tableau 3.
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Tableau 3 : taxonomie d’Acinetobacter baumannii (Bouvet et Grimon, 1968)

Régne Bacteria

Embranchement Protobacteria

Classe Gamma protobacteria
Ordre Pseudomonadales
Famille Moraxellaceae

Genre Acinetobacter

Espéce Acinetobacter baumannii

2.1. Morphologie et structure

Acinetobacter baumannii regroupe des bacilles a gram négatif d’aspect coccoide en
phase stationnaire de 1 a 1,5um de large et de 1,5 a 2,5um de long parfois est difficilement
décolorables. Comme son nom I’indique elle est non motile donc dépourvu de flagelle et non
sporulé (Poly et al., 2007 ; Monteil et al., 1992) 30% des souches d’Acinetobacter baumannii
possedent une capsule que I’on peut distinguées lors de la coloration de Gram par ’apparition
d’un halo claire au tour de la bactérie ce qui lui permet de formé des colonies mucoides
capables de former des biofilms et ainsi de coloniser aussi bien les surfaces inertes que

vivantes (Russo et al., 2010) (Figure 4).
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Acc.V Spot Magn Det WD Exp
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Figure 4 : image microscopique d’Acinetobacter baumannii (Morshedtalab et al.,
2020)

2.2. Caractéres culturaux

Acinetobacter baumannii peut facilement étre cultivée sur les milieux des non
sélectif gélose trypto-caséinesoja), sélectifs (géloses Drigalski, Hektoen, MacConkey) et

chromogeénes en aérobiose et & une température de 30-37°C.

Sur gélose de Drigalski, elles apparaissent lactose négatif, sur gélose chromogéne de
type UTI elles apparaissent blanches (Hidri, 2012) et sur gélose nutritive, la colonie apparait
ronde, légérement bombée, translucide ou opaque, lisse, blanc-jaunatre, d’aspect beurré, a

bords réguliers, le diamétre atteint 1 & 4 mm en 24 heures & 30°C (Monteil et al., 1992).

Les souches capsulées sont facilement identifiables en culture. Elles présentent un
aspect muqueux alors que les colonies de souches non capsulées sont plus petites et présentent

un aspect rugueux.

Acinetobacter baumannii et capables de croitre a 44 °C, ce qui facilite son

identification vis a vis la complexité de I’identification biochimique d’espece (Hidri, 2012).
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2.3. Caractére biochimique

Acinetobacter baumannii est une bactérie aérobie stricte non fermentaire, oxydase

négative, catalase positive ; les tests classiques sont le plus souvent négatifs :
* ne réduit pas les nitrates.
* pas de gélatinase.a
*manque de décarboxylase pour la lysine, I’ornithine et 1’arginine.

«absence de thiosulfate réductase de tryptophane, de désoxyribonucléase et de béta-

galactosidase.
ne contient pas la désaminase pour la phénylalanine et le tryptophane.

eacidification sans production de gaz, du glucose, mannose, galactose, xylose, arabinose
et lactose (Monteil et al., 1992).

2.4. Facteur de virulence

Acinetobacter baumannii est un pathogene opportuniste, peu ou pas virulent chez
I'individu sain. Cependant, la bactérie peut compter sur un certain nombre de facteurs de
virulence pour se développer chez des patients fragilisés ou persister a I'hopital. En voici

quelques exemples

2.4.1. Les Porines

Les porines sont des protéines de la membrane externe associées a la modulation de la
perméabilité cellulaire. OmpA est une porine a barillet b et I'une des porines les plus
abondantes de la membrane externe. Chez A. baumannii, L'OmpA est le facteur de virulence
trés bien caractérisé, avec une variété de propriétés biologiques intéressantes identifiées dans
des systemes modeles (Smith et al., 2007 ; McConnell et al., 2013). Grace notamment a la
protéine de membrane externe OmpA qui a des propriétés cytotoxiques et pro-apoptotiques. ,

A. baumannii peut adhérer aux cellules épithéliales de 1’hote.(Choi et al., 2008).
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2.4.2. Polysaccharides capsulaires et Lipopolysaccharides (LPS)

Le lipopolysaccharide ou LPS, un composant essentiel de la membrane externe des
bactéries a Gram neégatif, induit chez I'Homme des signes cliniques tels que I'nyperthermie,
I'agrégation des hématies, un choc septique, la diminution de la pression artérielle. Le LPS
altere aussi I’activité bactéricide du complément dans le sérum humain en agissant de fagon

synergique avec la capsule polysaccharidique.

Au-dela d'OmpA, I'enveloppe d'A. baumannii est associée a de nombreux facteurs qui
contribuent & la pathogénicité. & de nombreux facteurs qui contribuent a la pathogeénicité.
Parmi eux, les exopolysaccharides capsulaires et les LPS sont des facteurs de facteurs de
pathogénicité. Notamment, de nombreux isolats provenant de patients atteints d'infections a
A. baumannii expriment des polysaccharides capsulaires de surface et contiennent un groupe
de genes conserves, appelé locus K, qui peut déterminer la production de polysaccharides
capsulaires (Koeleman et al., 2001 ; Geisinger et Isberg, 2015).

Une étude a démontré que les polysaccharides capsulaires sont impliqués dans la
résistance antimicrobienne de A. baumannii (Geisinger et Isberg, 2015). Les mutants
déficients en polysaccharides capsulaires présentent une résistance intrinséque plus faible aux
antibiotiques peptidiques. En outre , la présence d'antibiotiques induit une hyperproduction de
polysaccharides capsulaires polysaccharides capsulaires . Le site induit par les antibiotiques
production de polysaccharides capsulaires induite par les antibiotiques augmente la résistance
au complément de I'hdte et augmente la virulence dans un modele d'infection systémique
chez la souris (Geisinger et Isberg, 2015). Cette étude a également démontré que la
production accrue de capsules apres I'exposition a un antibiotique dépend de I'augmentation

transcriptionnelle de I'expression du gene du locus (Geisinger et Isberg, 2015).

2.4.3. Les Phospholipases

La phospholipase est une enzyme lipolytique essentielle au métabolisme des
phospholipides. et constitue un facteur de virulence chez de nombreuses bactéries, telles que
bacteries, telles que P. aeruginosa, Legionellamonocytogenes, et Clostridium perfringens
(Camarena et al., 2010 ; Flores-Diaz et al., 2016). Trois classes de phospholipases, telles
que la phospholipase A (PLA), phospholipase C (PLC), et la phospholipase D (PLD), ont été

définies en fonction du site de clivage. La PLA hydrolyse les acides gras a partir du squelette
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de glycérol, tandis que la PLC coupe le groupe de téte phosphorylé du phospholipide. La
dégradation des phospholipides affecte la stabilité des membranes des cellules hotes., et le
groupe de téte clivé peut interférer avec la signalisation cellulaire, ce qui entraine des
changements dans le fonctionnement de la cellule., ce qui entraine des modifications de la
réponse immunitaire de I'hdte (Songer, 1997 ; Flores-Diaz et al., 2016). Le PLC et la PLD
ont été identifiés comme des facteurs de virulence chez A. baumannii(Camarena et al., 2010
; Jacobs et al., 2010 ; Stahl et al., 2015). Acinetobacter baumannii ATCC17978 possede
deux PLC (A1S_0043 et A1S_2055) et I'inactivation du géne A1S_0043 entraine une modeste
une réduction modeste de I'effet cytotoxique de A. baumannii sur les cellules cellules
épithéliales par rapport a celui de la souche parentale (Camarena et al., 2010 ; Fiester et al.,
2016). La perturbation de lI'un (A1S_2989) des deux génes PLD présents dans la souche 98-
37-09 d'A. baumannii entraine une une résistance réduite au sérum humain, une diminution de
la capacité a envabhir les cellules épithéliales et une virulence réduite dans un modele murin de
pneumonie. murin de pneumonie (Jacobs et al., 2010). Un autre rapport a montréqu'A.
baumannii ATCC 19606 posséde trois génes PLD et gu'ils jouent tous trois un réle important
dans la virulence. trois jouent un réle important dans la virulence et I'invasion des cellules
hotes. de maniere concertée (Stahl et al., 2015). Ces résultats suggerent que les enzymes
phospholipases sont des facteurs de virulence importants dans la pathogenese d’4. baumannii

dans la pathogenése.

2.4.4. Les Vésicules de la membrane externe (VME)

Les OMV sont des vésicules sphériques de 20-200 nm de diameétre secrétées par les
membranes externes de divers pathogénes Gram-négatifs. par les membranes externes de
diverses bactéries pathogenes Gram-négatives (Kulp et Kuehn, 2010). Elles sont composées
de LPS, de protéines de la membrane externe et périplasmiques, de phospholipides et d'ADN
ou d'ARN. des effecteurs bactériens aux cellules hétes (Ellis et Kuehn, 2010). OMVs
délivrent simultanément divers facteurs de virulence a lintérieur des cellules hotes
simultanément et permettent aux agents pathogenes d'interagir avec I'néte sans contact étroit

entre les bacteéries et les cellules de I'hdte (Jun et al., 2013). De nombreuses souches d'A.
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baumannii sécrétent des OMVs qui contiennent divers facteurs de virulence, dont OmpA, des
protéases, et des phospholipases (Kwon et al., 2009).

2.4.5. Systémes de sécrétion de protéines

Plusieurs systemes de sécrétion de protéines ont été identifies chez A.
baumannii(Weber et al., 2015). Le systeme de seécrétion le plus récemment décrit chez A.
baumannii | est un systéme de sécrétion de type Il (T2SS) (Johnson et al., 2015). Le T2SS est
un complexe multiprotéique qui est structurellement trés similaire aux systémes de pili de
type 1V, qui est un appendice que I'on trouve couramment chez les bactéries Gram-négatives
(Korotkov et al.,, 2012). T2SS transloque un large éventail de protéines de I'espace
périplasmique au milieu extracellulaire hors de la cellule ou de la surface de la membrane
externe. . Le rdle d'un T2SS fonctionnel pour la virulence totale d'A. baumannii a été
démontré dans des modeéles d'infection pulmonaire de G.mellonella et des modeéles d'infection
pulmonaire murine . Les lipases (LipA, LipH et LipAN) et la métallopeptidaseCpaA ont été
identifiées comme des substrats du T2SS ( Harding et al., 2016).

Acinetobacter baumannii posséde également un systeme de sécrétion de type VI
(T6SS). Le T6SS a été identifié pour la premiéere fois chez Vibrio cholera et P. aeruginosa .
De nombreuses bactéries utilisent le T6SS pour injecter des protéines effectrices, ce qui leur
confere un avantage en matiére de colonisation lors de I'infection de I'euphorie (Mougous et

al., 2006). ou pour tuer des bactéries concurrentes (Basler et al., 2013).

Une étude a montré que le T6SS est actif dans six souches pathogenes d'A.
baumannii(Ruiz et al., 2015). Cependant, le T6SS semble jouer un réle important dans la
virulence de A. baumannii d'une maniére spécifique a la souche (Repizo et al. 2015).

2.4.6. Les Protéines de liaison a la pénicilline 7/8 (PBP7/8) et b-Lactamase PER-1

Bien que les PBP soient géneralement impliquées dans la résistance aux antibiotiques
b- lactamines, PBP7/8, codée par le géne pbpG, est un facteur de virulence chez A.
baumannii. La souche mutante pbpG se développe similaire a celle de sa souche sauvage dans
le milieu Luria-Bertani, mais mais le mutant présente une croissance réduite dans le sérum
humain et son survie diminue significativement dans des modéles d'infection des tissus mous

et de pneumonie chez le rat (Russo et al., 2009). Une étude de la morphologie bactérienne en
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utilisant la microscopie électronique a suggéré que la perte de PBP7/8 pourrait avoir affecté la
structure du peptidoglycane, ce qui pourrait peut affecter la sensibilité aux facteurs de défense
de I'n6te (Russo et al., 2009). Il est intéressant de noter que la b-lactamase PER-1 a été
suggérée comme étant un agent virulent de A. baumannii. facteur de virulence d'A.
baumannii. PER-1 est une b-lactamase a spectre étendu b-lactamase (ESBL), mais ce gene est
associé a l'adhésion cellulaire (Sechi et al., 2004). Notamment, de nombreuses b-lactamases
sont associees a la virulence de diverses bactéries pathogenes, comme E. coli (Dubois, 2009).,

P. aeruginosa (Moya et al., 2008), et K. pneumoniae (Sahly et al., 2008).

2.4.7. Autres

La CipA d'Acinetobacter baumannii est une nouvelle protéine se liant au
plasminogéne et inhibant le complément, qui joue un réle dans la résistance au sérum . Le
plasminogéne se liant a la CipA est converti en plasmine active qui dégrade le fibrinogéne et
le C3b du complément, ce qui contribue a la résistance sérique d'A. baumannii. Par
conséquent, la souche mutante CipA est efficacement tuée par le sérum humain et présente

également un défaut de pénétration des monocouches endothéliales (Koenigs et al., 2016).

Le quorum-sensing est un mécanisme de régulation largement présent chez les
bactéries a Gram négatif. A. baumannii posséde quatre de ces systemes ayant un réle dans
I’auto-induction de multiples facteurs de virulence. réponse SOS, a été identifié comme un
facteur de virulence de A. baumannii par exemple L'antigene de surface protéine 1 (SurAl)
joue un réle important dans la capacité d'adaptation et la virulence d'A. baumannii (Aranda et
al., 2011).

Le biofilm correspond & un mode de vie communautaire pouvant étre adopté
transitoirement par certaines especes bactériennes, dans lequel des micro-colonies produisent
et s'entourent de polyméres complexes (polysaccharides, ADN...) et visqueux. Le biofilm
permet de résister aux défenses immunitaires, aux antibiotiques et aux antiseptiques, ainsi
qu'aux environnements hostiles. Il joue notamment un réle important dans le développement
des infections sur matériel étranger (sonde endotrachéale, sonde urinaire, cathéter...). Donc La
formation du biofilm joue un réle important dans I'évasion immunitaire par A. baumannii(de
Breij et al., 2010), et les pili sont essentiels pour I'adhésion d'A. baumannii et la formation de
biofilms sur des abiotiques ainsi que pour la virulence (Tomaras et al., 2003, 2008).
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Syntheése des pili de type IV (Dhabaan et al., 2015), ce qui suggére que la capacité de
surproduire des pili confere un avantage biologique a A. baumannii d'autres protéines liées a
la virulence ont été identifiées, notamment OmpR/EnvZ(Tipton et Rather, 2016) et FhaBC
(Perez et al., 2016).
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Matériel et méthodes

1. Matériel biologique
1.1. Echantillons et analyse bactériologique

Ce travail a été réalisé par les chercheurs qui ont utilisé différentes espéces
bactériennes pour les tests antibactériens et antibiofilm qui ont été utilisées a partir de leur
collection de stock. Pour le test antiprolifératif, ils ont utilisé la lignée cellulaire cancéreuse

humaine (lignée cellulaire de cancer du col de ’utérus (HeLa).

IIs ont collectées aussi plusieurs parties de plantes, principalement les feuilles,
d’origine environnementales d'une région voisine au cours de leur période d’étude et
envoyées au laboratoire de microbiologie pour des tests de routine d’identification des micro-

organismes basée sur la culture microbienne.

Afin de mettre en évidence la production de lectines chez ces especes bactériennes, ils
ont émulsionnés les échantillons dans une solution saline tampon phosphate (PBS) et bien
secoués pour que les microbes se détache du sable. A partir de suspension, ils ont étalés 10pl
de PBS sur plusieurs plaques de culture dont la gélose au sang, Agar MacConkey et le

bouillon d’infusion de cceur de cerveau qui ont été incubés a 37°C pendant 24-36 heures.

Les colonies qui ont poussé sur les plaques ont été observées pour leurs caractéres
morphologiques. Et les colonies individuelles distinctes ont été identifiées de maniére
présomptive en utilisant un kit biochimique APl 20F Selon le protocole standard du
laboratoire. Il ont confirmé I’identification de chaque isolat par le systéme Vitek 2 en utilisant

la carte Vitek GNI (bio Mérieux, France) conformément aux instructions du fabricant.

1.2. La souche étudiée

Parmi les isolats étudiés, ils ont choisi 1’isolat AB119 qui s’est avéré avoir une activité

lectinique abondante. Et identifié comme Acientobactor baumannii.

28



Matériel et méthodes

2. Mise en evidence des lectines
2.1. Détection phénotypique et moléculaire de la lectine

Une réaction en chaine par polymérase conventionnelle a été réalisée pour détecter la
présence du géne de la lectine dans les isolats individuels. Une seule colonie a été
sélectionnée comme modele pour la PCR directement dans un mélange de réaction (eau
MiiliQ 38 ul, tampon de réaction 10X -5.0ul(1x), mélange de dNTP(10mM)-1 pul(200uM),
Tagq ADN polymérase 1 pl(1U/Réaction) et amorce lectine comme indiqué dans le tableau 4.

Le contenu a été mélangé et placé dans le thermocycleur (M.J. Recherche — 150 minicyler).

Les produits PCR amplifiés ont été soumis a une électrophorese sur gel d’agarose a 1%

et a une échelle d’ADN de 100 Pb (Kapa, Afrique du sud) et visualisés sous lumiere UV.

Le criblage quantitatif phénotypique de la lectine a été effectué en utilisant des plaques
de microtitration comme décrit précédemment. En bref ; la suspension a été diluée (100 pl) de
chaque culture pure individuelle. Isolat bactérien avec du PBS 0,02M (pH 7,2) a été mélangée
avec une suspension de 3 % d’érythrocytes humaines (O+ ; 100 pl) dans une plaque de
microtitration et a été incubée a 37°C pendant 2-4 heures. L’activité a été exprimée en unités
d’hémagglutination (U.H.), qui est définie comme I’inverse de la plus haute dilution qui

montre une agglutination (Lotan et al., 1975).

Tableau 4 : détails de I’amorce de la lectine

Lectine Amorce
Primaire 5’-GGTCTTGTTATGTAAGTCTT-3’
Inversé 5’-GGCGCATAGTCCTCTATAG-3’
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2.2. Fermentation

L’isolat AB119 sélectionné a été cultivé sur le milieu facteurs de colonisation
antigénes(CFA) (acide aminé gazeux, 10g/L ; extrait de levure, 1,5 g/L ; MgSO4 0,05 % ;
MnCI2, 0,005 %), a 37°C pendant 24-36 heures.

2.3. Extraction des lectines

Les cellules bactériennes ont été récoltées par une centrifugation a 6000 rpm pendant
30mn, lavées trois fois afin d'éliminer le milieu des cellules puis remises en suspension dans
du PBS 0.05 M (pH 7,2). Les cellules ont été perturbées par sonification (40 hz, 30%) pendant
20 minutes a 4°C.

IIs ont recueilli le surnageant par centrifugation a 6000 rpm pendant 20 minutes et

utilisé pour établir I’activité hémagglutinante de la lectine.

2.4. Purification des lectines

La lectine a été purifiée selon le protocole publié précédemment avec une légére
modification (Hou et al., 2010).

2.4.1. Précipitation au sulfate d’ammonium

Une précipitation supplémentaire des protéines a été réalisés ; ils ont utilisé du sulfate
d’ammonium a 50% de saturation et incubée pendant 4 heures, puis centrifugé a 12000g

pendant 10 minutes.

2.4.2. Dialyse

Les extraits bruts des protéines obtenus, ont été dialysés en utilisant la colonne DEAE-
Sepharose (2,5x10 cm) qui a été équilibrée et lavée avant son utilisation avec du PBS 0,01 M
(pH 8,0).

Les composer des protéines on été éluer avec le méme tampon en utilisant un gradient
de NaCl (0.1-0.5 M) au débit de 1 ml/min. Différentes fractions ont été collectées et vérifiées

pour leur activité hémagglutinante.

30



Matériel et méthodes
2.4.3. Chromatographie
2.4.3.1. Chromatographie échangeuse d’ions CM-Sepharose

Toutes les fractions actives des lectines ont été chargées sur une colonne échangeuse
de cations CM-Sepharose (2,5x10 cm). Les éluant sont été a nouveau verifiées pour leur
activité hémagglutinante et les fractions actives ont été regroupées.

2.4.3.2. Chromatographie sur gel filtration Sephadex75

L’échantillon groupé a eté dialysé a nouveau avec du PBS 0,01 M et soumis a une
colonne Sephadex 75 10/300 GL (pré équilibrée avec du PBS 0,01 M ; pH 7,2). Les éluant ont
été obtenues en utilisant 0,1-0,5 M de NaCl dans le PBS 0,01 M, a un débit de 1 ml/min.

2.4.3.3. Estimation de la teneur en protéines et du poids moléculaire

La concentration en protéines de la fraction purifiée a été déterminée selon la méthode
standard de Bradford 1976, en utilisant le BSA (bovine sérum albumine), & une dilution de
concentration connue, en tant qu’étalon. La taille moléculaire de la lectine purifiée éluée de la
colonne Sephadex G-150 a été déterminée par SDS-PAGE dans des conditions réductrices sur
un gel a 10%. Les masses moléculaires des protéines ont été déterminées a l’aide de

marqueurs de poids moléculaire élevé et faible appelé marqueurs (Sigma-aldrich, Allemagne).

3. Les activités biologiques
3.1. Mise en évidence de D’activité antibiofilm

Différents isolats bactériens d’origine clinique comprenant Enterococcus faecalis Et
Gram négatif Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii ont été cultivés sur Brain
Heart Infusion Agar (BHAI) (Difco) contenant 0,08% (p/v) de  Congo-Red Agar
(SigmaAldrich, Allemagne) ; 5% (p/v) de saccharose (Dinamica, SP, Brésil).

L’inoculation a été faite en stries et incubée a 37 °C en conditions aérobies jusqu’a
36 heures. Les souches non productrices de biofilm ont formeé des colonies rouges, tandis que
Les producteurs de biofilm ont formé des colonies noires. Les isolats bactériens Ont été

cultivés en double sur BHAI complété par de la lectine purifiée.
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La lectine purifiée a été testée pour sa capacité a inhiber la formation de biofilms par

toutes les bactéries productrices de biofilms mentionnées ci-dessous.

La méthode de la plaque de microtitration a été suivie pour semi-quantifier la capacité
de formation de biofilm des Isolats bactériens tels que mentionnés dans 1’essai précédent

selon le protocole décrit Ailleurs (Kalaiarasan et al., 2017)

La culture pure d’une nuit de chaque souche individuelle a ét¢ inoculée dans 200ul de

BHAI dans une plaque de microtitration et ensuite incubée a 37°C pendant 24-36 heures.

Apres la période prescrite, la plaque a été secouee pour detacher les colonies
individuelles dans le liquide et la plaque a été lavée trois fois avec du PBS suivi d’un pipetage
du liquide. Pour enlever le liquide sans perturber le biofilm. Les plaques ont été séchées a 1’air
dans un incubateur a 37° C pendant 15 min puis séchage a l'air libre pendant 15 minutes.
Tous les puits ont été colorés avec 1% de Crystal violet pendant 5 min, suivi d'un lavage dans
du PBS pour se débarrasser de la coloration indésirable. La biomasse colorée dans le puits a
été solubilisée avec 250ul d'acide acétique glacial a 30% pendant 10 minutes et I'absorbance

de la coloration a été mesurée a 595 nm.

Un test en double a été effectué, La lectine purifiée a été ajoutée au milieu de
croissance au moment de l'inoculation et le test a été poursuivi comme mentionné ci-dessus.
Tous les tests ont été effectués en triplicata et la moyenne de chaque test a été utilisée pour le

calcul des résultats et I'évaluation statistique.

3.2. Mise en évidence de I’activité antibactérienne

Les isolats bactériens mentionnés ci-dessus sont utilisés pour déterminer I’activité
antibactérienne de lectines purifiées. L’isolat a été cultivé et incubé pendant une nuit dans un
bouillon Luria-Bertani avec agitation a 37°C sur un agitateur rotatif. L’activité
antimicrobienne des lectines a été mesurée a 1’aide du test de microdilution décrit par Park et
al. (Park et al., 2007).

32



Matériel et méthodes
3.3. Mise en évidence de I’activité antiproliférative

Le test MTT a été utilisé pour détecter la prolifération et la survie des cellules en
utilisant des cellules cancéreuses HeLa en phase de croissance logarithmique (5 x 5 cm).
phase de croissance logarithmique (5x 104 cellules/ml). Les cellules en phase de croissance
active ont été ensemencées (5x103 cellules/puits) indépendamment les unes des autres dans

une plaque a 96 puits avec un volume final de 200 ul/puits.

Groupe témoin a été cultivé dans du DMEM. Un test en double a été realisé avec la
lectine purifiée. Ces plaques ont été incubees a 3 pendant 24-36 h. A la période prescrite les
milieux des cultures cellulaires ont été jetés. A cela, 50 pL de milieu sans sérum et 50 uL de
solution de MTT  ont été ajoutés a chaque puits et incubés a 37°C pendant 3 heures. Apres
incubation, 150 pl de solvant MTT (acide acétique glacial) ont été ajoutés a chaque puits.
La plaque a été enveloppée dans une feuille d'aluminium et secouée a l'aide d'un agitateur

orbital pendant 10 a 15 minutes. L'absorbance a été luea OD590 nm dans I'heure qui suit.
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Résultats et discussions

1. Identification bactérienne

1.1. Mise en évidence de I’activité hémagglutinine

Parmi les échantillons des plantes préleves de I’environnement, seuls sept isolats ont

montré des activités d’hémagglutination (figure 5).

AB119
AB007
AB120
SE512
PU112

SA006

EA91

SA591

—

1:10 1:20 1:40 1:80 1:160  1:320 1:640 1:1280

Figure 5 : test d’hemagglutination des isolats

1.2. Détection phénotypique et moléculaire de la lectine

Dans les résultats de la PCR, les sept isolats montraient la présence du géne lec avec
une taille de 625 pb (figure 6), cependant, ces isolats dans I’analyse quantitative ont montré
une activité différente du géne lec. Parmi cela un AB119, I’isolat Ayant une activité lectine

puissante et abondante.
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[-Ladder, Lane 1 to S-samples, 6-Positive control, 7-Negative control

Figure 6 : électrophorese sur gel pour le gene lec (résultats positifs avec un amplicon
de 625bp).

2. Purification de la lectine

2.1. Fermentation

La lectine a été purifiée a partir de la culture AB119 cultivée dans le milieu CFA. La

culture AB119 a été utilisée pour récolter la lectine.

2.2. Précipitation au sulfate d’ammonium

Une précipitation au sulfate d’ammonium a été faite & des concentrations
progressivement croissantes. Le sulfate d’ammonium, avec 30-80 %, a été utilisé pour

précipitation des lectines.

A une concentration de 75-80 % de Sulfate d’ammonium, les activités d’hémagglutination

sont averées maximales pour AB119 (figure 7).
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Lectin activity (H.U)

5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80 85 90 95
Concentration

Figure 7 : test d'hémagglutination en plaque de microtitration par les isolats étudiés

2.3. Chromatographie

Le poids moléculaire de la lectine purifiée était de 30 kD en SDS-PAGE (figure 8).

g 835

Z29kD

3

Figure 8 : SDS-PAGE de la lectine purifiée a partir de AB119



Résultats et discussions

Plus loin les résultats de ’'HPLC ont confirmé que la valeur m/z de la lectine purifiée était de

29,91 (figure 9).
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50 100 150 200 250 300 350 400 450
mz

Figure 9 : valeur m/z de la lectine AB119 par HPLC

3. mise en évidence des activités bactériennes
3.1. Activité anti-biofiom de la lectine

L’activité antibiofilm de la lectine AB119 a été évaluée sur différents genres

bactériens.

On a constaté que la lectine affecte efficacement ’activité du biofilm de ces isolats
bactériens testés. Dans le milieu Congo-Red Agar, tous les isolats bactériens ont montré la
capacité de produire un biofilm qui a été inhibé en présence de la lectine et la couleur est

restée la méme : colonies roses ou gris pale.

Indiquent I’absence de production de biofilm lorsque la lectine est supprimée dans le
milieu (Figure 10). Le site Couleur des colonies en croissance était rose ou gris pale et ces
résultats font référence a une perte de la capacité a former des biofilms et des colonies et une

couche non gluante a la surface du milieu (figure 10).
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Dans I’essai en plaques de microtitration , I’échelle d’inhibition des biofilms par la
lectine purifiée était significative et la capacité de formation de biofilms a été

significativement réduite pour tous les isolats bactériens comme le montre la Figure 11.

Figure 10 : Mise en évidence la production des biofilm par des isolats bactériennes

= ntreated
I Purified lectin

OD of biofilm

Bacterial isolates

Figure 11 : I’échelle d’inhibition des biofilms par la lectine purifiée pour les isolats

bactériens

38



Résultats et discussions

3.2. Activité antimicrobienne

La lectine a inhibé la croissance des trois espéces bactériennes testées apres traitement

pendant 24 h (figure 12 ; tableau 5), et cet effet antimicrobien était uniforme pour toutes les

especes, qu’elles soient a Gram positif ou a Gram négatif.

Figure 12 : Mettre en évidence I’activité antimicrobienne de la lectine

Tableau 5 : antibiogrammes avec lectine comme complément

Fraction/Antibiotique

Extrait brut
lectine purifiée

Streptomycine (10ul/mL)

Activité antibactérienne en mm

E. fecalis P.aeuroginosa K.pneumoniae
15.0 £1.00 17.0 £4.00 15.0 £3.00

22.0 £2.0p 25.0 £4.0p 22.0 £3.00
27.02 £ 1.0a 30.0 £1.0a 27.0 £1.0a
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3.3. Activité antiproliférative

Les effets antiprolifératifs de la lectine contre les cellules HelLa ont été détermines a
I’aide du test MTT (figure 13). La lectine a montré des effets inhibiteurs significatifs sur la
prolifération a un IC50 de 10 uM pendant 24 h (P, 0,05). L’inhibition due a la lectine était

dépendante du temps et de la concentration pour les lignées cellulaires testées.

1504 _
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>
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]
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=
& & o
P BN o‘%‘
<
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Figure 13 : résultat de test MTT montre Les effets antiprolifératifs de la lectine contre

les cellules HelLa

Discussions

Cette étude a été effectuée pour trouver une source bactérienne pour la lectine et les
sources environnementales ont été examinées pour l’isolement d’organismes ayant une

activité lectine.

Sept isolats bactériens ont montré une activité lectine, dont quatre étaient des espéces

d’Acinetobacter baumannii.
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La souche AB119 de A. baummnaii s’est avérée produire une hémagglutination

abondante et bien qu’elle ait été sélectionnée pour la récolte de la lectine.

La lectine a été identifiée a partir d’une nouvelle espéce bactérienne non signalée
auparavant et purifiée a partir d’une souche Acientobacter baumannii AB119, isolée d’une

origine végétale.

La lectine est considérée comme le composant le plus virulent de A.Baumannii lié a
des saccharides particuliers et contribue fondamentalement aux Micro-organismes a se fixer a
différentes surfaces (Brubaker, 1985).

La Précipitation maximale a été obtenue par la méthode du sulfate d’ammonium a une
concentration de 80 % et La purification a été realisée par des chromatographies d’échange

d’ions et d’affinité.

Le Sulfate de sodium-polyacrylamide (SDS-PAGE) a montré que la masse

moléculaire de la lectine était de 30 000 daltons

La lectine montre une activité anti-biofilm et inhibitrice de croissance contre les
bactéries Gram-positives (E. Fecalis) et Gram-négatives (K. pneumoniae & P. aeuroginosa).
Bien que I'étude n'ait pas Vérifié diverses espéces bactériennes, I'efficacité des lectines est

significative et peut encore étre évaluée avec d'autres micro-organismes.

Dans le processus de formation du biofilm, la surface est collée et colonisée, et le
biofilm forme des amas cellulaires multicouches sous la forme d'une matrice
polysaccharidique. La matrice polysaccharidiqgue joue un r6le important dans le
développement des organismes et la pathogénicité des bactéries (O "Tooleet al., 2000). Ces
polysaccharides du biofilm protegent les micro-organismes du systéme immunitaire inné
humain (Leid, 2009). Le biofilm produit par la bactérie a été réduit de 20-30% en 24-36
heures apres I’administration de la lectine, ce qui pourrait étre attribué a la propriété de liaison

au glycan de la lectine ayant une affinité pour les polymeres GIcNAcC.

Il s’agit également de la premicére observation qu’une lectine d’origine bactérienne

empéche la formation de biofilms d’autres especes bactériennes étroitement apparentées et par
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consequent, pourrait avoir des applications possibles en microbiologie clinique et en sciences
biomédicales.

Nos résultats montrent que les lectines peuvent étre un substitut naturel aux agents
antimicrobiens. , et pour les mettre en pratique, il est nécessaire de mieux élucider I’utilisation

fonctionnelle de ces protéines.

Il est bien connu que les bactéries associées aux plantes interagissent par le biais
d’adhésines qui sont protégées par des lectines (Danhorn et Fuqua, 2007). Des études
antérieures ont rapporté 1’inhibition de la motilit¢ et de la Multiplication des bactéries
pathogénes par les lectines (Gaidamashvili et van Staden, 2002 ; Karpunina et al., 2003).
Les différents homlous de lectines dans les souches cliniques et écologiques ont un réle vital
dans I’attachement et la pathogénése. Cela pourrait permettre de mieux comprendre

I’interaction possible des lectines végétales avec les pathogénes humains.

La lectine qui fonctionne Comme un antibiofilm peut également étre utilisée comme
molécule tensioactive pour modifier les caractéristiques physiques des cellules bactériennes et

de ’environnement.

Bien que le mécanisme d’inhibition du biofilm n’a pas été étudié dans cette étude, on
peut cependant spéculer qu’il fonctionne en alternant 1’expression des genes ou en perturbant

les molécules de signalisation qui modifie la capacité de formation du biofilm.

Quelques publications antérieures ont indiqué 1’activité antiproliférative de la lectine
vers des lignées cellulaires cancéreuses (Lam et Ng, 2010) ; celles-ci incluent les lectines

provenant de diverses sources végétales.

Ici, dans cette étude, nous avons Vérifié les propriétés antitumorales de lectine dérivée
d’origine bactérienne et c’est peut-étre la premiére fois qu’une lectine provenant d’un microbe
a été testée pour son activité antiproliférative sur des cellules HeLa avec un taux d’alcoolémie

de 1,5 % avec une IC50 de 10.0 uM trouvée in vitro.

Cette lectine AB119 a montré une bonne efficacité dans 1’inhibition de la prolifération

et peut induire ’apoptose des cellules HeLa d’une maniere dépendante de la concentration.
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Bien que la voie menant a 1’apoptose n’ait pas été découverte. Et des études supplémentaires

sont nécessaires pour découvrir les mécanismes détaillés.
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Conclusion et perspectives

Conclusion et prescriptives

Ces dernieres années, plusieurs études ont était faites sur les lectines vu leur
production qui est trés couteuse, leur grande importance, leur role et leur abondance dans le
monde microbien généralement et dans les microorganismes pathogénes particulierement.

A la fin de ce travail nous nous sommes intéressés a la mise en évidence, extraction, et
purification des lectines chez Acinetobacter baumannii et ces derniére nous on conduit & des
activités biologiques évidentes (activité hémagglutinante, antibactérienne, antibiofilm et
antiprolifératifs).

Nous avons choisit comme souche Acinetobacter baumannii, nous avons sélectionné
I’isolat AB119 pour sa capacité a produire des lectines solubles que nous avons obtenu apres
le test d’hémagglutination en présence d’érythrocytes humains.

Parmi les échantillons des plantes prélevés de I’environnement, seul sept isolat ont
montré une activité hémagglutinante ainsi que la présence du gene lec avec une taille de 625
pb.

Nous avons cultivées I’isolat AB119 dans le milieu CFA afin de réaliser une
purification de la lectine présente chez Acinetobacter baumannii, La purification de notre
extrait, nous a permis d’observer 1’activité hémagglutinante qui s’est avéré maximale 80UH a
des concentrations 75-80 % de sulfate d’ammonium, suite a une chromatographie dont
toutes les fractions actives ont été chargés sur une colonne échangeuse de cation CM-
Sepharose puis sur un gel de filtration Sephadex75. Nous avons obtenu sur gel SDS-PAGE le
poids moléculaire de la lectine purifiée qui était de 30 KD ainsi la confirmation par HPLC de
la valeur m/z de la lectine purifiée qui était de 29.91.

L’étude de ’activité anti-biofilm a montré que la capacité de production de biofilm en
présence de la lectine purifié était significativement réduite et cela indique que la lectine a

une activité antibiofilm abondante.

Nous avons réaliser aussi une €tude de I’activité antibactériennes ou nous avons
remarqué une inhibition de la croissance des trois espéces bactériennes testées (Gram+ et

Gram-) apres un traitement par lectine en 24h.

En dernier lieu nous avons testé I’activité antiprolifératif de la lectine AB119 sur les
cellules Hela, a la fin de ce test nous avons vu que la lectine AB119 a montré une bonne

efficacité dans I’inhibition de la prolifération des cellules HeLa.

Comme prescriptives et dans ’immeédiat, il est nécessaire :
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De s’intéresser aux bactéries pathogenes

D’utiliser de nouveau milieux de fermentation et d’optimiser les propriétés physico-
chimique de la production des lectines, notamment pour 1’obtention d’extraits
extracellulaires plus riches en protéines,

D’améliorer I’extraction des proteines en utilisant des méthodes plus douces,

De varier les types de chromatographies, de leurs gels et des différents tampons
d’¢lution pour une meilleure séparation,

De multiplier les ligands pour une meilleure purification des lectines,

D’analyser structuralement les lectines purifiées,

D’étudier I’activité antivirale et immunomodulatrice des lectines pures.
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Annexe 1 : Milieux de culture

Milieu Gélose au sang

M¢élange spécial de peptones............. 23 g
Amidon ..o lg
Chlorure de sodium ........................ 5¢
AQar ... 10g
Sang ...oeiii 50 mL
pH=73

Milieu Mac Conkey

Peptone ........cooeviiiiiiiiiiii 20,0 g
Sels biliaires n°3 ..o 10g
Cristal violet ..............ooeviiininn. 0,001 g
Lactose ...ovvvviviiiiiii 10,0 g
Rougeneutre ... 0,05¢
Chlorurede sodium ..................... 50¢g
Agar .o 150¢g
Eaudistillée ................oooiiiiiii. gsplL
pH=7,1

Milieu Bouillon d’infusion de cceur de cerveau

Protéose-peptone ......................... 10,0 g.
Infusion de cervelle de veau ............ 12,5 g.
Infusion de cceur de beeuf ................ 50¢g.
GIUCOSE ... 2,0¢g.
Chlorure de sodium ........................ 5,0 g.

Hydrogénophosphate de sodium .........2,5 g.
pH=74

Milieu LB (Luria Bertani)

Tryptone .......cooooviiiiiiiiiiiiiiii, 10g
Extraitde levure...................oooiiin. Sg
NaClooo e, 10g
Eaudistillé ... 1000 ml
pH=7.5

Facteur de colonisation antigénes (CFA)

Acide aminé gazeux ........................ 10g/1
Extraitde levure ...................ooeeeee. 1,59/
MESO4. .. o 0,5%
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Milieux BHAL

Cong-Red Agar .............oooeieiiint. 0,08%(p/v)
SaccharoSe ....oovvveeeeieiiiii 5%

Annexe 2: Tampons

Tampon PBS 0.01 M

NaCl o 8g
KCIO o, 20g
NaZHPO41.....cooiiiiii 15¢
KH2PO40. ..., 20g
Eaudistillée...................o ool 1000mL.
pH 7.2

Annexe 3: Préparation de NaCl
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Annexe 04 : Dosage des protéines (Bradford, 1976)

Composition du reactif de Bradford

Bleu de Coomassie G-250 .................... 100 mg.
Ethanol absolu ..., 50 mL
Acide phosphorique a 85%......................100 mL.

Annexes

Compléter a 1000 ml avec I’eau distillée. Conservation pendant 3 semaines a 4 °C et a 1’abri de la

lumiére.

Elaboration de la courbe d’étalonnage

Une gamme étalon est préparée a partir d’'une solution mere de sérum albumine bovine

(BSA) (1mg/1mL) selon les quantités suivantes : 0, 20, 40, 60, 80 et 100

pg. Toutes les

dilutions des solutions protéiques sont effectuées en présence de I'’eau distillée. Les
échantillons et le blanc sont ajustés a un volume final de 100ul. Apres addition de 3ml du
réactif de Bradford et agitation, I'absorbance est mesurée a 595 nm contre le blanc. Les
concentrations protéiques des extraits seront déduites a partir de cette courbe

d’étalonnage.

1.2
1 ~ |
_ 08 >
\r, g
= y=0.0103x
< 0.6 . R?= 09881
= *_-
0.4 —~
)
0.2 e
-~ V"""v:(
0 &
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Annexe 05 : Tableau tres simplifié de saturation du sulfate

d'ammonium (4°C, pH 7)

IIs ont utilisé du sulfate d’ammonium a 50% de saturation et incubée pendant 4 heures, puis

centrifugé & 120009 pendant 10 minutes.

Concentration finale de

[{Concentration initiale de sulfate d'ammoninm sulfare d ammonium
(%o de la saturation a 4°C et pH 7.0) (% de la saturation a 4°C et
pH 7.0)

| 0% |25% |50% [75% |100%
g de sulfate d'ammonium a
ajouter par 100 ml de
solution

0% 0 [13.6 205 483 [70.7
125% |0 |14.8 321 [52.9

R [ [0 ss
T e e

1100% L [ [ o

Les valeurs sont domnées en termes de % de saturation c'est-a-dire en proportion de la
quantité de sulfate d'ammonmm nécessaire pour saturer complétement une solution d'eau a pH
7.0 24°C (390 mol/L). Ce tableau est évidemment trés simplifié pour des fins explicatives,
[les vrais tableaux donnent des valeurs i tous les 5% de saturation.
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Annexe 06 : L’article scientifique (Alyousef et al., 2018)

Article type  : Original Artide

Title
Isolation and characterization of lectin with antibacterial, antibiofilm and antiproliferative

activities from Acinetobacter baumannii of environmental origin

Short Title

Characterization of lectin from bacleria

Abdullah A. Alyousef', Abdulaziz Alqasim', Mustafa sawsan aloahd’

' Department of Clinical Laboratory Sciences, College of Applied Medical Sciences, King
Saud University, P.O. Box 10219, Riyadh. 11433, Saudi Arabia
2Visiting Scholar, College of Life Science, Maulana Azad College of Arts and Science,

Aurangabad, India.

Corresponding author
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Ahbstruct

Aims

lectin is o mon-immumogenic glycoprolcin, have boco extracted majority from the plant
saurce primarily keguminoasca lis ahility to precisely nocognize and bind 1o the complex el
bound strociuwre bo cnable it playing diverse roles. In this siudy, we obligalc to define new
saurces of loctins since the production of lectins is vory cxpemsive. Thorefore, we porformaed
a study with the goal o isolate and chamcteriae loctin from bacieria of plant arigin and scroen
ils ahility &5 an antibacterial, antibiofilm and sntiprolifomtive ggenl

Mlethods and resulis

Wi imvestipated isolsies of environmental origin for their abilily to pmodooc bectin using
phenotypic and modecular detection. The lectine was parificd from an iscolates ART 1Y which
has abundan bectin octivily ond ils malecular weight was detcrmined by SI5-PAGE and
HPFLLC. This lectin hes o molocular weight of 30kD ond used 1o ovaluabs ils antimicmobial,
antibinfilm and ontiproliferalive sctivitics using cardior published protnceds. All hactorial
isolaios iosiod in this study showed tho ability o prodooc biofilm which was inhibited in
prezcno of bectin significandly. In microdiber plabs assay the scale of biofilm ishibition by the
parified bectin was significantly reduced for oll bacterial specics. Lectin inhibited the growth
af all three bested backerica specics afler treatment for 24 h and this antimicrobial offect was
mniform to oll specics imespective of gram positive ar gram negative. The antiproliferative
cifiocts of loctin against Hel.a colls wom deiormined wsing MTT assay showed significant
inhibiinry cifocts on the proliforation af an IC50af 10 pM for 24 hours.

Conclusion

This siudy concludes thal lectin has o promising spplication = =n anlimicrohiol and,

antibiofilm ngent to contred multidrog resistant pathogen-associaled infections. Same time i

This article is profecied by copyright. All ights resorved.
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has also promising abilily o conbmol the prolifcration of tumoer ool as ovident by cur study

resulis,

Significance and Impact of study

ABLTY lectin from A.bawmanedl specics was verificd for its capability 1o control microbial
grawih and ils biofilm formation.  Hosulis showed lectin was able o roduos grow as well
hiofilm Formation of both gmms positive and gram negative bacierial specics. Lectin has o
promising application & am antibicfilm agent 1o combal the growing number of multidneg
drog resisiom pathogen-assacialed infoclions.

Eey words: ler gene.  Acinetobocter howmanedi, antibacterial, antibiofilm  ogent,

Antiprofiforative, Bmactive compund

Introduction

lectin is o non-immunogenic ghycoprobein, 2 class of non-covalont carbohydmic-hinding
prolcins possed o least one non-catalytic domain. [ cxhibils reversible binding to specific
monasaccharides or oligosaccharides. Lecting have boen extracted from the varioos souroe
and broadly distribuled in voricos plants, mmimals, microorgamisms. and cdible fongi (Lis and
Sharcn, 2003); howewer, the vast majority of lectin types have boen derved from
leguminamsea. (F varioes souroes, lecting have boen found to have bighly homologous o the
sced lectins. lis ability to agglutimate crythrocytes, it was imilislly called hemagglutinin ar
agglutimin {Lis and Sharon, 1973). A particular type of lectins has boen used for blood growp
typing as they hind specificity io blood group particular pesitive growps. Lectin has the shility
i precisely recognize and reversibly bind to complex carbobydrate stroctures may be soluhble
ar ool bound, thenofore, it plays diverse robes in memeroes bisdogical processes including coll

iz cell indoraction, ligand-rcopior signalizing or collular activation (Benibo of el 3004 ).
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Lilcratwre has shawn ils ahility o own anlicancer propertics in vilee & well as in wve studies;
It caswes cytolexicily, apoptasis, and inhibition of wmar growth vin specially binding to
cancer cell membranes or their reccptors (Yanm ef ol 2009; Chen et . 2009; Fang et ol
0100, though their wses os therapeutic agenis is under rescarch. I alse inkerfan in the
immune sysicm by aliering indericukins production, aclivaling corinin proein kinases, modify
the cell cycle, inducing cell cycle amest and apoptosis ¥ia distruption of caspase cascade
{Weis ef af. 1958). Rescarch done till dabe is vory evident b prove that it has gnigque chemical
propertics which can be wliled in several ficlds soch as pharmacology, cancer rescarch,
immunalagy and malecular binlogy.

Such wide mnge of polonlial wses obligaic o define now sources of lectins since the
production of loctins i very expensive. Despile all rescarch describing ils biochemical,
siructural and functional aspect, many questions regarding their role in the prokaryoic
hacterial kingdom still endure open. Here we performed o sindy with the goal (0 isolaie and
characierize Joctin from bacierin of plant orgin and scroen its ahility 2s on andibacterial,

antibinfilm and antipmliferative agenl

Materials and Methods

Dulbeccr’s modified Fagle's medium (DMEMY); 344, S-dimethylthineol-2-y)-2, S-diphenyl-
Zh-teimznfivmbromide (MTT) were obtsined from Sigma Chemical (St Lowis, USAL
Idiffierent bacicrinl specics for antibacterial and antibiofilm assay were used from oor stock
collection. The human cancer ccll line (corvical cancer coll line (Hela) were used for the
antipraliferative assay.

Various plants parts mainky the leaf from environmental sewrces of the nearby region were

collecicd during the stndy poriod and sent bo the micrebiolegy abomiory for rouline
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microbial culture hased identification of microorganisme Samples were cmuolbsified in
Phosphate buffer saling (PR5) and shaked well to deattach the microbes from sand. From
suspensian, 10pl of PHS was plaied on difforent culture plale includes blood agar,
Mool onkey agar and brain hean infusion broth which were incubated at 37 for 24-34
hours. The colomics grown on plates wore cbserved for marphological chamcters and
indfividual distinct colanics were prosumptively identified using AP@ 20E binchemical kit o
por standard laboratory protocol. Identification of cach isolaie was confirmed by ik 2
sysiom wsing Vilck GNI card (bie Méricux, France) accomling o the manufaciurer's

instruclions.

Phenatypic and maolecular detection of kectin

Conventienal polymerase chain reaction was perfarmed o deteat the presence of leclin gene
in individual isolates. A single colony was sclecied = iemplate for PCR dircctly in reaction
mixture | Mili} waler 38 pl, 10X Reacton buffer -5.0p001x), dNTF's mix(]0mAd}1
2000, Tag DA palymerase | pl(1UfReaction) and lectin primer as provided in able 1.
The contenis wone mized and placed in io the thermal cyeler (.1 Rescarch — 150 minicylerl.
The amplified PCR products were subjecied to gel cloctrophoresis in 1% agamse gel and 100
bp [MSA ladder {Kapa, south Afnga) and vismalized under U'Y light.

The phenolypic quantitative scrooning of loctin wis performed using microliler plate &
desoribed before, In briof; diluied suspemsion (100 W) of cach individual purc culturc
hacterial isalale with 0028 PBS (pH 7.X) was mized wilh 3% suspension of human
erythrocyies (0 100 @) in a microtiter plate and was incubated ai 3750 for 24 howrs. The
activity was expressed in Hemagglutination Units (H.U.); which is defined as the imverse of

the highest dilution which shaws agglutination (Lotan et al. 1975).
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Extruction and parification of Lectin

From the siudy isolaie we sclecicd ABIY which was found 1o hawe sbundani of loctin
activity and identificd s Acienfohartor bammeani The sclocted AR isolaic was grown on
colonization fsciors antigens (CEA) modivm (gasaming acid, [0g/;Yeast extract, 1.5 gz
S0y 005 % MnoCly, 0005 %, 2t 370 for 24-36 howrs. Bacierail colls were harvosted by
cenirifugation ol 6K rpm for 3 mins, washed thrice and ne-sospended in 0.05 M PRS (pH
T.1). The cells wem disrupied wsing sonication (20 ke, 30%) for 30 mins ot 4%C. The
supcrratant was callocted by contrifugation at G000 rpm for 20 mins and used to cstahblish the
hcmaggutination activity of loctin

The lkoctin was purificd scoording i carfier poblished profocol with skight modification (Hua
et al. J10) Further prodein precipitation was porformed using ammaoninm sulfoe with 50%
saturution and incubated for 4 b ond then centrifuged at 12,000 p for 10 min (Meined crode
prolcin cxtracts wore dizlysed which was koaded 1o 8 DEAE-Scpharcss column (25210 cm)
previnsly oquilibrated and washed with 001 M PRS (pH 800, The clutes were obtained with
the same buffer using o gradicet of Nl (0.1-0.5 M) o the flow rate of 1 mlimin. Diffenent
fractions wens collected 2nd checked for their hemagg lutinating activity. All fraction of lectin
activity was and loaded to o CM-Scphamse cation-cxchange codomn (25010 cm). The clubes
were again chocked for hemagglutinating activity and sctive fractions wens tagether. Pooled
sample was dialyeed again with 001 M PRE and subjecied 1o a Scphadex T3 107300 {31,

column (pre-cguilibaicd with 0.01 M PRE; pH 7.2). The cluics wene obdained using 0.1-05

M Mal’l in the .01 M FRS, at a Mow mbs of | mlfmin.
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Estimation of protein content and molecular weight

The prodcin concentralion of purificd fmclion was determined using the siandard Bradford
axsay {Hmdiord 1976), with bovine scrum albemin, o4 o dilution of knoen concentration, s
the standard. The molecular sive of the purificd lectin cluled from the Scphadex G-130
column was determined by S05-PAGE under reducing conditions in a 10% gel The
molocular masses of the profeins were delcrmined using high- and low-molecular-weight

markers (Sigma-aldrich, Germany).

Sereening of antibisflm sctivity of bectin

IMifferen bacterial isalatex of clinical orgin including Gram positive Emterococcir fascalic
and Gram ncgative Klsbsiells prewsmonice, Aorsiobecier bawwsanid were cullivaied on
Brain Hean Infusion Agar (BHAL (IYifco) conmining 0U0B% (wiv) Conge nod (Sigma-
Aldrich, Germany); 5% (wiv) sucmss (Dinamica. 5P, Brzril). The inoculalcd was done in
sireaks and incubated ot 37 °C under aerobic conditions wpto 36 kours. The biofilm producer
formed black colonies, while the non-binfilm producer strains formied red colonies. Bacterial
isolaics were cullivaled in duplicate on BHAIL supplemenied additionally with purificd leclin
The purified leclin was tesled for ils ability to mhihit bicfilm formation by all biofilm-
producing bacteria mentionod below.

The micrtiler plae method was followed semi-quantify the biofilm foming ability of
bactorial isololes as mentioned in the provious assay sccording i the prolocal described
clsewhere (Kalsinmsan of al 2017). In bricf, the ovemight pure cullwre of cach individoal
siruin wis inoculated in 300wl of BHAI in Micraliter plate and then incubation 2t 37°C for
.36 hours. Afler prescribed time poriod plate was shaked 1o detached the individml
colonics ool in the liquid and plaw wes washed thrice with PRS followed by pipetting the

slowclym tr mmove o liquid without dismopting the biofilm. Placs wore air-dried in an
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incubator at 37°C for 15 min and then air-dry for 15 min all the wells wore stained with 1%
af Crystal vided for 5 min followed by washing in PES o gel rid of the unwanied siain. The
sigined biomass in the well was solubiliied with 250ul of 30% Glacial Acctic Acid for 10
min and the shsorhanoe of sixin was measurod ai 595 nm. A duplicate asmy wos porformad
and the purificd lectin was added 1o the growih medivm st the time of noculation and ossay
was continued as mentioned above, All the assay wens perfarmed in triplicale and the average

af ach was used for results coleulation and statistical evaluation.

Antibacterial sctivity asay

Bacterail isolnles ax menlioned abowve wed I determine the ontibacterial activity of purified
Joctin. Isalnies were cultured and incobaled in & rotoiry shaker with agitation in Loria -
Bertani broth at 37°C for overnight. The antimicrobial activities of the lectin were dedermined
ming the microdilution assays as described by Park et ol (Park of al 3H7).

MTT nssay was used o deiood ocll profiferation and survival using Hel.a cancer colls in the
logarithmic growth phase (Sx 10° cellsiml). Actively growing cells were sceded (510
crlls'well) indopendently in o ¥6-well plaie with o firel volome of 200 pliwell and 2 bank
controd group was colired in DMEM. A duplicatr assay was performed supplermenicd with
parified Jectin. These plates were incubated at 37°C for 24-36 h. At prescribed time period
media of cell cubiures wone discarded. To that 50 pl. of sorum-froc media and 50 pl. of MTT
saluthon wis added io cach well and furiher incubaded ai 37°C for 3 howrs. Afler incobation,
150 pl. of MTT solvent (glarial aoctic acid) was added i cach well The plaic was wrapped
in foil and shaked well using an orbital shaber for 10-15 minwics. Absorbanos wis rmad af

OI3580 nm within | hear.

This article is protecicd by copyright. All fighis resorved.

Annexes



Hesulis

Bacterial species identification

From the collecied plant’s samples from covirmoomental soorocs, only seven iselaies: showed
the hemagglutination activitics {figure 1L In FCR rosulis, all seven isolaies were showing the
presence af of ler pene wilh momic size 625 bp (Bgure 2), however, these isolates in the
quantitative analysis showed differend lec gene activily. Among that one AR119, isolalc wes
having potent and ohundant lectin activity. The phenolypic identification of A baumeani AR
114 was donc by Vilck 2 sysicm and was confirmed by mobocular recognition refying npon
sequencing af 16fENA. The presence of leclin gene was found 1o be in all three isolates,
therefane, these mosulis wone in agrocment with the phonotypic resulis in the quantiiative

investigation,

Isolation. purification. and characterization of lectin

The loctin was purificd from the colture ABITS grwn in Colonization Faciors Antigens
{CEA) medium, AR1Y wes used to harvest the lectin and precipitalion was done using
ammanium sulphaie in gradually increasing concentration. The ammonium sulfabe, with 30
B0, has been wsed for the purpese of lectin procipitation. Al a concentratian of 75-B0 % af
ammanium sulphaie, the hemagplutination sctivities wene found i be manimum for ARTIS
{Tigure 3). The malecular weight of purified lectin was found Lo be 30 kDD in SD5-PAGE

{Tigure 4. Forhor the HPLC resulis confirmed the mi value of porified lectin 1o be 24.91

(higure 5).
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Antibioliem activity of lectin

The antibiofilm activity of lectin AR 119 was cvalusted on difforent bacierial genera and was
found that kectin cficicntly affocted the biofilm activity of these iostod bhactorial isolates. In
Congo-Fed Agar medimm, all bacierial isolates showed the ahility o produce biofilm which
was inhihited in presence of lectin and calour wos remain mme as pink or pale grey colomics
indicated mo biofilm production when lectin was supplimeted in mediom (Figure §). The
color of growing colonics was pink or pale groy colonics and these nesulis refer to o koss in
the ahility to form biofilms and noo-slime layer on the surdooe of the medinm (figere &), In
microtiter ploic ossay, the scale of biofilm inhibition by the porificd loctin was significant and
the biafilm formation ability was significantly reduced for all bacicrial isdaics as shawn in

figure 7.

Antimicrobinl sctivity

lectin inhibited the growih of all three wesied bacicrioa specics aficr treatment for 24 b

{Figurc §; Table ). and this antimicrobial cffect was uniform o all specics irmespective af

ETam pasitive ar gram nogative.

The antiprolifcrtive cffccis af lectin against Hela oclls wene determined wsing MTT assay
{Figare. %). Lectin showed significant inhibitory effects on the proliferation at an K2500of 10
ph for 24 b (F, 0U05). The imhibition due io lootin was time and conooniration dependont

paticmn for the wesied ozl lines.
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Diiscussion

Thiz smdy was insistod to find & bacierisl sowrce for the lectin and the eevironneiol palnt
saurces wore scneened for the izclation of orpanism which hes kectin sctivily. Soven bacterila
isolaics wore shown loctin sctivily in that four were Acacichactior boummeaii spocics
ABIY simin of A. bawmmngii found o prodocc abundant hemagglutination and theugh
sclocied for the barvetsiing of kectin. The loctin was identificd from 2 now bacionial spocics
mal roporied carlicr and purificd from an Acieatebactor bonweanil AB1TY, which wos
isoleicd from plant orgin Leoctin is considencd as the mosl vindent component in A
hawmannii connccicd with particular saccharides and contribute fundamentally to the
micrearganisms in poiting aitached o diffcrcnt surfaces (Brubsker 10685). Tho maxmimum
precipitation was achived by smmomium suplhole method ot B0% concentration and
paritication was dome by anmion-cxchangs and affiniy chromalographics.  Sodium dodecy]
sulphate-polyscrylamide gel cloctrophoresis (SD5-PAGE) showed the molocular mass of the

loctin a= 30,000 Dalians.

The lectin showwed both antibiofilm and growih-inkibiting sctivitics ogainst Gram-pasitive (E
fecalis) and Grm-ncgative (K. paeiomonics & P. ssuropiross) pathegenic bacierin. Theugh
the study did not chock vanous diverse bacieriol specics still the officacy of loctin was
significant and furher can bo cvaluaicd with another microorpanism. During bicfilm
formation, surfsocs anc colonized by adhesion and biofilm forms mult-loyored ool closters as
palyssccharide matrin that plays on important mic in bacierol pathogenicity {0 Tools of al.
2000 These biafilm polysscchardes proloct the microcrganism from oitsck by the human
inpalc immune system (Leid 20049). Bichlm produced by the baclerivm was reduced by 20
3% in 24-36 hours afier administration of the lectin, which might be atirbuted 1o the glycan-
binding property af the koctin having an affinity o GleMNAc polymers. This is also the fmst

abscrvation thal any hacterial orginated loctin prevenicd biofilm formation of other closcly
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mclabed bacicrial spocics and, thercfore, could have possible applications in climical
microbiclogy and biomedical scicnce. Our findings show that the leclins may be o natural
substitute for antimicrobial agents, and o bring in practics i is roquined 1o belter clocidate the

functional use of these probeins.

It is very known fact that planl-associaled bacioria intcract via adhesins which anc guarded by
Jectins (Danhom and Faqua 3007). Earier studies bave reparted the inhibitien of motility and
multiplication of bacicrinl pathapens by lectins ((Gaidameshvili and van Staden 3002,
Karpunina ¢t al. 3003). The various homlous of lecting in clinical and conlogical stains has o
vilal rde in atiachment and pathogenesis. This may lead o now insights inio the possible
interaction of plant lectins with human pathogenic micro-organisms. Lectin which functions
2= an anlihiofilm can also be wsed a5 surfactant molecule wsed o modifies the physical
characieristics of hacterial oclls and shiotic surfaces. Though mechanism i inhibit hicfilm
was m imvesligated in this sudy howver one can spoonlaie i functioning though alieming

gene cxprossion aor disrupting signaling moleculs that alters the biofil m-forming ability.

A couple of cadfier Giemlwre has indicated antprolifemtive sctivity of lectin toward
cancerous ocll lines (Lam & Ng 2010); these include the loctins from yarions plan soarocs.
Here in this study, we checked the antilumowr propertics of cletin derived From bactonial
ariging and possibly it is the first time lectin from microbe was tesied for its antiprolifoative
activity oo Hela cells with an IC50 of 1000 pM found in vitro, This ARLL9 lectin shawed
gond cfficacy in inkibiting the proliferation can indece the mpoplosis of Hela cells in o
coonentration dependonl manncr. Though the pathway to lead apopbosis wis nod discoverod

and further studies are roquined 1o oneover the detailed mochanisms.
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In conclusion, we have efficiently isolaied and characberoed AR 119 lectin from 2 microbial
source far the first time. This loctin possesses antibacicrial, antibiofilm ond antiproliferative
activity apzinst Hela human cancer cells. These findings may contribute to the cxpansion of
an approach for the conbrol of drug mesisiant pathogens, and could be oppressed

pharmaccutically in the realment

Acknowledgment

The mthors alse cxtond their approciation i Department of Clinical Labomiory Scionocs,
Codlege of Applicd Medical Scienors, King Sand University for us providing the laboralory
Facilities i compleie the task in the right diroetion.

Conflict of interest

Authors have mothing i disclose.

References

Benitn. J. ¥, Gomer-Carcin, M., Ortiz Mellet. C., Bassanne, L. Defaye. J.. & Garcia
Ferminder. J. M. {304} Optimiring saccharide-dirccicd molecular delivery i biologizal
reooplors: Design, synthesis, ond biclogical cvolmation of glycodendrimer- cyclodexirin

comjugaies. Jourmal of the Amerioen Chemioal Sociery. 126, 10355- 100343,

Bradiord, M. M. (1576). A mpid and sonsitive method for the quantiabion of microgmm
gquantilics of proicin wilizing the prnciple of pmoicindye  binding. Anefice!
hinchemivtry. T2, 148254,

Brubaker, K. R ({1985} Mechonisms of bacterial virulenoe. Aamwal Reviews in

Microbinlogy. 39, 21.50.

This arfiche is prodocicd by copyright. All rights rosorved.

Annexes



Chen, [, Lin, B, Ji, N, Zhou, ], Bian, H. J. Li C. ¥, & Bae, J. K. (Z009). A novel
siglic acid-specific loclin from Phaseolus coccincus sceds with polent antincoplastic and

antifungal activitics. Phytomedicine. 14, 352-360.

Danhern, T., & Foqua, C. (207}, Riofilm formation by plani-associaied bacteria Anea

Rev. Microbiol 61, 4001412

Fang; E. F.; Lin, F., Wong, J. H., Tsaq, 8. W., & Ng, T. K (Z010). A lectin with anii-HI'Y-
| moverse transcriplse, antitomar, and nitric oxide inducing acvitics from scods of

Pascolus vulgaris cv. extmlong autumn porple bean. foamal of Agricaoral and Food

Chemirtry. 58, 7221.2729.

Caidamashvili; M & ¥an Staden, ). (2002). Interaction af leclinlike proteins af South
Alrican miedicial planis with Stphylococcus aurcus and Bacillus subtilis. Joama! of

ethnophermacclogy. £, 131135

Hoa, ¥, Hoa, Y., Yanyan, L Qim, G Li; J (300} Extraction and purification of 2 lectin
from red kidnoy bean and preliminary immune function stodics of the lectin and four Chinese

herbal polysaccharides. BioMed Research fnfernational. 2010,

Kalaiarasan. E., Thirumalaswamy, K., Harish, B. N. GCnonssambandam, V., Sali, V. K
& Johm., J. {3017). Inhibition of quomem sensing-controlled hiofilm formation in
Pecudemonas sonuginosa by querum-scosing inhibitors, Microbial Pathopenesic 111, 9.

107.

Karpuning, L. V. MePnikova, U. Y. & Konnova, 8. A. (2003). Riclogical Rale of Lectins
from the Mitrogen-Fixing Pacnibacillus podymyxa Strain 1460 During Bacierial-Plant-Root

Interactions. Cirrrent microbiology. 47, 376-378.

This article is protocied by copyright. All rights resorved.

Annexes



Lam, S. K. & Ng. T. B. (2010). Isolation and characterization of a French bean
hemagglutinin with antitomor, antifungal, and anti-HIV-1 reverse transcaplase activitics and
an exceptionally high yicld. Phytomedicine. 176), 457462

Leid, J. G. (2009). Bacterial biofilms resist key host defenses. Microbe. 4, 66-T0.

Lis, Ho & Sharon, N. A, T. H. A. No (1973). The biochemistry of plant Jctins

(phytobemaglutinins). Annual review of binchemistry. 42, 541.574.

Lotan, R., Skutelsky, E., Danen, D., & Sharon. N. (1975). The purification, compasition,
and specificity of the anti.T lectin from peanut (Arachis hypogaca). Journal of Biological

Chemistry. 250, 85188523,

OToole, G.. Kaplan, H. B, & Kolter, R (2000). Biofilm formation as microbial

development. Araual Reviews in Microbiology. 54, 49-79.

Park, S, C, Lee, J. R, Shin, 8. 0., Jung. J. H, Lee, Y. M., Son, H., & Hahm, K. S.
(2007). Purification and characlerization of an antifungal peotein, C-FKBP, from Chincse

cabbage. Journal of agricultural and food chemistry. S5, S277.5281.

Sharon, N., & Lis, H. (1990). Logume Jectins—a large family of homologous proteins. The
FASER Journal. 4, 3198-3208.

Yan, Q. Li, Y., Jiang, Z. Sun, Y., Zhu, L., & Ding, Z. (2009). Antiprolifcration and
apoptosis of buman tumor cell lines by o loctin  (AMML) of  Astrapalus

mongholicus. Phytomedicine. 16, 586.593.

Weis, W, L, Taylor, M. E.. & Drickamer, K. (1998). The C-type loctin supecfamily in the

immune system. Immurolopical reviews, 163, 1934

This article is protecied by copyright. All rights reserved.

Annexes




Annexes

Legends

Tahle 1. The primer used for kectin

Tahle 2 Antibiolics susceptibility \esting with lectin as suppliment
Figure 1. Hemagglutination iesting of isalates

Figure 2. (zel electrophoresis for lec gene (positive results with £25bp amplicon)
Figure 3. Hemagglutination assay in microtiter plate by sdy isolabes
Figure 4. SDE-PAGE of lectin perified from ARTI9
Figure 5. HPLE méz value of loctin AB119

Figure 6. Riofilm assay using cangared plates with ar without lectin
Figure 7. Micmditer plate assay for antibiafilm octivity testing of biofilm
Figure B, ontimicrobial testing of lectin on pathogen

Figure 9. Antiprofiforative activity of Joctin on Hela cell line
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Table 1. Primer detuils for lectin
Lectin Primer

_l‘mmi S GGTCTTGTTATGTAAGTCIT-3'
Reverse S.GGOGCATAGTCCTCTATAG-Y

Table 2. Antibiotics susceptibility testing with lectin as suppliment

Fraction/ Antibiotic Antibacicrial activity in mm
E fecalis Pacwoginosa  K.pneumonice
Crude extract 15.0 21.0° 17040 15.0:30°

Purificd kectin 22.0 2.0 250 #4.0° 220+30°

Streptomycin (10uVml.) 27022 1.0° 300:1.0° 270210

a-significant; b-skighly significant

AB119

AB120
SES12

rri2
SAN0S
EAN

SAS9

E B B L9 e S e L)
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Mémoire présenté en vue de ’obtention du Diplome de Master

Filiére : Sciences Biologiques
Spécialité : Ecologie microbienne

Mise en évidence des lectines produites par Acinetobacter baumannii

Résumé

Les lectines sont une classe particuliére de protéines largement distribuées dans la nature, qui reconnaissent sélectivement
et se lient de maniere réversible aux glucides et aux glycoconjugués par l'intermédiaire de leurs sites de liaison. Ces
protéines, qui peuvent étre détectées par des tests d’hémagglutination, interagissent avec différents glucides présents a la
surface des cellules. Le but de ce travail est d’isoler et de caractériser la lectine de bactéries d’origine végétale et de cribler
sa capacité en tant qu’agent antibactérien, antibiofilm et antiprolifératif. Les sources d’origines végétales ont été
examinées pour I’isolement d’organismes ayant une activité lectine. Pour trouver une source bactérienne pour la lectine.
Sept isolats bactériens ont montré une activité lectine. La souche AB119 de A. baummnaii s’est avérée produire une
hémagglutination abondante et bien qu’elle ait été sélectionnée pour la récolte de la lectine et a été retenues Pour mettre en
évidence la production des lectines, de les purifier, de les caractériser et d’étudier leurs activités biologiques. La
Précipitation maximale a été obtenue par la méthode du sulfate d’ammonium a une concentration de 80 % et La
purification a été réalisée par des chromatographies d’échange d’ions et d’affinité. La lectine a été identifiée a partir d’une
nouvelle espéce bactérienne non signalée auparavant et purifiée a partir d’'une souche Acientobacter baumannii AB119,
isolée d’une origine végétale. La lectine est considérée comme le composant le plus virulent de A.Baumannii lié a des
saccharides particuliers et contribue fondamentalement aux Micro-organismes a se fixer a différentes surfaces. Le Sulfate
de sodium-polyacrylamide (SDS-PAGE) a montré que la masse moléculaire de la lectine était de 30 000 daltons. La
lectine montre une activité anti-biofilm et inhibitrice de croissance contre les bactéries Gram-positives (E. Fecalis) et
Gram-négatives (K. pneumoniae et P. aeuroginosa). Cette lectine a montré aussi une bonne efficacité dans 1’inhibition de
la prolifération quand elle a été testée pour son activité antiproliférative sur des cellules HeLa avec un taux d’alcoolémie
de 1,5 % avec une IC50 de 10.0 uM trouvée in vitro.
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